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RESUMO

O queijo é produzido pela agcao de coagulantes de leite, sendo a quimosina
a enzima proteolitica mais utilizada mundialmente no processo de fabricagdo deste
produto. Ela é encontrada em um complexo de enzimas no quarto estémago de
ruminantes juvenis, contudo, a procedéncia animal e as problematicas envolvidas no
uso da quimosina gerou uma busca por fontes enzimaticas alternativas, e dentre essas
opgbes encontram-se as plantas. Estas vém sendo utilizadas como matéria-prima por
diferentes povos e culturas, sendo os seus compostos bioativos os responsaveis por
variados beneficios. As proteases sdo um grupo de moléculas que apresentam carater
bioativo que s&o encontradas nos organismos vivos, e em destaque as plantas, e
compreendem um grupo de enzimas que catalisam reacgdes essenciais de diversos
tipos. A planta noni, denominada cientificamente como Morinda citrifolia, é pertencente
a familia Rubiaceae, de origem do sudoeste da Asia. O suco feito com o fruto é
bastante utilizado na fitoterapia em combate a diversos tipos de enfermidades,
enquanto que a semente geralmente é descartada. O objetivo deste trabalho foi
buscar proteases ativas em sementes de noni, caracterizando a atividade biolégica
proteolitica e coagulante de leite. Foram utilizados ensaios enzimaticos com caseina
e extrato bruto de sementes de noni para deteccao e determinacdo de atividade
proteolitica. Também foram realizados experimentos para avaliar a atividade
coagulante de leite, utilizando-se leite em p6 desnatado e extrato bruto de sementes
de noni. Como resultado, foi demonstrada a presenga da uma protease produzida
constitutivamente em sementes de noni, que possui atividade catalitica sobre a
caseina de 1.587,6 UAP/mg e atividade coagulante de leite com MCA de 2.635,2
US/ml obtido em sua temperatura 6tima em 65°C. Foi possivel constatar razdo de
MCA/PA de 1,66. As propriedades de atividade coagulante de leite do extrato bruto
proteico de sementes de Morinda citrifolia endossa o seu potencial de promissora
fonte natural vegetal de enzimas proteoliticas com potencial biotecnolégico para

aplicagéo na industria de fabricagédo de queijo.

Palavras-chave: noni, protease, milk-clotting



ABSTRACT

Cheese is produced by the action of milk coagulants, with chymosin being
the most used proteolytic enzyme worldwide in the manufacturing process of this
product. It is found in an enzyme complex from the fourth stomach of juvenile
ruminants, however, the animal origin and the problems involved in the use of
chymosin generated a search for alternative enzymatic sources, and among these
options are plants. These have been used as raw material by different people and
cultures, with their bioactive compounds responsible for various benefits. Proteases
are a group of molecules that have a bioactive character that are found in living
organisms, especially plants, and comprise a group of enzymes that catalyze essential
reactions of different types. The noni plant, scientifically known as Morinda citrifolia,
belongs to the Rubiaceae family, of Southwest Asia origin. The juice made with the
fruit is widely used in phytotherapy to combat various types of diseases, while the seed
is usually discarded. The objective of this work was to search for active proteases in
noni seeds, characterizing the proteolytic and milk-clotting biological activities.
Enzymatic assays with casein and crude extract of noni seeds were used to detect and
determine proteolytic activity. Experiments were also carried out to evaluate the milk-
clotting activity, using skimmed-milk powder and crude extract of noni seeds. As a
result, it was demonstrated the presence of a protease produced constitutively in noni
seeds, which has catalytic activity on the casein of 1.587,6 UAP/mg and milk-clotting
activity with MCA of 2.635,2 US/ml obtained at its optimum temperature at 65°C. It was
possible to verify an MCA/PA ratio of 1,66. The properties of milk clotting activity of
crude protein extract of Morinda citrifolia seeds endorse its potential as a promising
natural vegetable source of proteolytic enzymes with biotechnological potential for

application in the cheese making industry.

Keywords: noni, protease, milk-clotting
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1) INTRODUGAO

1.1 APRODUCAO DE QUEIJO

O queijo é um produto da coagulagao do leite, sendo a sua descoberta
possibilitada pelo armazenamento de comida em pele de animais, onde percebeu-se
que acidentalmente acontecia a conversao do leite para coalho (JACOB et al, 2011).
O leite é um fluido biolégico complexo, que contém nutrientes importantes como as
proteinas, agua, gordura, acido citrico, e também compostos inorganicos como o
fosfato de calcio (KUMAR et al, 2010).

O coagulante de leite mais utilizado mundialmente na fabricagdo de queijo
é um complexo de enzimas encontrado no quarto estbmago (abomaso) de ruminantes
juvenis neonatais que até entdo foram alimentados apenas de leite materno
(UNIACKE-LOWE & FOX, 2017). Esse complexo enzimatico contém quimosina e
pepsina em quantidades que dependem de fatores como por exemplo a alimentagéo
e o tempo de vida desses animais (JACOB et al, 2011).

Essencial na etapa de coagulagado de leite para produgdo de queijo, a
caseina € uma proteina presente no leite, produzida pelas glandulas mamarias em
resposta a estimulos hormonais e s&o secretadas agregadamente, sendo
denominadas como micelas. A familia das caseinas engloba a K-caseina. Esta é
constituida por 169 aminoacidos, € localizada principalmente na superficie da micela
de caseina e é caracterizada por ser insensivel ao calcio, ou seja, mesmo na presencga
dessa molécula, a integridade e estabilidade da estrutura micelar séo preservadas
(SELVAGGI et al, 2014).

A enzima quimosina é considerada a melhor coagulante de leite e a mais
utilizada pela industria alimenticia para preparo do queijo, por conta de sua alta
especificidade em hidrolisar a ligacdo peptidica Phe105 — Met106 na cadeia de K-
caseina (Figura 1), resultando em uma alta atividade proteolitica que desestabiliza as
micelas de caseina gerando a coagulagéo do leite (UNIACKE-LOWE & FOX, 2017).
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Figura 1: Local de clivagem na molécula de k-caseina pela enzima quimosina.
Fonte: Elaboragao propria baseada em SWAISGOOD (1975).

Pelo fato da quimosina ser encontrada no estbmago de ruminantes, seu
uso vem sendo discutido devido a falta de aprovagdo pelos adeptos do
vegetarianismo, por questdes religiosas e culturais, pelos impactos causados ao meio
ambiente decorrente do esgotamento de recursos, por se distanciar da
sustentabilidade, além do alto custo financeiro e a limitagao para sua utilizagdo. Esses
fatores geraram uma busca por alternativas ao seu uso, sendo assim, outras fontes
enzimaticas vém sendo pesquisadas e testadas por conta dessa polémica
(BELENKAYA et al, 2018).

Uma das alternativas € o coagulante microbiano, uma fonte de enzimas
proteoliticas proveniente de micro-organismos, cujo mecanismo de agdo ocorre
similarmente ao do coagulante de fonte animal. Nesse grupo de micro-organismos
encontram-se, por exemplo, bactérias (Bacillus polymyxae, Bacillus mesentericus, etc)
e fungos (Endothia parasitica, Rhizomucor miehei e Mucor pusillus var. Lindt)
(STERNBERG, 1976; SOLTANI et al, 2019).

Outra alternativa largamente utilizada é a quimosina recombinante,
sintetizada com o emprego de técnicas de engenharia genética para producao de
quimosina na sua forma natural exata proveniente de diversas fontes, como por
exemplo: bactérias E. coli e do géneros Bacillus, como também fungos do género
Aspergillus. A quimosina recombinante também pode ser sintetizada a partir de fontes
vegetais, como foi demonstrado pelo trabalho de Wei e colaboradores (2016). Queijos
populares sao produzidos com tal enzima recombinante, como os tipos cheddar e
mucarela (KUMAR et al, 2010).

A fabricagdo do queijo pela agdo de proteases que ndo s&o provenientes

de fonte animal ja € bastante comum, mas a busca por coagulantes alternativos que
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possuam melhores caracteristicas e propriedades para a aplicagao nessa area ainda
persiste. Os coagulantes que apresentam a melhor qualidade e acessibilidade séo
fortes candidatos a preencherem os requisitos necessarios para serem utilizados.

Dentre os substitutos que preenchem os requisitos necessarios,
encontram-se as proteases advindas das plantas. Ha relatos de grande producéo e
variedade de queijos produzidos a partir de enzimas vegetais na Espanha e em
Portugal, que utilizam, por exemplo, Cynara sp. — também chamada de alcachofra —
como fonte de proteases (ROSEIRO et al, 2003; SHAH et al, 2014).

1.2 OS VEGETAIS E AS SUAS PROTEASES

As plantas vém sendo utilizadas ao longo da histéria como matéria-prima
para produtos naturais que sdo empregados em diversos setores por diferentes povos
e culturas. As pesquisas a respeito dos extratos das plantas com potencial
biotecnolégico sdo cada vez mais crescentes por conta do facil acesso e baixo custo
para sua utilizagao. Esses extratos sao ricos em compostos bioativos, que por sua vez
sd0 0s responsaveis por executar os beneficios atribuidos as aplicagbes de cada
planta (COSTA & ROSA, 2016).

Esses compostos bioativos sdo na verdade os compostos quimicos
encontrados em diferentes partes das plantas (raizes, folhas, polpa, sementes e etc)
que podem realizar intensa atividade biolégica. Podem atuar de diferentes formas,
inclusive a favor da saude humana, e devido a isso, o interesse sobre eles é cada vez
mais crescente. Uma ampla gama de estudos epidemioldgicos mostra que uma dieta
rica em alimentos com compostos bioativos é capaz de influenciar na redugéo de uma
variedade de riscos como por exemplo a diabetes, doengas cardiovasculares e
canceres (COZZOLINO, 2012).

Um grupo de moléculas com carater bioativo sdo as proteases, que séo
encontradas nos organismos vivos e compreendem um grupo de enzimas que
catalisam reacdes essenciais, sejam elas metabdlicas ou de fungbes regulatérias
como defesa, digestdo, desenvolvimento, apoptose e etc (WALSH, 2015). O
mecanismo de acao das proteases se da pela hidrolise de ligagbes peptidicas (LI et
al, 2013).
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As proteases sdo subdivididas em endopeptidases e exopeptidases, de
acordo com seu sitio de agao, ou seja, se clivam os peptideos distantes dos terminais
ou peptideos terminais dos substratos, respectivamente; podendo também agir de
ambas as formas (UNIACKE-LOWE & FOX, 2017). Quatro grupos distintos de
proteases sdo reconhecidos pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular, e abaixo encontra-se sua caracterizagédo, de acordo com Bond & Butler
(1987):

e serino proteases ou proteases serinicas: ha a presenga de uma cadeia
lateral de serina reativa no centro ativo, além de haver, no mecanismo catalitico
desta enzima, ligagdo covalente de substratos para este residuo de serina que
é produzido;

e cisteino proteases ou proteases cisteinicas: também denominadas “tiol
proteases”, este grupo de enzimas é caracterizado por conter residuo essencial
de cisteina envolvido em complexo covalente intermediario com substratos;

e aspartico proteases ou proteases asparticas: também conhecidas como
“proteases acidas” tem como caracteristica conter dois residuos asparticos no
seu centro ativo envolvidos na catalise. E pensado que a catalise geral acido-
base ao invés de formar intermediarios enzima-substrato atua no préprio
mecanismo dessas enzimas;

e metalo proteases: contém ions metalicos (usualmente zinco) nos seus
centros reativos, que aumentam a nucleofilicidade da agua e polarizam a

ligacado peptidica a ser clivada antes do ataque nucleofilico.

1.3 ATIVIDADE E APLICAGOES DAS PROTEASES

As enzimas proteoliticas sdo consideradas como ferramentas importantes
no mecanismo de defesa bioquimico de plantas. Elas atuam na defesa pré-formada,
ou seja, antes mesmo do ataque do patdégeno algumas proteases ja sdo produzidas
constitutivamente pela planta. As proteases sdo muito importantes e abundantes pois
estdo presentes além das plantas, como em todas as formas de organismos vivos
(TREMACOLDI, 2009).
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Desempenhando papéis relevantes em mais de um aspecto — sustentavel
e econdmico — as proteases séo biodegradaveis e provenientes de fontes renovaveis,
sendo consideradas de baixo impacto ambiental, decorrente de uma baixa geragéo
de residuos (SHELDON & VAN PELT, 2013). Somado a isso, o fato de realizarem
atividade para além do seu organismo de origem — vegetais, animais e micro-
organismos — as proteases sdo colocadas em posi¢cao de destaque nas industrias
farmacéutica, alimenticia (amaciamento de carne, produgdo de bebidas, confeitaria),
de detergente, no processamento de couro, etc (WALSH, 2015).

Portanto, o interesse econbmico acerca das proteases se deve
grandemente a essas caracteristicas, que as tornam fortes candidatas em potencial,
nessa busca por novas fontes enzimaticas (KUMAR et al, 2008).

Dentre as diversas aplicagdes dessas enzimas proteoliticas, encontra-se a
coagulagao do leite e preparo de queijo, que se da pela agdo da protease sobre as
proteinas do leite, onde ha hidrélise da ligagcao peptidica entre os aminoacidos Phe105
— Met106 na cadeia de k-caseina (SELVAGGI et al, 2014). Ha excecdo de uma
protease de Cryphonectria parasitica que cliva a ligagdo Ser104 — Phe105 (JACOB
et al, 2011).

Por conta dos problemas ja descritos acima, relacionados ao uso industrial
de enzimas provenientes de fontes animais, os holofotes se voltaram para as
proteases de origem vegetal, que vém sendo estudadas e testadas, por realizarem
atividade proteolitica mesmo em condi¢des adversas como em presenca de agentes
desnaturantes, solventes, diferentes amplitudes de temperatura e pH e etc (LI et al,
2013).

Em 2018, a produgdo mundial de enzimas industriais bateu a marca de
US$5,5 bilhdes, conforme calculos realizados pela “BBC research”, alcangara o
namero de US$7,0 bilhdes até 2023 (MAGALHAES et al, 2019).

1.4 A PLANTA NONI (Morinda citrifolia)

Conhecida popularmente como “noni” e denominada cientificamente como
Morinda citrifolia L., a planta é pertencente a familia Rubiaceae, com caracteristica de

arbusto, com folhas elipticas e inflorescéncias brancas, originaria do sudoeste da Asia,
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que vem sendo utilizada pela populagdo ha pelo menos 2000 anos na Polinésia.
Atualmente pode ser encontrada em diversos lugares, como na Africa, Caribe,
Australia, Malasia, Indonésia e Américas do Sul e Central (WANG et al, 2002; CHAN-
BLANCO et al, 2006; CORREIA et al, 2012).

Figura 2: Morinda citrifolia.
Fonte: Daiji World (2020).

1.5 FRUTOS E SEMENTES DE M. citrifolia

O fruto de M. citrifolia possui um odor caracteristico com sensagéo olfativa
pouco agradavel que se intensifica quando maduro, tendo formato ovodide, podendo
chegar a 10 centimetros de comprimento e 6 centimetros de largura. Possui polpa
esbranquicada carnosa e suculenta e uma superficie verde grumosa discretamente
enrugada, dividida em se¢des de formato poligonal (CHAN-BLANCO et al, 2006).
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Cada fruto comporta diversas sementes, que sdo de coloragédo escura e
alongadas (WANG et al, 2002). O suco feito com o fruto é bastante utilizado pela
populagéo como fitoterapico, almejando o combate a diversos tipos de enfermidades,

enquanto que as sementes geralmente sdo descartadas.

Figura 3: Fruto de M. citrifolia.
Fonte: Alimentos, (2020).

1.6 APLICACOES DE M. citrifolia

Segundo Correia e colaboradores (2012), na cultura popular alega-se que
o fruto de noni além de prevenir, também cura diversas enfermidades. O seu suco é
consumido como suplemento alimentar, porém, quase todas as partes da planta sédo
aproveitadas para consumo, sendo relacionadas com beneficios distintos. O fruto é a
parte da planta mais utilizada, com aplicagdes bactericida, analgésico, antioxidante,

anti-inflamatorio, hipotensor, purificador do sangue, etc (ABOU ASSI et al, 2015).
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Utilizada para estimular o sistema imunolégico, acredita-se que combata
bactérias, infec¢des virais, fungicas, parasitarias e inflamagdes. Além disso, também
é reconhecida como agente poderoso contra diabetes, pressdo alta, dores
musculares, assim como, também atua como agente anti-tumoral (WANG et al, 2002;
ABOU ASSI et al, 2015). Baseado nessas informagdes, comegou-se a pesquisar as
propriedades terapéuticas do noni, com objetivo de comprovar cientificamente tais
crendices populares, porém, poucas sdo as informagdes relacionadas as
caracteristicas bioquimicas e nutricionais ja alcancadas em relagdo a polpa e
sementes.

Existem muitas frutas e hortalicas que além de possuirem valor nutricional
também realizam atividade fisioldgica benéfica (COSTA & ROSA, 2016). Contudo,
muitas plantas apesar de serem utilizadas pela populagdo em fungdo das suas
propriedades terapéuticas também podem ocasionalmente causar riscos a saude. Os
riscos e beneficios do uso dessas substancias sao levados em consideragéo, de forma
que os beneficios sejam maiores que os efeitos colaterais. Plantas produzem
compostos téxicos em grandes quantidades que devem ser usadas para defesa
primaria contra ataques de fungos, bactérias, insetos e outros predadores (VARANDA,
2006).

Nos ultimos anos varios compostos bioativos ja foram isolados de extratos
advindos do noni. Entre estes pode-se citar: vitaminas, antraquinonas, flavonoéides,
glicosideos e acidos graxos poliinsaturados (WANG et al, 2002).

Um estudo realizado para avaliar o potencial de risco a saude do extrato de
sementes de noni constatou que as amostras nao demonstraram atividade citotoxica,
bem como ndo demonstraram toxicidade oral no sistema teste utilizado. Os
experimentos realizados para avaliar o possivel dano causado ao DNA néo indicaram
nenhum potencial genotéxico relacionado ao consumo de extrato de sementes de M.
citrifolia (WEST et al, 2011).

Entretanto, o pronunciamento da ANVISA de cunho oficial a respeito da
utilizacdo do noni diz que devido a falta de histérico de consumo no pais, a
comercializagdo de qualquer alimento contendo noni s6 sera permitida apos préevia
confirmagéo de sua seguranca de uso e registro, de acordo com as determinagées da
Resolugdo n°. 16/1999 e da Resolugédo RDC n°. 278/2005 (BARBOSA et al, 2017).
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Tendo em vista esses cenarios, o presente trabalho tem como objetivo
buscar proteases presentes nas sementes de noni e caracterizar a atividade dessas

moléculas evidenciando seu potencial biotecnolégico.
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2) OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Detectar proteases bioativas produzidas em sementes de Morinda citrifolia

e avaliar a atividade proteolitica e coagulante de leite dessa protease.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Detectar atividade proteolitica em extrato bruto de sementes de noni;

e Detectar a atividade coagulante de leite em extrato bruto de semente de
noni;

e Avaliar o efeito da temperatura sobre a atividade coagulante de leite da
protease detectada em sementes de noni;
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1 EXTRAGAO DE PROTEINAS DE TECIDO VEGETAL

Sementes de noni foram obtidas a partir de frutos coletados nos municipios
do Rio de Janeiro e Campos dos Goytacazes no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

As sementes foram separadas da polpa e utilizadas para a extragédo das
proteinas, as quais foram extraidas triturando-se as sementes em tampao de extragédo
Tris HCI 50 mM (pH 6), na propor¢céo de 5 ml de tamp&o de extragdo para cada 1
grama de sementes (5:1), ao qual foi adicionado 10% (do peso fresco das sementes)
de PVPK-30. A mistura foi mantida em agitagdo vigorosa por 1 hora e 30 minutos a
4°C e, em seguida, centrifugada a 12.000 xg por 30 minutos na mesma temperatura.

O material sedimentado foi descartado enquanto que o sobrenadante foi
utilizado como solugdo contendo proteinas, o qual foi denominado extrato bruto

proteico (EB).

3.2 DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas foi realizada segundo a metodologia de Bradford
(1976).

Para construgdo da curva padrdo, 10 pg/ul da proteina BSA foram
distribuidas em tubos de microcentrifuga de 2,0 ml nas concentragées de 0 pg, 2 ug,
4 ug, 6 ug, 8 ug e 10 pg, onde foram adicionados individualmente 200 pl de agua
MilliQ e 800 pl de reagente Bradford. As amostras foram analisadas por
espectrofotdmetro a 595 nm.

Para a dosagem das proteinas das amostras, foram usados volumes

diferentes de EB e comparados os valores com os da curva padrao.

3.3 DETECGAO DA ATIVIDADE COAGULANTE DE LEITE
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Os ensaios de deteccdo da atividade coagulante de leite (do inglés milk-
clotting) foram realizados baseando-se na metodologia descrita por Arima e
colaboradores (1970).

O tampéo de ensaio cloreto de calcio 10 mM (pH 6,5) foi utilizado para
dissolver leite em p6 (desnatado) a uma concentragédo de 10% (m/v), utilizado como
substrato. Em tubos de microcentrifuga, foram distribuidos 900 ul de solugéo de leite
aos quais foram adicionados 100 pl de EB. Os tubos foram mantidos em banho maria
a 50°C e o tempo de “clotting” (t) foi definido como o tempo decorrido entre o inicio da
incubagdo em banho-maria a 50°C e o aparecimento do primeiro material sélido
(coagulo de leite). Como controle negativo foram utilizados 100 pl de tampéo de
extragdo (descrito no item 3.1) em substituicdo ao EB, nas mesmas condigbes
descritas acima. Como controle positivo foram utilizados 10 pl de quimosina
(Coagulante Liquido HA-LA®) (na auséncia de EB) adicionadas a 990 ul da solugdo
de leite. Um terceiro controle experimental constitui em uso de um tubo contendo
apenas a solugdo de leite (1000 pl) nas mesmas condigbes experimentais para
determinar se a temperatura pode interferir na solugdo de leite (na auséncia de
enzimas proteoliticas). O resultado experimental foi expresso na forma de unidade de
coagulagéo do leite (MCA, do inglés “Milk Clotting Activity”) sendo definido como a
quantidade de EB (ml) necesséria para a coagulagdo de 100 ml de leite em 40
minutos, nas condi¢gdes do ensaio. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas e
conduzidos de forma independente.,

O MCA foi calculado usando a equagéo a seguir e expresso em Unidade

Soxhlet por ml de coagulante (US/ml):

2400 S

Onde:
t = tempo de clotting (seg);
S = volume de substrato (ml);

E = volume de solugdo enzimatica (EB)(ml).

3.4 AVALIAGAO DO EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE
BIOLOGICA DA PROTEASE DE SEMENTES DE NONI

[Formatado: Fonte: 11 pt
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O efeito da temperatura sobre a atividade da protease produzida em
sementes de noni foi avaliado através da mesma metodologia descrita acima.
Tampao de ensaio cloreto de calcio 10 mM (pH 6,5) foi utilizado para dissolver leite
em po (desnatado) a uma concentragdo de 10% (m/v), utilizado como substrato. Em
tubos de microcentrifuga, foram distribuidos 900 ul de solugéo de leite aos quais foram
adicionados 60 pug de EB e completados com tampéo cloreto de célcio para atingir
1000 I totais. Os tubos foram mantidos em banho maria a diferentes temperaturas
(30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 e 90°C) e o tempo de “clotting” (t) foi definido
como o tempo decorrido entre o inicio da incubagao em banho-maria e o aparecimento
do primeiro material solido (coagulo de leite). Como controle negativo foram utilizados
100 yl de tampao de extragdo, em substituicdo ao EB, nas mesmas condi¢des
descritas acima. Como controle positivo foram utilizados 10 pl de quimosina
(Coagulante Liquido HA-LA®) (na auséncia de EB) adicionadas a 990 ul da solugdo
de leite. E novamente, um terceiro controle experimental constitui em uso de um tubo
contendo apenas a solugéo de leite (1000 ul) nas mesmas condigbées experimentais
para determinar possiveis interferéncias das temperaturas na solugao de leite, mesmo
na auséncia de enzimas.

O MCA foi calculado tal como descrito no item 3.3.

3.5 DETECGAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DE PROTEASES PRESENTES NO
EXTRATO DE SEMENTES DE NONI

A detecgéo de atividade de protease no EB das sementes foi realizada
segundo modificacdo da metodologia descrita por Afsharnezhad e colaboradores
(2018).

Caseina (Synth ®) foi diluida em tampao de ensaio fosfato de sédio
monobasico 50 mM (pH 6,0) a uma concentragao final de 0,1% para constituir o
substrato. Em microtubos de centrifuga foram adicionados 300 pl de solucéo de
caseina e 50 yl de EB para um volume final de 350 pl. A reagao foi iniciada pela adigdo

do EB aos tubos. Apds 40 minutos de incubagédo em banho maria a 50°C, a reagao foi
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parada pela adicdo de 500 pl de acido tricloroacético (TCA) 5%. Como controle
negativo, em um dos tubos, o TCA 5% foi adicionado antes do EB e incubado nas
mesmas condigdes descritas acima. Como controle positivo do ensaio, em um dos
tubos, foram adicionados 50 pl de quimosina (em substituicdo ao EB). Apos a parada
de reagdo com 500 uyl de TCA 5%, as amostras foram mantidas a temperatura
ambiente por mais 30 minutos. Feito isso, todas as amostras foram centrifugadas por
20 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante obtido foi analisado por
espectrofotdmetro a 280 nm.

Os valores obtidos foram representados como Unidade de Atividade
Proteolitica (UAP), onde cada UAP foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para desencadear o aumento de 0,01 na densidade ética em 1 minuto a

280 nm sob as condigbes do ensaio.
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4) RESULTADOS

4.1 DETECGAO DA ATIVIDADE COAGULANTE DE LEITE

A coagulacdo do leite € uma etapa essencial na producdo de queijos,
podendo ser executada por proteases de fontes vegetais. Na ftriplicata de
experimentos independentes — executados para avaliar a atividade coagulante de
leite realizada pela enzima proteolitica detectada no extrato bruto das sementes de
noni — foi possivel observar que a protease é capaz de gerar coagulos de leite (Figura
4 —tubos 4 e 5). Ao analisar o tubo contendo apenas o tampao de extragio (Figura 4
— tubo 2) constatou-se a auséncia de fragdes do leite coaguladas, pois o leite continua

exibindo a mesma textura liquida e homogénea.

Figura 4: Analise qualitativa da presenca de proteases coagulante de leite em sementes de noni:
Tubo 1- Contendo apenas leite diluido em tamp&o de ensaio. Tubo 2- Contendo leite diluido em tampao
de ensaio incubado com tampé&o de extragéo, na auséncia de EB (controle -). Tubo 3- Contendo leite
diluido em tampao de ensaio incubado com 10 pl quimosina (controle +). Tubos 4 e 5: Contendo leite
diluido em tampéo de ensaio incubado com 60 ug de EB de sementes de noni.
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Na Figura 5 foi apresentado o valor de US/ml para a atividade coagulante
de leite pelas proteases das sementes de noni em sua temperatura 6tima,
comparando-a com o valor de MCA exibido pelo tamp&o de extracdo que demonstrou

nenhuma atividade coagulante de leite.
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Figura 5: Avalicao da atividade coagulante de leite por proteases presentes em sementes de
noni. Cada barra corresponde a média de trés experimentos independentes. A reagdo ocorreu
utilizando leite em pé desnatado 10% em tampéo cloreto de calcio 10mM pH 6,5 como substrato. A
linha representada partindo da barra cinza corresponde ao desvio padrao resultante das triplicatas de
experimentos.,
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42 AVALIAGAO DO EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE
BIOLOGICA DA PROTEASE DE SEMENTES DE NONI

A temperatura 6tima das proteases € uma caracteristica intrinseca que
pode variar entre as espécies de plantas que vém sendo caracterizadas por estudos
distintos, sendo configurada pela temperatura em que a atividade enzimatica &€ mais
proeminente. No presente estudo, para definir a temperatura 6tima de atividade da
protease contida em sementes de noni, trés experimentos independentes foram
conduzidos incubando-se a amostra em diferentes temperaturas (30-90°C), para
detectar em qual faixa a atividade enzimatica seria mais eficiente.

Como resultado, foi observado que em sua temperatura 6tima, 1ml de leite
foi coagulado com 40 pl de enzima dentro de 14 segundos. A atividade coagulante de
leite aumenta drasticamente na faixa de temperatura entre 60-65°C, alcangando a
atividade maxima em 65°C, onde o valor de MCA foi de 3.891,79 US/ml comparados
ao valor de MCA a 55°C (65,14 US/ml). Os valores relativos em % podem ser
observados na Figura 6, onde a atividade enzimatica no experimento pode ser
analisada.

80
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40 1

Atividade coagulante relativa (%)
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il . - . ; y T T T T T T ™

30 40 45 50 55 60 65 70 74 a0 83 El]

Temperatura {°C)

Figura 6: Efeito da variagao de temperatura sobre a atividade coagulante de leite das proteases
de sementes de noni. Cada ponto corresponde a média de trés experimentos independentes. A reagao
ocorreu utilizando-se leite em pé desnatado 10% em tampé&o cloreto de célcio 10mM pH 6,5 como
substrato. A atividade coagulante de leite a 65°C foi tomada como 100%. As linhas representadas
partindo dos pontos correspondem ao desvio padrao resultante das triplicatas de experimentos.
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4.3 DETECGAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DE PROTEASES PRESENTES NO
EXTRATO DE SEMENTES DE NONI

A atividade proteolitica € uma propriedade importantissima detectada nas
proteases, o0 que as caracteriza como enzimas proteoliticas. O efeito desta atividade
sobre a caseina é também um fator determinante para a desestabilizagdo das suas
micelas e posteriormente, a formagao dos coagulos de leite. A atividade proteolitica &
significativamente importante e relacionada com a atividade coagulante de leite.

Como resultado, foi observada que a protease contida no extrato bruto de
sementes de noni possui atividade proteolitica sobre a caseina, realizando a hidrélise
de ligagdo peptidica contida nessa molécula, alcangando um valor de 1.587,6
UAP/mg. Foram realizados trés experimentos independentes utilizando-se a caseina
a 0,1% como substrato, na presenga de EB.

A deteccao da atividade caseinolitica do EB pode ser observada na Figura
7, demonstrada pela média dos trés experimentos realizados, confirmando a natureza
proteolitica das enzimas das sementes do fruto de noni. Pode-se observar na mesma
figura que os tubos contendo caseina incubados com tampao de extragdo Tris-HCI

(na auséncia de EB) ndo apresentam atividade caseinolitica.
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Figura 7: Avaliagao da atividade proteolitica de proteases no EB de sementes de M. citrifolia.
Os trés ensaios foram realizados utilizando-se caseina 0,1% como substrato. A unidade de atividade
proteolitica (UAP) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para desencadear o aumento
de 0,01 na densidade 6tica em 1 minuto a 280 nm (vide materiais e métodos). Cada barra representa
a média de trés experimentos independentes. A linha representada partindo da barra cinza corresponde
ao desvio padrao resultante das triplicatas de experimentos.
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Para analisar o potencial uso de uma nova fonte enzimatica de coagulagéo
de leite para ser utilizada no processo de fabricagdo de queijo, se faz imprescindivel
a determinagdo da atividade proteolitica (PA) por miligramas de enzima do extrato.
Além da PA, a atividade coagulante de leite (MCA) também é utilizada para indicar a
qualidade dos potenciais coagulantes.

Esse parametro é obtido a partir da razdo entre essas propriedades:
MCA/PA. Esta razao indica a qualidade dos coagulantes para o uso na fabricagéo de
queijos, sendo que quanto mais alto o valor dessa razdo, melhor. O coalho comercial
possui razdo MCA/PA comumente mais elevado do que as outras enzimas
proteoliticas.

Na Tabela 1, pode-se observar a razao MCA/PA da protease presente nas
sementes de noni quando comparada a quimosina comercial, utilizada como controle
positivo, em todos os experimentos. Pode-se observar que o EB apresenta uma razao
de 1,66, quase sete vezes menor que a razdo encontrada para a enzima quimosina
(10,97). Para compor esta tabela, a atividade coagulante de leite (MCA) foi realizada
em 65°C e atividade proteolitica especifica (PA) em 50°C. O substrato utilizado para
determinagéo da PA foi a caseina a 0,1%. Para determinar a razdo MCA/PA foram

utilizados os valores de US/mg e UAP/mg.

TABELA 1. ATIVIDADE COAGULANTE DE LEITE E ATIVIDADE PROTEOLITICA ESPECIFICA EM
EB DE SEMENTES DE M. CITRIFOLIA

Amostra Proteinas (mg/ml)  Atividade Enzimética Razao MCA/PA (mg)
MCA (US/ml) MCA (USimg) PA (UAP/mg)

Sementes de noni 1,073 38018 2635,2 1587.6 1,66

Quimosina 0,187 47520 2541176 23164 10,97

FONTE: Dados de pesquisa, (2021).
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5) DISCUSSAO

5.1 DETECGAO DA ATIVIDADE COAGULANTE DE LEITE

Muitas partes distintas das plantas ja foram estudadas e a atividade
biolégica de protease nelas foi detectada, demonstrando possuirem capacidade de
exercer atividade coagulante de leite, como por exemplo frutos de B. pinguin
(MORENO-HERNANDEZ et al, 2017), as flores de C. cardunculus (MAZORRA-
MANZANO et al, 2013b), as folhas de M. oleifera Lam (SHI et al, 2019) e as sementes
de V. glabra (GONZALEZ-VELAZQUEZ et al, 2020).

A respeito da planta noni, a presenga de uma protease com atividade
coagulante de leite ja foi detectada na polpa do fruto (DE FARIAS et al, 2019).
Contudo, esse é o primeiro relato de detecgdo de uma protease em sementes de noni
com atividade de coagulagéo do leite. Além disso, a protease exibiu grande potencial
de quebra da caseina, podendo gerar a coagulacdo do leite rapidamente,
principalmente em sua temperatura 6tima determinada em 65°C.

Semelhante ao leite na auséncia de proteases, o tampé&o de extragdo nao
apresentou coagulos, o que pode ser explicado por ndo possuir atividade catalitica
sobre a caseina, corroborando o fato de que os coagulos de leite sdo definitivamente
gerados pela atividade da enzima proteolitica presente no extrato bruto proteico das
sementes de noni.

De acordo com o trabalho realizado por De Farias e colaboradores (2019),
a protease presente na polpa de noni obteve MCA especifico (por miligramas) de
9950,17 US/mg, enquanto que o valor obtido pelas proteases da semente obtiveram
o valor de 2635,2 US/mg. Quando comparadas, observa-se que a semente possui
relativa diminuigao, porém, isso ndo anula sua eficiéncia na coagulagéo do leite.

A temperatura padronizada para a fabricagdo de queijo € em torno dos
37°C, entretanto, nesse trabalho, o extrato bruto proteico de sementes de noni
apresentou atividade maxima em temperatura mais elevadas, obtendo MCA maximo
(100%) em torno de 65°C (3.891,79 US/ml). Numa faixa de temperatura elevada (75-
80°C) o EB de B. pinguin apresentou MCA de 3,99 US/ml. As proteases de sementes

de noni possuem MCA mais elevado que B. pinguin tanto em temperaturas altas,
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quanto em temperaturas baixas, como na faixa de temperatura padrdo de 37°C
mencionada acima, onde atingiram valores de MCA respectivamente 23,81 e 1 SU/ml
(MORENO-HERNANDEZ et al, 2017).

Embora o padréo de temperatura para a fabricagéo industrial de queijo seja
na faixa dos 37°C, um grande grupo de proteases possuem melhor atividade em
temperaturas acima desse valor, 0 que ndo as exclui da possibilidade de utiliza-las
para este fim. E necessario que o resultado final seja satisfatério, independente da

temperatura utilizada para cada protease.

5.2 AVALIAGAO DO EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE
BIOLOGICA DA PROTEASE DE SEMENTES DE NONI

A faixa de temperatura de 65-80°C foi onde o extrato bruto proteico de
sementes de noni demonstrou um aumento na sua atividade relativa, correspondendo
ao valor de MCA maximo 3.891,8 US/ml em seu 100% de atividade relativa em 65°C.

Pode-se observar resultados semelhantes em solugdes enzimaticas que
sdo consideradas novas fontes promissoras de proteases para realizar atividade
coagulante de leite, como as flores de Citrus aurantium; os frutos de Withania
coagulans; os frutos de Ficus johannis; as folhas, sementes e frutos de Vallesia glabra;
as folhas de Moringa oleifera que alcangaram MCA maximo entre 65-70°C
(MAZORRA-MANZANO et al, 2013a; SALEHI et al, 2017; AFSHARNEZHAD et al,
2018; SHI et al, 2019; GONZALEZ-VELAZQUEZ et al, 2020). Temperaturas elevadas
(superiores a 80°C) causaram redugao na atividade coagulante do EB das sementes
de noni, isso pode ser explicado devido a uma provavel desnaturagdo das proteinas
presentes no extrato bruto.

E de suma importancia frisar que fatores como a temperatura, o pH e o tipo
de protease envolvida nas reagdes podem influenciar na MCA de extratos vegetais
(MAZORRA-MANZANO et al, 2013a). Isso indica que ha situagdes 6timas onde a
atividade da enzima é maxima, sendo necessario realizar testes para definir em quais
condic¢des a protease desempenha o seu melhor, além da necessidade de purificar o
extrato bruto proteico, para avaliagdo da quantidade de proteases presentes que

desenvolvem a atividade coagulante de leite.
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Até o presente momento, este estudo é o primeiro relato sobre presenga
de proteases em sementes de Morinda citrifolia com potencial atividade milk-clotting,
portanto, a atividade coagulante de leite (MCA) ainda ndo pode ser atribuida a uma
classe de protease especifica, uma vez que esta precisa ser caracterizada
bioquimicamente e purificada.

Existem caracteristicas relevantes a serem consideradas nas novas fontes
de proteases vegetais antes da aplicagdo na industria alimenticia, como é o caso do
uso dessas para a produgdo de queijo. Essas caracteristicas se referem
principalmente a quantidade, o tipo e as propriedades quimicas da protease em
questéo. Por exemplo: um extrato proteico vegetal com um baixo valor de MCA requer
volumes mais altos de extrato para coagular o leite, enquanto que um alto MCA
proporciona que um volume baixo de extrato seja capaz de coagular o mesmo volume
de leite (MAZORRA-MANZANO et al, 2013a). Esta caracteristica pode ser observada
no EB de sementes de noni, onde pouco volume de extrato coagula rapidamente o
leite. Conforme anteriormente citado no item 4.2, observou-se que dentro de 14
segundos 1 ml de leite € completamente coagulado por 40 pl de extrato bruto proteico

de sementes de noni.

5.3 DETECGAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA DE PROTEASES PRESENTES NO
EXTRATO DE SEMENTES DE NONI

A busca por proteases produzidas constitutivamente por plantas é
amplamente explorada, levando muitos estudos a testarem diferentes drgdos das
plantas que indicam ser novas fontes promissoras dessas enzimas (assim como
descrito no item 5.1). Neste estudo, foi constatado que as sementes de noni produzem
constitutivamente uma protease que apresenta atividade proteolitica sobre a caseina,
sendo este o primeiro relato dessa atividade exercida pelas sementes dessa espécie.

Quanto maior o valor da razdo MCA/PA melhor é o coagulante, podendo
produzir os melhores coalhos, além de amenizarem o sabor amargo e resultarem num
alto rendimento do queijo. Essa caracteristica de alta proporgdo MCA/PA é uma

propriedade presente na quimosina.
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Durante o processo de fabricagdo do queijo, uma baixa especificidade pode
ocasionar a clivagem de outras ligagdes que podem gerar perda de peptideos no soro
do leite (JACOB et al, 2011). Portanto, a quimosina é uma referéncia para analise, por
produzir com exceléncia os melhores queijos. Uma estabilidade térmica favoravel
também é tomada como critério de avaliagdo (MORENO-HERNANDEZ et al, 2017;
SALEHI et al, 2017). Todavia, uma grande parte dos coagulantes apresentam valores
altos de PA, levando a menores razdes MCA/PA, resultando em queijos com defeitos
na sua textura, sabores amargos e baixo rendimento (SALEHI et al, 2017).

O EB exibiu uma PA no valor de 1.587,6, obtendo entdo uma razao
MCA/PA de 1,66 na sua temperatura 6tima para atividade coagulante de leite em 65°.
Apesar de baixo, esse valor pode ser considerado relevante, quando comparado ao
obtido para proteases de outras fontes vegetais, como por exemplo, a protease do
fruto de Bromelia pinguin que possui MCA/PA 1,29 e ja foi considerada nova fonte
promissora de proteases vegetais (MORENO-HERNANDEZ et al, 2017).

Em contrapartida, a protease encontrada em sementes de noni apresenta
uma razdo MCA/PA inferior a algumas proteases vegetais ja estudadas. Por exemplo,
as flores de Cynara cardunculus, mais especificamente a por¢éo dos pistilos, possuem
proteases que apresentam uma relagdo MCA/PA de 21,17 em 60°C (MAZORRA-
MANZANO et al, 2013b). Essa espécie (C. cardunculus) é muito utilizada como fonte
de coagulantes (dentre outras do género que também s&o usadas) na industria do
queijo (ROSEIRO et al, 2003; SHAH et al, 2014; AFSHARNEZHAD et al, 2018).

A eficiente producgao de queijo pela protease de C. cardunculus se da pela
sua alta especificidade em hidrolisar a ligacdo peptidica Phe105 — Met106 da k-
caseina bovina, tal qual a quimosina. Uma boa atividade proteolitica sobre a caseina
se da por essa afinidade, porém, outros coagulantes podem possuir alta atividade
proteolitica e serem inespecificos, hidrolisando outras ligagdes peptidicas da k-
caseina que nao geram bons resultados (ROSEIRO et al, 2003).

A razédo de MCA/PA obtida neste estudo para as proteases de sementes
de M. citrifolia é apenas 6,6 vezes menor que o da quimosina (10,97). Essa
proximidade entre os valores faz com que as proteases de M. citrifolia seja classificada
como promissora e forte candidata para se tornar uma alternativa ao uso da quimosina
de origem animal, por exibir caracteristicas semelhantes as do coagulante comercial.

Segundo Shi e colaboradores (2019), o extrato bruto contendo proteases

provenientes das folhas de Moringa oleifera obteve 19,27 MCA/PA, enquanto que a
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enzima purificada obteve MCA/PA de 126,76, ambas em 65°C. Pode-se observar que
a purificagéo da protease pode impulsionar o valor de MCA/PA, fazendo com que o
resultado final de todo o processo seja mais adequado. No entanto, no presente
trabalho, os experimentos foram realizados com o extrato bruto, podendo entdo
futuramente os valores de MCA/PA se elevarem e serem mais apropriados para a
finalidade de coagulagao do leite para produgéo de queijo caso os experimentos sejam
realizados com a protease devidamente purificada e isolada.

A aplicagao de proteases com perfis como esse nao se limitam apenas a
industria do queijo, ndo obstante ainda possam ser utilizadas em outros campos, como
foi descrito no item 1.3: nas industrias farmacéutica, alimenticia (amaciamento de
carne, producdo de bebidas, confeitaria), nas fabricas de detergente, no
processamento de couro (WALSH, 2015). Portanto, o estudo sobre o potencial
biotecnolégico destas deve ser aprofundado, podendo ser empregadas com outras

finalidades.
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6) CONCLUSAO

Essa é a primeira detecgao de proteases produzidas constitutivamente em
sementes de M. citrifolia, mais conhecida como noni, que apresentam alta atividade
proteolitica especifica e que também desempenham consideravel atividade
coagulante de leite. As caracteristicas apresentadas pelas proteases das sementes
de noni nos experimentos se mostraram semelhantes ao coagulante comercial. Essas
propriedades do EB de sementes de Morinda citrifolia reforgam o seu uso como uma
promissora fonte natural vegetal de enzimas proteoliticas com potencial
biotecnolégico para aplicagdo na industria de fabricagdo de queijo. Estudos futuros
explorando a purificagéo e caracterizagao do EB das sementes de noni sdo requeridos
para elucidar questdes a respeito de suas propriedades e possiveis aplicacdes em
processos biotecnoldgicos distintos.
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