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RESUMO

Melia azedarach L. é uma espécie originaria da Asia, pertencente a familia das meliaceas,
conhecida popularmente no Brasil como cinamomo e possui propriedades bioativas utilizadas
para fins terapéuticos. Por possuir potencial antiviral a espécie ¢ citada dentre aquelas que
podem auxiliar o sistema imunologico contra infec¢des por SARS-CoV-2, causador do covid-
19. Em frutos da planta ja foram descritas proteases cisteinicas, uma das classes de proteases
vegetais empregadas na inddstria alimenticia e medicinal. As proteases sdo enzimas
catalisadoras da hidrolise de ligacdes peptidicas, nas quais proteinas sdo clivadas em
aminoacidos ou peptideos menores. Na industria alimenticia, as proteases sdo fundamentais na
producdo de queijos, pois elas atuam na hidrélise de proteinas do leite. Para suprir a crescente
demanda na produ¢do mundial de queijos, busca-se constantemente novas enzimas coagulantes
como forma de substituir a quimosina, Uma protease extraida de bezerros e muito utilizada na
fabricacdo de queijos. Novas alternativas de proteases coagulantes para a industria alimenticia
podem resultar em melhores produtos e os coagulantes vegetais tornam-se op¢Oes para alguns
grupos de consumidores, além de melhorar os beneficios ambientais e contribuir para o
desenvolvimento sustentavel. O objetivo deste trabalho foi detectar e caracterizar a atividade
proteolitica e coagulante de leite da protease extraida do extrato bruto de folhas de cinamomo.
Foram avaliados os efeitos do pH e temperatura nas atividades proteoliticas e coagulantes do
leite. Foram determinados os parametros cinéticos (Vmax e Km), utilizando BANA como
substrato e avaliado o efeito de sais na coagulacdo de leite. O resultado confirmou a presenga
de uma protease constitutiva no extrato bruto de folhas de cinamomo. A atividade coagulante
da protease do extrato bruto foi maior em pH acido a 50°C , concentragao ideal de CaClz a
50mM e apresentou alta estabilidade em ampla faixa de pH. Em temperaturas mais elevadas, a
protease do EB perdeu atividade coagulante. O resultado da razdo ACL/AP do extrato bruto de
folhas de cinamomo foi significativo e apenas 3,5 vezes menor em comparagdo a quimosina. A
elaboragdo de um queijo artesanal a partir da protease do extrato bruto de folhas de cinamomo
e a caracterizagdo da atividade proteolitica e coagulante do leite sugerem promissor potencial

biotecnoldgico da planta como coagulante vegetal para a industria alimenticia.

Palavras-chave: Proteinas; Coagulantes; Biotecnologia.



ABSTRACT

Melia azedarach L. is a species originally from Asia, belonging to the meliaceous family,
popularly known in Brazil as cinnamon and has bioactive properties used for therapeutic
purposes. Due to its antiviral potential, the species is mentioned among those that can help the
immune system against infections caused by SARS-CoV-2, which causes covid-19. Cysteine
proteases have already been described in plant fruits, one of the classes of plant proteases used
in the food and medicinal industry. Proteases are enzymes that catalyze the hydrolysis of peptide
bonds, in which proteins are cleaved into amino acids or smaller peptides. In the food industry,
proteases are essential in the production of cheese, as they act in the hydrolysis of milk proteins.
To meet the growing demand in world cheese production, new coagulant enzymes are
constantly being sought as a way to replace chymosin, a protease extracted from calves and
widely used in cheese making. New alternatives of coagulant proteases for the food industry
can result in better products and vegetable coagulants become options for some consumer
groups, in addition to improving environmental benefits and contributing to sustainable
development. The objective of this work was to detect and characterize the proteolytic and milk
coagulant activity of the protease extracted from the crude extract of cinnamon leaves. The
effects of pH and temperature on milk proteolytic and coagulant activities were evaluated. The
kinetic parameters (Vmax and Km) were determined using BANA as a substrate and the effect
of salts on milk coagulation was evaluated. The result confirmed the presence of a constitutive
protease in the crude extract of cinnamon leaves. The coagulant activity of the crude extract
protease was higher at acidic pH at 50 ° C, ideal concentration of CaCl2 at 50mM and showed
high stability over a wide pH range. At higher temperatures, the protease lost clotting activity.
The result of the ACL / AP ratio of the crude extract of cinnamon leaves was significant and
only 3.5 times lower compared to chymosin. The elaboration of artisanal cheese from protease
from the crude extract of cinnamon leaves and the characterization of the milk's proteolytic and
coagulant activity suggest a promising biotechnological potential of the plant as a vegetable

coagulant for the food industry.

Keywords: Proteins; Coagulants; Biotechnology.
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1. INTRODUCAO

1.1 APLANTA CINAMOMO (Melia azedarach)

Melia azedarach L. é uma espécie exdtica, originaria da China e India, pertencente a
familia Meliaceae e conhecida popularmente no Brasil como cinamomo, santa-barbara,
jasmim-de-caiena, lilds-de-soldado, dentre outras denominagdes (LORENZI et al., 2003). A
planta foi introduzida no Brasil entre o final do século XIX e inicio do século XX, para atender
aos padrdes paisagisticos da época (OLIVEIRA et al., 2013). Atualmente, a espécie esta
adaptada e amplamente distribuida nas diferentes regides do pais, principalmente nas regioes

subtropicais, onde apresenta maior ocorréncia (BRUNHEROTTO et al.,2010).

E uma éarvore caducifélia, com altura de 15 a 20 metros, possui folhas deciduas e
alternas, sendo muito utilizada como sombra, na arborizacao de ruas (Figura 1) e como planta
ornamental (LORENZI et al., 2003). Possui a vantagem de produzir grande quantidade de
folhas e frutos (BURKS, 1997), além de crescimento rapido, 0 que contribui para que varias
partes da planta sejam utilizadas, como a casca da raiz, casca do tronco, folhas, flores, frutos e
sementes (LOVATTO et al., 2012).

Figura 1: Melia azedarach . Autor: Valter Jacinto

Conforme Lovatto e colaboradores (2012), o cinamomo possui propriedades bioativas
ja comprovadas cientificamente e assim como em outras espécies da familia das Meliaceas,
verifica-se em sua composi¢do a presenca da azadiractina, um importante composto quimico
da classe dos limonoides que possui propriedades terapéuticas, além de agdes inseticidas e

toxicas, apesar da baixa toxicidade ambiental. Na medicina popular, as diversas partes do
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cinamomo, principalmente em paises nativos da planta, s&o utilizadas ha anos no tratamento de
varias doengas (OELRICHS et al., 1983).

Segundo Araujo e colaboradores (2009), diversos estudos ja foram realizados a fim de
elucidar as principais propriedades dessa espécie, diferenciando 0os compostos e principios
ativos presentes em cada parte da planta e assim validar o potencial do seu uso na industria
farmacéutica e bioquimica. Nas folhas do cinamomo estdo presentes quatro compostos ativos
(azadiractina, salanina, meliantriol e nimbim), diversas classes de metabolitos (limonoides,
triterpenoides e esteroides, alcaloides, proteinas, fenois e fitoesterois), além do alcaloide
paraisina, o flavonoide rutina e a meliacina (LOVATTO et al., 2012; VIEIRA & FERNANDES,
1999). Dentre as propriedades terapéuticas conferidas a planta, a mesma possui potencial
antiviral (ALCHE et al., 2003). Segundo Hosseini (2020), a meliacina, um peptideo presente
nas folhas do cinamomo, foi eficaz contra a multiplicacdo do virus da febre aftosa e do herpes
simples tipo 1 (HSV-1), além de inibir, in vitro, a multiplicagdo do virus da febre hemorrégica,
“junin”. Por ser considerada uma planta medicinal, artigos recentes citam a espécie dentre
aquelas que possuem compostos bioativos naturais que podem ajudar a fortalecer o sistema
imunolégico contra infecgdes por SARS-CoV-2, causador da atual pandemia de covid-19

(DANG & GEZICI, 2020).

Na literatura, ja foram descritas proteases cisteinicas presentes no cinamomo.
Primeiramente, foi detectado uma protease em frutos amarelos maduros (Figura 2), a qual foi
denominada Melain R (KANEDA et al., 1994), posteriormente, outra protease (Melain G) foi
isolada a partir dos frutos verdes da planta (UCHIKOBA et al., 1999) (Figura 3). Proteases
cisteinicas presentes em algumas plantas possuem forte potencial comercial, pois apresentam
grande atividade proteolitica e sdo ativas em uma ampla faixa de temperatura e pH (FEIJOO-

SIOTA; VILLA, 2011).

Figura 2: Frutos amarelos maduros do cinamomo. Figura 3: Frutos verdes do cinamomo. Fonte:
Fonte: OPBTA ©DREAMSTIME
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1.2 PROTEASES E SUAS APLICACOES

Para Laguna & Egito (2001), hd muito tempo, o homem ja vem utilizando proteases
tanto de origem animal quanto de origem vegetal. Em paises do mediterraneo, como Portugal,
ha registro da utilizagdo de proteases extraidas de folhas secas de espécies da familia
Asteraceae em substitui¢do de enzimas digestivas extraidas de bezerros lactantes (GUINE et

al., 2019).

As proteases ou peptidases sao enzimas catalisadoras da hidrolise de ligagdes peptidicas
nas quais proteinas sdo degradadas em aminoécidos ou peptideos menores (SILVA-LOPEZ,
2010), realizando assim a transferéncia de elementos do substrato para a agua (WHITAKER,
1994). Conforme Sumantha e colaboradores (2006), as enzimas proteoliticas possuem
propriedades especificas que as identificam e diferenciam uma das outras como: especificidade
do substrato, mecanismo catalitico, pH e temperaturas Otimas, sitio ativo e perfil de

estabilidade.

Como as proteases sdo fisiologicamente necessarias para os organismos vivos, elas
podem ser encontradas em uma ampla diversidade de lugares nos seres vivos, como plantas,
animais e micro-organismos (RAO et al., 1998). As proteases vegetais participam do processo
de defesa da planta contra pragas e patogenos (TORNERO et al., 1997), podendo ser expressas
como constitutivas ou induzidas (VAN DER HOORN & JONES, 2004). Além de contribuirem
em outras atividades como: regulacao do apoptose, fotossintese, expressdao génica (SOLOMOM
etal., 1999; ESTELLE, 2001; ADAM, 2000) e liberacao de aminoacidos nos 6rgaos de reserva
(XAVIER-FILHO, 1992).

Em relacdo ao sitio de acdo especifico, as peptidases podem ser divididas em duas
classes: endopeptidases e exopeptidases. As endopeptidases, também denominadas proteinases,
realizam a clivagem de ligagcdes peptidicas internas. As exopeptidases catalisam as ligagdes
proximas as extremidades das cadeias polipeptidicas: Liga¢des N-terminais ou C-terminais,
podendo ser denominadas amino- ou carboxi-peptidases, respectivamente. Aquelas que atuam
em um N-terminal liberam um unico residuo de aminoéacido, um dipeptideo ou um
tripeptideo. As exopeptidases que atuam em um C-terminal liberam um Unico residuo ou um
dipeptideo (BARRETT, 1994; GOMES, 2004; RAWLINGS et al., 2006)(Figura 4). De acordo
com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), as peptidases sao
classificadas em subgrupos de acordo com seus residuos cataliticos. As carboxipeptidases sao

subdivididas em serina, metalo e cisteina-peptidases. As endopeptidases sao subdivididas em
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serina, cisteina, aspartica, metalo , treonina e glutdmico-peptidases. Cada subgrupo contendo o
residuo aminoacido caracteristico ¢ quanto as metalopeptidases, um metal ¢ necessario para

exercer a catalise (DOS SANTOS et al., 2016).

fripeptidyl peptidases
Hipeptidyl peptidases T
ominopeptidoses o
H,N—
[ COOH]
endopeptidases dipeptidases
carboxypeptidases
aspartic
serine mctal
metal .
endopeptidase . carboxypeptidase serine
glutamic cysteine
threonine
cysteine

Figura 4: Classificacao de peptidases. Os circulos amarelos e azuis representam os
aminoacidos. Os amarelos indicam a sequéncia de aminoacidos que se ligara a peptidase.
As setas apontam para o local de clivagem no substrato. Fonte: Science Direct, 2018.

As proteinases cisteinicas sdo uma das classes de proteases vegetais mais importantes
e estudadas. Elas participam do desenvolvimento das plantas, desde a germinagdo de sementes,
mobilizacdo de proteinas reservas, senescéncia até a morte celular programada. (HAQ et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2003). Nessa classe de proteases de plantas inclui-se a papaina, que ¢
uma enzima encontrada no mamao (Carica papaya) e a bromelaina, protease derivada do caule
e fruto do abacaxi (Ananas comosus). Essas proteases vegetais ja Sa0 conhecidas e amplamente
empregadas na industria de cosméticos, alimenticia e medicinal (ARSHAD et al., 2014;
TYMOSZUK et al.; 2016).

1.3 AS PROTEASES NA INDUSTRIA ALIMENTICIA

As proteases ainda Sao essenciais para a area comercial, pois representam
aproximadamente 60% do mercado total de enzimas, constituindo um dos maiores grupos de
biocatalisadores industriais (ARAUJO, 2020; SILVA, E., 2013). Sio utilizadas largamente na
industria de limpeza, como os detergentes; na industria té€xtil e em aplicagdes médicas (GUPTA
et al., 2002). Na industria alimenticia, os processos que envolvem a atividade metabolica das
proteases sdo fundamentais na preparagdo de diversos produtos (DINI, et al. 2010). Por isso,
elas vém sendo empregadas na panificagdo, producao de queijos, costumam ser usadas no

processo de fabricacdo de cerveja e sdo eficientes amaciadores de carne (SILVA, E., 2013). A
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industria alimenticia tem importante contribuicdo para o mercado de enzimas. Estima-se que
em 2017, houve uma participagdo de 26%, o que correspondeu ao valor de U$ 1,4 bilhdo

(ARAUIJO, 2020).
1.3.1 A APLICACAO DE PROTEASES NA PRODUCAO DE QUEIJO

A fabricacdo de queijo € o campo de maior volume de aplicacdo das proteases na
industria alimenticia, sendo essa uma das principais razfes pelas quais elas apresentam grande
importancia para este setor (DINI et al., 2010; SGARBIERI, 2005). A quimosina, também
conhecida como renina, € uma protease coagulante do leite extraida do quarto estdbmago de
bezerros desmamados e muito utilizada na fabricacdo da maioria dos queijos (HASHIM et al,
2011, KLOOSTERMAN, 1991). No coalho bovino hd uma propor¢cdo na quantidade de
quimosina e pepsina. Em bezerros recém nascidos, a propor¢ado de quimosina ¢ de 80% e da
pepsina ¢ de 20%, ja nos animais mais velhos, essa proporcao ¢ inversa entre as duas enzimas
(ANDREN, 1998). A quimosina possui um grau maior de especificidade em relagio a pepsina,
0 que a torna uma das principais enzimas utilizadas na producdo de queijo, por apresentar
propriedades ideais ao funcionamento do processo como: possui baixa atividade proteolitica
generalizada e alta especificidade para a caseina, uma importante proteina do leite, atuando no
sitio de hidrdlise entre os residuos de aminoacidos fenilalanina (posi¢ao 105) e metionina

(posigdo 106). (RAO et al., 1998; KUMAR et al., 2005; GAJO et al., 2012) (Figura 5).

K-CASEINA
, Phe - Met |
1 105 - 106 169
QUIMOSINA
| Phe - Met —
1 105 106 169
(para-k-caseina) (macropeptideo)

Figura 5: Mecanismo de acio da quimosina. A quimosina quebra a ligacao peptidica
da k-caseina (camada externa da caseina) entre Phe 105 e Met 106, havendo a
formacdo da para-k-caseina e liberacdo de macropeptideos. Fonte: Proprio autor,
baseado em GILLILAND (1991).
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O leite € uma emulsdo de gorduras em agua estabilizada por uma dispersao coloidal de
proteinas. As proteinas do leite sdo classificadas de acordo com suas propriedades fisico-
quimicas e estruturais: caseinas, proteinas do soro, proteinas das membranas dos glébulos de
gorduras e enzimas (SGARBIERI, 2005). No processo de producdo de queijo, as proteases
coagulantes participam desde a coagulagdo do leite até a maturacdo do queijo, atuando na
hidrélise da k-caseina, havendo a desestabiliza¢do das micelas presentes na proteina do leite
(NAGODAWITHANA & REED, 1993). O termo coalho refere-se a enzima obtida dos
bezerros, no caso a renina e muitas vezes conhecida como coalho animal (SCOTT et al., 1998;
SARDINAS, 1972), ja as enzimas utilizadas na coagulagdo do leite, mas que nao sdo obtidas

do abomaso de ruminantes, sio chamadas coagulantes (ANDREN, 2011).

Nas ultimas décadas houve maior demanda na producdo mundial de queijos e 0 aumento
do custo da quimosina bovina, proveniente da escassez de reninas de bezerros (FOX et al.,
2000). Para suprir essa demanda, além de atender setores que abominam o uso do coalho animal
por questdes éticas e religiosas (AHMED et al., 2010), busca-se constantemente novas
alternativas de enzimas coagulantes como forma de substituir a quimosina (FOX et al., 2000;
VISSER, 1993). Essas novas fontes de enzimas podem ser de origem microbiana, obtidas por

fermentagao e de origem vegetal (BENEDET, 1993; JACOB et al., 2011).

No Brasil, desde 2005, pesquisadores da Embrapa Caprinos em parceria com um
laboratdrio francés (URAFPA), vem realizando pesquisas com o objetivo de obter proteases
coagulantes vegetais na perspectiva de desenvolver novos produtos para o mercado. (EGITO
& LAGUNA, 2006). Extratos vegetais de espécies nativas e exéticas do Nordeste tiveram suas
atividades coagulantes testadas no leite de cabra e vaca, obtendo resultados parciais promissores
para 5 amostras dentre 130 testadas. Os extratos vegetais de semente de girassol foram um dos

que obtiveram melhores resultados na coagulacéo do leite (EGITO et al., 1996).

Soares e colaboradores (2015) avaliaram o potencial do latex da fruta-pdo como fonte
de protease coagulante do leite, identificando o melhor desempenho da temperatura e pH. Para
avaliar o potencial de um extrato vegetal na coagulacdo do leite, varios fatores sdo necessarios
para caracterizar a estabilidade enzimadtica: pH, temperatura, forca ionica, concentra¢do de
enzimas e sais (CRABBE, 2004). Essa avaliacdo ¢ importante para a escolha das enzimas que
irdo agir na fabricacdo do queijo, devido a diferencas de atividades proteoliticas de cada

protease vegetal (SILVA et al., 2009).



22

As enzimas que sdo usadas como coalhos, como a quimosina, sdo caracterizadas pela
alta e especifica atividade coagulante e baixa atividade proteolitica (HARBOE et al., 2010). Os
coagulantes substitutos dos coalhos animais na coagulacdo do leite devem seguir as
propriedades especificas desejaveis: possuir alta atividade coagulante, promover protedlise
limitada da caseina e ter baixa atividade proteolitica em pH e temperatura, pois 0s coagulantes
com alta atividade proteolitica diminuem o rendimento. A atividade coagulante representa a
especificidade da atividade proteolitica, como a clivagem da ligagdo de aminoacidos
fenilalanina (posi¢ao 105) e metionina (posicdo 106) da caseina. A atividade proteolitica ¢
generalizada, pois hidrolisa qualquer ligagdo peptidica da caseina, portanto ¢ considerada
inespecifica. (HISLOP, 2003; LUCEY & KELLY, 1994). Por isso, no estudo da caracterizacao
e busca por opgdes de coalhos, um importante indice utilizado ¢ a razdo entre as atividades
coagulantes e proteoliticas. Essa razdo tem sido usada para determinar o potencial de proteases
como agentes coagulantes do leite para a manufatura de queijos (ARIMA et al., 1970). Segundo
Gomes & Polizelli (2020), no estudo para conhecer as melhores agdes de enzimas, a cinética
enzimatica torna-se importante, pois ela elucida a variagao da velocidade da reagdo enzimatica
em condigdes diferentes experimentais, como a concentragdo do substrato, concentragao do

extrato bruto, pH e temperatura.

As enzimas tém sido o principal alvo de pesquisas em biotecnologia devido a
potencialidade em diferentes atividades. No Brasil hd uma ampla diversidade de vegetais, o que
o possibilita ser um grande promissor em fonte sustentavel de enzimas (GARCIA et al., 2017).
As investigacdes com o intuito de avaliar novas alternativas de proteases coagulantes para a
industria, podem resultar em melhores produtos e alimentos inovadores com sabores e texturas
diferentes (COELHO et al.,, 2017; MERHEB et al., 2007). A variedade de opcGes de
coagulantes vegetais torna-se importante para 0os consumidores que optam por ndo consumir
queijos derivados de coalho animal, além de melhorar os beneficios ambientais e contribuir
para o desenvolvimento sustentdvel (COELHO et al., 2017; FOLGADO & ABRANCHES,
2019). Desse modo, este trabalho visa avaliar através de analises preliminares a atividade de
coagulacao do leite de protease extraida do extrato bruto proteico de folhas do cinamomo a

fim de contribuir com novas aplicacoes.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Detectar e caracterizar bioquimicamente a atividade proteolitica e coagulante de

proteases bioativas presentes no extrato bruto proteico de folhas de M.Azedarach.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Detectar atividade proteolitica de protease extraida do extrato bruto de folhas de
M. Azedarach. ;

- Detectar atividade coagulante de protease extraida do extrato bruto de folhas de

M. Azedarach. ;

- Caracterizar bioquimicamente o efeito da temperatura ¢ pH sobre a atividade

proteolitica de protease extraida do extrato bruto de folhas de M.Azedarach.;

- Caracterizar bioquimicamente o efeito da temperatura e pH sobre a atividade

coagulante de protease extraida do extrato bruto de folhas de M.Azedarach.,

- Caracterizar bioquimicamente o efeito da concentra¢do de sais para a atividade

coagulante do leite de protease extraida do extrato bruto das folhas de M.Azedarach.,

- Determinar as constantes cinéticas aparentes Km e Jmax da equacdo de Michaelis

Menten das proteases extraidas do extrato bruto de folhas de M.Azedarach.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtengao de material vegetal

Folhas de M.Azedarach foram coletadas nos municipios de Campos dos Goytacazes e
Sao Jodo da Barra, no Estado do Rio de Janeiro e transportadas até o laboratério do NUPSA e
mantidas em temperatura ambiente (Figura 6). A espécie foi identificada e registrada no
Herbario da UNIRIO sob o niimero de voucher HUNI 1374. O material foi lavado para a
retirada de impurezas e posteriormente seco em estufa a 40 °C até a desidratagao total. As folhas
secas foram entdo pulverizadas em aparelho moedor para obtengdo de um po6, que foi

posteriormente utilizado para a extragdo de proteinas.

Figura 6: Folhas de cinamomo. Fonte: Proprio autor

3.2 Extragdo de proteinas vegetais

A extracdo de proteinas foi realizada a partir do p6 de folhas de cinamomo (3 g),
acrescido de Polivinilpirrolidona (PVP) 10% (referente ao peso seco de folhas). Foram entao
adicionados 12ml de solucao NaCl 250 mM, mantendo a propor¢ao de 1:4 (para cada grama de
folha pesada, foram adicionados 4 ml de solu¢cao NaCl). A mistura resultante foi submetida a
agitacdo vigorosa por 30 minutos, a 4°C. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 15000 xg a
4°C durante 30 minutos. O sedimentado resultante foi descartado e o sobrenadante recolhido,

sendo denominado extrato bruto proteico (EB).
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3.3 Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas das amostras do extrato bruto foi realizada implementando o
método descrito por Bradford (1976) e tendo como referéncia a curva padrao da proteina BSA.
Para a construgdo da curva padrao foi utilizada uma solugao de 100 pg/ ul de BSA distribuida
em tubos de microcentrifuga nas concentragdes individuais 0 ug, 2 g, 4 ng, 6 pg, S uge 10 pug
adicionadas a 4agua MilliQ para alcangar o volume de 200 pl. Em cada tubo foram entdo
acrescidos 800 pl do corante Bradford, totalizando o volume final de 1 ml. Para a dosagem de
proteinas das amostras foram utilizados diferentes volumes de EB, utilizando-se para o calculo
da dosagem a comparacdo com a curva padrio. A andlise das amostras no espectrofotometro

foram realizadas a 595 nm.

3.4 Deteccao de Atividade Proteolitica no Extrato Bruto de folhas de cinamomo

Para detectar atividade proteolitica no extrato bruto de folhas de M.Azedarach, o ensaio
enzimatico foi realizado com base na metodologia descrita por Siqueira-Junior e colaboradores
(2002) utilizando BANA (5mM em DMSO 10%) como substrato e quimopapaina (2mg/ml)
como enzima controle experimental. O ensaio consiste na incuba¢do de diferentes fragdes do
extrato bruto de folhas de cinamomo com tampao de ensaio Fosfato de Sodio 0,25M (pH 6,0)
contendo EDTA 2,5mM; B-mercaptoetanol 25mM. Essa mistura foi mantida em incubagao por
10 minutos a 37°C. Como controle positivo experimental, o extrato bruto vegetal foi substituido
por uma solucdo de quimopapaina (2 pg) diluida em tampao Fosfato de Sédio 0,25 M (pH 6,0),
sob as mesmas condi¢des de ensaio. Para iniciar a atividade proteolitica, foram adicionados aos
tubos 35 pul de BANA completando o volume de 350 pl totais. Como controle negativo, o
substrato BANA foi incubado apenas com tampado de ensaio nas mesmas condigdes. Apos 30
minutos de incubagdo a 37°C, foram adicionados 500 ul de HCI 2% em etanol para interromper
a reacao, seguidos de 500 pl da solugdo p-dimetilaminacinaldeido 0,06% em etanol. A mistura
foi mantida por 30 minutos a temperatura ambiente para a reagdo colorimétrica gerada pelo
reagente e os produtos de clivagem do substrato BANA. As amostras foram entdo analisadas
em espectrofotdmetro a uma absorbancia de 540 nm. Os dados obtidos foram expressos em
Unidade Enziméatica (U.E), onde cada U.E ¢ definida como o aumento de 0,01 nm na
absorbancia da amostra. Os dados também serviram para avaliar a Unidade Enzimatica
especifica (U.E especifica) que corresponde a U.E/ mg de proteina. Para calcular a atividade

proteolitica especifica (APE), usou-se o método de Walter (1984), com modificacdes, utilizando
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a seguinte equagdo: APE= [(UE x V) /( E x t)]/mg, onde UE ¢é Unidade Enzimética; V é o
volume total do tubo reacional; E é o volume do extrato bruto e t é o tempo de reagéo.

3.5 Ensaio de Atividade proteolitica para determinacao do pH ideal da enzima do EB de folhas

de cinamomo

Para determinagdo do pH ideal da enzima do EB, os ensaios de atividades proteoliticas
foram realizados da mesma forma descrita no item 3.4 alterando apenas o tampao de ensaio de
acordo com as diferentes faixas de pH a serem observadas. Os tampdes utilizados foram: Citrato
Fosfato (250mM) para os pHs 3,4,5 e 6; Fosfato de Sodio (250mM) para os pHs 6, 7 e 8; Tris-
HCI (250mM) para os pHs 8,9,10 e 11. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.6 Ensaio de Atividade proteolitica para determinacdo da temperatura ideal da enzima do EB

de folhas de cinamomo

Os ensaios para determinar a temperatura 6tima para a atividade proteolitica foram
realizados em diferentes temperaturas, variando de 30 a 100°C, com intervalos de 10° C. Os
experimentos foram realizados em triplicata, conforme descrito no item 3.4. Nos ensaios foi
utilizado o tampao de ensaio no qual obteve-se maior atividade proteolitica em resposta ao pH,

conforme metodologia descrita no item 3.5.

3.7 Ensaio de Atividade proteolitica para determinacao da estabilidade da enzima do EB de

folhas de cinamomo em diferentes pHs

Para determinagdo da estabilidade da protease do EB em diferentes pHs, a amostra foi
incubada previamente por 60 minutos a 37 °C em tampdes com diferentes faixas de pH. Os
tampdes utilizados foram: Citrato Fosfato (250mM) para os pHs 3, 4,5 e 6; Fosfato de Sodio
(250mM) para os pHs 6,7 e 8; Tris-HCI (250mM) para os pHs 8,9 e 10. Os ensaios foram
realizados em triplicata na temperatura e pH ideais. Os dados foram expressos como atividade
residual (%) e comparados com o controle (amostra mantidas nas condi¢des ideais de

temperatura e pH), considerada como atividade 100%.
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3.8 Ensaio de Atividade proteolitica para determinacao da estabilidade da enzima do EB de

folhas de cinamomo em diferentes temperaturas

Para determinacdo da estabilidade a temperatura, a amostra foi incubada previamente
nas temperaturas 30,40,50,60,70,80,90 ¢ 100 °C durante 60 minutos. Os ensaios foram
realizados em triplicata e na temperatura e pH ideais. Os dados foram expressos como atividade
residual (%) e comparados com o controle (amostra ndo incubada), considerada como atividade

100%.

3.9 Avaliagdo da cinética enzimatica da protease do EB de folhas de cinamomo

Vmax ¢ a velocidade inicial maxima e representa o valor no qual a concentracdo do
substrato esta elevada e a enzima torna-se saturada. O Km ¢ a constante de Michaelis-Menten
e representa o valor da concentragdo do substrato na qual a velocidade inicial da reacdo ¢ a
metade da velocidade maxima. Para a determinac¢do dos parametros cinéticos (Vmax e Km), o
ensaio de atividade proteolitica foi realizado utilizando o substrato BANA em diferentes
concentragdes (ImM; 2mM; 3 mM; 4 mM; 5 mM; 6 mM; 7 mM; 8 mM; 9 mM e 10mM). Os
ensaios foram realizados em triplicata nas mesmas condigdes experimentais descritas no item
3.4. Os parametros cinéticos foram calculados seguindo o modelo de curva de Michaelis-

Menten e no método de grafico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk , ambos plotados no

Microsoft Excel (FOGLER, 1992; LEHNINGER,1976).

3.10 Detec¢ao de Atividade Coagulante da protease do EB de folhas de cinamomo

O ensaio de coagulacao do leite foi realizado com base no método de Arima et al (1970).
Foi preparada uma solugdo de leite desnatado na concentracdo de 10% em tampao CaCl2
(10mM) em pH 6,5. Em seguida, aliquotas da solu¢do foram incubadas por 10 minutos a 50
°C. Apos esse tempo, o ensaio foi iniciado adicionando nos tubos referenciados como controle
10 pl de coagulante (quimosina comercial) e nos tubos de amostra, 100 ul de extrato bruto
proteico, totalizando em cada tubo um volume final de 1 ml. O andamento da atividade foi
observado por um periodo minimo de 2 horas, para verificacdo da formagao dos primeiros
grumos de coagulacdo do leite. A atividade de coagulagao do leite (ACL) foi calculada usando

a equacao expressa em unidades Soxhlet (Sw). Uma unidade soxhlet ¢ definida como a
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quantidade de preparacdo de enzima que coagula 1 ml de leite desnatado em 40 minutos a 35°C.

A seguinte equagdo (1) foi usada para calcular a atividade de coagulacgdo do leite:

M x 35 x 2400
ACL=Sw= ———— onde:
ExtxT

M - Volume do substrato (ml)

E - Quantidade de enzima (mg) (D)
t - Tempo de coagulagdo (segundos)

T - Temperatura de reacao (°C)

Para detectar a capacidade coagulante do extrato bruto, foi calculado a unidade de
atividade especifica de coagulagdo do leite (UAECL), que foi definida como a quantidade de
enzima (em miligramas) necesséria presente em 1 ml de extrato capaz de coagular 10 ml de
leite em 40 minutos e foi calculada de acordo com Shata (2005), com modificacdes:
UAECL=[2400/t x S/E]/mg, onde t é o tempo necessario para formagdo dos primeiros
grumos(em segundos), S é o volume de solucdo com leite , E € 0 volume de extrato bruto e mg

a quantidade de proteina no extrato bruto.

3.11 Avaliagdo do efeito da Temperatura sobre a atividade coagulante de leite da protease do

EB de folhas de cinamomo

Para a avaliagdo do efeito da temperatura sobre a atividade da protease do EB, os
ensaios de coagulagdo do leite foram realizados em diferentes temperaturas
(25,30,35,40,45,50,55,60,65,70,75,80,85,90°C) seguindo os procedimentos do item 3.10. Os
experimentos foram realizados em triplicata e ao final foi calculado a unidade Soxhlet (equagao

1) para cada temperatura. Os resultados foram expressos em média +desvio padréo (DP).

3.12  Avaliagdo do efeito do pH sobre a atividade coagulante de leite da protease do EB de

folhas de cinamomo

Para a avaliacdo do efeito do pH sobre a atividade da protease do EB, os ensaios de
coagulacdo do leite foram realizados na temperatura 6tima detectada no item 3.11 e em

diferentes faixas de pH. Para cada pH, foi preparado uma solucdo de leite desnatado na
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concentragdo de 10% em tampdo de ensaio. Os tampdes utilizados foram: Citrato Fosfato
(50mM) para os pHs 3,4,5 e 6; Fosfato de Sédio (50mM) para os pHs 6 e 7 e Tris-HCI (50mM)
para os pHs 8,9 e 10. Os experimentos foram realizados em triplicata e ao final foi calculado a
unidade Soxhlet (equagdo 1) para cada faixa de pH. Os resultados foram expressos em média

+desvio padrao (DP).

3.13 Efeito da concentragdo ideal de Sais

Os ensaios para detectar os efeitos da quantidade de sais na coagulagdo do leite foram
realizados utilizando CaCl2 e NaCl em diferentes concentracdes (0,10,50,100,500 ¢ 1000mM)
cada. Os ensaios foram realizados na temperatura 6tima e tendo como tampao aquele do pH
ideal encontrado anteriormente, conforme metodologia descrita no item 3.10. Foi calculado a

unidade Soxhlet (equagdo 1) para cada concentracdo de sal verificada.

3.14 Ensaio de atividade coagulante para determinacdo da estabilidade da enzima do EB de

folhas de cinamomo em diferentes temperaturas

Para determinacao da estabilidade a temperatura, uma quantidade de amostra (0,22 mg)
foi incubada previamente nas temperaturas 30,40,50,60,70,80,90 ¢ 100 °C durante 60 minutos.
Os ensaios foram realizados na temperatura, pH e concentracdo de sal ideais. Os experimentos

foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em média xdesvio padréo (DP).

3.15 Ensaio de atividade coagulante para determinacdo da estabilidade da enzima do EB de

folhas de cinamomo em diferentes pHs

Para determinacdo da estabilidade ao pH, uma quantidade de amostra (0,22 mg) foi
incubada previamente por 60 minutos a 37 °C em tampdes com diferentes faixas de pH. Os
tampodes utilizados foram: Citrato Fosfato (50mM) para os pHs 4,5 e 6; Fosfato de Sodio
(50mM) para os pHs 6 e 7 e Tris-HC1 (50mM) para os pHs 8,9 e 10. Os ensaios foram realizados
na temperatura, pH e concentragdo de sal ideais. Os experimentos foram realizados em triplicata

e os resultados foram expressos em média xdesvio padréo (DP).
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4. RESULTADOS

4.1 Deteccao de atividade proteolitica no extrato bruto de folhas de cinamomo

Para verificar a atividade proteolitica do extrato bruto das folhas de cinamomo, apds o
processo de extracao e dosagem de proteinas, realizou-se o ensaio enzimatico utilizando como
substrato BANA (5mM). A Figura 7 mostra que houve atividade proteolitica sobre o substrato

na presenga do extrato bruto e nos tubos (Tampao) sem EB, ndo houve atividade.

140
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Figura 7: Avaliacio da atividade proteolitica no extrato bruto de folhas de M.Azedarach. Amostra:
Tubo contendo Tampao fosfato (Ph 6,0), Substrato e EB; Tampao: Tubo contendo Tampao fosfato (pH
6,0) e Substrato. Cada barra equivale a média de trés experimentos independentes. As linhas partindo

das barras representam o desvio padrdao (P < 0,05).
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4.2 Detecgao de atividade coagulante no extrato bruto de folhas de cinamomo

Apos a deteccao da atividade proteolitica, o extrato bruto das folhas de cinamomo foi
submetido ao teste de coagulacao e a atividade de coagulacao do leite (ACL) foi calculada
conforme descrito no item 3.10 (equagdao 1). O EB apresentou atividade coagulante de
aproximadamente 1 ACL. Essa atividade ndo é percebida quando apenas a solu¢do tampao ¢
utilizada no ensaio, demonstrando a presenga de uma protease coagulante no extrato bruto
(Figura 8). Os resultados da coagulagao do leite pela protease foram satisfatorios conforme
ilustrado na Figura 9. No controle negativo (A) ndo houve coagulagdo, na amostra contendo
quimosina (B), usada como controle positivo e na amostra contendo EB (C) houve coagulagao

do leite.
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Figura 8: Analise da atividade coagulante de leite das proteinas contidas no extrato bruto de folhas
de cinamomo. Atividade de coagulacdo do leite (ACL) da Amostra. Sem a presenca do EB, ndo houve
coagulacdo do leite. Cada barra representa a média de trés experimentos independentes junto com a

indicac@o de =desvio padrdo. Os ensaios foram feitos a 50 °C.

Figura 9: Foto demonstrativa do processo de coagulacio do leite pela protease do extrato bruto de

folhas de cinamomo. (A) — Solucao tampao (Leite 10% em CaCl2 10mM); (B) - Solucdo tampao
incubada com 10 pl de Quimosina (controle); (C) - Solugdo tampéo incubada com 0,45 mg de extrato

bruto das folhas de cinamomo.



32

4.3 Efeito do pH sobre a atividade proteolitica da protease contida no extrato bruto de

folhas de cinamomo

A Figura 10 mostra a variagdo da atividade proteolitica da protease contida no extrato
bruto quando submetido a diferentes valores de pH. Os resultados demonstram que a protease
do EB apresentou atividade proteolitica em todos os pHs testados. Houve atividade maior entre
os pHs 6,0 e 8,0 , sendo o pH 7,0 considerado o ideal para a atividade mais significativa da

enzima. Assim, esse pH foi utilizado nos demais experimentos de atividade proteolitica.
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Figura 10: Avaliacao do efeito do pH sobre a atividade proteolitica da protease do extrato bruto de
folhas de cinamomo. Os tampoes utilizados para avaliar o efeito do pH sobre a atividade enzimatica
foram: Citrato-Fosfato 250mM (pH 3; 4 e 5); Fosfato de So6dio 250mM (pH 6 e 7); Tris-HCI 250mM
(Ph 8;9;10 e 11). Cada ponto equivale a média de trés experimentos independentes. As linhas partindo

dos pontos representam o desvio padrdao (P < 0,05).
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O efeito do pH sobre a estabilidade da atividade proteolitica da protease do EB foi
avaliada em diferentes pHs , conforme mostrado na figura 11. Apds tratamento nos diferentes
pHs durante 60 minutos, foi possivel perceber que em todos os pH testados a atividade
proteolitica foi superior a 60%, mas a maior estabilidade ocorreu na faixa de pH nos quais a

enzima mantem sua atividade 6tima.
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Figura 11: Avaliacdo da estabilidade da atividade proteolitica da protease do extrato bruto de
folhas de cinamomo em diferentes pHs. A atividade residual (%) foi verificada usando BANA (5mM)
como substrato. O ensaio enzimatico foi realizado em pH 7,0 a 37 °C. Cada ponto equivale a média de

trés experimentos independentes. As linhas partindo dos pontos representam o desvio padrao (P < 0,05).
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4.4 Efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica da protease contida no extrato bruto

de folhas de cinamomo

Os ensaios realizados para determinar o efeito da temperatura sobre a atividade
proteolitica da protease do EB de folhas de cinamomo foram realizados de 30 a 100 °C, usando
BANA (5mM) como substrato. Conforme pode ser observado na Figura 12, a atividade
proteolitica no extrato ¢ mais proeminente entre 30 e 70 °C, atingindo maior atividade a 40°C.
Em temperaturas superiores a 70°C a atividade da protease do EB ¢ comprometida, sendo

totalmente inativada a 80°C.
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Figura 12: Avaliacao do efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica da protease do extrato
bruto de folhas de cinamomo. O efeito da temperatura na atividade proteolitica do EB foi determinado
em tampao Fosfato de Sodio 250mM (pH 7), entre 30 e 100 °C. A atividade relativa (100%) equivale ao
valor atingido pela temperatura em que a protease possui maior atividade proteolitica. Cada ponto
equivale a média de trés experimentos independentes. As linhas partindo dos pontos representam o

desvio padrdo (P < 0,05).
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Em relacdo ao efeito da temperatura sobre a estabilidade da atividade proteolitica, o
extrato enzimatico manteve atividade entre 30 e 100 °C, ap6s incubagdo de 60 minutos.
Atividade Residual manteve-se entre 64 ¢ 86%, sendo a maior estabilidade observada a 40°C

(Figura 13).
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Figura 13: Avaliacdo da estabilidade da atividade proteolitica da protease do extrato bruto de
folhas de cinamomo em diferentes temperaturas. O EB foi incubado em diferentes temperaturas (30
a 100°C ) por 60 minutos. A estabilidade térmica foi determinada em tampao Fosfato de Sodio 250mM
(pH 7) a 40°C. A atividade residual considera o valor da temperatura em que a protease atinge maior
atividade (Figura 9) como 100%. Cada ponto equivale a média de trés experimentos independentes. As

linhas partindo dos pontos representam o desvio padrdo (P < 0,05).
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4.5 Efeito do pH sobre a atividade coagulante de leite da protease do extrato bruto de

folhas de cinamomo

O perfil da atividade de coagulagdo do leite em diferentes pHs da protease do EB de
folhas de cinamomo é mostrado na Figura 14. A enzima apresentou atividade coagulante entre
os pHs 4,0 e 7,0 e tendo como pH 6timo para atividade coagulante o pH 5,0. Em pH 4,0, houve
cerca de 89% da atividade méxima e em pH 7,0 essa atividade atingiu aproximadamente 79%.
Em pHs superiores a 7,0 a atividade da protease do EB ¢ comprometida, sendo totalmente

inativada em pH 8,0.
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Figura 14: Avaliacdo do efeito do pH sobre a atividade coagulante de leite da protease do extrato
bruto de folhas de cinamomo. Os tampdes utilizados para avaliar o efeito do pH sobre a atividade
coagulante foram: Citrato-Fosfato S0mM (pH 3; 4 e 5); Fosfato de Sédio 50mM (pH 6 e 7); Tris-HCI
50mM (Ph 8;9;10). Cada ponto equivale a média de trés experimentos independentes. As linhas partindo

dos pontos representam o desvio padrdao (P < 0,05).



37

A protease contida no extrato proteico de folhas de cinamomo apresentou estabilidade
nos pHs avaliados (4,0 a 10,0). Obteve atividade acima de 100% em todas as faixas de pHs,
apos incubagdo de 60 minutos a 37° C (figura 15). Houve maior atividade em pH 4,0, onde a
protease atingiu o valor de 134%, seguida de estabilidade similar no intervalo de pH 5,0 a 9,0
e uma discreta queda de atividade em pH 10,0. Em pHs mais alcalinos apesar de se manter
estavel, a atividade da enzima tem um leve declinio quando comparada a atividade da enzima

apo6s tratamento em pHs mais acidos.
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Figura 15: Avaliacao da estabilidade da atividade coagulante de leite da protease do extrato bruto
de folhas de cinamomo em diferentes pHs. A atividade residual foi verificada com a incubagdo da
enzima por 60 minutos em tampoes: Citrato-Fosfato S0mM (pH 4,5 e 6); Fosfato de Sédio 50mM (pH
6 e 7); Tris-HCI 50mM (pH 8;9 e 10). Cada ponto equivale a média de trés experimentos independentes.

As linhas partindo dos pontos representam o desvio padrao (P < 0,05).
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4.6 Avaliagao do efeito da temperatura sobre a atividade coagulante de leite da protease do

extrato bruto de folhas de cinamomo

A caracterizagdo do perfil de temperatura sobre a atividade coagulante de leite da
protease do EB de folhas de cinamomo foi avaliada em diferentes temperaturas, variando de 25
a 90 ° C, com intervalos de 5° C . Os resultados (Figura 16) mostram que a protease apresentou
atividade coagulante a partir de 35° C, quando obteve aproximadamente 0,66 ACL. A atividade
coagulante da protease foi significativa em temperaturas entre 35°C e 60°C, contudo a atividade
mais proeminente ocorreu a 50°C sendo essa a temperatura ideal para a atividade coagulante
do extrato. Temperaturas superiores a 65°C levaram a perda de atividade da protease do EB,
que foi totalmente nula a partir de 70°C. Por ser considerada aquela em que a protease do EB
manteve sua atividade maxima, a temperatura de 50° C foi utilizada nos demais experimentos

de atividade de coagulagdo do leite.
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Figura 16: Avaliacio do efeito da temperatura sobre a atividade coagulante de leite da protease do
extrato bruto de folhas de cinamomo. O efeito da temperatura na atividade coagulante do leite do EB
de cinamomo foi determinado utilizando Solugdo tampao (Leite 10% em CaCl2 10mM), entre 25 ¢ 90
°C. A atividade relativa (100%) equivale ao valor atingido pela temperatura em que a protease do EB
possui maior atividade coagulante. Cada ponto equivale a média de trés experimentos independentes.

As linhas partindo dos pontos representam o desvio padrao (P < 0,05).
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A avaliacdo do efeito da temperatura sobre a estabilidade da atividade coagulante da
protease do EB de folhas de cinamomo foi verificada medindo a atividade residual apoés
incubagdo da amostra por 60 minutos em temperaturas diferentes, de 30 a 100 ° C, com
intervalos de 10 °© C. Os ensaios de coagulacao do leite apos incubagdo das amostras foram
realizados na temperatura em que a protease atingiu atividade maxima (50°C). A protease do
EB apresentou estabilidade térmica entre 30 e 60° C (figura 17). O tratamento em temperaturas
maiores que 60°C causaram a desestabilizacdo da atividade coagulante que foi eliminada

totalmente a 70°C.
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Figura 17: Avaliacao da estabilidade da atividade coagulante de leite da protease do extrato bruto
de folhas de cinamomo em diferentes temperaturas. O EB de folhas de cinamomo foi incubado em
diferentes temperaturas (30 a 100°C ) por 60 minutos. O ensaio para verificar a estabilidade térmica foi
determinada utilizando Solugdo tampédo (Leite 10% em CaClz 10mM) a 50 °C. A atividade residual
considera o valor da temperatura em que a protease atinge maior atividade coagulante (Figura 13) como
100%. Cada ponto equivale a média de trés experimentos independentes. As linhas partindo dos pontos

representam o desvio padrao (P < 0,05).
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4.7 Avaliagdo do efeito de sais sobre a atividade coagulante de leite da protease do extrato

bruto de folhas de cinamomo

Os efeitos do célcio na atividade de coagulagdo do leite da protease do EB de folhas de
cinamomo foram investigados. A figura 18 mostra que a variagdo de concentragdo de CaClz
interferiu na atividade de coagulacdo do leite da protease. Sem a presenca desse sal, a atividade
residual diminuiu 10%. A atividade médxima atingida foi na concentracdo de 50mM, com
rendimento de 145,3%. Em concentragdes maiores, a atividade decresceu até atingir o menor

rendimento, de 83,1% na concentra¢dao de 1M.
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Figura 18: Efeito da concentracio de cloreto de calcio sobre a atividade coagulante de leite da
protease do extrato bruto de folhas de cinamomo. Efeito de CaCl2 em diferentes concentragdes (0;
0,01M; 0,05M; 0,1M; 0,5M e 1M) na atividade residual da protease do EB do cinamomo. A atividade
residual foi determinada usando Solugao tampao (Leite 10% em CaCl2 )/ citrato fosfato pH 5,0 a 50-C.
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A atividade da protease do EB na presenca de sodio foi avaliada. Como resultado pode-
se observar que na presen¢a de 10 mM a atividade da enzima ¢ reduzida em 77,2%, quando
comparada ao controle (na auséncia de so6dio no tampao de ensaio). Concentragdes maiores que

10mM eliminaram totalmente a atividade da enzima (figura 19).
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Figura 19: Efeito da concentracido de cloreto de s6dio sobre a atividade coagulante de leite da
protease do extrato bruto de folhas de cinamomo. Efeito de NaCl em diferentes concentracdes (0;
0,01M; 0,05M; 0,1M; 0,5M e 1M) na atividade residual da protease do EB do cinamomo. A atividade
residual foi determinada usando Solugao tampao (Leite 10% em CaCl2 )/ citrato fosfato pH 5,0 a 50°C.
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4.8 Avaliagdo da Cinética Enzimatica da protease do EB de folhas de cinamomo

Foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes do substrato BANA na atividade
enzimatica da protease do extrato bruto proteico de folhas de cinamomo. Como a enzima de
folhas de cinamomo nao foi purificada , obteve-se os valores aparentes para os parametros
cinéticos Vmax e Km. Seguindo a curva de Michaelis-Menten (Figura 20) os valores foram:
Vmax= 156,84 U.E Especifica (para 0,44 mg de proteina) e Km= 0,738 mM. A figura 21 mostra

a linearizagdo da curva de Michaelis-Menten através do grafico do duplo reciproco de
. .. -1 . o .
Lineweaver-Burk , indicando o valor de Km » ue representa a intersec¢do no eixo do substrato
m

¢ a afinidade com a enzima.
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Figura 20: Grafico baseado na curva de Michaelis-Menten. As concentracdes do substrato variaram

de 1 a 10mM. O grafico indica a curva para a concentragdo de 0,44 mg de proteina e os valores de Km

Vnzlax (78,42 U.E Especifica). A Unidade Enzimatica

(0,738mM); Vmax (156,84 U.E Especifica) e
especifica (U.E especifica) corresponde a Unidade Enzimatica/ mg de proteina. Cada ponto equivale a

média de trés experimentos independentes. As linhas partindo dos pontos representam o desvio padrao

(P< 0,05).
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Figura 21: Grafico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk. A linha foi calculada por regressao linear

e representa a afinidade da protease (0,44mg de enzima) com diferentes concentragdes de substrato. O
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A razdo entre atividade coagulante de leite (ACL) e atividade proteolitica (AP) é um
dos critérios mais importantes para uma enzima coagulante ser considerada uma alternativa de
coalho na fabricacdo de queijo. Um valor de R alto torna melhor a possibilidade de maior
rendimento e qualidade do queijo produzido. A protease de folhas de cinamomo obteve um

valor de R=58,89 e foi comparado com o valor da quimosina (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade coagulante de leite e proteolitica da protease do extrato bruto de folhas de

cinamomo
Coagulante ACL(U/mg) AP(APE/mg) R=ACL/AP (mg)
EB de folhas de cinamomo 13,427 0,228 58,89
Quimosina 164,75 0,791 209

Fonte: Moreno-Hernandez (2021). APE(Atividade proteolitica especifica); U (Unidade Soxhlet).
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4.10 Elaboragao de queijo a partir do uso da protease do EB de folhas de cinamomo

O queijo obtido da protease do EB de folhas de cinamomo estd mostrado na Figura 22.
A solucdo de leite utilizada foi mantida em aquecimento durante 10 minutos. Apos esse periodo
foi adicionado aproximadamente 50ml de extrato bruto das folhas de cinamomo. O tempo de
coagulagdo para a quantidade de substrato e coagulante utilizados foi de aproximadamente 30
minutos. Como resultado, o queijo apresentou aspecto semelhante ao queijo coalho, mas com

textura mais firme, odor ligeiramente acido e cor branco-esverdeado com granulos, devido a

presenga da clorofila do extrato.

Figura 22: Imagem do queijo produzido diretamente do extrato bruto de folhas de cinamomo. Para
o preparo do queijo, foi utilizado 1 litro de leite desnatado. As condi¢des de preparo foram em pH 5,0;
50° C e adicionado ao leite CaCl2 a 50mM, padrdes ideais encontrados para a protease de folhas de

cinamomo na coagulacdo do leite. Fonte: Proprio autor.
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5. DISCUSSOES

O presente trabalho detectou e caracterizou as atividades proteoliticas e coagulantes do
extrato bruto de folhas de Melia azedarach. Os resultados dessas atividades foram satisfatorios
e demonstraram o potencial dessa espécie como alternativa de coagulante vegetal. Segundo
Shah e colaboradores (2014), proteases vegetais ja foram descritas e identificadas de diferentes
partes das plantas, como sementes, flores ou latex e usadas como coagulantes de leite. Enzimas
de mesmas espécies vegetais vem sendo qualificadas e utilizadas tanto na industria de
medicamentos, na agricultura, quanto na industria alimenticia (LEITE, 2016; REOLON-
COSTA et al., 2017). A atividade proteolitica e coagulante foi observada com a presenga de
extrato proteico de folhas de cinamomo, ja no controle negativo, contendo tampao, mas sem as
proteinas contidas no tecido foliar, ndo se observou as atividades. Isso demonstra que o processo
de extragdo proteica possibilitou a extragdo de uma protease com atividade proeminente sobre

o substrato BANA, assim como sobre a caseina do leite.

O extrato bruto proteico apresentou atividade proteolitica em todas as faixas de pHs e
foi maior quando o ensaio foi realizado em pH 7,0. Nos ensaios de estabilidade, a atividade
proteolitica manteve atividade residual acima de 60% em todos as faixas de pHs analisadas. O
resultado do pH difere do encontrado em uma protease purificada (Melain N) de frutos verdes
de Melia azedarach, que possui pH otimo 8,0 (DEMIR et al., 2009), ja a protease purificada
(Melain R) dos frutos amarelos maduros da Melia azedarach possui pH ideal entre 7,5 e 8,5
(KANEDA et al., 1994). A amostra apresentou maior atividade proteolitica a 40 °C e perdeu
atividade em temperaturas acima de 70 °C. Nos ensaios de estabilidade térmica a amostra
reteve atividade proteolitica apds 60 minutos incubadas em diferentes temperaturas. Esse
resultado sugere que em relacdo a atividade proteolitica, o EB do cinamomo nao se desnatura
em altas temperaturas. As enzimas extraidas do extrato aquoso da flor do cardo (Cynara
cardunculus ) também apresentam atividade proteolitica até 70 °C (SILVA,2019). O resultado
da temperatura 6tima ¢ semelhante ao encontrado por Franga-Santos e colaboradores (2009) na
bromelina, enzima do extrato proteico do fruto do abacaxizeiro, amplamente utilizada na
industria farmacéutica e de alimento. Segundo Campos e colaboradores (1990), o extrato bruto
da flor do cardo apresentou atividade 6tima a 37 ° C. A mesma temperatura encontrada para a
protease Melain R dos frutos da Melia azedarach (KANEDA et al., 1994). Novas enzimas com
potencial biotecnologico, como a espécie Ficus johannis, também apresentam alta estabilidade

em uma ampla faixa de pH e temperaturas. (AFSHARNEZHAD et al, 2019).
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O pH o6timo da amostra do EB para atividade de coagulacdo do leite foi 5,0. Alguns
autores relatam que o pH 6timo da quimosina, uma peptidase aspartica, pode variar entre 5,1 e
5,8 (KUMAR et al., 2010; MORENO & RAMOS, 2014). Enzimas de origem vegetal descritas
e utilizadas na coagulagao do leite para a fabricagao de queijos sao muito ativas em pH acido.
Segundo Domingos e colaboradores (2000), um dos 4 grupos de enzimas proteoliticas que
apresentam atividade 6tima em pH acido sdo das proteases asparticas. Esse grupo de enzimas
possui grande importancia na induastria de fabricacao de queijo. As enzimas coagulantes do
leite de Cynara cardunculus apresentam atividade maxima entre os pHs 5,1 e 5,7. Resultados
similares aos da quimosina comercial (CAMPOS e tal.,1990; FADYLOGLU, 2001). Salehi e
colaboradores (2017) ao analisarem o perfil de pH da enzima de frutos da Withania coagulans,
encontraram alta atividade na faixa de pH 4,5 a 6,0 , com atividade 6tima em pH 5,5. O extrato
bruto das folhas de cinamomo teve sua atividade reduzida ou inativada em pHs maiores nos
ensaios de coagulagdo do leite, apresentando atividade entre pH 4 e 7. Caracteristica semelhante
de enzimas da Cynara cardunculus, que apresentam atividade entre pH 2 e 7 e em pH alcalino
perdem estabilidade (MACHADO, 2013). Nos ensaios de estabilidade em pHs diferentes para
atividade coagulante do leite, a amostra obteve valores acima de 115% de atividade residual
entre os pHs 4 a 10. Da mesma forma, a protease de frutos de Withania coagulans mostrou alta
estabilidade em pH na faixa de 2,0 a 8,5, tanto para atividade proteolitica quanto atividade
coagulante (SALEHI et al.; 2017). Como a amostra do EB de folhas de cinamomo nao foi
purificada, pode haver mais de uma proteina bioativa presente no extrato com perfis de
temperatura e pHs diferentes. O pH com atividade maxima para coagulacdo do leite foi 5,0;
porém, observa-se atividade notadvel em pH 7,0. Gonzaléz-Velazquez e colaboradores (2021)
avaliaram os extratos aquosos de varios tecidos da espécie Vallesia glabra e os resultados

sugerem a presenca de varias proteases em diferentes pHs.

Para atividade coagulante, a temperatura 6tima da amostra do EB foi de 50 °C, resultado
que corrobora alguns trabalhos com proteases coagulantes. Lo Piero e colaboradores (2002)
caracterizaram uma protease das folhas de Lactuca sativa, que obteve atividade o6tima para
coagulagdo do leite a 50 °C, assim como uma protease das sementes de Oriza
sativa (ASAKURA et al.,1997). Do mesmo modo, a quimosina possui uma faixa de
temperatura 0tima que varia entre 30 a 50°C (KUMAR et al., 2010). Conforme os resultados
para atividade proteolitica e coagulante, o extrato bruto das folhas do cinamomo, perde
atividade acima de 65°C. Da mesma forma, a bromelina se desnatura entre as temperaturas 60

e 70°C (FRANCA-SANTOS et al.; 2009). O extrato bruto da amostra de folhas de cinamomo
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obteve estabilidade térmica acima de 100% de atividade relativa entre 30 e 60°C apds 60
minutos de incubagdo. Salehi e colaboradores (2017) caracterizaram uma protease de frutos de
Withania coagulans, obtendo a temperatura 6tima de 65 ° C. Apds incubagao da enzima a 65°C
por 60 minutos, permaneceu 73% da atividade residual. A alta estabilidade térmica ¢ vantajosa

na escolha de proteases nas aplica¢des industriais (ROCHA et al., 2010; SALEHI et al., 2017).

A presenca de ions de calcio e sddio podem influenciar e s&o importantes no processo
de fabricacdo de queijo (AHMED et al., 2010). Por isso, foi investigado a influéncia de
diferentes concentracGes de cloreto de célcio e cloreto de sddio nos ensaios de coagulagdo do
leite. Na presenca de cloreto de célcio, a atividade coagulante da protease de folhas de
cinamomo aumentou até atingir atividade maxima na concentracdo de 50mM e posteriormente
houve uma tendéncia de declinio em concentracGes maiores. Tal desempenho de concentracdo
de CaClz foi demonstrado por Leite (2016) em proteases de laticiferas. A acdo do CaCl2
influencia diretamente no tempo de coagulacéo, pois se comporta como agente catalisador da
enzima (AHMED et al., 2010; LEITE, 2016). O ion calcio (Ca2+) atua como agente
neutralizante dos residuos negativos formados ap6s a hidrdlise das proteinas do leite,
possibilitando maior agregacdo e formacdo de coagulos. Em concentragdes mais altas, ha
saturacdo dos residuos negativos e o aumento da forca i6nica inibe a atividade (DINI et al.,
2010). A presenca do cloreto de sddio diminuiu a atividade coagulante da protease de folhas de
cinamomo. A adicdo de NaCl no inicio do processo de coagulacdo pode ter influenciado a
atividade das enzimas presentes na amostra. A atividade de algumas enzimas coagulantes pode
ser alterada ou inibida com a adicdo de ions como o Na+ e Cl- ao ensaio, pois eles podem
diminuir a solubilidade da amostra e leva-laa precipitacdo (LEITE, 2016). Dini e colaboradores
(2010) obteve resultado semelhante com Thermomucor indicae-seudaticae N31 e sugere que 0

aumento da forca idnica tenha provocado efeito inibitdrio sobre a enzima.

No presente trabalho, o extrato vegetal das folhas de cinamomo ndo foi purificado.
Apesar da maioria dos estudos da potencialidade de coagulantes vegetais avaliarem a enzima
purificada, alguns trabalhos mostram resultados promissores analisando apenas o extrato bruto
do tecido vegetal. Rocha e colaboradores (2010) caracterizaram uma enzima proteolitica com
atividade de coagulagao do leite do extrato bruto de frutos maduros de Salpichroa origanifolia.
Soares e colaboradores (2015) caracterizaram parcialmente a enzima extraida do latex da fruta-
pdo, avaliando a atividade proteolitica e coagulante do extrato bruto da planta. Os extratos
aquosos de folhas, frutos e sementes da espécie Vallesia glabra foram avaliados e apresentaram

diferentes perfis proteicos. O estudo sugeriu que as propriedades de coagulacdo do leite do
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extrato das folhas da planta possuem potencial biotecnolégico como substituto do coalho na
fabricacdo de queijos (GONZALEZ-VELAZQUEZ et al., 2021). Os ensaios que avaliaram o
efeito do extrato proteico de folhas de cinamomo sobre diferentes concentraces do substrato
BANA serviram para elucidar a velocidade da reacdo enzimatica e 0 mecanismo de acdo da
enzima. Através da curva de Michaelis-Menten e de sua linearizacdo no duplo-reciproco de
Lineweaver-Burk, obteve-se os valores aparentes de Km e Vmax. As enzimas possuem um Km
caracteristico para cada substrato e independe da concentracdo enzimatica, desde que 0s ensaios
sejam feitos em condicGes de pH e temperatura similares e o valor de Vmax é dependente da
concentracdo da enzima (FOGLER, 1992). Para Lehninger (1976), o Km é usado para indicar
a interacdo do substrato com uma enzima e quanto menor o valor de Km, melhor é a interacéo.
Para os valores de Vmax, quanto maior a concentracao da enzima, maior a velocidade da reacao.
Os valores dos parametros cinéticos evidenciaram a alta afinidade da protease do extrato bruto

do cinamomo para o substrato BANA.

No estudo da caracterizagdo de um coagulante vegetal ¢ importante detectar atividade
proteolitica, que possui maior inespecificidade e a atividade coagulante, especifica. O resultado
da razdo (R) da atividade especifica (ACL) sobre a atividade inespecifica (AP) sugere
preliminarmente potencial coagulante na protease detectada no extrato bruto. Essa justificativa
se deve ao extrato bruto possuir maior atividade coagulante do que atividade proteolitica. O
valor R da amostra do EB de folhas de cinamomo foi 3,5 vezes menor que o da quimosina. Isso
confirma o resultado promissor, haja vista que a amostra ndo esta purificada. Campos e
colaboradores (1990) mostraram que a enzima purificada de Cynara cardunculus obteve maior
atividade coagulante e menor atividade proteolitica do que os extratos brutos. Uma atividade
proteolitica maior tem a possibilidade de quebra excessiva das proteinas do leite, o que pode
influenciar na consisténcia e resultar no sabor amargo dos queijos (GAJO et al., 2012). No
entanto, uma propor¢do maior entre ACL/AP , maior potencial possuird o coagulante (SILVA,

B., 2013).

Conforme Aradjo e colaboradores (2009), o cinamomo possui varias acles
farmacologicas ja testadas e comprovadas, como atividade antiviral, antimicrobiana,
antimalarial, antiparasitoria e inseticida. Essas ag¢0es sdo derivadas de estudos em diversos
tecidos da planta, como folhas, flores e fruto. O suco da folha é anti-helmintico, antilitico e
diurético (SALIB et al., 2008). Apesar da planta ndo ter registros na literatura de sua
potencialidade coagulante para a industria alimenticia, ja foram caracterizadas e purificadas

proteinases em frutos do cinamomo, entre elas a melain N (DEMIR et al., 2009). Assim como
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a espécie C.procera que possui o latex utilizado popularmente para diversas doengas, ¢ ja
demonstrado como potencial alternativa para a quimosina comercial (LARHSINI et al.1997;
LEITE,2016). A planta Cynara cardunculus, uma espécie do mesmo género da alcachofra
(Cynara scolymus), possui diferentes tecidos com compostos bioativos utilizados na
farmacologia, porém devido a presenca de proteases asparticas em sua flor, a principal atividade
explorada na planta ¢ como agente na coagulagdo do leite na produgao de queijo (FOLGADO

& ABRANCHES, 2019).

Segundo Shah e colaboradores (2014), apesar da avaliagdo da atividade coagulante do
leite ser importante nos estudos de alternativas para substitutos de coalho, os métodos e
unidades diferentes usados por diversos autores dificultam a comparagdo da atividade de
coagulagdo do leite de diferentes coagulantes vegetais. Os dados apresentados nesse trabalho
sugerem preliminarmente que proteinas bioativas presentes em folhas de cinamomo possuem
potencial para atuar como agente coagulante na industria alimenticia. Foi realizado a
manufatura do queijo artesanal utilizando o extrato bruto das folhas de cinamomo como
coagulante. Contudo, hd necessidade de andlises mais aprofundadas que permitam o

conhecimento das demais propriedades e caracteristicas que envolvam essa potencialidade.
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6. CONCLUSAO

O cinamomo ¢ uma planta com propriedades que vao além daquelas que ja sdo
amplamente estudadas. As proteinas bioativas presentes nas folhas da planta sugerem potencial
biotecnoldgico na substituicdo de coalhos. O extrato bruto da folha apresentou atividade
coagulante em pHs acidos e ampla estabilidade em diferentes faixas de pH e temperatura. Como
a planta possui diversos principios ativos € importante aprofundar as pesquisas relacionadas a
sua recomendacao para consumo. Outros estudos sdo necessarios para explorar as enzimas
coagulantes presentes nas folhas do cinamomo, como a purifica¢do da enzima e caracterizagao

para a elucidacdo desse suposto potencial biotecnoldgico.
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