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RESUMO

A busca de novas moléculas que apresentem atividades biologicas para auxiliar as
funcdes fisioldgicas nos organismos, como, atividades antimicrobiana e antioxidante
vém ganhando espaco no ambito cientifico. A resisténcia microbiana causada por
antibidticos ja conhecidos e utilizados impulsionou a industria farmacéutica a realizar
pesquisas para descobrir novas substancias. Atualmente, a obtencédo de peptideos
bioativos provenientes de diversas fontes proteicas, como a caseina, estimulam a
procura por novas enzimas proteoliticas. O presente trabalho objetivou avaliar o
potencial das proteases presentes no latex da quixaba (Sideroxylon obtusifolium) em
hidrolisar a caseina caprina e liberar peptideos com atividades antimicrobiana e
antioxidante. O latex de S. obtusifolium obtido a partir dos frutos foi submetido as
técnicas de eletroforese SDS-PAGE e zimograma. A caseina caprina foi hidrolisada
utilizando planejamento estatistico fatorial 23, totalizando 12 ensaios, avaliando
como efeitos a relacdo enzima/substrato (1:50, 1:100 e 1:150), tempo de hidrdlise (8,
16 e 24 horas) e temperatura (28, 34 e 40 °C). Para a determinacédo do grau de
hidrolise utilizou-se o acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) e eletroforese
Tricina-SDS-PAGE de cada hidrolisado. As fracBes de peptideos foram separadas
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (RP-HPLC). As atividades
antimicrobianas e antioxidantes foram avaliadas para todas as fragOes coletadas. A
presenca de duas proteases distintas foram detectadas em zimograma, sendo estas
enzimas eficientes na hidrélise da caseina caprina, apresentando grau de hidrélise
(GH) maximo de 35,086+0,56% no ensaio 7 (40 °C, 24h e 1:50). Foram liberados
peptideos com massas moleculares menores que 4 kDa e um total de 15 fracbes
coletadas e analisadas. Destas fracdes, para a atividade antimicrobiana, nove
apresentaram atividade frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, as
demais foram eficientes contra bactérias Gram-negativas. Todas as fracdes
apresentaram atividade antioxidante, as fragcbes 6 e 12 demonstrando potencial
sequestrante em relacdo ao radical ABTS™, de 50,884+0,42 e 51,98+0,17,
respectivamente. As enzimas presentes no latex dos frutos de S. obtusifolium foram
capazes de hidrolisar a caseina caprina, liberando peptideos com as atividades
biologicas propostas neste trabalho.

Palavras-chave: caseina caprina, peptideos bioativos, latex, quixaba, Sideroxylon
obtusifolium



ABSTRACT

The search for new molecules with biological activities to assist the physiological
functions in organisms, such as, antimicrobial and antioxidant activities have been
gaining ground in the scientific realm. The known microbial resistance caused by
antibiotics used and boosted the pharmaceutical industry to conduct research to
discover new substances. Currently, the obtaining of bioactive peptides from various
protein sources such as casein stimulates the search for new proteolytic enzymes.
These studies aimed to evaluate the potential of proteases present in the latex of
quixaba (Sideroxylon obtusifolium) in goat casein hydrolyze and release peptides
with antimicrobial and antioxidant activities. The latex obtained from S. obtusifolium
fruit was subjected to the techniques of SDS-PAGE and zymogram. The goat casein
was hydrolyzed using 22 factorial statistical design, totaling 12 trials evaluating the
effects as an enzyme/substrate (1:50, 1:100 and 1:150), hydrolysis time (8, 16 and
24 hours) and temperature (28, 34 and 40 °C). To determine the degree of hydrolysis
was used the 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) and electrophoresis Tricine-
SDS-PAGE of each hydrolyzate. The fractions of peptides were separated by high
performance liquid chromatography (RP-HPLC). Antimicrobial and antioxidant
activities were evaluated for all collected fractions. The presence of two different
proteases was detected in zymograms, which are effective in hydrolyzing enzymes of
goat casein, with degree of hydrolysis (DH) up to 35.086+0.56% in run 7 (40 °C, 24h
and 1: 50). Peptides with molecular masses lower than 4 kDa and a total of 15
fractions were collected and analyzed released. These fractions for antimicrobial
activity, nine showed activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria, the
others were effective against Gram-negative bacteria. All fractions exhibited
antioxidant activity, the fractions demonstrating 6 and 12 sequestering potential with
respect to the radical ABTS"™, 50.884+0.42% and 51.98+0.17%, respectively. The
enzymes present in the latex of the fruits of S. obtusifolium were able to hydrolyze

casein goats, releasing peptides with biological activities proposed in this work.

Keywords: goat casein, bioactive peptides, latex, quixaba, Sideroxylon obtusifolium



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

INTRODUGAO ..ottt ae e 16
1. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 17
1.1, PIOBASES ..ot 17
1.2. Enzimas proteoliticas em VEgetaiS ..........coeuuuuiiiiiieeeeeeeiccee e 20
1.3. Quixabeira (Sideroxylon obtusifolium) ...........cccco 21
i S 07 111 [ o - PP PP PP PR PPPPPPPPPPRPTR 24
1.5. Peptidens DIOAtIVOS .......cooeeeiiiiieiiii e 26
2. OBUIETIVOS ..o 29
2.1, ODJELIVO QETal ...cooeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 29
2.2.  ODbjetivos €SPECITICOS. ....uuiiiiiiieeiiiiiiiieee e 29
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coooiiiiiieeceeeeeeeee e 30
L@7= T o1 1| [0 1 PP 36
RESUMIO. ... e e e e 1
Lo INTOAUGAD ... 2
2. Material @ MELOAOS ........uueiiiiiiiie e e 4
2.1. Preparacao do extrato proteiCo Bruto ..........ccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeceeeee e, 4
2.2. Eletroforese SDS-PAGE do latex da quixaba.............ccccoooeeeiiiiiiiiiicinenee, 5
pZC T A [ 410 To | = 1 1 - PSR 6
2.4. Preparacdo da caseina CapriNa.........ccuuvvieeeeieiiieiiiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 6
2.5. Hidrélise da caseina CaprinNg ............ccoevvuuuiiiieiiieeeeeeeee e 7
2.6. Determinagdo do grau de hidroliSe...........ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 7
2.7. Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados...........cccccvvvviiiiiiiiiieennne. 9

2.8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (RP-HPLC).......ccccccccvvvvviviriiennnnnnn. 9



2.9.

Atividade antimiCrobiana ... c.ocn e, 10

2.10. Atividade sequestradora de radicais: Método 2,2°- azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-acido SUIfENICO (ABTS).......uuuuurrrriiiiiiiiiiiiiriiineineeennnnnnnnnnnnnnns 11
3. ReSUIAdOS € AISCUSSEO. ....cceiiieiiiiiiiiiiiiee ettt 12
3.1. Perfil proteico por SDS-PAGE e zimograma do latex de S. obtusifolium .12
3.2. Grau de hidrolise (GH) .....couuuuiiiii e 12
3.3. Analise dos hidrolisados de caseina em Tricina-SDS-PAGE ................... 14
3.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (RP-HPLC)...........cccevvvvviiiinnnnnnn. 15
3.5. Atividade antimicrobiana das fracbes coletadas em RP-HPLC................. 16
3.6. Atividade sequestradora de radicais: Meétodo 2,2’- azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-4cido sSulfoniCo (ABTS).......uuiiiiiiiiiiiiiieeieeee e 17
N ©7o] o [o1 (1o 1L SRR PPPPPPPPPPP 19
5. AQradeCimENTOS. ......ccoiiiiiiiiiiii e 19
6. REFEIENCIAS ....cooiiiiiiiiii e 19
4., CONSIDERACOES FINAIS......ooe ettt 32



LISTA DE FIGURAS

Introducéo

Figura 1. Classificagdo de proteases de acordo com sua regido de

catalise.

Figura 2. Imagem de uma Quixabeira (Sideroxylon obtusifolium).
Figura 3. Imagem de frutos maduros e de folhas da Quixabeira.
Figura 4. Modelo de caseina micelar.

Figura 5. Esquematizacdo das regides hidrofobicas (retangulos) e
hidrofilicas (“loops”) das fracBes de caseina e suas interacdes com o

fosfato de célcio (triangulos).

Capitulo |

Figura 1. Analise do extrato bruto das proteinas do latex de S.
obtusifolium realizada em gel de eletroforese de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) (A). Zimografia em gel de gelatina
das proteinas do latex de S. obtusifolium realizada em gel de

eletroforese de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio (B).

Figura 2. Gréfico de Pareto dos efeitos principais das variaveis relacao
enzima:substrato, temperatura e tempo na hidrélise da caseina caprina
com proteases do latex da Sideroxylon obtusifolium, tendo como variavel

resposta o grau de hidrolise.

Figura 3. Gel de SDS-PAGE 15,4% da caseina caprina, hidrolisada em
funcé@o do tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por proteases do latex da
S. obtusifolium nas proporgdes de 1:50(A); 1:150(B) e 1:100(C) relacao

17

22

23

24

26

61

61

61



Enzima/Substrato. PM (Padrdo Molecular), CNc (Caseinato de Sédio
Caprino), sendo 1 (8h-28°C), 2 (24h—28°C), 3 (8h-40°C) e 4 (24h-40°C),
correspondentes as figuras 3A e 3B. A figura 3C representa 0s pontos

centrais que apresentam as mesmas condicdes de hidrolise (16h-36°C).

Figura 4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (RP-HPLC) do
hidrolisado (1:50, 40°C, 24h), indicando as fracdes coletadas (F1 a F15).

61



LISTA DE TABELAS

Introducéo

Tabela 1. Classificacao das proteases de acordo com as caracteristicas

dos sitios ativos.

Capitulo |

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 23 para analisar o grau de

hidrolise das proteases presentes no latex da Sideroxylon obtusifolium.
Tabela 2. Grau de hidrélise da caseina caprina da raga Saanen.

Tabela 3. Andlise de Variancia para os dados obtidos no planejamento

fatorial completo.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, das fraces (F1-F15) coletadas através de cromatografia
liquida (RP-HPLC). Concentracdo de 500 pg/mL. Os simbolos (+) e (-)
indicam a presenca ou auséncia de inibicdo do crescimento microbiano,

respectivamente.

Tabela 5. Atividade sequestradora do radial ABTS, das fracdes de
peptideos (F1-F15) hidrolisadas a partir de caseina caprina em (%).
Atividade antioxidante equivalente ao Trolox (AAET), ao &cido ascorbico
(AAEAA) e ao acido galico (AAEAG) em uM.

18

62

62

62

62

62



INTRODUCAO

Peptideos biologicamente ativos representam atualmente, moléculas de grande
interesse industrial, uma vez que, desempenham diversas func¢bes fisioldgicas
dentro do organismo. Neste sentido, a caseina, apresenta-se como uma importante
fonte de fornecimento destes peptideos, os quais podem ser liberados através do
processo de digestdo gastrointestinal, durante o processamento de alimentos, ou
através da via proteolitica de enzimas exdgenas provenientes de micro-organismos
ou fontes vegetais. Os peptideos hidrolisados da caseina, com atividades biolégicas,
apresentam principalmente acdo inibitdria contra a enzima conversora de
angiotensina, atividade antimicrobiana e antioxidante (BRUNO et al., 2010; WU et
al., 2013).

As caseinas sdo responsaveis por cerca de 80% do total de proteinas
presentes no leite, além de significarem de 3 a 3,5% do peso seco em comparacao a
todos os constituintes deste alimento. Representando uma proteina de alta
qualidade nutricional, a caseina também corresponde a uma fonte rica de peptideos
com atividades bioldgicas, desempenhando funcdes importantes no sistema
nervoso, cardiovascular, gastrointestinal e imune (AO; LI, 2013).

As proteases utilizadas para a degradacdo de substratos proteicos como a
caseina podem ser obtidas de trés fontes distintas, microbiana, vegetal e animal. O
latex vegetal € formado por diversos constituintes organicos, dentre eles, resinas,
ceras, compostos lipidicos, e principalmente proteinas e enzimas proteoliticas,
estando associado com os mecanismos de defesa das plantas contra patdogenos
(COSTA et al., 2010; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011).

Sideroxylon obtusifolium, também conhecida como quixabeira, € uma arvore
nativa da Caatinga nordestina. Caracteriza-se por ser uma arvore de copa densa e
ovalada. Possui folhas simples e opostas e flores discretas de coloracdo amarela.
Esta espécie floresce durante os meses de outubro e novembro, quando ha o
surgimento de nova folhagem. Enquanto que os frutos amadurecem nos meses de
janeiro e fevereiro, produzindo anualmente abundante quantidade de sementes

viaveis, que sdo disseminadas pela avifauna (LORENZI; MATOS, 2002).
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Proteases

Proteases, ou peptidases, sdo enzimas responsaveis por degradar as proteinas
em pequenos segmentos, por meio de clivagem das ligacbes peptidicas. Estas
enzimas estdo envolvidas em diversos processos fisiolégicos, sendo consideradas
moléculas criticas para o funcionamento normal de todas as células e organismos
(BARRETT; RAWLINGS, 2007).

As proteases pertencem ao grupo de enzimas denominadas de hidrolases, ou
seja, para que as reacdes ocorram e 0 produto seja liberado se faz necessario no
meio de reacdo a presenca da agua. Durante a realizacdo de hidrélise das ligacdes
peptidicas, ocorre a transferéncia do produto formado para a agua. Esse processo
proteolitico resulta em uma mudanca especifica da funcdo da proteina, sendo um
importante mecanismo biolégico (LOPEZ-OTIN, 2002).

Estas enzimas podem ser classificadas de acordo com a sua regidao de
catalise. Aquelas que atuam nas extremidades das cadeias polipeptidicas séo
denominadas de exopeptidases, em comparacdo as endopeptidases, as quais
apresentam atividade catalitica em regides mais internas (Figura 1). Da interacdo e
atuacado das exopeptidases sob os grupos amino-terminal e carboxi-terminal, pode-
se obter a liberacdo de um Unico aminoacido, um dipeptideo ou um tripeptideo. Os
aminoacidos préximos as ligacbes peptidicas clivaveis, em ambos os lados,
representam o principal fator determinante para a atuacdo das endopeptidases
(TAVANO, 2013).

Exopeptidases

Aminopeptidases Carboxipeptidases
@f>-O-O- ~-O-O-OA®
Dipeptidil-peptidases Peptidil-peptidases
T —-O-O

Tripeptidil-peptidases Dipeptidases

o eoef - IO

Omega peptidases
= Yores ~-O-OND
Endopeptidases
~-O- OO
Fonte: MOFFITT et al. (2010).
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Figura 1. Classificacdo de proteases de acordo com sua regido de catalise.

Além disso, as proteases sdo agrupadas com base no mecanismo catalitico de
seu sitio ativo em classes distintas, de acordo com a especificidade da enzima aos
residuos de aminoacidos ou ions metalicos presentes. Sendo consideradas as
serina proteases, treonina proteases, cisteina proteases, aspartico proteases,
glutamico proteases e metaloproteases, como apresentado na Tabela 1. Em geral,
as proteases também podem ser classificadas apenas pelo seu pH 6timo, em
acidas, neutras ou alcalinas (CASTRO et al., 2011).

Estas singularidades, entre os diversos tipos de enzimas proteoliticas, torna
viavel a possibilidade de ativagdo ou inativacdo enzimatica por pequenas moléculas
especificas, que sdo de grande importancia na pesquisa cientifica, assim como
diversos compostos biologicos especializados, essenciais para a manutencdo e

equilibrio de acao das proteases em todos os organismos vivos (YIKE, 2011).

Tabela 1. Classificacdo das proteases de acordo com as caracteristicas dos sitios ativos.

Tipo Grupo Catalitico Grupo Catalitico

Catalitico Primério Secundario Exemplo
Serina Grupo hidroxil de serina Imidazol nitrogénio de Quimotripsina
histidina (algumas vezes
grupo e-amino de lisina)
Treonina Grupo hidroxil de Grupo amino-terminal a- Proteassoma
treonina amino
Cisteina Grupo tiol de cisteina Imidazol nitrogénio de Papaina
histidina
Aspartico Grupo carboxil de dois _ Pepsina
residuos de &acido
aspartico e agua ligada
Glutamico Grupo carboxil de Grupo amida de glutamina Scytalidoglutamico
glutamato peptidase
Metalo Atomos de Zinco (ou Grupo carboxil de Termolisina
outro metal) e agua glutamato
ligada

Fonte: Barrett e Rawlings, 2007 (Adaptado).

As serina proteases correspondem a maior familia de proteases existentes,
estando envolvidas em diversos processos fisiol0gicos. Seu sitio catalitico apresenta
residuos de histidina, serina e acido aspartico, sendo sua conformacéo variavel de
acordo com o tipo de protease. Funcionalmente, participam de reacdes pos-

transducionais das cadeias polipeptidicas, atuando em sua maioria como
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7

endopeptidades na ativacdo de zimogénios, como € o caso da tripsina (PAGE;
CERA, 2008).

As treonina proteases possuem uma triade catalitica constituida por treonina,
lisina e acido glutdmico, sendo responsaveis apenas por clivar grandes proteinas
intracelulares, facilitando assim a reciclagem dos aminoacidos. J& as metalo
proteases apresentam grande importancia bioldgica do ponto de vista médico,
estando envolvidas em processos como proliferacdo e diferenciacdo celular,
migracdo e remodelagem da matriz extracelular e vascularizacdo. Sua atividade
catalitica depende da presenca de ions como o zinco, podendo ser inibida se, no
meio reacional houver outro tipo de ion metélico. As metalo proteases atuam
geralmente como exopeptidases removendo grupos amino-terminal ou carboxi-
terminal (MOFFITT et al., 2010).

As cisteina proteases estdo entre as principais proteases encontradas em
virus, bactérias, protozoarios, plantas e mamiferos em geral. Estas enzimas agem
em sua maioria como endopeptidases, apresentando um mecanismo catalitico
semelhante as serina proteases. Seu sitio catalitico € composto por um grupo
sulfidrila de um residuo de cisteina como nucledfilo, sendo sua atividade dependente
de uma diade de cisteina e histidina (OLIVER-SALVADOR et al., 2011).

A presenca de dois sitios ativos contendo residuos de aspartato, com cadeias
laterais carboxiladas envolvidas no processo catalitico, é uma caracteristica
fundamental das enzimas classificadas como aspartico proteases. Estas enzimas em
geral apresentam atividades em condic¢des acidas de pH, devido seu mecanismo de
catalise expressar um dos seus residuos de aspartato protonado e 0 outro
desprotonado inicialmente. Sendo enzimas muito utilizadas na industria farmacéutica
(SUSSMAN et al., 2013).

Enzimas da familia glutdmico proteases foram recentemente descobertas,
sendo a “scytalidoglutamico peptidase” a primeira enzima classificada dentro desta
familia. Estas enzimas apresentam uma estrutura terciaria composta por duas
cadeias antiparalelas e uma diade catalitica dos residuos Glicina53 e Glutaminal36,
atuando biologicamente, por exemplo, sob moléculas de insulina e angiotensina
(ODA, 2012).

Devido ao seu vasto potencial biotecnolégico comercialmente, as proteases

representam 60% do total de enzimas produzidas pela industria, sendo utilizadas
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extensivamente em diversos segmentos industriais, como no alimenticio,
detergentes, couro e farmacéutico. Podendo ser obtidas de trés fontes distintas,
microbiana, vegetal e animal (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011; UYAR et al.,
2011).

1.2. Enzimas proteoliticas em vegetais

As proteases vegetais estdo presentes em diversos processos fisiologicos
envolvendo tanto em seu crescimento, como no desenvolvimento. Varias enzimas
proteoliticas tém sido identificadas e estudadas a partir do latex de plantas de
diversas familias, tais como Caricaceae, Moraceae, Asclepiadaceae, Asteraceae,
Apocynaceae e Euphorbiaceae (GONZALEZ-RABADE et al., 2011).

O latex vegetal é formado por diversos constituintes organicos, dentre eles,
resinas, ceras, compostos lipidicos, e principalmente proteinas e enzimas
proteoliticas, estando associado com os mecanismos de defesa das plantas contra
patogenos (COSTA et al.,, 2010). As células laticiferas sdo responsaveis por
sintetizar o latex vegetal, estando interligadas por estruturas ramificadas ao longo de
toda a planta. Quando estas plantas sao lesionadas, ocorre 0 processo de
coagulacéo do latex, sendo este vital para a formacdo de uma barreira fisica contra
0 ataque de pragas e predadores. Durante este processo, uma série de peptideos
sao liberados pela acdo das proteases presentes no latex, sugerindo o envolvimento
destas enzimas no processo de coagulacdo (GOMES et al., 2010).

Grande parte das proteases presentes no latex séo classificadas como cisteina
proteases e mais raramente como aspartico proteases. As cisteina, serina e treonina
proteases estdo envolvidas em processos de regulacdo da morfogénese em
diferentes fases do ciclo de vida das plantas. Atrelado a isto, varias aspartico e
metalo proteases participam nas respostas de defesa imunolégica dos vegetais
(BAE et al., 2013).

As cisteina proteases também participam de funcdes fisiologicas, como a
senescéncia e germinacao de sementes, processos de defesa e desenvolvimento de
frutos. Entre as cercas de 800 peptidases sintetizadas pelo genoma das plantas,
mais de 140 pertencem a este grupo. Além disso, dentre as plantas laticiferas de
diferentes familias, a0 menos um das enzimas proteoliticas conhecidas pertencem

ao grupo das cisteina ou serina proteases (TORRES et al., 2013).
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Devido a sua vasta aplicabilidade e desempenho de atividade em diferentes
condicdes de pH, tanto acidas quanto alcalinas, as proteases de origem vegetal vem
recebendo atencdo especial por parte das industrias biotecnoldgicas. Serina
proteases de origem vegetal, por exemplo, estdo sendo utilizadas por industrias de
laticinios, processamento de alimentos, industria de cerveja, e até mesmo na
biologia molecular, agindo como uma protecdo contra as nucleases. Os
desenvolvimentos biotecnolégicos recentes, mais especificamente na area de
engenharia de proteinas, pretendem em um futuro préximo melhorar as
propriedades industriais e funcionais destas enzimas (MORO et al., 2013).

Proteases como a papaina, bromelina, ficina, actinidina e zingibaina, séo
provenientes, tanto de latex, quanto de frutos de plantas das espécies Carica
papaya, Ananas comosus, Ficus spp., Actinidia deliciosa e Zingiber officinale,
respectivamente. Sendo enzimas classificadas como cisteina proteases e
vastamente utilizadas pelas industrias de alimentos, principalmente no processo de
amaciamento de carnes (BEKHIT et al., 2014).

Enzimas proteoliticas vegetais também sao utilizadas no processo de
coagulacao do leite para a producao de queijos. Um obstaculo na utilizacdo destas
enzimas deve-se ao fato de que algumas apresentam baixa relacéo entre a atividade
proteolitica e o0 processo de coagulacdo do leite em comparacdo as proteases
comercializadas, uma vez que, afetam a textura, o sabor e o rendimento dos
produtos. Entretanto, outras proteases vegetais menos conhecidas comercialmente,
sdo altamente especificas para a coagulacdo do leite e maturacédo de queijos. Como
€ 0 caso das cardosinas e ciprosinas, aspartico proteases com alta atividade
coagulante, presentes no extrato de cardo, uma planta da familia Asteraceae
(MAZORRA-MANZANO et al., 2013).

1.3. Quixabeira (Sideroxylon obtusifolium)

A quixabeira (Sideroxylon obtusifolium) pertence a familia Sapotaceae, a qual €
constituida de 58 géneros e aproximadamente 1.250 espécies tropicais e
subtropicais no mundo. No Brasil, foram documentados 11 géneros e cerca de 230
espécies, sendo 86 espécies encontradas na regido Nordeste do pais (ALVES-
ARAUJO; ALVES, 2013).

Espécies desta familia caracterizam-se pela diversidade de substancias
produzidas durante o processo de metabolismo secundario como, triterpenos,
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esteroides, taninos, polifendis, alcaloides, carotenos, compostos cianogénicos,
carboidratos e &cidos graxos. Ja foram descritas atividades hipoglicémicas e anti-
inflamatdrias de esteroides e triterpenos isolados da Sideroxylon obtusifolium
(BELTRAO et al., 2008).

Sideroxylon obtusifolium, também conhecida como quixaba, quixabeira, rompe-
gibdo, coronilha, coca, sacutiaba dentre outros, € uma arvore nativa da Caatinga
nordestina e do Vale do Sao Francisco, das restingas litoraneas e do Pantanal mato-
grossense. Caracteriza-se por ser uma arvore de copa densa e ovalada, com
espinhos rigidos e longos, de ramos tortuosos, com altura de 7 a 8 m (Figura 2). Seu
tronco é curto, 30 a 60 cm de didmetro e com casca aspera e acinzentada. Possui
folnas simples (Figura 3) e opostas e flores discretas de coloracdo amarela
(LORENZI e MATOS, 2002).

Fonte: Lorenzi e Matos, 2002.

Figura 2. Imagem de uma Quixabeira (Sideroxylon obtusifolium).

Esta espécie floresce durante os meses de outubro e novembro, quando ha o
surgimento de nova folhagem. Enquanto que os frutos amadurecem nos meses de
janeiro e fevereiro, produzindo anualmente abundante quantidade de sementes

vidveis, que séo disseminadas pela avifauna. Seus frutos além de comestiveis sdo
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vastamente procurados por passaros e outros animais silvestres. Sua ocorréncia se
da preferencialmente em solos argilosos e ricos em calcio, apresentando distribuicdo
predominante de forma descontinua ao longo da area que ocupa (GARRIDO et al.,
2007).

A coloracédo dos frutos da quixabeira varia de acordo com o seu periodo de
maturacdo de verde-escura até roxo-escuro (Figura 3). Apdés serem coletados,
apresentam uma substancia pegajosa e leitosa (latex), na insercdo do pedunculo a
planta (SILVA et al., 2012). O fruto maduro tem cor arroxeada tipica da presenca de
antocianina. Trata-se de um pigmento vegetal de cores variando de azul, roxa e
tonalidades de vermelho encontradas em flores e frutos, presentes também em
algumas folhas, caules e raizes de plantas (MARKAKIS, 1982). Sdo compostos
soliveis em &gua e altamente instaveis em temperaturas elevadas (SHAHIDI,
NACZK, 1995). Além de contribuir para a cor de flores e frutas, as antocianinas
atuam como filtro das radiagdes ultravioletas nas folhas (MALACRIDA; MOTTA,
2006). Em certas espécies de plantas estdo associadas com a resisténcia aos
patdogenos e atuam melhorando e regulando a fotossintese (MAZZA; MINIATI,
1993).

Fonte: Lorenzi e Matos, 2002.

Figura 3. Imagem de frutos maduros e de folhas da quixabeira.

A quixabeira merece destague como espécie medicinal e é utilizada no
tratamento de injarias cutaneas, gripe, gastrite, dor nos rins e inflamac¢des (FERRAZ
et al., 2006), a casca de seu tronco e das raizes € amplamente utilizada na medicina
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caseira no interior do Nordeste Brasileiro. S&o consideradas adstringentes, tonicas,
anti-inflamatdrias e antidiabéticas. E usado o decocto, a infusdo e a maceragéo da
casca do caule no tratamento de inflamacdes ovarianas e diabetes (LORENZI e
MATOS, 2002).

1.4. Caseina

As caseinas, particulas de dimensdes coloidais, representam as proteinas
predominantes no leite, com aproximadamente 80% deste contetdo. Constituem um
grupo heterogéneo de fosfoproteinas que estabilizam o fosfato de calcio em
estruturas micelares (Figura 4). Sdo compostas por quatro fragbes principais (Qs1-,
Os2-, B- € K-caseina). Estas micelas apresentam nano particulas de fosfato de calcio,
ligadas aos grupos fosfoserina das fragbes as;-, Oso- € B-caseina, estando em
equilibrio com as concentracfes de calcio e fosfato presentes na fase soluvel. Além
disso, a k-caseina é responsavel por formar uma camada na superficie das micelas

para auxiliar no processo de estabilizacdo (NAIR et al., 2014).

Fonte: Elzoghby et al., 2011.

Figura 4. Modelo de caseina micelar.

As fragcdes as:- € a2, correspondem a 40% e 10%, respectivamente, de toda a

caseina presente no leite, ambas sdo fosfoproteinas que apresentam um grau
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variavel de fosforilacdo e altas concentracdes de residuos de prolina, que estdo
distribuidos ao longo da molécula. Devido a este fator, estas duas fracdes proteicas
nao apresentam nenhuma estrutura terciaria definida, sendo predominantemente
constituidas de estruturas secundarias significativas (a-hélice, p-folhas).
Representando assim, uma estrutura mais flexivel e aberta, sendo, portanto, mais
sensiveis as proteases e peptidases (LISSON et al., 2014).

A falta de estruturas terciarias destas fracfes torna as caseinas mais
susceptiveis a desnaturacdo contribuindo para sua elevada atividade de superficie,
qgue lhes confere boa capacidade de formacdo de espumas e emulsdes facilitando
assim, a protedlise. As caseinas sao parcialmente hidrofobicas, entretanto, os
residuos hidrofdbicos, polares e carregados ndo se apresentam distribuidos de
forma uniforme, havendo a presenca de areas hidrofébicas e hidrofilicas ao longo da
sua estrutura, tornando-as moléculas anfipaticas. Sua hidrofobicidade parcial,
explica a propensao dos hidrolisados de caseina ao aparecimento de amargor (FOX,
2001).

As fracbes proteicas da caseina apresentam dominios hidrofébicos e
hidrofilicos distintos (Figura 5). Por exemplo, a fragéo as;-, apresenta um peptideo,
altamente &cido, composto por 40 aminoacidos contendo sete dos oito grupos de
fosfato presentes nesta fracdo, além de 12 grupos carboxilicos. A regido N-terminal
altamente carregada da fragdo [B- contém quatro dos cinco grupos fosfatos
existentes na molécula e sete grupos carboxilicos. Ja a k-caseina, apresenta apenas
um grupo fosfato e 14 grupos de acido carboxilico localizados na regido C-terminal
hidrofilica de um glicomacropeptideo. Essas interacbes entre grupos fosfatos e
carboxilicos conferem o grau de hidrofobicidade das fracbes de caseina
(ELZOGHBY et al., 2011).

Diversos modelos sobre a estrutura das micelas de caseina vém sendo
propostos ao longo dos ultimos 50 anos, com base em suas propriedades quimicas
e fisicas. Grande parte destes modelos enfatizam os papéis das interacdes
hidrofébicas das caseinas, bem como o papel das nanoparticulas de fosfato de
célcio ligadas entre os grupos serina-fosfato das moléculas de caseina (SAIZ-
ABAJO et al., 2013).

As micelas de caseina séo responsaveis por funcdes bioldgicas que incluem o

transporte e fornecimento, principalmente de fosfato calcio e proteinas. Assim como,
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o provimento de amino&cidos essenciais e a formagdo de substancias bioativas
(YAZDI; CORREDIG, 2012).

"'\ - %
h
\\'\

Fonte: Elzoghby et al., 2011.

Figura 5. Esquematizacdo das regifes hidrofébicas (retangulos) e hidrofilicas
(“loops”) das fracdes de caseina e suas interagcdbes com o fosfato de célcio

(triangulos).

A baixa concentragdo da fragdo ag;- da caseina caprina, em comparacao a
fracdo similar da caseina bovina corresponde ao principal fator para a substituicdo
do leite de vaca pelo leite de cabra em lactentes e pacientes alérgicos. Esse fato
estd associado com o alto grau de polimorfismo genético presente na espécie
caprina (HAM et al., 2010).

1.5. Peptideos bioativos

Substéncias provenientes de alimentos, que apresentam atividades biolégicas,
correspondem aos nutrientes presentes nos alimentos ingeridos que podem auxiliar
processos e fun¢des regulatérias no organismo humano ou animal, independente de
suas propriedades nutricionais (MEISEL et al., 1999)

A hidrolise que ocorre nas proteinas é fundamental para melhorar suas
propriedades funcionais, imunoldgicas, sensoriais e bioativas, tornando o0s
hidrolisados proteicos substancias com maior valor agregado em comparacéo a sua

proteina nativa. Sendo assim, o grau de hidrélise enzimatica estd diretamente
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relacionado com as propriedades das proteinas que foram hidrolisadas (CHEISON
et al., 2009).

A utilizacdo de peptideos bioativos em alimentos funcionais e bebidas, tanto
para a suplementacdo proteica, quanto para a utilizacdo clinica, tem aumentado
significativamente. Em decorréncia dos beneficios especificos de peptideos
associados a saude, como a redugcdo dos processos de alergia de proteinas por
meio da hidrdlise enzimatica, nos ultimos anos, a producédo global de hidrolisados de
proteina pelas industrias aumentou cerca de 32% (RAO et al., 2012).

Peptideos bioativos derivados de caseina apresentam diversas atividades
biolégicas, auxiliando vérias funcdes fisiolégicas dos organismos. Atividades
antimicrobianas e antioxidantes, funcdes antitrombdticas, anti-hipertensivas e
imunomoduladoras sdo descritas para estas moléculas. Estas substancias sao
obtidas principalmente por hidrélise enzimatica, sendo frequentemente adicionadas
nos alimentos, visando uma melhoria funcional das suas propriedades nutricionais.
Muitas enzimas como a tripsina, quimotripsina e pepsina, vém sendo utilizadas para
hidrolisar caseinas e obter peptideos bioativos essenciais (SU et al., 2012).

Apesar da maioria dos peptideos antimicrobianos serem derivados a partir da
hidrélise da caseina, essas moléculas podem ser obtidas também por fontes
diferenciadas como, por exemplo, ovos, peixes e geleia real. Um dos peptideos
antimicrobianos mais potentes descritos até agora na literatura é a lactoferricina,
derivada de uma proteina do soro de leite denominada de lactoferrina (LOPEZ-
EXPOSITO et al., 2006).

Geralmente, os peptideos bioativos da caseina sdo formados de diferentes
maneiras. Podem ser hidrolisados por proteases de origem microbiana, vegetal ou
animal, in vitro, sendo suas moléculas adicionadas aos alimentos. S&o provenientes
também, da digestdo gastrointestinal in vivo por enzimas produzidas pelo préprio
animal ou pelos micro-organismos da microbiota gastrointestinal. Ou ainda, por
bactérias acido lacticas durante o processo de fermentacdo de produtos derivados
do leite (CHANG et al., 2013).

Os peptideos hidrolisados da caseina, com atividades biologicas, apresentam
principalmente acao inibitoria contra a enzima conversora de angiotensina, atividade
antimicrobiana e antioxidante. Esses peptideos inibidores de angiotensina

desempenham um importante papel fisioldégico na regulacdo da hipertenséo, pois,
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uma vez que a concentragdo de angiotensina diminui no sistema circulatério, tém-se
consequentemente uma diminuicdo na pressdo arterial. JA o0s peptideos
antimicrobianos séo, em sua maioria, cationicos e contém de 12 a 50 residuos de
aminoacidos. Estas moléculas podem retardar o crescimento de bactérias e
possuem um papel importante no sistema de defesa de muitas espécies animais
(WU et al., 2013).

Os peptideos antimicrobianos apresentam diferentes comprimentos, sequéncia
de aminoécidos, cargas anidnicas ou catidnicas e diferencas estruturais. Apesar
dessas diversidades, essas moléculas possuem algumas caracteristicas em comum,
como por exemplo, a natureza anfipatica dos seus sitios ativos. Devido as suas
propriedades antimicrobianas de largo espectro, estes peptideos foram rapidamente
propostos como substadncias com acdo antimicrobiana para o tratamento de
infec¢des causadas por bactérias resistentes a antibiéticos (BROGDEN; BROGDEN,
2011).

Dentre varios exemplos de peptideos provenientes da caseina sao inclusos 0s
caseinofosfopeptideos derivados da fracdo k- (F 147-153: Glu-Ala-Ser-Pro-Glu-Val-lle),
desempenhando papel no transporte e absorcdo de alguns minerais e 0s
glicomacropeptideos que se ligam em toxinas, anulando ou amenizando seus
efeitos. A israicidina, derivada da fragdo as;- da caseina (F 1-23: Arg-Pro-Lis-His-Pro-
lle-Lis-His-GIn-Gli-Leu-Pro-GIn-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-Arg-Phe) apresenta funcdes
imunomoduladoras, podendo atuar como peptideo opidide no sistema nervoso.
Portanto, os efeitos dos peptideos bioativos sao identificados dentro de sequéncias
especificas das fracbes da caseina (PHELAN et al., 2009).

Peptideos com atividades antioxidantes sdo capazes de inativar espécies
reativas de oxigénio, eliminar os radicais livres, quelar metais, reduzir hidroperoxidos
e eliminar oxidantes especificos dos alimentos. Sendo utilizados como antioxidantes
potencialmente multifuncionais, conferindo um aumento do valor nutricional das
dietas. Fatores como, a fonte de proteina, tipo de enzima proteolitica e do
processamento da hidrélise, sdo determinantes na composi¢cdo de aminoécidos,
sequéncia aminoacidica e consequentemente potencial de atividade antioxidante
(BAMDAD et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar in vitro o potencial antimicrobiano e antioxidante dos peptideos obtidos
a partir da hidrolise da caseina de leite caprino pelas proteases do latex da

quixabeira (Sideroxylon obtusifolium).

2.2. Objetivos especificos

e Obter as proteases do latex dos frutos da quixabeira (Sideroxylon

obtusifolium);

e Analisar através de zimograma o perfil das proteases obtidos do latex dos
frutos da quixabeira (Sideroxylon obtusifolium)

e Hidrolisar as caseinas do leite caprino para obtencéo dos peptideos bioativos;

e Avaliar os peptideos obtidos quanto as atividades antimicrobiana e
antioxidante;

e Identificar o perfil dos peptideos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(RP-HPLC).
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Resumo

A caseina caprina foi hidrolisada por proteases do latex da Sideroxylon
obtusifolium para obtencdo de peptideos com atividade antimicrobiana e
antioxidante. A eletroforese e o zimograma do extrato enzimético revelaram a
presenca de quatro proteinas com massas moleculares distintas e duas enzimas
proteoliticas maiores que 30 kDa. A caseina caprina foi hidrolisada utilizando
planejamento estatistico fatorial 23, totalizando 12 ensaios, avaliando como
efeitos a relacdo enzima/substrato, tempo de hidrolise e temperatura. O grau de
hidrélise (GH) maximo de 35,086+0,56%, foi obtido no ensaio 7 (1:50, 24h, 40
°C). Os hidrolisados foram analisados quanto a massa molecular inicialmente por
eletroforese Tricina-SDS-PAGE, sendo observados peptideos menores que 4
kDa. Das fragbes coletadas em RP-HPLC um total de 15 apresentaram
atividades antimicrobiana e antioxidante. A atividade antimicrobiana frente as
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas ocorreu em 9 fracdes analisadas. Os
maiores resultados de atividade antioxidante pelo sequestro do radical ABTS™,

foram de 50,884+0,42% e 51,980+0,17%.
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Abstract

The goat casein was hydrolyzed by proteases latex Sideroxylon obtusifolium to
obtain peptides with antimicrobial and antioxidant activity. Electrophoresis and
zymogram of the enzyme extract revealed the presence of four proteins with different
molecular weights and proteolytic enzymes larger than 30 kDa. The goat casein was
hydrolyzed using 23 factorial statistical design, totaling 12 trials evaluating effects as
the enzyme/substrate hydrolysis time and temperature relationship. The maximum
degree of hydrolysis (DH) of 35.09+0.56% was obtained in the test 7 (1:50, 24 h, 40
°C). The hydrolysates were analyzed for molecular weight by electrophoresis initially
Tricine-SDS-PAGE, peptides smaller than 4 kDa are observed. Fractions collected
from RP-HPLC showed a total of 15 antimicrobial and antioxidant activities. The
antimicrobial activity against Gram-negative and Gram-positive bacteria occurred in 9
fractions analyzed. The major results of antioxidant activity by sequestration radical

ABTS™ were 50.884+0.42% and 51.980+0.17%.

1. Introducéo

O latex vegetal corresponde a uma fonte de proteases produzidas por células
laticiferas em varias familias de plantas, tais como Apocynaceae, Caricaceae,
Euphorbiaceae, Sapotaceae e Moraceae, sendo a maioria destas proteases
classificadas como cisteina ou serina e mais raramente como aspartico proteases
(SHIVAPRASAD et al., 2010; SIRITAPETAWEE et al., 2012).

Enzimas proteoliticas provenientes de plantas, apresentam grande interesse
industrial e biotecnoldgico, devido ao seu potencial proteolitico em diferentes
valores de temperatura e pH. Estas enzimas s&o responsaveis por diversos

processos fisiolégicos nas plantas, como por exemplo, a germinacdo de

2
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sementes, mecanismos de defesa, senescéncia e ativacdo de proenzimas
(RAWDKUEN et al., 2011).

Sideroxylon obtusifolium é uma planta laticifera nativa da regido de Caatinga
do Nordeste brasileiro e € membro da familia Sapotaceae, sendo conhecida
popularmente como quixaba. A sua ocorréncia se da preferencialmente em solos
argilosos ricos em calcio, apresentando uma distribuicdo predominantemente
descontinua ao longo da area que ocupa, além de ser considerada uma planta
com propriedades medicinais (SILVA et al., 2013).

A caseina, que representa 80% do conteudo proteico do leite, esta presente
na forma de agregados supramoleculares denominados de micelas de caseina,
sendo composta por quatro fracdes principais, as;-, 0s2-, B- € K-caseina (YAZDI;
CORREDIG, 2012). Aléem de representar uma proteina de alta qualidade
nutricional, a caseina também corresponde a uma fonte rica de peptideos com
atividades biolégicas, desempenhando fun¢des importantes no sistema nervoso,
cardiovascular, gastrointestinal e imune (AO; LI, 2013).

Peptideos liberados a partir da hidrélise da caseina apresentam diversas
propriedades biol6gicas, como atividade anti-hipertensiva, antimicrobiana,
antioxidante, além de propriedades opidides, podendo desempenhar funcdes
antagonistas no sistema nervoso (JIANG et al., 2013).

A maioria dos peptideos antimicrobianos apresenta geralmente de 12 a 50
residuos de aminoacidos, incluindo dois ou mais residuos de aminoacidos
carregados positivamente. A interacdo entre 0s peptideos bioativos com as
membranas e parede celular das bactérias, ocorre através dos residuos
cationicos das cadeias laterais destes peptideos, compostas por residuos de

lisina, arginina e histidina (BARZYK et al., 2009).
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Estes residuos podem interagir também com lipopolissacarideos, sendo esta
capacidade de se associar com as ceélulas e seu citoesqueleto, uma
caracteristica dos peptideos antimicrobianos. Tem sido demonstrado que alguns
peptideos antimicrobianos de cadeias mais longas sdo mais eficientes em cessar
0 crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, em comparagao
com aqueles de cadeias menores (ARRUDA et al., 2012).

Além das propriedades antimicrobianas, os peptideos bioativos podem
apresentar propriedades antioxidantes como, reducdo dos niveis de espécies
reativas de oxigénio e radicais livres, causadores de danos nas moléculas de
DNA, alergias e envelhecimento. Neste caso, peptideos provenientes da proteina
do leite, podem proporcionar um suplemento de moléculas antioxidantes para
reduzir tais danos (CHANG et al., 2013).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano e
antioxidante dos peptideos liberados durante a hidrélise da caseina caprina, por

proteases do latex presente nos frutos da Sideroxylon obtusifolium.

Material e métodos

2.1. Preparacéo do extrato proteico bruto

Os frutos frescos de S. obtusifolium foram lavados quatro vezes com agua
destilada e desinfetados com hipoclorito de sédio 10% (v/v). Posteriormente, o
latex foi coletado destes frutos por gotejamento e diluido na proporcdo de 1g
para 100 ml de tampéo fosfato 0,1M, pH 6,0. Esta mistura foi agitada durante 1 h
a 24 °C para acelerar o processo de solubilizacéo, filtrada em papel filtro e

armazenada em freezer a -20 °C. O extrato enzimatico filtrado foi usado para
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determinacdo da proteina total, atividade proteasica, hidrolise da caseina e

consequentemente, obtencéo dos peptideos.

2.2. Eletroforese SDS-PAGE do latex da quixaba

As amostras para a eletroforese foram preparadas utilizando a quantidade de
100pg/mL do extrato vegetal, em tampao de amostra contendo 50% (v/v) de
agua deionizada, 12,5% (v/v) de tampéo Tris-HCI 0,5M, pH 6,8; 10% (v/v) de
glicerol; 20% (v/v) de dodecil sulfato de sédio a 10% (p/v); 5% (v/v) de B-
mercaptoetanol e 2,5% (v/v) de azul de bromofenol a 2% (p/v). A eletroforese
SDS-PAGE das proteinas do latex da quixaba transcorreu segundo Laemmli
(1970), sendo um volume de 10uL carregado em gel de poliacrilamida com
concentracao de 4% em tampao Tris-HCI 0,125M pH 6,8, e gel de separacao de
15% de poliacrilamida em tampé&o Tris-HCI 0,37M, pH 8,8. O padréo de massa
molecular (LMW Calibration Kit For SDS Electrophoresis) da GE Healthcare, foi
composto por fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovalbumina carbdnica
(45 kDa), anidrase (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4
kDa). A corrida das amostras foi realizada a 4 °C, 179V, 25mA e 4W, sendo a
temperatura mantida em banho termostatizado. O gel foi corado em solugéo
contendo 0,25% (p/v) de Coomassie Brilliant Blue R-250, dissolvido em uma
solucao a 45% (v/v) de metanol e 10% de &cido acético, durante 120 minutos. A
descoloracao foi realizada durante 24 horas em solugéao de a (v/v) de metanol e
10% (v/v) de acido acético. As bandas foram detectadas através da coloracéo de

prata (PlusOne, Silver Staining kit, Protein) da GE Healthcare (Uppsala, Suécia).
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2.3. Zimograma

A atividade enzimatica das proteases do latex dos frutos da quixaba foi
determinada por zimografia, segundo a metodologia proposta por Egito et al.
(2007), com modificacbes. A quantidade de 3mg do extrato vegetal bruto, foi
adicionado para 1mL do tampéao Tris-HCI 0,125 mM, pH 6,8, contendo 5% (p/v)
SDS, 1% (p/v) de sacarose, e 0,05% (p/v) de azul de bromofenol. O volume de
10uL da solucéo foi carregado em gel de SDS-PAGE, contendo 0,1% (p/v) de
gelatina. A eletroforese (SDS-PAGE) ocorreu em um gel de concentracdo de
4,9% de poliacrilamida em tampéao Tris-HCI 0,125M, pH 6,8 e gel de separacao
de 13,4% de poliacrilamida em tampéo Tris-HCI 0,37M, pH 8,8. A corrida das
amostras no gel foi realizada a 4 °C, 159V, 25mA durante 114 minutos. Apos a
migracao eletroforética o gel foi lavado por duas vezes com Triton X-100 a 2%
(v/v) por 30 minutos. Posteriormente incubado a 37 °C durante 48 horas na
presenca de tampdo Tris-HCI 0,05M, pH 7,5, para proceder a reacdo de
hidrélise. A coloracdo do gel foi realizada utilizando uma solucdo composta por
uma mistura de etanol a 40% (v/v), 10% (v/v) de acido acético e Coomassie
Brilliant Blue R-250 0,1% (p/v), durante 60 minutos. Transcorrido este periodo, o
gel foi descorado com solugcédo contendo 30% (v/v) de etanol e 7,5% (v/v) de

acido aceético, sob agitagéo.

2.4. Preparacao da caseina caprina

O leite cru foi obtido de um rebanho leiteiro de cabras da raca Saanen
(Municipio de Arcoverde, estado de Pernambuco, Brasil) e imediatamente
armazenado a 4 °C. O processo de obtencéo da caseina caprina ocorreu através
da metodologia proposta por Egito et al. (2006), com modifica¢cdes. Sendo o leite

desnatado por centrifugacédo (2100 x g por 30min a 32 °C) e a caseina total

6
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preparada mediante precipitacdo isoelétrica em pH 4,2 com HCI 1M, e o
precipitado obtido pela centrifugacdo a 2200 x g por 20min, a 10 °C. O
precipitado foi lavado trés vezes com agua destilada, sendo solubilizado em pH
7,0 através da adicdo de NaOH 1M. Esse ciclo de precipitacdo-lavagem-
dissolucéo se repetiu por mais duas vezes. O precipitado de caseina foi dialisado
com agua deionizada a 4 °C, por 72h e a solucdo de caseina liofilizada e

estocada a -20 °C.

2.5. Hidrdlise da caseina caprina

A caseina caprina, dissolvida para uma concentracdo de 10mg/mL em
tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 6,5, foi hidrolisada, seguindo a metodologia
proposta por Egito et al. (2007). O extrato enzimatico obtido do latex dos frutos
da Sideroxylon obtusifolium foi diluido na proporcdo de 1:100 em tampéao fosfato
de sédio 0,1M, pH 6,0. A hidrélise ocorreu de acordo com uma matriz de
planejamento fatorial 23 (Tabela 1), havendo variagdo na proporcao
Enzima/Substrato (E/S), temperatura e tempo de hidrélise, com o intuito de
verificar as melhores condi¢cdes de atuacdo da enzima. ApGs a hidrélise, a
reacdo enziméatica foi interrompida por choque térmico, sendo as amostras

submetidas a 100 °C durante 10 minutos para a desnaturacéo das proteases.

2.6. Determinacédo do grau de hidrolise

O grau de hidrolise, definido como a quantidade de ligacdes peptidicas
clivadas, ou o namero de grupos amino formados durante o processo de
hidrolise, foi determinado de acordo com a metodologia proposta por Adler-
Nissen (1979), utilizando o acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS). Para a

reacdo, 250 pL das amostras do hidrolisado de caseina, foram incubados com 2
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mL tampao fosfato de sédio, 0,2125M, pH 8,2 e 2 mL do TNBS 0,1% (v/v) diluido
em agua ultra pura. A reacao ocorreu a 50 °C durante 60 minutos. Transcorrido
este periodo, foram adicionados 4 mL de HCI 0,1N para interromper a rea¢cdo. A
mistura reacional foi mantida em temperatura ambiente durante 30 minutos,
sendo analisada em espectrofotometro a 340nm. A curva de calibracdo foi
realizada utilizando L-leucina como aminoacido padrdo, variando as
concentracfes entre 0,25 — 8 mM. O GH (%) foi calculado de acordo com a

seguinte férmula:

AN2 — AN1

GH(%) = ( Npb

)*100

Onde, AN; corresponde ao conteudo de nitrogénio amino antes da hidrélise
em mg/g de proteina, AN, corresponde ao contetdo de nitrogénio amino depois
da hidrélise em mg/g de proteina. E Npp, correspondem ao contetdo total de
nitrogénio amino presente contido nas ligacdes peptidicas do substrato proteico.
Vale salientar que os valores de AN; e AN, foram obtidos com base na curva
padréo gerada com L-leucina, e Ny, de acordo com a metodologia de Micro-
Kjeldahl (AOAC, 1990).

A analise estatistica, tendo como variavel resposta o grau de hidrdlise dos
ensaios, foi realizada por meio da Analise de Variancia (ANOVA), utilizando o
software Statistica 7.0, para verificar as variaveis com efeitos estatisticamente
significativos (p<0,1) e o ajuste do modelo aos dados experimentais. Além disso,
para a comparagdo de médias utilizou-se o Teste de Tukey com nivel de 5% de
probabilidade, através do programa SISVAR (FERREIRA, 2000). Todos os

ensaios foram realizados em ordem aleatodria.
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2.7. Eletroforese Tricina-SDS-PAGE dos hidrolisados

As amostras para a eletroforese foram preparadas utilizando a quantidade de
40uL de cada solucéo dos hidrolisados e 960uL de tampéo de amostra composto
por 40% (v/v) de agua deionizada, 20% (v/v) de tampéo Tris-HCI 0,5M, pH 6,8,
24% (v/v) de glicerol, 10% (v/v) de dodecil sulfato de sddio a 10%, 2% (v/v) de B-
mercaptoetanol e 4% (v/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250 a 0,5%. A
eletroforese  SDS-PAGE dos hidrolisados e do caseinato n&o hidrolisado
transcorreu segundo Laemmli (1970). A corrida das amostras no gel foi realizada
a 4 °C, 201V, 25mA e 5W, sendo a temperatura mantida em banho
termostatizado. O gel foi submetido ao processo de coloracédo, sendo utilizada
uma solucao fixadora com 40% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de acido acético,
durante 30 minutos. Posteriormente, o gel foi corado com uma solu¢do contendo
10% (v/v) de acido acético e 0,259 (p/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250,
durante 1 hora e descorado em uma solucdo de 10% (v/v) de acido acético. As
bandas foram detectadas através da coloracdo de prata (PlusOne, Silver

Staining kit, Protein) da GE Healthcare (Uppsala, Suécia).

2.8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (RP-HPLC)

A identificacdo dos peptideos foi realizada utilizando uma coluna C18 analitica
de 25cm (250 x 4,6mm de didametro interno, 5um de tamanho de particula, 10nm
porosidade, Phenomenex, EUA) conectada ao HPLC modelo LC 20A
Prominence, Shimadzu, Japdo. A caseina caprina ndo hidrolisada usada como
padrdo, assim como a solucdo de peptideos hidrolisados, foi diluida em agua
ultra pura e injetado 100ul. A cromatografia foi realizada segundo a metodologia
proposta por Ghassem et al. (2012) com modifica¢cdes, utilizando como eluente A

agua ultra pura contendo 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético e como eluente B

9
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acetonitrila na presenca de 0,1% (v/v) de &cido trifluoroacético, em gradiente
linear. O comprimento de onda para a deteccédo foi de 214nm com o detector de

rede de fotodiodo modelo SPD-M20A (Shimadzu) com um fluxo de 1,0 mL/min.

2.9. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das fracdes de peptideos coletadas através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada pelo método de turbidez
descrito por Mine et al. (2004) com modifica¢cdes. Sendo utilizadas trés bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus UFPEDA 02, Enterococcus faecalis
UFPEDA 138 e Bacillus subtilis UFPEDA 86) e trés Gram-negativas (Escherichia
coli UFPEDA 224, Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396 e Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 416), adquiridas da Colecao de Culturas do Departamento
de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana, as colénias de bactérias
foram ativadas em 10 mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37 °C
durante 15 horas. A suspenséao de cada bactéria foi inoculada em caldo TSB até
atingir escala logaritmica de crescimento determinada por absorbancia a 620nm
e padronizada uma quantidade de 10® UFC/mL. Microplacas de 96 pocos de
fundo plano, de poliestireno e estéreis (Corning®), foram utilizadas para o ensaio.
A mistura de 50puL de cada fracdo de peptideos foi realizada com 45uL de caldo
Mueller Hinton (CMH) e 5uL da suspensao bacteriana. O controle positivo
apresentou apenas CMH e suspensao bacteriana. J& no controle negativo
utilizou-se cloranfenicol na concentracdo de 300ug/mL. ApdOs a incubacao das
placas a 37 °C durante 24 horas procedeu-se a leitura utilizando leitora de

microplaca Asys UVM 340 (Biochrom, Cambridge, Reino Unido) a 620nm.
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2.10. Atividade sequestradora de radicais: Método 2,2’- azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS)

A atividade sequestradora de radicais livres das fracbes de peptideos foi
determinada usando o radical cation ABTS™, gerado a partir do 2,2’- azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) de acordo com Re et al. (1999)
modificada. Para formacdo do radical ABTS™, persulfato de potassio e ABTS
foram preparados a uma concentracédo final de 2,45 e 7 mM, respectivamente, e
incubado ao abrigo da luz por 16 h a temperatura ambiente. A absorbancia da
solucdo do radical foi ajustada para 0,70 + 0,02 a 734 nm, usando
espectrofotdmetro Libra S22 (Biochrom®, Austria), por diluicdo em tampao
fosfato-salino 100 mM (PBS), pH 7,4. Para a reacao, 50 puL das amostras foram
misturados com 950 pL da solucdo do radical ABTS™. Os ensaios foram
incubados a 30 °C durante seis minutos e lidos a 734 nm, e em triplicata. Trés
curvas padrao de substancias antioxidantes conhecidas, Trolox (1-1000 uyM),
acido ascoérbico (1-1000 uM) e acido galico (1-300 uM) foram preparadas, para
avaliar a eficiéncia dos peptideos bioativos obtidos. A atividade antioxidante (%)
foi calculada em relacdo a atividade de eliminacéo do radical, de acordo com a
seguinte equacao:

Acontrole — Aamostra

Atividade antioxidante (%) = ( )x 100

Acontrole

Onde, Acontrole representa a absorbancia inicial do ABTS; sendo expressa
também em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (AAET), ao acido
ascorbico (AAEAA) e ao acido galico (AAEAG), calculada através das equacoes

geradas a partir de suas respectivas curvas padroes e expressas em puM.
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3. Resultados e discussao

3.1. Perfil proteico por SDS-PAGE e zimograma do latex de S.

obtusifolium

Avaliando o perfil eletroforético das proteinas presentes deste latex, pode-se
observar na Figura 1A, a presenca de quatro bandas distintas. Sendo duas
bandas mais densas com massa molecular menor que 30kDa e outras duas
bandas menos densas, maiores que 45kDa. Ao submeter o latex dos frutos da
quixaba a técnica da zimografia (Figura 1B), observa-se que as proteinas que
apresentam atividade proteolitica sdo aquelas correspondentes as bandas
menos densas, ou seja, aquelas que apresentam uma maior massa molecular
(>45kDa).

A diversidade de enzimas proteoliticas presentes em extratos de origem
vegetal estimula diretamente a busca de novas proteases destas fontes. Egito et
al. (2007) trabalhando com proteases provenientes de flores de girassol e
sementes de albizia observaram que as proteases presentes nestes dois
extratos vegetais apresentou massas moleculares em torno de 97kDa. Enquanto
gue, Shivaprasad et al. 2010, trabalhando com latex de Pergularia extensa
observou a presenca de uma Unica protease com massa molecular de
23,356kDa, demonstrando assim a variedade de proteases em diferentes

extratos vegetais.

3.2.  Grau de hidrolise (GH)
O planejamento fatorial completo baseado no modelo de primeira ordem
envolve a triagem de um grande numero de variaveis que podem influenciar a

resposta a ser avaliada em poucos ensaios. Um conjunto de 12 experimentos,
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com quatro pontos centrais e envolvendo trés variaveis independentes, foi
realizado para identificar quais variaveis afetaram significativamente o GH da
caseina caprina, podendo ser observada uma grande variacdo para este
parametro (Tabela 2).

Analisando estatisticamente o GH da caseina caprina pelas proteases do
latex da S. obtusifolium, se observou que a hidrélise enzimética dentro do
planejamento fatorial demonstrou a maior eficiéncia catalitica aos 40 °C, sendo
os melhores resultados equivalentes aos ensaios 7 e 8. No entanto, estes
ensaios ndo diferiram entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo Teste de
Tukey. Apesar de estes ensaios apresentarem resultados bastante similares, o
ensaio 7, além de apresentar o melhor resultado para o GH, ainda possui a
vantagem do uso de uma menor quantidade de substrato (1:50), em comparacao
ao ensaio 8 (1:150), tornando-o mais vantajoso para utiliza¢des industriais

A significancia da equacdo do modelo (Equacéo 1) foi avaliada pela Andlise
de Variancia (Tabela 3), mostrando que a regresséo foi significativa no campo
experimental analisado. O coeficiente de determinacdo (R?) foi 0,87, ou seja,

87% da variacao total da resposta podem ser explicados pelo modelo estatistico.
Grau de Hidrélise da caseina caprina (%) = -40,91 (5,981) + 1,12-E/S (£0,041)
+ 0,43-T (+0,168) - 6,44-TH (+0,257) — 0,03-E/S-T (x0,001) — 0,017- E/S-TH

(+0,001) + 0,303-T-TH (£0,007) (Equaco 1)

Onde: E/S é a relacdo enzima substrato, T € a temperatura e TH o tempo de

hidrolise.
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Além disso, os efeitos (Figura 2) foram avaliados pela diferenca entre a soma
das respostas obtidas no maior nivel (+) e menor nivel (-) de cada variavel. Os
dados estatisticos mostraram que todas as variaveis e suas interacdes afetaram
significativamente a resposta (GH). Somente a temperatura, o tempo de hidrolise
e a interacao entre as mesmas tiveram efeitos positivos, ou seja, ao incrementar
0s niveis destas aumentaria a hidrolise da caseina.

Barros et al. (2010), avaliando os fatores que influenciam o grau de hidrdlise
da caseina caprina utilizando as proteases comerciais pepsina, papaina e
tripsina, observaram que as melhores condicbes para a hidrolise da caseina
caprina foram observadas com temperaturas entre 40 e 50 °C. Além disso, a
relacdo E/S influenciou negativamente a variavel resposta tanto para a papaina
guanto para a tripsina, demonstrando que quanto menor for a concentracédo do

substrato, maior sera seu GH.

3.3. Analise dos hidrolisados de caseina em Tricina-SDS-PAGE

Os resultados observados para o GH foram corroborados com a analise dos
hidrolisados por eletroforese Tricina-SDS-PAGE, havendo a presenca de
peptideos menores que 4 kDa, como pode ser observado na Figura 3. As
diferentes condi¢des de hidrélise em que a caseina foi submetida com relacao a
propor¢cdo de E/S, tempo e temperatura de hidrélise influenciou diretamente na
atuacao das proteases frente ao substrato. Pode-se observar, neste caso, que as
enzimas apresentaram melhores resultados de hidrolise quando submetidas a
temperaturas mais elevadas e durante um maior tempo de hidrolise como € o
caso da linha quatro referente as figuras 3A e 3B, respectivamente, em todas as

proporcdes da relacéo E/S.

14



338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

Arruda et al. (2012), trabalhando com proteases provenientes do latex da
Jacaratia corumbensis obteve peptideos com massas moleculares menores que
14kDa, havendo a presenca de peptideos com massas entre 1 e 2kDa apos a
analise de fracbes em espectrofotometria de massa. Demonstrando, a facilidade
de hidrdlise da caseina através de proteases de origem vegetal, sendo obtidos
peptideos na mesma faixa de massa molecular no presente trabalho (Figura 3).

Segundo Elzoghby et al. (2011), a facilidade de clivagem proteolitica da
caseina ocorre pelo fato desta proteina apresentar uma estrutura aberta devido a
alta concentracdo dos residuos de prolina, as quais dificultam a formacdo de
uma grande quantidade de estruturas secundarias e terciarias, uma vez que 0s
residuos de prolina interrompem a formagao de a-hélice e folhas 3, além de nao

haver pontes de dissulfeto na estrutura na caseina, tornando-as mais frageis.

3.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (RP-HPLC)

O ensaio 7 (1:50, 24h, 40 °C), que apresentou maior grau de hidrdlise da
caseina e consequentemente, maior formacdo de peptideos com massas
moleculares menores que 4kDa, foi utilizado nos processos de separagcao das
fracOes peptidicas em RP-HPLC, sendo seus peptideos coletados e testados
guanto as atividades antimicrobiana e antioxidante. O perfil cromatografico da
amostra do ensaio 7 demonstrou a presenca de uma série de peptideos como
apresentado na Figura 4. Um total de 15 fracdes foram coletadas em RP-HPLC,
levando-se em consideracgao o nivel de polaridade destas amostras, liofilizadas e
armazenadas a -20 °C para posterior analise das atividades biologicas.

Segundo Brogden e Brogden (2011), peptideos com atividade antimicrobiana,
além de apresentarem diferentes tamanhos de cadeia peptidica e massas

moleculares, também possuem caracteristicas anfipaticas diferenciadas,
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podendo ser mais ou menos polares. Neste sentido, Phelan et al. (2009),
também relata que o grau de hidrofobicidade dos peptideos é importante para
gue estas moléculas exercam sua atividade antioxidante, tendo em vista que,
ocorre um aumento da sensibilidade do peptideo as moléculas hidrofébicas ou
aos radicais livres. Além disso, a quantidade de ligacdes peptidicas, os residuos
de aminoacidos e o nivel de estruturacdo dos peptideos influenciam diretamente

sobre as atividades biologicas.

3.5. Atividade antimicrobiana das fra¢c6es coletadas em RP-HPLC

Para a realizagdo da atividade antimicrobiana, as amostras foram diluidas
com Aagua ultrapura para uma concentracdo 500ug/mL. Das 15 fragbes
analisadas, nove (F1, F3, F5, F8, F9, F10, F11, F12, F13) apresentaram inibic&o
de crescimento frente a todas as bactérias utilizadas (Tabela 4), mostrando o
grande potencial de atividade bioldgica dos peptideos obtidos a partir da hidrélise
da caseina caprina.

Trabalhando com peptideos obtidos a partir da fracdo k-caseina, Cheng et al.
(2013) observaram atividade antimicrobiana contra E. coli utilizando uma
concentragcdo de 500upg/mL. A natureza hidrofébica dos peptideos
antimicrobianos representa um fator importante para que ocorram as interagdes
hidrofébicas com o ndcleo da bicamada lipidica presente na membrana celular
das bactérias, tendo como consequéncia seu rompimento, sendo assim,
bactérias Gram-negativas sdo mais susceptiveis a acao dos peptideos bioativos.

As demais fragbes (F2, F4, F6, F7, F14 e F15) foram menos eficientes na
inibicdo do crescimento das bactérias Gram-positivas Enterococcus faecalis
UFPEDA 138 e Bacillus subtilis UFPEDA 86. As fracdes 2, 7 e 14 inibiram

apenas o0 crescimento das bactérias Gram-negativas. Isso se deve
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provavelmente, ao fato das bactérias Gram-positivas possuirem uma parede
celular mais espessa e composta apenas de proteoglicanas, dificultando assim a
interacdo dos peptideos com a membrana celular destas bactérias.

Silva et al. (2013) relataram que grande parte dos peptideos com atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, apresentam uma caracteristica
de se associar com cargas anionicas das proteoglicanas presentes na parede
celular, sendo portanto, denominados de peptideos aniénicos. Segundo Yount e
Yeaman (2013), as bactérias Gram-positivas apresentam varias camadas de
proteoglicanas, intercaladas com acido teicoico e lipoteicdico o que confere esta

caracteristica de carga negativa.

3.6. Atividade sequestradora de radicais: Método 2,2’- azinobis-3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS)

Todas as fracbes de peptideos provenientes do hidrolisado de caseina
caprina analisado (ensaio 7), apresentaram capacidade de eliminacdo do radical
livre ABTS™. Sendo destacadas as atividades das fragcdes F6 e F12, as quais
apresentaram maior percentual de atividade antioxidante (Tabela 5). Além disso,
estas mesmas fracdes também corresponderam ao ICso em equivalente de
atividade antioxidante analisado para as trés substancias com atividades
antioxidantes ja conhecidas, Trolox (500uM), acido ascérbico (500uM) e &cido
gélico (150uM).

Li et al. (2013), utilizando proteases comerciais para hidrolise de caseina
caprina, observaram que os peptideos apresentaram sensibilidade maior ao
teste de ABTS, em comparacdo aos teste com DPPH, um outro radical livre
utilizado para a avaliacdo da atividade antioxidante. Chang et al. (2013),

trabalhando com proteases de Bifidobacterium longum KACC91563, observaram
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gue a atividade dos peptideos hidrolisados da caseina apresentaram uma maior
atividade antioxidante apés 24 horas de hidrélise, obtendo como valores
méaximos de atividade de eliminac&o do radical ABTS™, de 2045,5uM equivalente
de atividade antioxidante ao acido galico.

Esses autores relacionam a natureza dos peptideos com a sensibilidade dos
testes de atividade antioxidante, uma vez que, o ABTS apresenta-se soluvel
tanto em meios organicos (alcool, etanol, metanol) quanto em meios inorganicos
(dgua), e o DPPH é soluvel apenas em solventes organicos. Sendo assim, 0s
peptideos que sdo solaveis em agua, podem sofrer alteragcdes em sua estrutura
e perder a capacidade de atividade antioxidante. Portanto, neste estudo, as
amostras foram analisadas apenas com o método de eliminacdo de radicais
ABTS.

Trabalhando com proteases obtidas do latex de Carica papaya,
Kittiphattanabawon et al. (2012) utilizando gelatina como substrato para
obtencdo dos peptideos bioativos, obtiveram atividade maxima de eliminacdo do
radical ABTS™, de 268,16uM equivalente de atividade antioxidante ao Trolox.
Mostrando que, a diversidade de enzimas proteoliticas utilizadas junto com
diferentes substratos proteicos, é capaz de gerar peptideos com potencial maior
ou menor de atividade antioxidante.

Segundo Samaranayaka e Li-Chan (2011), aminoacidos livres e peptideos
com cadeias aminoacidicas muito curtas geralmente ndo sédo considerados como
moléculas com atividade antioxidante eficaz, levando-se a acreditar que uma
protedlise muito elevada ndo € capaz de produzir moléculas com alta atividade.
A atividade antioxidante mais elevada de peptideos maiores envolve um conjunto

de propriedades fisicas e quimicas conferidas pela sequéncia dos aminoacidos.
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Muitos incluem residuos de Val ou Leu na posicdo N-terminal, além da presenca

de peptideos como Pro, His, Tyr, Trp, Met e Cys na sua sequéncia.

Conclusdes

A temperatura e o tempo foram os principais fatores que influenciaram
diretamente o grau de hidrélise das proteases presentes no latex da Sideroxylon
obtusifolium. Estas enzimas foram eficientes tanto para a hidrélise da caseina
caprina, quanto na geracdo de peptideos com diferentes amplitudes de
atividades antimicrobianas e antioxidantes. Entretanto, outros estudos se fazem
necessarios para verificar a estrutura tridimensional destes peptideos e para

possivel emprego como suplementos para alimentos funcionais ou farmacos.
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FIGURAS

Figura 1. Analise do extrato bruto das proteinas do latex de S. obtusifolium realizada
em gel de eletroforese de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
(A). Zimografia em gel de gelatina das proteinas do latex de S. obtusifolium realizada

em gel de eletroforese de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (B).

Figura 2. Gréfico de Pareto dos efeitos principais das varidveis relagédo
enzima:substrato, temperatura e tempo na hidrélise da caseina caprina com
proteases do latex da Sideroxylon obtusifolium, tendo como variavel resposta o grau

de hidrdlise.

Figura 3. Gel de SDS-PAGE 15,4% da caseina caprina, hidrolisada em funcéo do
tempo e da temperatura, ao pH 6,5, por proteases do latex da S. obtusifolium nas
proporcdes de 1:50(A); 1:150(B) e 1:100(C) relacdo Enzima/Substrato. PM (Padréo
Molecular), CNc (Caseinato de Sodio Caprino), sendo 1 (8h-28°C), 2 (24h-28°C), 3
(8h-40°C) e 4 (24h-40°C), correspondentes as figuras 3A e 3B. A figura 3C
representa 0s pontos centrais que apresentam as mesmas condi¢cdes de hidrélise

(16h-36°C).

Figura 4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (RP-HPLC) do hidrolisado (1:50,

40 °C, 24h), indicando as fracdes coletadas (F1 a F15).
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TABELAS

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 23 para investigar o grau de hidrolise das

proteases presentes no latex da Sideroxylon obtusifolium.

Tabela 2. Grau de Hidrdlise da caseina caprina da ragca Saanen.

Tabela 3. Analise de Variancia para os dados obtidos no planejamento fatorial

completo.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, das fracdes (F1-F15) coletadas através de cromatografia liquida (RP-
HPLC). Concentracdo de 500 pg/mL. Os simbolos (+) e (-) indicam a presenca ou

auséncia de inibicdo do crescimento microbiano, respectivamente.

Tabela 5. Atividade sequestradora do radial ABTS, das fracdes de peptideos (F1-
F15) hidrolisadas a partir de caseina caprina em (%). Atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (AAET), ao &cido ascorbico (AAEAA) e ao éacido galico

(AAEAG) em pM.
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612 TABELA 1.
Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Temperatura (°C) 28 34 40
Tempo 8 16 24
Relacéo E/As 1:50 1:100 1:150

613 ®E/S: Enzima/Substrato

614

615 TABELA 2.

Ensaio Relacdo E/S  Temperatura (°C) H-:-derrgri)(s)ed(?]) Hidr(gﬂilé ?SH%)

1 1:50 28 8 4,486x0,12 '
2 1:150 28 8 4,734+0,55
3 1:50 28 24 7,716+0,26 ©
4 1:150 28 24 8,835+0,75
5 1:50 40 8 8,833+0,17 %
6 1:150 40 8 1,991+0,60 ¢
7 1:50 40 24 35,086+0,56 2
8 1:150 40 24 34,512+0,44 2
9 1:100 34 16 12,356+1,55 °
10 1:100 34 16 9,775+0,38
11 1:100 34 16 9,124+0,91 %
12 1:100 34 16 10,680+0,30 *°

616

617

618

619

620

621
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625

626

627

628
629

630

631

632

TABELA 3.

Fonte de

variagcao

Soma dos

Quadrados

Graus de
Liberdade

Meédia

Quadratica

F-value P-value

Regressao

Residuo

Total

4437,984

3849,170

8287,154

1479,328

481,146

3,075

0,090*

TABELA 4.

Fracéo

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9

F10

F11

F12

F13

F14

F15

E. faecalis B. subtilis S. aureaus E. coli

Micro-organismos
P. aeruginosa K. peneumoniae

+

+ +

+ + + 4+ + +

+

+ F + + F + + + + + + o+ +

+

+ F + + F + + + + + + o+ +

+

+ + + + + + + 4+ + + + + + o+
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633

634

635

636

TABELA 5.

Atividade Sequestradora do Radical ABTS

Fracdo (%) AAET (UM) AAEAA (UM) AAEAG (UM)
F1 8,593+0,21  76,869+2,11 71,600+2,11 12,983+0,65
F2 21,735+1,11  210,43+11,32  205,432+11,34  54,092+3,48
F3 17,523+0,30  167,622+3,06  162,537+3,06  40,916+0,94
F4 13,901+0,55 130,807+5,55  125,648+556  29,585+1,71
F5 18,281+0,77  175,327+7,81  170,258+7,83  43,288%2,40
F6 50,884+0,42  506,660+4,27  502,267+4,28  145268+1,31
F7 18,113+0,53  173,615+540  168,543+541  42,761+1,66
F8 15,16440,29  143,649+2,97  138,516+2,98  33,538+0,91
F9 15,670+0,53  148,786541  143,663+542  35,119+1,67

F10  22,157+0,44 214,710+4,44  209,722+4,45  55,409+1,37
F11  26,116%0,38 254,950+3,89  250,043+3,90  67,795+1,20
F12  51,980:0,17 517,790+1,74  513,419+1,75  148,6940,54
F13  19,798+0,19  190,738+1,93  185,701+1,93  48,031+0,59
F14  13,563:0,41 127,382+4,12  122,216+4,13  28,531+1,27
F15  17,692+0,41  169,334+4,20  164,253+4,21  41,443+1,29
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As proteases presentes no latex da quixabeira (Sideroxylon obtusifolium)
apresentam grande potencial biotecnolégico para hidrolise da caseina caprina e
consequente liberacdo de peptideos com diferentes tipos de atividades bioldgicas,
como a atividade antimicrobiana e antioxidante, apresentadas neste trabalho. Diante
do exposto torna-se de fundamental importancia o conhecimento aprofundado da
estrutura e mecanismos de catalise destas proteases para futuras aplicacdes

industriais.
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