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Potencial do latex da fruta péo (Artocarpus altilis) como agente coagulante do leite

Potential of breadfruit (Artocarpus altilis) latex as a milk-clotting agent

Elisdngela Franca Soares' Anna Carolina da Silva' Alana Emilia Soares de Franca Queiroz'
José Erick Galindo Gomes' Polyanna Nunes Herculano" Keila Aparecida Moreira"™

RESUMO

A fruta-pdo é uma arvore exotica no Brasil, onde
se aclimatou muito bem. Embora seja uma planta lactifera, o
conhecimento sobre seu latex é escasso. No entanto, sabe-se que
enzimas proteoliticas correspondem a mais de 50% da composicao
do latex em plantas lactiferas. O objetivo deste estudo foi avaliar
o potencial do latex da fruta-pao (Artocarpus altilis var. Apyrena)
como fonte de protease coagulante do leite e caracterizar
parcialmente aenzima. A atividade proteolitica da fragao de extrato
bruto foi avaliada utilizando azocaseina e, para a quantificagdo
das proteinas totais, 0 acido bicinconinico (BCA). A atividade de
coagulacdo do leite foi testada utilizando leite desnatado a 12%. A
protease foi testada em diferentes condi¢Ges de temperatura (35 a
80°C) e pH (5,8 a 10,7) e apresentou atividade 6tima a 50°C e pH
alcalino (8,5) sendo estavel a estas variaveis durante 120 minutos.
A atividade coagulante no leite foi diretamente proporcional a
temperatura na melhor concentracdo de CaCl, a 10umol L™
Os resultados indicam que a enzima analisada é uma possivel
alternativa a quimosina.

Palavras-chave: enzimas coagulantes do leite, atividade
proteolitica, coagulante vegetal, fruta-pao.

ABSTRACT

Breadfruit is an exotic tree in Brazil, very well
acclimatized. Despite of being a laticifer plant, the knowledge about
its latex is scarce. However, it is known that proteolytic enzymes
represents over 50% of the latex composition in laticifers plants.
The aim of this study was to evaluate the potential of breadfruit
(Artocarpus altilis var. Apyrena) latex as a source of milk clotting
proteases and partially characterize it. The proteolytic activity of
the fraction of crude extract was assessed using azocasein and
quantitation of total protein, the bicinchoninic acid (BCA). Milk-
clotting activity was analyzed using skim milk at 12%. The enzyme
activity was analyzed under different temperature conditions (35 to

80°C) and pH (5.8 to 10.7) presenting optimum activity in alkaline
pH (8.5) and 50°C; being stable to the two variables at 120 minutes
during the test. The clotting activity was directly proportional to the
temperature at the better concentration of CaCl, (10mmol L. The
resultsindicate that enzyme is a possible replacement for calf rennet.

Key words: milk-clotting enzyme, proteolytic activity, plant rennet,
breadfruit.

INTRODUCAO

A coagulacdo do leite € uma etapa
fundamental na elaboracdo de alguns tipos de
produtos alimenticios, sendo comumente realizada
em presenga de proteases coagulantes (EGITO
& LAGUNA, 2006). As proteases se destacam
em relacdo as suas aplicagbes comerciais e sua
importdncia em diferentes processos fisioldgicos.
Essas proteinas sdo encontradas na natureza, podendo
ser obtidas a partir de animais, vegetais e micro-
organismos (RAO et al., 1998).

As proteases constituem um dos grupos
mais importantes de enzimas industriais, que tém
como uma das principais aplicacdes a producdo de
queijo da industria de laticinios, sendo a quimosina
uma das mais utilizadas, tradicionalmente extraida do
abomaso de bezerros (MERHEB-DINI et al., 2010).
Contudo, desde 1961, a oferta desse coagulante de
origem animal ndo mais atende & demanda comercial,
frente a0 aumento na producdo de queijos, aliado
ao alto custo desse produto e as consideracBes
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éticas e religiosas associadas ao seu uso. Esses
fatos incentivam a busca por novas alternativas,
despertando o interesse crescente por coagulantes
vegetais e microbianos (AHMED et al., 2010;
JACOB et al., 2011).

Micro-organismos utilizados pela
engenharia genética podem fornecer quantidade quase
ilimitada de coagulantes apropriados, mas ha algumas
restricbes ao consumo (GRUNERT et al., 2001,
LAHTEENMAKI et al., 2002), como as normas legais
em varios paises europeus, que proibem a participacao
de organismos geneticamente modificados na
fabricacdo de queijos orgénicos (EC, 2007).

Dentre as proteases de origem vegetal
oriundas de latex utilizadas na industria, estdo a
papaina, extraida de Carica papaya, e a ficina,
de Ficus glabra (ALAIS, 1985). Estudos foram
realizados utilizando proteases coagulantes no leite,
provenientes de plantas da regido do semi-arido
brasileiro, a fim de se determinar sua aplicagdo na
producdo de queijos, como as proteases do latex
de Jacaratia corumbensis O. Kuntze (DUARTE
et al., 2009) e Sideroxylon obtusifolium (SILVA et
al., 2013). E provavel que outras plantas lactiferas
nativas ou exoticas do Nordeste brasileiro, também
possam ser empregadas na industria de alimentos.

Afruta-pao (Artocarpus altilis) é originaria
daregido do Pacifico ocidental. De adaptagdo versatil,
esta atualmente espalhada por todas as regiGes
tropicais e subtropicais do mundo. As variedades
conhecidas sdo a apyrena, sem sementes ou “fruta-péo
de massa”, e seminifera, com sementes, “fruta-pao de
caroco” (RAGONE, 1997, ZEREGA et al., 2004).

O interesse cientifico em proteases e suas
acOes em diferentes proteinas dos alimentos pode
resultar em melhores produtos, além de também
estimular o desenvolvimento de novas aplicacdes
(MERHEB, 2007). Diante do exposto e da constatacéo
dosreduzidos estudos cientificos, tornam-se relevantes
novas pesquisas, que viabilizem a producdo de
coalhos vegetais. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a atividade proteolitica e coagulante
de enzimas obtidas a partir do latex da fruta-péo.

MATERIAL E METODOS

O extrato enzimatico foi extraido da planta
fruta-pdo (Artocarpus altilis) através da coleta de
seu latex, que ocorreu no municipio de Recife — PE.
O latex foi obtido pela retirada dos frutos (estado
maturo) de seus respectivos caules, culminando no
seu gotejamento e armazenamento em microtubos.
Posteriormente foi solubilizado em solucdo tampéo
fosfato 0,1M, pH 7,0, na proporcdo de 1g de latex
para 10mL de solucdo, sendo transportado para o

Centro Laboratorial de Apoio a Pesquisa da Unidade
Académica de Garanhuns (CENLAG-UAG/UFRPE)
sob refrigeracdo (4°C, em caixa isotérmica). Essa
mistura foi mantida sob agitagdo por uma hora para
acelerar a solubilizagdo, seguida da filtragdo em papel
filtro e congelada a -20°C para posterior analise.

A concentracdo proteica do extrato soltvel
foi determinada pelo método do &cido bicinconinico
(kit BCA Protein Assay, Thermo Fisher Pierce,
EUA). A absorbancia dos ensaios foi de 562nm e
com limitacdo de deteccdo a 0,5mg L7, utilizando
solugdo padréo de soro albumina bovina (BSA) para
plotagem da curva de calibracéo.

A capacidade coagulante do latex da
fruta-pdo no leite foi analisada conforme o método
de ARIMA et al. (1970), utilizando 1,0mL de
solucéo de leite em p6 desnatado a 12% (p/v) como
substrato, contendo 10uM de CaCl,, pre-aquecida
por 10 minutos em banho-maria a 37°C, seguida da
adigdo de 100uL do extrato enzimatico. Uma unidade
coagulante no leite por mililitro (U mL*) foi expressa
pela formula 400 t*, sendo a quantidade de enzima
que coagula o leite em 1 minuto definida por conter
400 unidades, e t 0 tempo necessario para a formacao
dos primeiros grumos de coagulagdo no leite.

A atividade proteolitica foi determinada
segundo 0 método de ALENCAR et al. (2003),
utilizando 100uL de azocaseina (1,0% p/v em tampao
Tris-HCI, 0,2M e pH 7,2) e 60uL do extrato enzimatico.
A mistura reacional foi incubada durante uma hora, a
temperatura ambiente e posteriormente interrompida
pela adicao de 480uL de acido tricloroacético (TCA)
a 10% (p/v), sendo centrifugada por 20 minutos a
1000 x g e temperatura de 4°C. Apos a centrifugacao,
foi retirado 320uL do sobrenadante, adicionando-o a
560uL de hidréxido de sodio (1M). Uma unidade de
atividade proteolitica (U) foi definida como a variagdo
de 0,01 na absorbancia a 440nm durante uma hora.

O pH 6timo para atividade enzimatica da
protease foi determinado utilizando-se os tampdes:
fosfato 0,AM (pH 5,8; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0); Tris-
HCI 0,1M (pH 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0) e carbonato-
bicarbonato 0,1M (pH 8,5; 9,2; 10,0; 10,7 e 11,9)
a 37°C. Para a determinagdo da temperatura 6tima,
foram realizadas as atividades de coagulacao do leite
e protedsica em diferentes temperaturas: 35, 40, 45,
50, 55, 60, 70, e 80°C e 35, 45, 50, 55, 60, 70, e 80°C,
respectivamente, em pH 6timo do extrato enzimatico.

A estabilidade ao pH do extrato foi
realizada diante de valores de pH combinados com
as solugdes tampdo: fosfato 0,1M (pH 5,8; 6,0;
7,0; 8,0 e 9,0); Tris- HCI 0,1M (pH 7,0; 7,5; 8,0;
8,5 e 9,0) e carbonato-bicarbonato 0,AM (pH 8,5;
9,2; 10,0; 10,7 e 11,9), em sua temperatura 6tima,
retirando aliquotas para a determinacdo da atividade
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proteasica, nos intervalos de tempo de 0, 60, 120 e
180 minutos. Para a determinacdo da estabilidade a
temperatura, a enzima foi previamente submetida
as temperaturas de 35, 45, 50, 55, 60, 70 e 80°C,
em seu pH étimo, sendo retiradas aliquotas para a
determinacdo da atividade proteasica nos seguintes
intervalos de tempo de 0, 60, 120 e 180 minutos.

O efeito da concentragdo de Ca®* na
coagulacdo do leite foi avaliado segundo metodologia
de ARIMA et al. (1970), porém com diferentes
concentragbes de CaCl, (1, 5, 10 e 15uM). Todos
os experimentos foram realizados em triplicata e os
resultadossdoexpressosemmédiatdesviopadrdo(DP).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto do latex da fruta-pao
apresentou atividades protedsica e coagulante
satisfatorias. Quando submetida ao teste de coagulacéo,
aenzima coagulou o leite em 1 minuto e 48 segundos
a 37°C e quase que instantaneamente a temperatura
de 80°C, sendo a razdo atividade coagulante/atividade
proteasica (8272) suficientemente alta, sugerindo
a possibilidade de producdo comercial de queijos.
Este dado revela que a enzima presente no latex tem
especificidade para hidrolisar a k-caseina, devido a
auséncia de hidrdlise excessiva de outras proteinas,
que ndo estdo relacionadas com a coagulacéo do leite e
que poderiam diminuir o rendimento e a qualidade do
produto (NEVES-SOUZA & SILVA, 2005; JAROS et
al., 2008).

Quanto ao pH, a protease do extrato bruto do
latex da fruta-p&o obteve melhor resultado experimental

em pH 8,5 paraotampéo Tris-HCI (Figura 1), ndo sendo o
mesmo observado para o tampdo carbonato-bicarbonato
no mesmo pH. E possivel que a atividade da enzima
tenha sido modificada pela presenga de algum ligante
(fons) no tampédo agindo como co-fator, alterando a
conformagcéo da enzima. No entanto, os dados referentes
ao pH corroboram os encontrados por SILVA et al.
(2013) e TRIPATHI et al. (2011), que, ao estudarem
proteases do latex de Sideroxylon obtusifolium e
Streblus asper, respectivamente, encontraram maior
atividade proteasica em pH 8,0, para a primeira, e pH
9,0, para a segunda. O extrato apresentou seus melhores
resultados com atividade proteasica relativa acima de
50% em uma faixa de pH entre 7,5 e 10,0, sugerindo que
essa enzima pertenca ao grupo de proteases alcalinas,
um dos grupos mais utilizados comercialmente
(KRIK et al., 2002). Resultados similares foram
vistos por TOMAR et al. (2008) com latex de
Wrightia tinctoria (Roxb.) R. Br., que observaram
atividade 6tima no intervalo de pH de 7,5 a 10.

A maior atividade de coagulacdo foi
apresentada na concentragdo de CaCl, (10umol),
em que se comportou diretamente proporcional a
temperatura, chegando a 100% de atividade residual
na temperatura de 80°C. Segundo CHAZARRA et al.
(2007),ao0estudaremainfluénciadatemperaturasobrea
atividade coagulagdo do leite de extratos de flores secas
da alcachofra, observaram, na faixa de temperatura
de 20-60°C, que o tempo de coagulagdo também
diminuia a medida que a temperatura era elevada.

O melhor resultado experimental da
temperatura para a atividade proteasica da amostra foi
de 50°C (Figura 2), apresentando atividade relativa
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Figura 1 - Curva de pH da protease do latex bruto da fruta-pdo. Tampdes: ( A ) fosfato 0,1M
pH 5,8; 6,0; 7,0; 8,0 ¢ 9,0; (m) Tris-HC1 0,1M pH 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 ¢ 9,0; ¢ (o)
carbonato-bicarbonato 0,1M pH 8,5; 9,2; 10,0; 10,7 e 11,9.
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acima de 50% para a maioria das temperaturas testadas,
com excecdo da temperatura de 80°C. Esse resultado
corrobora os apresentados por DUARTE et al. (2009),
que trabalharam com a protease do latex de Jacaratia
corumbensis O. Kuntze, por SILVA et al. (2013), que
trabalharam com a protease do latex da Sideroxylon
obtusifolium, e obtiveram melhor atividade proteasica
aos 55°C. DUBEY & JAGANNADHAM (2003)
realizaram estudo em protease extraida da Calotropis
procera, com atividade 6tima entre 55 e 60°C.

A enzima foi estavel na faixa de pH 5,8-
10,7 (Figura 3). Apesar do declinio observado na
curva de estabilidade da enzima, esta apresentou
atividade residual em todas as faixas de pH, sendo
0 resultado minimo apresentado de 19% aos 180
minutos do ensaio para o pH 7,0 em tampéo fosfato,

e maximo de 133% aos 60 minutos do ensaio para o
pH 10,7, em tampdo carbonato-bicarbonato. Segundo
DEMIR et al. (2008), ao estudarem as proteases
extraidas de Capparis spinosa, enzimas estaveis
ao pH sdo vantajosas na producdo de alimentos.
Ao exemplo da papaina e bromelina, tradicionais
proteases vegetais, reportadas com estabilidade entre
pH 5,0 29,0 (RAO et al., 1998). E importante que 0s
coagulantes ndo sejam sensiveis a varia¢fes do pH do
leite, pois sua caracteristica estavel evita diminuigio
do rendimento do queijo, como também a formacao
de queijos defeituosos originados de um coagulo
flacido ao corte (HARBOE & BUDTZ, 1999).
Quanto a estabilidade a temperatura, a
atividade proteasica residual do extrato (Figura 4)
manteve-se acima de 40% para todos os tempos e
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Figura 3 - Curva de estabilidade da protease ao pH, em 180 minutos de ensaio,
para o extrato bruto do latex da fruta-pao. Tampdes: (A ) fosfato 0,1M;
(m) Tris-HC1 0,1M; e (®) carbonato-bicarbonato 0,1M.
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temperaturas analisados, atingindo seu valor maximo
a 70°C aos 180 minutos (141 U mg?). O extrato
apresentou reducdo da atividade a medida que a
temperatura atingiu 80°C para as temperaturas de 35
a 60°C, devido a desnaturacdo térmica da proteina,
mostrando que a enzima perde atividade quando
exposta as temperaturas mais elevadas. Esse resultado
corrobora o trabalho de DUARTE et al. (2009) com
a protease de Jacaratia corumbensis O. Kuntze. O
extrato analisado manteve atividade residual superior
a 80% na faixa de temperatura de 35a 70°C.

CONCLUSAO

O latex bruto da fruta-pdo é uma fonte
potencial de proteases coagulantes do leite. O
desempenho mais satisfatorio para a atividade
coagulante noleite foiempH alcalinoeemtemperatura
superior a 40°C, sendo estavel a temperatura e ao pH.
Os resultados obtidos demonstraram que o latex da
fruta-pao é uma possivel alternativa ao coalho animal,
abrindo espago para estudos futuros, a fim de verificar
0 seu potencial de aplicacBes em alimentos.
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