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Os objetivos deste trabalho foram caracterizar e avaliar o potencial
biotecnolégico de uma protease cisteinica purificada a partir de Calotropis procera
(CpCP3). CpCP3 foi altamente expressa em Escherichia coli. Apesar da presenca de
uma TAG para facilitar a sua solubilizacao (TAG-SUMO), a protease foi expressa de
forma insoluvel. Varios protocolos de solubilizacdao foram realizados para a
obtencao da protease solivel e a melhor solucao foi Urea 7 M. A protease foi
purificada e sua atividade proteolitica avaliada. Infelizmente a protease nao
apresentou atividade proteolitica. O projeto também avaliou o potencial
biotecnolégico da protease nativa. Verificou-se que esta enzima é altamente
estavel a diferentes ions metalicos e foi capaz de hidrolisar a kappa-caseina de
forma semelhante a quimosina bovina. A microscopia de forca atdmica mostrou
gque o processo de agregacao de micelas de caseina induzida por CpCP3 foi
semelhante ao causado pela quimosina. Os queijos produzidos com CpCP3
apresentaram maior teor de umidade do que os produzidos com quimosina, mas
proteinas, gorduras e cinzas foram semelhantes. A analise in silico previu a
presenca de apenas dois peptideos alergénicos curtos na superficie do CpCP3. A
CpCP3 foi altamente suscetivel a enzimas digestivas e nao alterou a morfologia e o
desenvolvimento dos embrides de peixe-zebra, confirmando sua baixa toxicidade.
Posteriores ensaios deverao ser realizados para a obtencao de CpCP 3
recombinante de forma sollUvel e ativa.
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