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Resumo 

A aplicação de enzimas nos processos biotecnológicos, possibilita uma 
significante redução de custos com consequente diminuição do consumo 
energético. Neste contexto, as proteases são as biomoléculas mais produzidas 
e, representam 60 % de todas as enzimas comercializadas no mundo. A 
importância do uso destas moléculas se deve a fatores como elevada atividade 
catalítica, seletividade, especificidade, assim como a variabilidade de produção. 
Diante da demanda de produzir estudos voltados a obtenção de enzimas com 
viés industrial, objetivamos a obtenção e caracterização de protease de interesse 
biotecnológico proveniente das sementes de Leucaena leucocephala. Portanto, 
foram preparado extrato enzimático das sementes da L. leucocephala em 
tampão Tris-HCl, 50 mM em pH 8,0 e, posteriormente, foram realizados ensaios 
de pH, temperatura, inibição, efeitos dos diferentes substratos, íons metálicos, 
solventes orgânicos e detergentes na atividade enzimática. As atividades ótimas 
da enzima foram determinadas em 40º C e pH 9,0. Em testes de estabilidades, 
a enzima se manteve estável em uma ampla faixa de pH (5,0 a 9,0) e 
temperaturas (40º C a 60º C). Além disso, a enzima teve a sua atividade catalítica 
melhorada na presença de íons metálicos (Na+, K+, Mn2+, Mg2+ e Ca2+). Além 
disso, a enzima demostrou estabilidade e compatibilidade com detergentes e 
solventes orgânicos. O que evidencia o potencial biotecnológico dessa enzima 
em vários processos industriais. Quando o extrato enzimático foi submetido a 
diferentes substratos cromogênicos conjugados com p-nitroanilina, a hidrólise 
mostrou especificidade para o BApNA. Além disso, a atividade enzimática foi 
inibida por PMSF (95,80 %) seguido por Benzamidina (84,22 %). Portanto, a 
enzima pertence à classe das serino proteases. Em teste de senescência, a 
enzima demostrou atividade enzimatica mais expressiva no final do 
desenvolvimento das sementes. Em relação a aplicação biotecnológica, a 
enzima exibiu atividade coagulante de leite 13 Um/mL, no leite em pó, e essa 
atividade foi mais eficiente no leite integral pasteurizado 83 Um/mL, a 
temperatura de 50º C. O perfil proteico referente a atividade proteolítica no leite 
em pó desnatado foram analisado em gel de Poliacrilamida SDS-PAGE. E de 
acordo com o resultado foi possível observar uma diminuição no perfil protéico 
do leite em função do aumento do tempo de incubação. Este resultado também 
foi demostrado por dosagem de proteínas reiduais, por reação de Bradford, onde 
observamos que ambos os experimentos corraboram para o pressuposto de que 
a enzima vegetal proporciona hidrólise das proteínas do leite. O extrato aquoso 
das sementes da L. leucocephala foi submetido a teste de toxicidade através de 
bioindicador. Foi possível evidenciar que não foi gerado ambiente toxico após a 
exposição por 24 horas dos crustáceos, Artemia salina, a diferentes 
concentrações do extrato aquoso. Por meio desta pesquisa, foi possível 
descrever um novo coagulante de leite. Além disso, a enzima demostrou 
estabilidade a presença de detergentes e solventes orgânicos demostrando o 
pontecial uso dessa enzima na produção industrial de detergentes e peptidios 
bioativos, respectivamente.  

Palavras – chaves: L. leucocephala, coagulante, caracterização, atividade 

proteolítica  

 



 

 

 

Abstract 

The application of enzymes in biotechnological processes allows for a significant 
reduction in costs with a consequent reduction in energy consumption. In this 
context, proteases are the most produced biomolecules and represent 60 % of 
all enzymes sold in the world. The importance of using these molecules is due to 
factors such as high catalytic activity, selectivity, specificity, as well as production 
variability. Given the demand to produce studies aimed at obtaining enzymes with 
an industrial bias, we aimed to obtain and characterize a protease of 
biotechnological interest from the seeds of Leucaena leucocephala. Therefore, 
enzymatic extract from L. leucocephala seeds was prepared in Tris-HCl buffer, 
50 mM at pH 8.0 and, subsequently, tests were carried out on pH, temperature, 
inhibition, effects of different substrates, metal ions, organic solvents and 
detergents on the activity enzymatic. The optimal enzyme activities were 
determined at 40º C and pH 9.0. In stability tests, the enzyme remained stable 
over a wide range of pH (5.0 to 9.0) and temperatures (40º C to 60º C). 
Furthermore, the enzyme's catalytic activity improved in the presence of metal 
ions (Na+, K+, Mn2+, Mg2+ and Ca2+). Furthermore, the enzyme has demonstrated 
stability and compatibility with detergents and organic solvents. This highlights 
the biotechnological potential of this enzyme in various industrial processes. 
When the enzyme extract was subjected to different chromogenic substrates 
conjugated with p-nitroaniline, the hydrolysis showed specificity for BApNA. 
Furthermore, enzyme activity was inhibited by PMSF (95.80 %) followed by 
Benzamidine (84.22 %). Therefore, the enzyme belongs to the class of serine 
proteases. In a senescence test, the enzyme demonstrated more significant 
enzymatic activity at the end of seed development. In relation to biotechnological 
application, the enzyme exhibited milk coagulating activity 13 Um/mL, in 
powdered milk, and this activity was more efficient in pasteurized whole milk 83 
mU/mL, at a temperature of 50º C. The protein profile regarding proteolytic 
activity in skimmed milk powder was analyzed on a SDS-PAGE polyacrylamide 
gel. And according to the result, it was possible to observe a decrease in the 
protein profile of the milk due to the increase in incubation time. This result was 
also demonstrated by measuring residual proteins, using the Bradford reaction, 
where we observed that both experiments corroborate the assumption that the 
vegetable enzyme provides hydrolysis of milk proteins. The aqueous extract of L. 
leucocephala seeds was subjected to toxicity testing using a bioindicator. It was 
possible to demonstrate that no toxic environment was generated after 24 hours 
of exposure of the crustaceans, Artemia salina, to different concentrations of the 
aqueous extract. Through this research, it was possible to describe a new milk 
coagulant. Furthermore, the enzyme demonstrated stability in the presence of 
detergents and organic solvents, demonstrating the potential use of this enzyme 
in the industrial production of detergents and bioactive peptides, respectively.  

Keywords: L. leucocephala, coagulant, characterization, proteolytic activity 
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 INTRODUÇÃO  

 A importância da atividade industrial, assim como os impactos na 

economia moderna estiveram sempre atrelados a produção de bens de 

consumo. E dentro deste contexto, a indústria de alimentos e bebidas é vista 

como importantes segmentos no desenvolvimento da economia de diferentes 

nações pelo mundo. No entanto, durante vários anos esses avanço esteve 

vinculado a produção extrativista dos recursos naturais, onde o uso desordenado 

agravou diversos problemas ambientais (SANTOS, 2020).  

 Uma visão alternativa que vem ganhado notoriedade é o uso da 

biotecnologia que é descrita como um seguimento importante no 

aperfeiçoamento e desenvolvimento científico, pois consegue elaborar 

mecanismos tecnológicos alternativos, com baixa agressividade ao meio 

ambiente e, consequentemente, maior sustentabilidade. Como ponto importante 

desta inclinação, temos o uso de enzimas em métodos industriais, pelo quais 

reagem em condições mais moderadas de temperatura e pH, com baixas 

concentrações e são mais específicas, do que os processos químicos 

tradicionais. Além disso, são biodegradáveis e, normalmente, possuem toxidade 

baixa ou são atóxicas quando são descartadas no meio ambiente (BILAL et al, 

2019). Devido a isso é possível observar a biotecnologia distribuída em diversos 

setores industriais ligado a alimentação, agroindústria, biodiesel, farmacêuticas, 

têxtil, couro, látex, gestão de resíduos entre outros (MADHAVAN et al, 2017).   

É conhecido que a maioria das enzimas produzidas e comercializadas no 

mundo pertence à classe das proteases. E essas biomoléculas são utilizadas 

pela indústria em diversos processos biotecnológicos. A coagulação do leite é 

um dos passos relevantes na de produção de queijo usadas pela indústria de 

laticínios, esse processo coagulante ocorre por dois métodos conhecidos: por 

coagulação ácida ou na maioria das vezes, pelo uso de proteases com atividade 

coagulante de leite (SILVA e CORTEZ, 2022).  

A coagulação ácida pode ocorrer por via biológica através da atividade 

metabólica de bactérias do fermento com a produção de ácido lático ou pela 

adição direta de ácidos orgânicos ao leite. As proteases coagulantes de leite são 

originaria de diferentes fontes como: animal, microbiana e vegetal (SILVA e 

CORTEZ, 2022). 
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Nos últimos anos, os coagulantes de leite derivados de plantas tem se 

tornado uma importante fonte de enzimas em processos biotecnológicos 

utilizados pela indústria de laticínios. O uso de um coagulante adequado é 

notável devido ao um crescente consumo de queijo no mundo, associado a uma 

diminuição na demanda de coalho de origem animal, principalmente, os que são 

produzidos a partir do bezerro (MOHSIN et al, 2024). 

As serino proteases, incluindo as serino proteases de plantas possuem 

um resíduo de serina ativado, particularmente reativo em seu sitio catalítico e, 

está envolvida em diversos mecanismos metabólicos nos seres vivos 

(MANZANO et al, 2017; MINAYA, 2012).  As propriedades especificas desse 

grupo de enzimas a possibilitam como escolhas economicamente viáveis em 

vários processos industriais, inclusive como coagulantes de leite, diversas 

proteases de plantas foram descritas como agentes coagulantes principalmente 

por não necessitarem de íons metálicos, agentes redutores e quelantes como 

aditivos e, por se mostrarem estáveis em ampla faixa de pH e temperatura (LI et 

al, 2018).  

 Assim diante da necessidade difundir estudos direcionados a obtenção de 

proteínas com viés comercial, objetivamos com este trabalho a verificação de 

serino proteases de interesse biotecnológico, seguindo de sua caracterização e 

aplicação.  
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 REVISÃO DE LITERATURA    

2.1 Indústria de alimentos e bebidas  

 

 A produção de alimentos é um dos pontos principais de qualquer 

economia moderna, seja por sua dimensão e necessidade, seja pela rede de 

setores diretamente e indiretamente relacionados, possuindo uma forte ligação 

com o setor agrícola e pecuário, tendo em vista que esses domínios são os 

principais provedores de matéria-prima utilizado nessa indústria. Além da 

vinculação com setor agropecuário, esse segmento estabelece vínculos com 

outros setores da indústria de transformação, relações com canais de 

distribuição, indústria de embalagens, máquinas e equipamentos, entre outras 

(GOUVEIA, 2006).      

A indústria de alimentos e bebidas possui uma extensa relevância na 

indústria de transformação, na contribuição do produto interno bruto (PIB) e na 

geração de empregos. De acordo com a Associação Brasileira da Industria de 

Alimentação - ABIA (2023), este segmento encerrou 2022 com faturamento R$ 

1,075 trilhão, aumentando em 16,6% o acumulado do ano anterior. No mercado 

nacional, as vendas chegaram a R$ 770,9 bilhões, 14,3% a mais que no ano de 

2021. Esse faturamento econômico promoveu aumento na produção física e 

exportação de alimentos no país, o que levou a geração de novos postos de 

trabalho nesse seguimento.  

Em parâmetros globais, a indústria de alimentos e bebidas também possui 

uma relevância significativa em diversos países e, consequentemente, é cada 

vez maior a presença de empresas especializadas em nichos específicos no 

setor de alimentos, empresas que têm buscado aumentar sua importância nos 

principais mercados por meio de fusões, aquisições e desenvolvimento 

tecnológico (VIANA, 2021).  

A indústria, a partir de estudos específicos e da implementação de 

práticas tecnológicas mais modernas podem desenvolver produtos específicos 

como alimentos acrescidos de vitaminas e nutrientes, alimentos para dietas 

especiais – dietéticos, sem glúten e sem lactose, além de formulações 

direcionadas a centros de saúdes e hospitais (ABIA, 2018). 
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O Brasil também tem buscado protagonismo mundial nesse ramo, no 

intuito de tornar-se um dos principais centros de produção de alimentos no 

mundo, mas para isso, é necessário investimento em pesquisa e 

desenvolvimento de novas tecnologias em todos os elos da cadeia produtiva, 

além da atualização de leis vigentes em paralelo com as melhores práticas e 

experiências internacionais (EMBRAPA, 2023). 

Dentre os diversos setores da indústria alimentícia, o setor de laticínios 

possui uma participação bastante significativa na economia brasileira, ocupando 

o terceiro lugar. A liderança fica com setor de derivados da carne, seguido por 

cereais e bebidas (chás e cafés) (ABIA, 2023). Portanto, a agroindústria de 

laticínios exerce um papel estratégico no Brasil, não só pelo aspecto econômico, 

como também social e nutricional. Além de ser uma das atividades que mais 

gera empregos no país, ainda contribui para atender a demanda por produção 

de alimentos (ASSIS et al, 2016).   

 

2.2 Cadeia produtiva do leite 

 

    O leite é uma das commodities agropecuárias mais relevantes do globo, 

ficando entre os 5 produtos mais comercializados, tanto em quantidade como em 

valor. Cerca de 1 bilhão de pessoas no mundo necessita do leite para a 

subsistência de 600 milhões de pessoas moram em 133 milhões de fazendas 

leiteiras espalhadas pelo mundo. Portanto, aproximadamente 10% da população 

mundial depende diretamente da produção leiteira (GDP, 2017). 

A produção mundial de leite em 2023 alcançou aproximadamente 950 

milhões de toneladas, um acréscimo de 1,3% em relação a 2022. E esse 

aumento expressivo na produção de leite tem ocorrido graças a adoção de novas 

tecnologias empregadas no manejo dos animais leiteiros, nesses últimos anos. 

Neste panorama, atualmente o Brasil ocupa o quinto lugar como maior produtor 

de leite no mundo, atrás de Índia, Estados Unidos, Paquistão e China de acordo 

com dados fornecidos pela Organização para Alimentação e a Agricultura (FAO, 

2022; FAO, 2023). 

Em relação principais estados produtores de leite no país, Minas Gerias 

lidera como maior produtor nacional, com 1,31 bilhão de litros coletados no 
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segundo trimestre 2023. Entretanto, apesar do volume bastante expressivo, 

representa uma queda, ficando 3,1% a baixo do volume coletado no segundo 

trimestre do ano passado, segundo dados do MILKPOINT (2023).  

No mesmo período, os estados da região Sul continuaram a passar por 

aumentos em seus volumes de captação, com destaque para Santa Catarina, 

Rio Grande Sul e Paraná. Dessa forma, a região Sul continuou apresentando 

valores positivos na captação do segundo trimestre (+ 6,3%). No entanto a região 

Sudeste demostrou recuo no volume de leite captado quando comparado a 

dados demostrado em 2022. Mantendo a região Sul como a principal produtora 

do Brasil (MILKPOINT, 2023).  

Porém, o maior destaque de crescimento percentual de volume de leite 

captado foi alcançado pela região Nordeste, no período 2023, ficando em 16, 2% 

superior ao captado em 2022, o maior entre todas as regiões do país. 

Demostrando o dinamismo da região na inovação e produção. Os estados que 

melhor contribuíram para esse aumento foram Alagoas, Sergipe e Ceará, 

respectivamente (MILKPOINT, 2023). Portanto, o Nordeste aparece como a 

região mais promissora para o crescimento do agronegócio do país.    

Alagoas é o estado Nordestino que melhor apresentou aumento 

percentual na produção leiteira, com evolução de 0,7 milhão para 1,8 milhão de 

litros/dia, um crescimento de 159% no período de nove anos, com produtividade 

média acima da nacional e, isso se deve a emprementação de novas tecnologias 

empregadas no processo de beneficiamento do leite (EMBRAPA, 2023). O que 

leva o estado a ocupa quinto lugar como maior produtor de leite no Brasil. Tendo 

um papel fudamental para o desenvolvimento econômico e social do estado. Em 

alagoas esse seguimento ocupa o segundo lugar no total de atividades geradora 

de emprego e renda (SEBRAE, 2023).  

Em meados da década de oitenta, o Brasil possuía um sistema de 

produção leiteira rudimentar com baixa produtividade, orientação técnica 

escassa, com baixo controle zootécnico de criação, higiene deficitária e, 

principalmente, ineficácia na fiscalização pelos órgãos governamentais, o que 

diminuía a qualidade do leite e possibilitava diversas fraudes (SILVA et al, 2012). 

Posteriormente, a partir da década de 90, iniciou – se o desenvolvimento em 

nosso país no processo de produção leiteira, proporcionada pela expansão 
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econômica do Brasil, através da sua entrada no MERCOSUL, o que permitiu fatia 

no comércio exterior e, principalmente, recuperação do poder de compra da 

população brasileira (JANK et al, 1990).  

Devido a isso, ocorreu um aumento significativo na demanda por novos 

produtos ligados à indústria de laticínios, exigindo consequentemente rápidas 

mudanças na gestão desse seguimento alimentício no intuito de oferecer 

produtos com melhor qualidade para um mercado consumidor mais exigente. 

Evidentemente que esse desenvolvimento na cadeia produtiva do leite só foi 

possibilitada com o advento de investimento governamental através dos 

Ministério da Agricultura juntamente com as Universidades que possibilitou apoio 

técnico e científico a todos os profissionais envolvidos no ramo dos laticínios, 

criando naquele momento o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade Leite 

(PNQL), que teve como objetivo principal “Promover a melhoria da qualidade do 

leite e derivados, garantir a saúde da população e aumentar a competividade 

dos produtos lácteos em novos mercados” (SILVA, 2012). 

Além de sua relevância econômica como fonte de renda e sobrevivência 

para população global, o leite também é considerado uma fonte nutricional 

essencial. Devido a sua heterogeneidade, o leite possui uma grande quantidade 

de micro e macronutrientes sendo considerado uma importante fonte energética 

alimentar no mundo, ofertando, em média, com 5% das necessidades diárias de 

energia per capita, 10% da demanda de proteína per capita por dia e 9% da 

necessidades diárias de gordura per capita. Além disso, experimentos 

demostraram que muitos constituintes do leite interagem entre si em diversos 

processos biológicos benéficos (GDP, 2017). 

Portanto, o leite é formado por um arranjo de diferentes constituintes 

sólidos e água. Os componentes sólidos caracterizam aproximadamente 12% a 

13% do leite e a água, por volta de 87%. Possui também carboidratos em sua 

constituição como lactose, com aproximadamente 5% e baixas quantidades de 

glicose e galactose. As proteínas representam entre 3% a 4% dos sólidos totais 

presente no leite, sendo a caseína que apresenta maior importância nutricional 

e é relevante na produção de queijos. Além disso, fornece contribuição 

significativa de cálcio, magnésio, selênio, riboflavina, vitamina B12 e ácido 

pantotênico (vitamina B5) (BRITO et al, 2020; GDP, 2017).  
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Em relação aos lipídios é formado em sua maioria por triacilglicerois, que 

são constituídos por ácidos graxos ligados ao glicerol. A gordura do leite é 

formada por pequenos glóbulos em suspenção na agua. A fração gordurosa no 

leite serve de veículo de vitaminas lipossolúveis (A, D, E, K), colesterol e outros 

componentes solúveis em lipídios, como os carotenoides (provitamina A), que 

caracteriza a cor amarelo-creme ao leite. A quantidade de gordura no leite varia 

geralmente entre 3,5% e 5,3% (BRITO et al, 2020). Com todas essas vantagens, 

o leite é um dos alimentos mais consumidos no mundo, nas suas mais diferentes 

formas. Portanto, o leite é um dos alimentos mais versáteis da indústria de 

alimentos. Além de ser consumido em sua forma in natura, ele também pode ser 

transformado em diversos derivados lácteos (SIQUEIRA, 2019).  

 

2.3 Micela de caseína 

 

 As caseínas são as principais proteínas presente no leite correspondendo 

a 80% do conteúdo proteíco. Elas se caracterizam como proteínas fosforiladas, 

de cadeia aberta e flexível, que serve como veículo de transportes de 

micronutrientes em mamíferos (HOLT, 2016; HOLT et al., 2013). No leite, as 

caseínas estão presentes no formato de estruturas coloidais, chamadas de 

micelas. Elas são aglomerados porosos, altamente hidratos, formada pelas 

quatro parcelas de proteínas anfifílicas, αs1-, αs2-, β- e κ-caseína, com tamanho 

médio de 200 nm (DALGLEISH, 2011; BRASIL et al, 2015). 

 A estrutura coloidal é basicamente formada por caseína, água e minerais, 

principalmente sais de fosfato de cálcio, os quais estabilizam a estrutura micelar. 

As micelas de caseínas constituem estruturas supramoleculares dinâmicas, que 

se modifica em resposta às alterações nas condições físico-químicas do meio, 

como pH, temperatura, força-iônica e ação enzimática (DALGLEISH e 

CORREDIG, 2012; KRUIF e HOLT, 2003). A estabilização da estrutura micelar 

e alvo de muitos debates e, o que é aceito pela comunidade científica é que a 

estrutura micelar é essencialmente estabilizada por interações iônicas e 

hidrofóbicas (BRASIL et al, 2015).  A estabilidade das micelas de caseína está 

diretamente ligada à aplicação do leite na indústria de laticínios (KRUIF e HOLT, 

2003).  
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Em produtos, como leite fluido (pasteurizado ou esterilizado), creme de 

leite, leite condensado e doce de leite, busca-se a organização das micelas de 

caseína. No entanto, em produtos como leite fermentado e queijos, procura-se a 

desestabilização controlada das micelas de caseína na produção desses 

derivados lácteos. Portanto, a indústria de laticínios em paralelo com os centros 

tecnológicos buscam otimização das propriedades funcionais das micelas de 

caseína no intuito de produzir derivados lácteos com melhores texturas, 

características sensoriais e produção de moléculas bioativas (BROYARD e 

GAUCHERON, 2015; RANADHEERA et al., 2016). 

 

2.4 Tecnologia na produção de queijo 

 

 O queijo é o principal produto alimentício produzido e comercializado no 

mundo. Além disso, esse segmento da indústria de laticínios absorve 

aproximadamente 40% da produção total de leite, sendo o principal derivado 

lácteo em relação à absorção de leite matéria-prima (MILKPOINT, 2022). 

Entende-se que existem mais de 2000 tipos diferentes de queijos, com 

diferenciação no tipo de leite utilizado, insumos e métodos de produção (SILVA 

e CORTEZ, 2022). 

A demanda mundial de produção de queijo, atualmente, é cerca de 2x107 

toneladas, sendo os países da União Europeia (Alemanha e Holanda), os 

maiores expotadores de queijo em todo o globo e, a maior parte dessa produção, 

é fabricado através de ação enzimática (ZHENG et al., 2021).  No Brasil, com 

um rendimento de 70,9 bilhões de reais em 2019, a indústria de produtos lácteos 

é o segundo setor mais importante da economia na área de produtos 

alimentícios, ficando atrás apenas dos seguimentos de derivados da carne e 

beneficiados de café, chá e cereais (EMBRAPA, 2020) e, dentre os derivados 

lácteos, o queijo é o principal produto produzido pela indústria de laticínios. No 

país, o consumo representa a 5.9 kg / hab /ano, com acréscimo de 68% nos 

últimos 6 anos, devido principalmente a mudança no perfil dos consumidores no 

país, que apresenta população na maioria jovem e que busca alimentos mais 

nutritivos, com maior praticidade, conveniência e personalização (GOMES et al, 

2017). 
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O processo de produção de queijos pode ser considerados uma forma de 

concentração de sólidos totais do leite, já que mediante a esse procedimento, os 

principais componentes do leite (caseína, gordura e alguns sais minerais) 

encontra-se aglomerados numa matriz gelatinosa. Em contrapartida, os 

componentes solúveis (carboidratos, minerais e proteínas do soro etc.), são 

enviadas para fase aquosa, o soro do leite (SILVA e CORTEZ, 2022). 

 Na fabricação do queijo, o leite passar por um processo conhecido como 

coagulação do leite. Esse fenômeno consiste na mudança do leite da fase líquida 

para gel, também conhecida como coalhada. Este processo é devido uma 

mudança físico-química nas micelas de caseínas, que podem ocorrer por meio 

de acidificação ou ação enzimática (SILVA e CORTEZ, 2022).  

Os coagulantes ácidos mais empregados são os ácidos lático, cítrico e 

acético, na coagulação direta. Neste caso, o pH diminui de imediato e 

rapidamente ocorre o coagulação. Além disso, a coagulação ácida pode ocorrer 

também por vias biológicas através da adição de bactérias produtoras de ácido, 

esse processo ocorre pelo metabolismo bacteriano utilizando lactose que leva a 

produção de ácido orgânico e, consequentemente, abaixamento do pH. Em 

ambos os casos, o pH deve ficar em torno de 4,6 para que aconteça a 

coagulação (SILVA e CORTEZ, 2022).  

Já os agentes coagulantes enzimáticos podem ser de origem animal, 

microbiana ou vegetal. As enzimas proveniente de mamíferos são extraídas a 

partir do estômago enzimático de ruminante (abomaso), composto 

principalmente por proteases ácidas, com atividade sobre o leite. A maioria dos 

queijos produzidos pela indústria de laticínios no mundo são preparados com o 

abomaso proveniente de bovinos lactentes ou adultos. Esse coalho é composto 

basicamente por duas enzimas proteolíticas, a quimosina e a pepsina. A 

concentração das duas enzimas varia de acordo com a idade do animal. 

Portanto, o principal elemento do coalho do bezerro é a quimosina, já em animais 

adultos o coalho pode ser constituído principalmente por pepsina (SILVA e 

CORTEZ, 2022; ROGELJ et al, 2001).  

A pepsina bovina é bastante proteolítica, e com baixa especificidade em 

comparação com a quimosina, sendo capaz de causar hidrólise excessiva na 

caseína e, consequentemente, contribuindo com o baixo rendimento e, 
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aparecimento de sabor amargo ao produto, além de contribuir com a diminuição 

da validade do queijo (FOX e LAW, 1991). As enzimas microbianas mais 

utilizadas são extraídas dos fungos Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusilus, 

Endothia parasítica e Aspergilus niger. Já os coagulantes enzimáticos de origem 

vegetal, ainda são pouco utilizado pelo mercado de laticínios. O mais conhecido 

é extraído da flor de cardo (Cynara cardunculus) utilizado na fabricação do queijo 

da Serra de Estrela de Portugal (SILVA e CORTEZ, 2022).  

Na coagulação enzimática do leite, as enzimas adicionadas clivam as 

ligações peptídicas específicas entre os aminoácidos fenilalanina (105) e 

metionina (106) presente na K-caseína (KUMAR et al, 2010). A região C-terminal 

da K-caseína é particularmente hidrofílica e possui uma carga negativa no pH 

natural do leite (pH 6.7). Ela protege as micelas de caseína produzindo uma 

camada que permite a estabilidade das micelas por impedimento estérico e 

repulsão eletrostática. Uma vez hidrolisadas, ocorre uma redução nas forças de 

repulsão entre as micelas permitindo a sua aproximação devido as interações 

hidrofóbicas, começando a primeira fase da coalhada (BRITTEN e GIROUX, 

2022).  

Ao mesmo tempo, sem a presença da parte hidrofílica da K-caseína, as 

micelas aumentam a sua afinidade ao cálcio, que está correlacionado à 

exposição do fosfato micelar. Com a diminuição da distância entre as micelas 

ocorrem ligações dos fosfatos ligados as micelas com o cálcio livre presente no 

meio. A produção do fosfato de cálcio e a interações hidrofóbicas entre as 

micelas convergem para agregação das proteínas e formação da massa do 

queijo (SILVA e CORTEZ, 2022).  

Recentemnte, ocorreu um aumento na procura por produção e consumo 

de queijo, por consequência do crescimento populacional (ELSAMANI et al, 

2014; TAJALSIR et al, 2014), em associação ao preço elevado e a limitada 

quantidade de coalho de origem animal (MOHAMED AHMED et al, 2010). De 

fato, atualmente, o coalho proveniente do bezerro supre apenas de 20% a 30% 

da demanda mundial por coagulante de queijo (MAHSIN et al, 2024).  

Além disso, o mercado consumidor atual está cada vez mais exigente e, 

as indústrias de queijo necessitam de coagulantes alternativos para satisfazer os 

consumidores que por razões religiosas (islâmicas ou judaicas), éticas 
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(vegetarianos) ou ainda contra alimentos geneticamente modificados, preferem 

não consumir queijo produzido com coagulante animal (BADGUJAR e 

MAHAJAN 2014; ROSEIRO et al, 2003; AKTAYEVA et al, 2018).  

Com todos os motivos acima descritos, justifica-se a reivindicação pela 

busca de uma nova enzima com elevada atividade coagulante de leite, baixo 

custo de preparação e que substitua a renina (TAJALSIR et al, 2014). 

Consequentemente, houve a necessidade de pesquisar enzimas de coagulação 

de leite originaria de outras fontes e, diversas preparações enzimáticas 

provenientes de animais, microbianas e vegetais foram descritas (JACOB et al, 

2011). 

Nos últimos anos, enzimas de coagulação de leite oriundos de plantas 

têm despertado bastante atenção na comunidade científica, devido a riqueza de 

recursos vegetais, fácil extração e purificação do coagulante. Essas proteases 

são enzimas encontradas nos diferentes tecidos vegetais e podem hidrolisar as 

caseínas do leite em diferentes pHs e temperaturas. As principais enzimas de 

plantas envolvidas em preparações lácteas são pertencentes ao grupo das 

serinas, cisteínas e aspárticos proteases (SHAH et al, 2014). Semelhante a 

quimosina, diversas proteases vegetais hidrolisam especificamente a ligação 

fenilalanina (105) e metionina (106) pertencente a k-caseína, enquanto outras 

hidrolisam diferentes sítios da k-caseína (AHMED et al, 2010; PIERO et al, 2011). 

Portanto, as proteases vegetais que hidrolisam α-caseína e β-caseína 

contribui com peptídeos que podem influenciar no sabor e textura do queijo 

(ZHANG et al, 2019). Esses diferentes centros catalíticos das enzimas 

proteolíticas levam a formação de peptídeos com atividades biofuncionais, como 

atividade anti-hipertensiva, imunomoduladora e antitrombótica (ALMEIDA e 

SIMÕES, 2018). Entretanto, a hidrolise geral das caseínas está ligada a atividade 

proteolítica (PA) da enzima. Uma PA elevada pode estar relacionada ao 

desenvolvimento de g  osto amargo e defeitos na textura do queijo (HARBOE et 

al, 2010). Estas propriedades e caraterísticas são influenciadas essencialmente 

pela atividade da cultura iniciadora e também o tipo de enzima usada na 

produção do queijo influencia o processo de maturação do queijo (AMIRA et al, 

2017).  
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2.5 Enzimas biotecnológicas  

 

O processo de industrialização associado com a alavancagem da 

economia mundial, teve participação bastante relevante da indústria alimentícia. 

No entanto, o aumento desta atividade também acarretou uma elevação pela 

demanda por matérias-primas e recursos naturais e, consequentemente uma 

maior exploração e degradação do meio ambiente. Com a necessidade e 

crescimento de novas soluções tecnológicas, atreladas a práticas que protejam 

a biodiversidade e produção de energia limpa, temos a biotecnologia, que é vista 

como uma área essencial de aperfeiçoamento e desenvolvimento, pois 

possibilita demostrar diversas alternativas para resolver problemas, melhorando 

produtos e métodos, com impactos positivos nos custos e qualidade de vida. 

Seus resultados podem ser observados em diferentes setores. Apresentada 

como um campo em que se analisa a relevância crescente da união entre o 

espaço da ciência, estudos tecnológicos e produção industrial, a biotecnologia 

vem sendo usada em um conjunto de indicadores que avalia o nível de 

desenvolvimento de um país (BANERJEE et al 2000; VAN BEUZEKOM e 

ARUNDEL, 2009; MENDES et al, 2013).  

A biocatálise está progredindo como uma área de tecnologia inovadora no 

desenvolvimento de catálise química de substituição acelerada, em razão de 

cinética eficaz e o uso de recursos de modo sustentável. Atualmente, tem 

ocorrido um aumento vertiginoso no comércio de enzimas em diversos setores 

ligados a alimentação, agroindústria, biodiesel, farmacêuticas, têxtil, couro, látex, 

gestão de resíduos entre outros (MADHAVAN et al, 2017). O quadro 1 ilustra as 

diversas aplicações de catálises enzimáticas na produção biotecnológica.  
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Quadro 1: aplicação biotecnológica de catálise enzimática   

Setor Enzimas Aplicação Referências 

Farmacêutica Nitrila 

hidrolases, 

transaminases, 

monoaminase 

oxidase, lipase 

penicilina acilase. 

 Síntese 

de intermediários 

para manufatura 

de derivados 

farmacêuticos 

ativos. 

(CHOI et 

al, 2015); (LI et al, 

2012); (MAROUF 

et al, 2018) 

Processa

mento de 

alimentos 

Tripsina, 

amilase, glicose, 

somerase, 

papaína, 

pectinase. 

Convençã

o de amido em 

glicose, produção 

de xarope de 

milho rico em 

frutose, produção 

de prebióticos, 

esclarecer 

desgaste de suco 

de frutas. 

(CHOI et 

al, 2015); 

(PANESAR et al, 

2013); (KAPPOR 

et al, 2017); 

(ELAVARASAN e 

SHAMASUNDAR, 

2016); 

(BADGUJAR et 

al, 2016). 

Detergente Proteases, 

lipases amilase, 

celulase. 

Remoção 

de manchas, 

remoção de 

gordura e óleos, 

retenção de cor 

(DEWAN, 

2017) (LI et al, 

2012). 
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Biodiesel Lipase, 

celulase, 

xilanase. 

Produção 

de ácidos graxos 

metil éster, 

decomposição de 

material 

lignocelulósico 

para a produção 

de bioetanol. 

(LIEW et al, 

2014) 

(CARDONA et al, 

2010) (DEWAN et 

al, 201) (ZANG et  

al 201), (TAN et 

al, 2010) 

Papel e celulose Lipase, celulase, 

xilanase 

Remoção de 

lignina para 

melhor 

branqueamento, 

melhora na 

qualidade das 

fibras 

(CHOI et 

al, 2015); (ROY e 

PRASAD, 2017); 

(BHAT, 2000); 

(BAJPAI, 1999); 

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023  

 

A evolução da biotecnologia ocorreu pela contribuição mútua de 

diferentes segmentos de pesquisa.  A exemplo, temos o desenvolvimento da 

biologia molecular, associadas com mecanismo de recombinação gênica, assim 

como evolução na área de proteômica, onde foi possível obter novas 

descobertas sobre as funções biológicas de cada macromolécula, e também 

ênfase em estratégias de purificação (ZHANG et al, 2018). 

A aplicação de enzimas nos processos biotecnológicos, possibilita uma 

significante redução de custos com consequente diminuição do consumo 

energético. E junto com a melhor atividade do substrato tem contribuído para o 

crescimento da indústria de enzimas. O mercado mundial de enzimas foi 
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estimado em 12,1 bilhões de dólares em 2022 e é previsto alcançar 16,9 bilhões 

de dólares em 2027 (ALLIED MARKET, 2022).  

Neste contexto, as proteases são as biomoléculas mais produzidas e, 

representa 60% de todas as enzimas comercializadas no mundo. O mercado 

global de proteases foi estimado acima de 3 bilhões de dólares, demostrando 

uma taxa composta de crescimento de 6,1% até 2024 (TRONCOSO et al, 2022). 

E os motivos para o sucesso dessas moléculas se deve a fatores como maior 

biodegradação, quando comparados a catalisadores não-biológicos, elevada 

atividade catalítica, seletividade aos substratos específicos, assim como 

diferenciação no processo de produção (GURUMALLESH et al, 2019). 

Em relação a produção enzimática nacional, no ano de 2019, segundo a 

EMBRAPA (2020), cerca de 30 mil toneladas de enzimas ou preparação 

enzimáticas foram importadas para o Brasil. Tal valor é bastante expressivo 

quando comparado ao número de enzimas exportada pelo país, que representa 

o valor de 9,3 toneladas. Isso ocorre devido a um atraso tecnológico na cadeia 

brasileira de produção enzimas em relação aos países desenvolvidos, mas ao 

mesmo tempo demostra que o crescimento da biocatálise é especificamente 

importante para o Brasil, não somente pelo tamanho do mercado interno 

pertinente para esse setor, como também porque o país possui conhecimentos 

básicos necessários das tecnologias para a produção de biocatalizadores em 

escala industrial, por processos fermentativos e extrativos, assim como uma 

grande biodiversidade que pode ser utilizada como fonte de enzimas (ATUNES 

et al 2010). 

A despeito do enorme potencial das enzimas, diversos grupos de 

pesquisa tem trabalhado no desenvolvimento de processos de purificação de 

novas enzimas ou evoluindo técnicas que melhoram a catálise de enzimas já 

conhecidas. A busca por fontes que possam produzir essas biomoléculas é 

continuo e as estratégias para triagem dessas enzimas oriundas de fontes 

naturais, como a biologia molecular e imobilização, tem possibilitado esse 

processo. No entanto, o maior entrave na indústria é encontrar enzimas que 

resistam as condições impostas pelo processo industrial, como variação na 

temperatura e pH. Outra dificuldade é o desenvolvimento de estudo cientifico 

pela própria indústria. A grande diferença entre as empresas e os centros 
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universitários prejudica ainda mais a produção de enzimas industriais (DINCER 

e TELEFONCU, 2007; ELLEUCHE et al, 2014). 

Com o aumento no número de novas moléculas enzimáticas isoladas e a 

complexidade e inconsistência na nomenclatura de enzimas, a União 

Internacional de Bioquímica criou a comissão de enzimas para sanar esse 

problema. O relatório inicial produzido pela comissão de enzimas foi publicado 

1961 e promoveu metodologia sistemática para a nomenclatura de enzimas, afim 

de evitar nomenclatura aleatória de uma mesma enzima estudada por diferentes 

pesquisadores. Posteriormente, em 1992, foi publicado a sexta edição e nela era 

possível encontrar detalhadamente cerca de 3200 enzimas diferentes, e 

anualmente novos dados sobre enzimas são publicados e, consequentemente 

esse número tem se estendido para mais de 5000 biomoléculas descobertas 

(ROBINSON, 2015). As enzimas foram agrupadas em seis classes referentes 

com o tipo de reação que catalisam como: Oxidorredutases, transferases, 

hidrolases, liases, Isomerases, ligases e translocase (VANDENBERGHE et al, 

2020), como pode ser observado no quadro 2.  

 

Quadro 2: Classificação internacional de enzimas: Nomenclatura da União 

Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular.    

Classe nº Nome da classe  Tipo de reação que catalisada 

1  Oxidorredutases Transferência de elétrons.  

2 Transferases  Reações de transferência de grupos   

3 Hidrolases Reações de hidrólise   

4 Liases Adição de grupos ou ligações duplas  

5 Isomerases  Transferência de grupos dentro de                   

uma mesma molécula 

6 Ligases  Formação de ligações  

7 Translocase Catalisa translocação de íons ou moléculas 

através da membrana 

  

Fonte: Adaptado de VANDENBERGHE, 2020.  
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2.6 Proteases 

 

 As proteases EC (3.4), também conhecida como proteinases ou 

peptidases, são enzimas que catalisam ligações peptídicas em proteínas e 

peptídeos. Tais biomoléculas são biologicamente essenciais para todos os seres 

vivos e, está presente em uma ampla variedade de fontes, compreendendo 

plantas, animais e micro organismos. Essas enzimas no organismo participam 

de diversos mecanismos como a digestão de alimentos, ativação de enzimas, 

coagulação sanguínea e também no transporte de proteínas através da 

membrana. Alguns pontos específicos das proteases podem classificá-las em 

diferentes grupos, essas características incluem: sob qual pH essas enzimas 

exercem atividade ótima, os aminoácidos envolvidos no sítio catalítico, em quais 

tipos de ligações moleculares ou em qual das ligações irão ocorrer as quebras 

realizadas por cada protease (KERMASHA e ESKIN, 2021). 

Estas enzimas proteolíticas pertencem às classes das hidrolases (EC 

3.b.c.d), seu prefixo “hidro” foi designado a estas biomoléculas por trabalharem 

através de hidrólise, onde a adição de uma ou mais moléculas de água irão 

provocar a quebra de outras substâncias. As proteases da subclasse 3.4 são 

enzimas que fazem parte da família das hidrolases e atuam sobre as ligações 

peptídicas entre os aminoácidos presentes nas proteínas (figura 1a). Tendo 

como base o sítio de ação, as proteases podem ser separadas em duas grande 

classes: as exopeptidases (E. C. 3.4. 11 – 19) e endopeptidases (EC 3.4. 22 – 

99) (figura 1b). As exopeptidases atuam nas extremidades da cadeia 

polipeptídica, que lhe dá a possibilidade de quebrar as ligações peptídicas em 

aminoácidos e peptídeos livres. As aminopeptidases são enzimas que atuam no 

lado amino e liberam aminoácidos simples (amino peptidase E. C. 3.4.11), 

dipeptídio (dipeptidio amino peptidase, E.C. 3.4.14) e tripeptidio (tripeptidio 

amino peptidase E. C. 3. 4. 14). Esta classe de enzima elimina a metionina N-

terminal das proteínas secretadas e daquelas que podem ser expressas de 

forma heteróloga (RAO et al., 1998; MÓTYÁN et al., 2013; THERON e DIVON, 

2014).       

 As exopeptidases que trabalham na extremidade carboxílica são 

chamadas de carboxipeptidases e liberam um único aminoácido ou um dipeptidio 
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(peptídeo dipeptidase E. C. 3.4.13) na região C-terminal da cadeia polipeptídica. 

Estas enzimas também são classificadas em três diferentes grupos, serino 

carboxipeptidase, metalo carboxipeptidase e cisteína carboxipeptidase levando-

se em conta os resíduos de aminoácidos presentes no sitio ativo (RAO et al., 

1998; MÓTYÁN et al., 2013; THERON e DIVON, 2014) 

. As endopeptidase se qualificam por hidrolisar as ligações peptídicas nas 

regiões internas das cadeias polipeptídicas. Estas proteases são industrialmente 

mais importantes que as exopeptidases e se classificam de acordo com a 

especificidade do substrato, mecanismo catalítico, estrutura tridimensional e 

resíduos de aminoácidos existente no sítio ativo (SUMANTHA et al, 2006) 

 

Figura 1: mecanismo de hidrólise das proteases  

 

Fonte – NASCIMENTO et al, 2021.  

 

Atualmente o aprofundamento do conhecimento relacionado às proteases 

permitiu produzir novas descobertas sobre sua estrutura e o mecanismo pelo 

qual atuam. Assim, as proteases são classificadas levando em consideração as 

moléculas presentes no sítio catalítico, sendo assim, o banco de dados particular 

das proteases desenvolvido por MEROPS, classificam essas enzimas como 

pertencente as famílias: aspártico (A), cisteína (C), glutâmico (G), metalo (M), 

asparagina (N), misto (P), serina (S), treonina (T) e desconhecido (U) (MEROPS, 

2022; MURI, 2014). 

(

a 

(

b 
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2.7 Proteases na indústria de detergentes  

 

 Os detergentes são produtos químicos que diminuem a tensão superficial 

de um líquido, sendo estes compostos, conhecido como tensoativos. Estas 

substâncias são materiais sintéticos produzidos a partir de derivados do petróleo, 

foram introduzidos comercialmente com o advento da segunda guerra mundial, 

devido à escassez de óleos e gorduras necessárias a fabricação de sabões 

(SILVA et al, 2011). Os detergentes são similares estruturalmente a constituição 

de um sal orgânico, com uma longa cadeia de carbono e hidrogênio hidrofóbica 

(apolar) e, uma extremidade hidrofílica (polar). Sendo assim, as moléculas de 

detergentes são classificadas como anfipáticas. Essa disposição estrutural 

possibilita que moléculas de gorduras sejam sequestradas pela porção alquilíca 

do detergente e retiradas através do fluxo de água (SANTOS, 2020). 

Assim, os detergentes comerciais mais elementares são constituídos por 

uma mistura composta de diversos ingredientes ativos que diferem na finalidade 

do detergente. Além dos surfactantes como constituinte principal, os detergentes 

contém estabilizadores que trabalham sinergicamente de forma eficiente no 

material sujo (SINGH et al, 2018).  

É importante ressaltar que as questões ecológicas tem demostrado ser 

cruciais no desenvolvimento do mercado de detergentes. As atuais 

preocupações com o meio ambiente exigidas pela legislações ambientais, levou 

à um aumento na produção de produtos de limpeza domésticos baseados em 

constituintes biodegradáveis e considerados menos nocivos para a natureza. 

Desta forma, é importante o desenvolvimento de pesquisa objetivando o 

desenvolvimento de novas formulações de detergentes que incluam 

componentes eficazes e ambientalmente mais amigáveis (GIRELLI, 2013).  

Assim, com o passar dos anos, enzimas foram largamente utilizadas pela 

indústria na formulação de novos detergentes. As proteases são as enzimas 

normalmente mais utilizadas, mas lipases, amilases, celulases, mananases e 

pectinases também são adicionadas em detergentes. As proteases alcalinas 

hidrolisam ligações peptídicas em proteínas, peptídios e aminoácidos livres; as 

amilases limpam clivando ligações α-glicosídicas do amido em açucares mais 

simples; As lipases hidrolisam ligações éster e hidrolisam gorduras em ácidos 
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graxos livres e glicerol; e as celulases clivam ligações β – glicosídicas eliminando 

sujeiras ligadas a microfibras de algodão, cuidando do tecido e aumentado a 

durabilidade das roupas por mais tempo (GURKOK,2019).  

Além disso, detergentes a base de enzimas são biodegradáveis e com 

menor impacto ao meio ambiente, em relação as formulações tradicionais que 

contém substâncias cáusticas, ácidas e solventes tóxicos que provocam degaste 

de tecidos e equipamentos (MITIDIERI, 2003). Os detergentes que recebem 

enzimas como um dos seus constituintes, são destinadas limpezas de caldeiras 

de grandes industrias, hospitais e atividades domésticas (SRILAKSHMI et al., 

2015). Estudos indica que cerca de 25% a 30% das enzimas comerciais são 

empreendidos na produção de detergentes, com maior impacto para enzimas 

provenientes do grupo das amilases e proteases (GURUMALLESH et al., 2019). 

O benefício mais significativo na utilização de detergente biológico é que 

são eficiente na remoção de sujidades a temperaturas mais baixas e diminuem 

o consumo de água. Desta maneira, torna-se ecologicamente corretos e 

financeiramente mais econômicos, reduzindo o consumo de energia sem afetar 

o desempenho da limpeza (GURKOK, 2019). Estima-se que o uso de 

detergentes a base de enzimas favorece a lavagem de roupas a 30ºC, em vez 

de lavagens em temperaturas na faixa de 40ºC ou 60ºC, possibilitando lavagens 

mais sustentáveis e economicamente viáveis (SANTOS, 2020). 

As proteases são as enzimas mas utilizadas como aditivo em detergentes 

e podem ser obtidas de diversas fontes, no entanto as bacterianas são as mais 

utilizadas. A utilização de proteases em detergentes iniciou-se em meados da 

década de 60, por meio do uso de Bacillus amyloliquefaciense e Bacillus 

licheniformis (MAURER, 2004). Os microrganismos são as principais fontes de 

produção de enzima no mundo, mas com todos os requisitos em eficácia 

catalítica e economia no processo de produção, a pesquisa por fontes 

alternativas de biocatalizadores se mostra de grande relevância. 

Em virtude desta decorrência mercadológica, o Brasil, seguindo os países 

desenvolvidos, passou a disponibilizar grandes montantes em tecnologia, com o 

intuito de desenvolver seus produtos e assim aprimorar a eficiência deles. Esses 

avanços se deram em diversas áreas e seguimentos industriais e, com relação 

ao enfoque deste tópico, destaca-se que aproximadamente 80% dos 
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detergentes comercializados contam pelo menos uma enzima proteolítica como 

componente ativo e, consequentemente com efeito mais significativo aos 

detergentes produzidos de forma tradicional (SANTOS, 2020).  

 

2.8 Proteases na indústria de alimentos e bebidas 

 

 O uso de enzimas como agentes modificadores de propriedades 

estruturais de alimentos e bebidas tem sido amplamente difundida pela indústria. 

Na verdade, a introdução de enzimas na produção de alimentos é descrito a 

milhares de anos por culturas tradicionais (COLLADOS et al, 2020).  

Sendo que com o surgimento da biotecnologia, os biocatalizadores 

passaram a ter um papel primordial na produção alimentícia, inclusive com 

menores custos de produção. E abrangem diversos seguimentos da indústria de 

alimentos como a fabricação de bebidas (cervejas, vinhos e sucos), 

processamentos de queijos, amaciantes de carnes, produção de hidrolisados 

funcionais, panificação, produção de adoçantes artificiais e, na 

recuperação/aproveitamento de resíduos e subprodutos (SRILAKSHMI et al, 

2015).  

Além disso, outros efeitos benéficos observados na manipulação de 

alimentos estão relacionados com valor nutricional e funcional, melhor absorção, 

alterações na textura e sabor, assim como refinamento na capacidade 

antioxidante e diminuição de componentes alergênicos (VAN BOEKEL, 2010).   

Anteriormente, no início do desenvolvimento da biotecnologia, as 

metodologias utilizadas nas modificações funcionais das proteínas eram 

realizadas por meio do uso de ácidos fortes ou álcalis, que consequentemente, 

ocasionava modificações estruturais em regiões especificas da molécula (THYS, 

2004). Por outro lado, com o uso de enzimas proteolíticas foi possível obter 

vários benefícios, quando comparados com os métodos tradicionais, como maior 

especificidade, inexistência de toxicidade e menor concentração. Na realidade, 

a hidrólise proteíca é um procedimento com o objetivo de agregar valor, 

funcionalidade e diversificação na aplicação em matérias de pouca utilização 

convencional, subprodutos e resíduos do processo industrial (ZHANG et al, 

2018).  
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As aplicações de enzimas proteolíticas pela indústria de alimentos inclui 

a produção de peptídeos bioativos. Estas moléculas orgânicas são de baixo peso 

molecular formado por 2 a 20 aminoácidos ligados por ligações peptídicas. Os 

peptídeos bioativos possuem atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-

hipertensiva e imunomoduladora (ASHAOLU, 2020). He e colaboradores (2015) 

sugeriram que antioxidantes produzidos a partir de proteínas que foram 

enzimaticamente hidrolisadas podem reduzir o risco de doenças crônicas, 

incluindo câncer e doenças cardiovasculares. 

Outra aplicação inovadora da utilização de proteases está também 

relacionada a hidrolise de proteínas da soja. Proteases alcalinas e neutras 

proveniente de microrganismo são aptas a atuar na manipulação de proteínas 

da soja, possibilitando mudanças moleculares, que aumentam suas 

propriedades funcionais. Essas modificações permitem uma maior solubilidade 

dos peptídeos formados, resultando em um rendimento proteico mais elevado e 

diminuição do sabor amargo. Os hidrolisados são aplicados em bebidas à base 

de proteínas e na formulação de alimentos dietéticos (RESENDE et al 2016; 

COSCUETA et al, 2019). Liang e colaboradores (2020) demonstraram que 

proteínas da soja tratadas com proteases resultou numa maior formação de 

espumas e melhoramento nas características interfaciais, o que evidencia a sua 

utilidade no processamento de alimentos. 

No ramo dos laticínios, as proteases exercem um papel relevante na 

produção de queijos, pois estão envolvidas no processo de coagulação e 

maturação de queijos (CRABBE, 2004). O coagulante mais utilizado nesse 

processo é a quimosina (EC 3.4.23.4) proveniente do abomaso de bezerros. No 

entanto, coalhos provenientes de outras fontes se destacam como alternativas 

importantes na manufatura de queijos, por apresentarem maior disponibilidade 

e por, em certo momento, atribuir características diferenciadas (SHAH et al, 

2014). 

2.9 Proteases de plantas 

 

 As proteases de plantas exercem diversas funções biológicas importantes 

ao longo do ciclo de vida vegetal, como apoptose, senescência, abscisão, 

amadurecimento dos frutos, crescimento e homeostase de nitrogênio 
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(GRUDKOWASKA e ZAGDANSKA, 2004; VAN DER HOORN, 2008; LIU et al, 

2018; TORNKVIST et al, 2019).  

Em resposta a estímulos abióticos e bióticos, as enzimas proteolíticas são 

responsável pela hidrólise de proteínas foliares e radiculares com a finalidade de 

remobilização de nutrientes (DIAZ – MENDOZA et al, 2014; VELASCO – 

ARROYO et al, 2016;2018; GOMES - SANCHEZ et al, 2019; JAMES et al, 2019), 

além disso, elas também responde a ataque de agentes patogênicos como 

insetos e ácaros (VAN DER HOORN e JONES, 2004; SHINDO e VAN DER 

HOORN, 2008; MISAS – VILLAMIT et al, 2016; DIAZ – MENDOZA et al, 2017). 

As proteases vegetais são responsável pela germinação das sementes, através 

da ativação de outras proteínas presentes em sementes e grão de cereais 

(GRUDKOWASKA e ZAGADANSKA, 2004; CAMBRA et al, 2012; DIAZ – 

MENDOZA et al, 2016; SZEWINSKA et al, 2016; LIU et al, 2018; RADCHUK et 

al, 2018). 

Assim como ocorre com as proteases provenientes de animais, as 

enzimas produzidas por vegetais são capazes de hidrólisar ligações peptídicas 

de proteínas, agindo especificamente nas regiões C-terminal e N-terminal, 

devido a ataques nucleofílicos à carbonila e, posterior estabilização do oxigênio 

numa fenda axiânion, o que torna o átomo de carbono mais vulnerável a um 

ataque de um nucléofilo ativado (figura 2a). Dependendo do tipo de ataque e, a 

ocorrência dos grupos moleculares envolvidos, as proteases podem ser 

classificadas como: cisteíno, serino, aspártico e metaloproteinase (figura 2b) 

(VAN DER HOORN, 2008). Os grupos de proteases mais disponíveis nas plantas 

são as cisteína, seguidas pelas serinas e depois aspártico proteases 

(TRONCOSO et al, 2022).  

As proteases são amplamente distribuídas nos seres vivos e representam 

aproximadamente 2% do genoma humano e 1-5% dos genomas de espécies 

infecciosas (PUENTE et al, 2003). Nas plantas, o gênero Arabidopsis codifica 

mais de 800 proteases, que estão difundidas em aproximadamente 60 famílias, 

que pertencem a 30 clãs diversificados (VAN DER HOORN, 2008). Os genes 

que representam essas famílias e sua distribuição são bem conservados dentro 

do reino vegetal (GARCÍA – LORENZO, 2006). 
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Diversos processos industriais utilizam mecanismos de quebra 

proteolítica feito por proteases, algumas das quais são extraídas de plantas. As 

preparações enzimáticas de extratos de plantas vem sendo usados em 

processos industriais há vários anos, mesmo antes de se ter conhecimento sobre 

a natureza metabólicas das enzimas. A maioria das proteases comerciais é 

obtida de fontes microbianas, mas enzimas vegetais tem ganhado cada vez mais 

notoriedade, com aplicações em processos industriais, biotecnológicos e 

farmacológicos (TROCOSO et al, 2022).    

 

Figura 2: Mecanismo de quebra enzimática  

 

Fonte: Adaptado de Van Der Hoorn, 2008 

 

As proteases aspárticas exercem suas atividades catalíticas em pH baixo 

e são menos abundantes em vegetais comparados as proteases de serina e 

cisteína (GONZÁLES-RÁBADE et al, 2011). As proteases aspárticas de 

organismos superiores incluem pepsinas, catapsinas e reninas. Diversas 

proteases aspárticas de plantas pertencem à família A1 com enzimas 

semelhantes à pepsinas de outras fontes e, contém dois resíduos de ácidos 

aspárticos e um resíduo de cisteína responsável pela sua atividade catalítica 

(SIMÕES e FARO, 2004). Nos vegetais as proteases aspárticas são 

responsáveis pela digestão de plantas carnívoras e degradação de proteínas em 
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diversas fases de desenvolvimentos, durante as respostas à estresses, defesa 

contra agentes patogênicos e senescência (GONZÁLEZ-RÁBADE et al, 2011). 

Na indústria de laticínios, a produção de queijo depende essencialmente 

da presença de proteases aspárticas no coalho, que demostram hidrólise 

especifica de proteínas, especialmente caseína. A principal aplicação das 

proteases aspárticas vegetais é na indústria de laticínios usadas como agentes 

coagulantes no processo de fabricação de queijos. Os coagulantes vegetais são 

utilizados como agentes coagulantes desde os primórdios da civilização. E assim 

como coagulantes provenientes de outras fontes, as proteases de plantas podem 

ser usadas no processamento de queijo, pois podem hidrolisar todas as caseínas 

alfa, beta e gama. E em consequência disso o queijo adquire sabor, textura e 

composições ideias e com grande demanda no mercado global (COELHO et al, 

2017).   

Aghamaali e colaboradores (2017) purificaram e caracterizaram uma 

protease aspártica proveniente do fruto Withania coagulans que demostrou uma 

atividade coagulante de leite bastante expressiva. As flores de Cynara 

cardunculus são tradicionalmente usadas como coagulante de leite em diversas 

regiões da Europa e África. Essas flores contêm proteases aspárticas com alta 

atividade coagulante de leite. Além disso, Emira e colaboradores (2018) 

liofilizaram flores de Cynara cardunculus e os resultados experimentais 

revelaram que as flores liofilizadas produziram coalho com melhores 

propriedades de coagulação.  

As proteases vegetais pertencentes ao grupo das cisteínas proteases 

possuem resíduos de cisteína e histidina, importantes no seu sitio ativo, e atuam 

principalmente no processo de mobilização, maturação, degradação de 

proteínas de armazenamento durante a germinação, manutenção e senescência 

celular (MARTINEZ et al, 2019). Papaína (E.C. 3.4.22.2), bromelaína (E. C. 

3.4.22.32) e ficina (E.C. 3.4.22.3) extraída respectivamente do mamão, abacaxi 

e figo, são as proteases vegetais mais conhecidas usadas pela indústria de 

alimentos, insumos farmacêuticos, preparação de compostos terapêuticos e 

produtos nutracêuticos (MAZORRA-MANZONANO et al, 2017). Outras cisteínas 

proteases vegetais bem descritas na literatura incluem a zingipaína (E.C. 

3.4.22.67), do rizoma do gengibre, e a acitinidina (kiwilin) do fruto do kiwi (Choi 
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et al.,1999, Ha et al., 2012; Teh et al., 2016). No entanto suas aplicações 

comercias ainda não foram descritas (DAVID TRONCOSO et al, 2022). 

Apesar da cisteínas proteases estarem presentes em maior quantidade 

na fisiologia das plantas, mais de 200 tipos de serina proteases são expressas 

pelo genoma vegetal. As serinas proteases possuem um resíduo de serina 

ativado, particularmente reativo em seu sitio catalítico. Estas enzimas estão 

envolvidas em diversos mecanismos metabólicos nas plantas como 

microsporogênese, simbiose, transdução de sinal, resposta hipersensível, 

diferenciação celular e senescência (MANZANO et al, 2017; MINAYA, 2012).  

A diversidade das propriedades distintivas das serinas proteases 

possibilitam essas enzimas como escolhas baratas para hidrolisar proteínas em 

vários seguimentos comerciais. Há vários anos são utilizadas na indústria de 

detergentes, alimentos, couro, têxtil, tratamento de água, recuperação de prata 

e farmacêutica (MATKAWALA et al, 2021). É sabido que as proteases da classe 

das cisteínas são amplamente utilizadas na indústria de alimentos e 

medicamentos. No entanto, suas reações catalíticas são afetadas pela oxidação 

do ar, íons metálicos, agentes redutores ou quelantes. Contudo, várias serino 

proteases, incluído proteases de plantas, não necessitam de nenhum cofator. 

Assim, elas são alternativas economicamente viáveis para aplicação na indústria 

(FEIJOO-SIOTA e VILLA, 2011).  

Uma serino protease alcalina termoestável isolada do sarcocarpo do fruto 

do melão, chamada cucumisina (EC 3.4.21.25) exibiu ter importante atividade de 

coagulação de leite em comparação com outras proteases de plantas como 

papaína e ficina (SILVA-LÓPES e GONÇALVES, 2019). Além disso, uma 

cucumisina-símile purificada das folhas de Solanum tuberosum (StSBTc-23) foi 

capaz de hidrolisar o fibrinogênio humano e produzir quebra do coágulo de fibrina 

dependente da dose. Além disso, esta enzima inibiu a agregação plaquetária e 

não exibiu atividade citotóxica em eritrócitos humanos in vitro em todas as 

concentrações testadas, sugerindo que (StSBTc–23) poderia ser avaliado como 

um agente no combate de distúrbio tromboembólicos (SILVA – LÓPES e 

GONÇALVES, 2019). 

A utilização de métodos bioquímicos em escalar industrial vem com o 

passar dos anos demostrando muita praticidade na obtenção de produtos de uso 
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cotidiano, de maneira mais econômica e ecologicamente correta. Apesar das 

proteases provenientes de microrganismos contribuírem com a maior 

percentagem do mercado destas enzimas produzida no mundo, as proteases 

purificadas de tecido vegetal também tem contribuindo expressivamente com o 

desenvolvimento da biotecnologia (MATKAWALA, et al, 2022). 

2.10 Tripsina 

 

 De todas as proteases descritas na seção anterior, temos as serino 

proteases, que possuem diversos trabalhos descritos na literatura, por serem 

responsáveis por vários processos fisiológicos nos seres vivos (GOHARA e DI 

CERA, 2011). As serino proteases são assim designadas por possuir um modelo 

catalítico em que há a participação de um resíduo de serina ativado no sitio 

catalítico (MINAYA, 2012). Além disso, enzimas agrupadas nessa família 

possuem em comum a participação dos aminoácidos histidina (His) e aspartato 

(Asp) no sitio ativo (YANG et al, 2015). A depender da especificidade com os 

seus substrato, as serino proteases podem ser divididas em três subfamílias: 

tripsina, quimotripisina e elastase (Figura 4) (YANG et al, 2015). 

A tripsina possui um resíduo de aspartato com carga negativa presente 

no sitio catalítico da enzima, pelo qual favorece a hidrólise de ligações peptídicas 

na região carboxiterminal de resíduos de lisina (Lys) e arginina (Arg), 

aminoácidos estes com carga positiva (Figura 3A). A quimotripisina atua 

particularmente em resíduos hidrofóbicos como o triptofano (Trp), fenilalanina 

(Phe) e tirosina (Tyr) (Figura 3B). Por fim, o tipo elastase, que por possuir um 

sitio ativo menor em relação ao sitio catalítico da tripsina e quimotripisina, atua 

essencialmente em aminoácidos menores como alanina (Ala), glicina (Gly) e 

valina (Val) (Figura 3C) (YANG, 2015). 
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Figura 3: Subdivisão das serino proteases  

 

 

Fonte: Adaptado de Yang 2015.   

 

 O mecanismo catalítico envolvendo serino proteases pode ser visto na 

Figura 4. O mecanismo ocorre inicialmente com o ataque nucleofílico promovido 

pelo resíduo de serina 195 ao grupo carbonila da ligação peptídica do substrato. 

Esse processo é facilitado pela histidina 57, que retira um próton do grupo 

hidroxila da serina 195 tornando este oxigênio com carga parcialmente negativa. 

Ao passo que o substrato interage com a tríade catalítica, o oxigênio da hidroxila 

promove um ataque nucleofílico ao grupo carbonila, formando um intermediário 

tetraédrico e, o oxigênio da carbonila adquire carga parcial negativa. Esta carga 

é estabilizada por efeito de ligações de hidrogênio presentes no bolsão da 

enzima chamado de oxiânion. O intermediário produzido possui vida curta e, ao 

restabelecer a ligação dupla da carbonila, levara ao colapso do intermediário 

tetraédrico e a formação do complexo acil-enzima. A água presente no sítio ativo 

é desprotonada, onde a hidroxila efetua um novo ataque nucleofílico ao carbono 

carbonílico, seguido pela nova protonação da cadeia lateral de histidina, que leva 

formação mais uma vez do intermediário tetraédrico. Por fim a ligação dupla é 

reestabelecida, possibilitando que a enzima exerça uma nova reação (STRYER 

et al, 2006).           

 

 

 

 

A   Tripsina B   Quimotripisina C   Alastase 
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Figura 4 – Mecanismo de hidrólise de serino proteases  

                     

Fonte: MURE, 2014 

 

 As tripsinas são enzimas digestivas purificadas de diferentes espécies, 

em animais superiores são excretadas pelo pâncreas, na forma de pró-enzima, 

denominada tripsinogênio (zimogênio). O tripsinogênio bovino é uma molécula 

formada por uma única cadeia polipeptídica de 229 aminoácidos estruturada por 

seis pontes dissulfetos. No processo digestivo de mamíferos, quando os 

alimentos previamente hidrolisados pela enzima pepsina chegam ao intestino, 

ocorrem a liberação do tripsinogênio que posteriormente sofre a ação de 

enteropeptidases que age removendo o hexapeptídeo na extremidade N-

terminal H2N-Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys liberando a forma ativa da molécula, a 

tripsina, que em sua forma ativa dará continuidade ao processo de degradação 

das proteínas previamente digeridas (DEVLIN, 2011; BERG; STRYER; 

TYMOZKO, 2007).  

Além disso, a tripsina também é responsável pela ativação de outras 

enzimas envolvidas nos processos metabólicos, como a conversão do 
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quimotripsinogênio em quimotripisina, a ativação da elastase pancreática e das 

carboxipeptidases A e B (DEVLIN; TOMA 2007). 

A estrutura tridimensional da tripsina consiste em duas alfa-hélices e dois 

barris-beta com seis fitas cada um deles (figura 5), nos quais se encontra a sua 

tríade catalítica serina (Ser), histidina (Hist) e Aspartato (Asp). Além disso, sua 

cadeia polipeptídica é composta por dois outros sítios: um de reconhecimento do 

substrato aspartato (Asp), Glycina (Gly) e (Gly); um de ligação ao íon cálcio 

glutamina (Glu), asparagina (Asn), valina (val), glutamina (Glu) e (Glu) e um de 

autólise formado por arginina (Arg) e lisina (Lis) (BODE e SCHWAGER, 1975; 

KISHIMURA, 2008).  

Figura 5: Estrutura geral da tripsina              

 

Fonte: SHRODER LEIROS et al, 2000 

 

 Para saber se uma determinada enzima de interesse está presente uma 

amostra é necessário algum método que possibilite sua detecção de forma 

específica. Um dos métodos utilizados em atividades enzimáticas é o uso de 

substratos cromogênicos, que são moléculas que mimetizam os substratos 

naturais das enzimas e, que ao serem clivados, liberam grupos que podem ser 

detectados devido a uma mudança de cor. A atividade tripsínica é determinada 

usando o substrato sintético, N-benzoil-L-arginina-p-nitroanilida (BApNA). O 
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BApNA é formado por um agente cromóforo, p-nitroanilida (pNA), ligado 

covalentemente a um aminoácido. Em solução é incolor, mas quando se aplica 

a tripsina ao meio reacional, a mesma interage com o grupo carbonila do 

substrato cromogênico, como ilustrado na Figura 6, liberando o grupo p-

nitroanilida, que absorve luz no comprimento de onda em torno de 410 nm, 

enquanto emite a cor amarela na solução enzimática, como resposta positiva à 

presença da enzima (ERLANGER et al., 1961).  

 

Figura 6 -  reação de hidrólise do BApNA catalisada pela tripsina.  

 

 

 

Fonte: HINTERWIRTH et al, 2012.  

 

 A tripsina, por estar envolvida em diversos processos metabólicos de 

diversos seres vivos, pesquisas destinadas ao isolamento e caracterização 

dessas enzimas tem crescido de forma vertiginosa. Além da purificação, estudos 

mais detalhados puderam determinar importantes características em relação à 

sua estrutura primária, uma grande elucidação referentes a suas atividades, 

assim como estudos destinados aos processos catalíticos desta enzima 

(SANTOS, 2020).  
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2.11 Leucaena leucocephala 

 

O gênero Leucaena é atribuída aos indivíduos vegetais que estão 

inseridos na família Fabaceae e subfamília Mimosoidae com um número descrito 

em 32 espécies. A Leucaena leucocephala (Lam.), Acacia leucocephala (Lam.), 

Mimosa leucocephala (Lam) e Leucaena glabata (Rose) são os membros mais 

expressivos desse gênero (PANDEY e KUMAR, 2013). L. leucocephala é uma 

planta nativa da região central das Américas, especificamente, originária do 

estado mexicano Yucután, na Península do México. Posteriormente, foi 

disseminada em diversas partes do globo, incluindo África, Ásia, Oriente Médio, 

Ásia Indiana, América e Australásia (HOLM et al, 1979). No Brasil, a espécie L. 

leucocephala foi introduzida em meados da década de 1940, com o nome 

popular de leucena, no intuito de fornecer madeira, forragem e restaurar áreas 

degradadas (ALVES et al., 2014; FRANCO e SOUTO, 1986). 

Definitivamente, a variedade morfológica e ecofisiológica dentro do 

gênero foi estabelecido com grande capacidade de cruzamento entre espécies 

e, proveniente de uma ampla variedade de aperfeiçoamento genético; ocorrido 

de forma reprodutiva de modo natural e, também via hibridização artificial 

interespecífica, assim como o desenvolvimento genético melhorado das 

sementes (ABAIR et al, 2019). 

A hibridização interespecífica possibilita aos melhoristas de plantas 

introduzir genes ausentes na espécie de interesse ou de agrupa genótipos de 

espécies diferentes, no intuito de produzir novos indivíduos, seguindo a seleção 

e melhoramento genético (BRUCNER, 2008). A hibridização programada 

aplicada no desenvolvimento de novas plantações de Leucaena foi realizada 

com as seguintes características: forragem com menos quantidade de mimosina, 

resistência a solos ácidos, tolerância ao frio, maior produção de polpa seguido a 

relação madeira/biomassa, resistente a psilídeo e esterilidade (DALZELL, 2019).  

O desenvolvimento ótimo da L. leucocephala ocorre em locais onde se 

quantificam uma média anual de aproximadamente 1500 mm de chuva, com 

estações secas de quatro meses (VAN DEN BELDT e BREWBARKER,1985) e, 

médias anuais de temperaturas entre 25º C a 30º C (ALLEN e ALLEN, 1981). É 

importante frisar que o gênero leucaena possui tolerância a uma ampla 
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variedades de solos (National Academy of Sciences,1980) o melhor crescimento 

acontece em direção a luz solar em solos bem drenados, moderadamente 

alcalinos (pH 7.5) ou em solo levemente ácido (pH 6,0), com baixa salinidade 

(TOMAR e GUPTA, 1985). 

Leucena é uma árvore arbustiva sem espinho, com altura que chegam 

atingir até 8m de altura e raízes profundas. As folhas são salteadas, bipinadas 

com 25 cm de comprimento com 12 a 18 pares de minúsculas folhas, de 

pedúnculo curto, contínuos ou contínuos oblongos, agudos, de cores opacas 

verde-acinzentadas, lisas, de 10-15 mm por 3-4 mm de largura, figura 7 F. As 

flores são diversas, de branco a branco amarelado, com o formato de cabeças 

globosas axilares, figura 7 A (LIM, 2012).  

A fruta é uma vagem com aparência de tira delgada, com 12-14 cm de 

comprimento por 1,5 cm de largura. Quando jovem, apresenta cor verde clara, 

posteriormente adquire cor marrom e seca quando atinge a maturidade, 

contendo de 15-30 sementes, figuras 7 C e D. As sementes são normalmente 

ovais-oblongas, delgadas, de 6 a 10 mm de comprimento, vividamente verdes 

quando imatura e apresentado cor marrom-escura quando madura, figuras 2 B 

e C (LIM, 2012). Normalmente, as flores e os frutos estão presentes nas arvores 

em diversas fases de desenvolvimento ao mesmo tempo (PANDEY E KUMAR, 

2013). 

A L. leucocephala é também conhecida como árvore milagrosa, devido a 

diversos benefícios da utilização de suas partes. É utilizada na forragem, 

madeiramento e alimentação (ZAYED et al, 2018). Animais ruminantes que 

foram alimentados com L. leucocephala apresentaram aumento na produção de 

leite e melhor desenvolvimento, e consequente ganho de massa corpórea 

(NUGROHO et al, 2019). Diversas partes da planta pode ser utilizada na 

alimentação humana. As vagens jovens são cozidas como vegetais e as 

sementes são torradas e usadas como substituto do café nas Filipinas (ZAYED 

et al, 2016). 
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Figura 7: Descrição de diferentes partes da planta Leucaena 

leucocephala.  

  

 

              

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024 

 

Em relação ao seu valor nutricional, A leucena é uma importante fonte de 

proteínas e β-caroteno. Além disso também é rica em aminoácidos essenciais 

como, arginina, alanina, cisteína, ácido glutâmico, metionina, isoleucina, leucina, 

fenilalanina e histidina. Essa planta é uma relevante fonte mineral, como cálcio, 

fósforo e outros disponíveis dependendo da disponibilidade no solo (D`MELLO 

e THOMAS, 1977; SCAPINELLO et al, 2000; VIETMEYER et al, 1977; 

FIGUEREDO et al, 2019; LOU et al, 2019; VERMA et al, 2018). As sementes 

também são ricas em lipídios tendo como principais componentes os ácidos 

palmíticos, esteáricos, beênico, lignocérico, oleico e linoleico (DIJKIMAN, 1950; 

NEHDI et al, 2014) e, elas também são usadas como vermífugos (ADEMOLA e 

IDOWU, 2006; ATHANASIADOU et al, 2001). As folhas são ricas em proteínas 
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e possuem 3% de taninos, caroteno, mimosina, 3-4% de flavonol glicosídeos, 

18,6% de carboidratos totais, 1% de amido, 2,8% de oligossacarídeos totais, 

4,2% de açúcares redutores, 1,2% de sacarose e 0,6% de refinose (LOWRY et 

al 1984; KALE, 1987; SINGH et al, 2014). 

Apesar de a leucena possuir muitos constituintes nutricionais que são 

benéficos para a saúde, ela também contém um aminoácido toxico não proteico 

(β-[N-(3-hidroxi-4-piridona)]-α-ácido aminopropiônico) estruturalmente mais   

semelhante ao DOPA do que à tirosina ou fenilalanina, conhecido como 

mimosina (HEGARTY et al, 1964;THOMPSON et al, 1969). Devido as forças 

intermoleculares possui um alto valor de ponto de fusão (227º C-228º C) 

(MOSTAD et al., 1973). Há diversos trabalhos reletando os aspectos referentes 

à química, biossíntese, regulação e degradação da mimosina (NGUYEN e 

TAWATA, 2016).  

Diversos grupos de pesquisa têm trabalhado em soluções que 

implementam o uso da leucena e supere suas limitações devido à presença de 

mimosina. As folhas podem ser submetidas a tratamento térmico por calor ou 

temperatura com consequente redução significativa na concentração de 

mimosina (HEGARTY et al, 1964; AKBAR e GUPTA, 1984; BERGE e CURRAN, 

1981; CHANCHAY e POOSARAN, 2009).  

Além disso, acredita-se que o processo de cozimento ou imersão da 

planta em água quente, assim como o tratamento em autoclave, são mais 

eficiente que o uso de calor seco (WEE e WANG, 1987; KALE, 1987; SETHI, 

1989; MALI et al, 1990; TER MEULEN, 1979). Estudo com método de ensilagem 

demostrou ser eficiente na remoção de mimosina (CHEN et al, 2014; 

PHESATCHA e WANAPAT, 2016). A remoção de mimosina também pode ser 

realizada com o uso de acetato de sódio 0,05N ou ureia e bicarbonato de sódio, 

capazes de extrair altas porcentagens deste aminoácido de até 80% e 88%, 

respectivamente (HOSSAIN et al, 1991; HOGO et al, 1988). Outra possibilidade 

é a criação de híbridos de leucena modificados geneticamente o que possibilita 

a produção de espécies com baixos índices de mimosina (TAGENDJAJA et al, 

1984). 

Além da sua importância como fonte alimentar, a leucena também possui 

propriedades medicinais. A casca e as raízes são usadas na medicinal 
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comunitária e as raízes tem propriedades emenagógicas e abortivas 

(STANDLEY, 1922). Os componentes fotoquímicos podem ter usos potenciais 

nutracêuticos, como antidiabéticos (MEENA DEVI et al, 2013; 

CHOWTIVANNAKUL et al, 2016; WAN NADILAH et al, 2019); anticâncer; 

antimetastático (SHE et al, 2017) antibacteriano (ROSIDA et al, 2018) e anti-

helmíntico (WAN NADILAH et al, 2019).    

Foi descrita que a goma da casca de L. leucocephala pode ser utilizada 

como desintegrante na formulação de comprimidos e também usada na 

fabricação de papel (LOPEZ et al, 2008). Pode também ser usada na 

fitorremidiação e revegetação de locais degradados e áreas contaminadas (LINS 

et al 2006). 

Diferentes grupos de pesquisa ao longo do últimos anos, tem contornado 

as limitações do uso de mimosina devido a sua toxicidade e, descobriu-se que 

esse metabólico secundário possui diversas aplicações terapêuticas, tais como 

atividades anticancerígenas, anti-enflamatórias, anti-fibrose, anti-influeza, anti-

vírus, atividade herbicidas e inseticidas. Além disso, a mimosina é alvo na 

produção de inibidores específicos da quinase 1 ativada por RAC/CDC42 (PAK1) 

para a terapia de diversas doenças/distúrbios, porquer PAK 1 não é relevante 

para o crescimento de células normais. Há relatos de aplicação de mimosina no 

tratamento de glioma malignos, na odontologia regenerativa e na fitorremediação 

(NGUYEN e TAWATA, 2016).  
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 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral  

Caracterizar a atividade enzimática da serino protease presente no extrato 

bruto das sementes da L. leucocephala e avaliar a possível aplicação como um 

novo coagulante de leite.    

3.2 Objetivos específicos  

 Identificação taxonômica da espécie; 

 Determinar a atividade proteolítica no extrato bruto;  

 Avaliar o efeito da maturação das sementes na atividade 

proteolítica;  

 Avaliar a influência da temperatura e do pH na atividade 

proteolítica;  

 Realizar teste de inibição;  

 Avaliar a influência de íons metálicos, solvente orgânico e 

detergentes   na atividade proteolítica 

 Avaliar a atividade coagulante do extrato bruto em preparações de 

leite bovino desnatado;  

 Determinar o efeito da temperatura na coagulação do leite; 

 Determinar o efeito da concentração de proteínas na coagulação 

do leite; 

 Determinar o efeito dos íons Ca2+ na coagulação do leite; 

 Determinar o efeito do tempo na coagulação do leite; 
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 METODOLOGIA   

4.1 Obtenção das sementes e Identificação da espécie L. 

leucocephala 

 

As sementes foram coletadas da leguminosa L. leucocephala encontrada 

na Universidade Federal de Alagoas, no Campus A. C. Simões, localizada na 

cidade de Maceió/AL (Latitude: - 9,5573 e Longitude: - 35,77411). Após a 

autorização de coleta/transporte de material botânico concedido pelo Sistema de 

Autorização e informação de Biodiversidade (SISBIO) do Ministério do Meio 

Ambiente do Brasil sob o número 81042, no mês de dezembro 2019. O material 

foi acondicionado em embalagens lacradas e conduzidas ao Laboratório de 

Bioquímica Metabólica - LBM, vinculado ao Instituto de Ciências Farmacêuticas 

- ICF da Universidade Federal de Alagoas – UFAL, para realização das análises. 

Após a coleta das sementes necessárias para realização das análises 

iniciais, separou-se uma amostra da espécie vegetal para testes de identificação 

e disposição de exemplar no repositório do Herbário MAC do Instituto do Meio 

Ambiente (IMA) do Estado de Alagoas. A planta selecionada apresentava todas 

as suas estruturas morfológicas (caule, vagem, folhas e flores) necessárias para 

o processo de identificação, com o número de tombamento 65104. 

Para o desenvolvimento da pesquisa, essa foi cadastrado no Sistema 

Nacional de Gestão de Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado (SisGen) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil sob o número de 

cadastro AE02540.     

4.2 Preparo do extrato bruto das sementes L. leucocephala 

 

Para o preparo do extrato bruto da espécie L. leucocephala foram 

selecionadas sementes em diferentes estágios de maturação. As sementes 

foram pesadas separadamente em balança semi-analítica (Shimadzu BL320H) 

(17,5g) e posteriormente trituradas a seco em liquidificador semi-industrial. Em 

seguida 10g de pó foi colocado contra 30mL do tampão Tris – HCl, 50mM, pH 

8,0. Para esse procedimento o material foi agitado numa placa agitadora 

magnética durante 24h em baixa rotação a 4,0ºC, para possibilitar uma maior 

integridade estrutural das proteínas extraídas das sementes. Ao término do 
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procedimento, o material particulado foi centrifugado em 10.000 rpm por 15 min 

para separação de partículas insolúveis e, o sobrenadante empregado nas 

demais análises experimentais.  

 

 

4.3 Ensaios enzimáticos 

 

4.3.1 Efeito de diferentes substratos na atividade proteolítica do extrato 

bruto da espécie L. leucocephala   

Como forma de confirmação da presença de enzimas proteolíticas no 

extrato bruto obtido a partir das sementes da planta L. leucocephala, realizou –

se um ensaio enzimático com diferentes substrato: BApNA (N-a-benzoyl-L-

arginine-p-nitroanilida), SAAPFpNA (N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida), 

SAAPLpNA (N-succinil-Ala-Ala-Pro-Leu-p-nitroanilide). O BApNA, SAAPFpNA e 

SAAPLpNA foi preparado separadamente em DMSO na concentração de 50mM. 

Nessa reação, um dos produto da hidrolise do BApNA, SAAPFpNA e SAAPLpNA 

é o p-nitroanilida, em que a cor amarela é analisada a 410nm.  

Em cada reação enzimática 8 µg/mL de extrato bruto enzimático foi 

adicionado a 110µL de tampão (Tris-HCl, pH 8.0, 50mM) com 30µL de solução 

reveladora. A reação foi realizada a 37ºC e o tempo de incubação foi de 60min. 

Para finalização do experimento, utilizou – se a adição 150µL de ácido cítrico a 

20% (m/v). A atividade enzimática foram determinada pela formação do produto 

p-nitroanilida, através da medida de absorbância a 410nm. Utilizando-se para 

cálculos de atividade o coeficiente de extinção molar de 8800M-1.cm-1 para o p-

nitroanilida (BUDATHA et al, 2008).     

A solução reveladora contendo BApNA é composta por 4µL de BApNA 

50mM + 96µL de tampão Tris-HCl, pH 8.0, 50mM. A solução reveladora 

contendo SAAPFpNA é composta por 4µL SAAPFpNA a 50mM + 96µL de 

tampão Tris-HCl, pH 8.0, 50mM. Assim como, a reação com SAAPLpNA é 

formado por 4µL SAAPLpNA a 50mM + 96µL de tampão Tris-HCl, pH 8.0, 50mM.             

4.3.2 Efeito da concentração do extrato bruto da espécie L. leucocephala 

na hidrólise do substrato BApNA (N-a-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide). 
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Neste ensaio, a atividade enzimática foi avaliada em função da 

concentração de proteínas presente no extrato bruto. Em cada reação 

enzimática diferentes concentração de proteínas (0.4µg/mL, 2µg/mL, 4µg/mL, 

6µg/mL, 8µg/mL) foram adicionado a 110µL de tampão Tris-HCl, 50mM, pH 8.0 

com 30µL de solução reveladora (4µL de BApNA a 50mM + 96µL de tampão 

Tris-HCl, 50mM, pH 8.0). A reação foi realizada a 37ºC e o tempo de incubação 

foi de 60min. Para finalização do experimento, utilizou – se a adição 150µL de 

ácido cítrico a 20% (m/v). A atividade enzimática foram determinada pela 

formação do produto p-nitroanilida, através da medida de absorbância a 410nm. 

Utilizando-se para cálculos de atividade o coeficiente de extinção molar de 

8800M-1.cm-1 para o p-nitroanilida. 

4.3.3 Efeito da maturação das sementes da espécie L. leucocephala na 

atividade proteolítica 

 

 Como forma de avaliar o efeito da maturação das sementes na atividade 

enzimas proteolíticas, realizou – se protocolo experimentais de forma a comparar 

as sementes de L. leucocephala em diferentes estágios de maturação, as quais 

foram chamadas como sementes verdes e sementes maduras. Para esse 

procedimento, foi necessário a obtenção de novos extratos, com sementes 

previamente selecionadas. Para o preparo dos extratos, 8,5g de sementes 

maduras e 8,5g de sementes verdes foram pesadas em balança semi-analítica 

(Shimadzu BL – 320H) e preparadas separadamente. As sementes foram 

trituradas utilizando tesoura, graal e pistilo. Em seguida, submetida a agitação 

em tampão de extração Tri- HCl 50 mM pH 8,0 (30 mL) por 24h. O homogenato 

foi centrifugado durante 15 min por 10.000 rpm e, o sobrenadante final foi usado 

nas análises experimentais. A reação foi iniciada pela edição do substrato e a 

atividade determinada como descrito no item 4.3.1, para o substrato BApNA.     
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4.3.4 Efeito do tempo de incubação na atividade proteolítica do extrato 

bruto da espécie L. leucocephala. 

 

O efeito do tempo de incubação na atividade enzimática foi determinado 

no período de 10, 20, 30, 40, 50 e 60min. A reação foi iniciada pela adição do 

substrato e o tempo de incubação ocorreu como descrito anteriormente, a 

atividade enzimática foi determinada como descrita no item 3,4,1 para o 

substrato BApNA.  

 

4.3.5 Efeito da temperatura ótima e estabilidade térmica na atividade 

proteolítica do extrato bruto da espécie L. leucocephala. 

Para verificar a temperatura ótima da atividade enzimática do extrato 

obtido das sementes de L. leucocephala foi determinado em diferentes intervalos 

de temperaturas: 10º C, 20º C, 30º C, 40º C, 50º C, 60º C e 70º C. A reação foi 

iniciada pela edição do substrato e a temperatura de incubamento ocorreu como 

descrito anteriormente e, a atividade foi determinada como descrito no item 4.3.1, 

para o substrato BApNA.   

 A estabilidade térmica foi analisada inicialmente encubando a enzima em 

diferentes temperaturas 10º C, 20º C, 30º C, 40º C, 50º C, 60º C e 70ºC, por 

60min, após o período de incubação, a reação foi iniciada pela adição do 

substrato e a atividade enzimática foi determinada como descrita no item 3,4,1 

para o substrato BApNA.  

4.3.6 Efeito do pH ótimo e estabilidade em pH na atividade proteolítica 

do extrato bruto da espécie L. leucocephala. 

 

Para determinação do pH ótimo, foi avaliado o tamponamento com maior 

atividade enzimática do extrato obtido das sementes da L. leucocephala. Os 

sistemas tampões escolhidos foram: ácido acético (pHs 4 e 5), ácido fosfórico 

(pHs 6, 7, 11 e 12), Tris – HCl (pH 8,0) e glicina (pHs 9 e 10) todos na 

concentração de 100mM. Em cada reação enzimática 8 µg/mL de extrato bruto 

enzimático foi adicionado a 110µL de tampão anteriormente descrito com 30µL 

de solução reveladora (4µL de BApNA a 50mM + 96µL de tampão Tris-HCl, 

50mM, pH 8.0). A reação foi realizada a 37ºC e o tempo de incubação foi de 



55 

 

60min. Para finalização do experimento, utilizou – se a adição 150µL de ácido 

cítrico a 20% (m/v). A atividade enzimática foram determinada pela formação do 

produto p-nitroanilida, através da medida de absorbância a 410nm. Utilizando-

se para cálculos de atividade o coeficiente de extinção molar de 8800M-1.cm-1 

para o p-nitroanilida.     

A estabilidade em pH foi analisada com os mesmo tampões descrito 

acima, inicialmente 8 µg/mL do extrato bruto enzimático é encubado com 50µL 

dos respectivos tampões acima citados por 60min, após o período de encubação 

foi adicionado 100µL de tampão do pH ótimo (glicina 100mM, pH 9,0) e 30µL de 

solução reveladora (4µL de BApNA a 50mM + 96µL de tampão Tris-HCl, 50mM, 

pH 8.0), a reação foi novamente encubada por 60min e encerrada com 150µL 

de solução de ácido cítrico a 20%(m/v). A atividade enzimática foram 

determinada pela formação do produto p-nitroanilida, através da medida de 

absorbância a 410nm. Utilizando-se para cálculos de atividade o coeficiente de 

extinção molar de 8800M-1.cm-1 para o p-nitroanilida. 

 

4.3.7 Efeito de diferentes inibidores na atividade proteolítica do extrato 

bruto da espécie L. leucocephala 

 

A ação catalítica de protease presente no extrato bruto das sementes da 

espécie L. leucocephala foram avaliados na presença de diferentes inibidores: 

Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF) (5mM), 2 – Mercaptoethanol (5mM), 

Dithiothreitol (DTT) (5mM), Ácido Etilenodiaminotetracético (EDTA) (5mM), 

Benzamidina (5mM) e Soybean trypsin Inhibitors (SBTI) (1mg/mL). Neste ensaio, 

8 µg/mL de extrato bruto enzimático foi encubado com os inibidores por 30min 

na temperatura ambiente, após esse período de incubação a atividade 

enzimática foi determinada como descrita no item 3,4,1 para o substrato BApNA.  

 

4.3.8 Efeito dos íons metálicos na atividade proteolítica do extrato bruto 

da espécie L. leucocephala 

 

A atividade catalítica de protease presente no extrato bruto das sementes 

da espécie L. leucocephala foi analisada quanto a influência de íons metálicos: 
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Na+, Ka+, Cu2+, Mn2+, Mg2+ e Ca2+ na concentração de 10mM. Nas reações 

enzimáticas foram adicionados de 8 µg/mL extrato bruto enzimático, 50µL de 

solução de metais, 60µL de tampão glicina 100mM, pH 9.0. A reação foi 

encubada por 30min, após estes tempo decorrido foi adicionado 30µL de solução 

reveladora (4µL de BApNA a 50mM + 96µL de tampão Tris-HCl 50mM, pH 8.0) 

e encubada por 60min a 40Cº e, encerrada com 150µL de solução de ácido 

cítrico a 20%(m/v).  A atividade enzimática foram determinada pela formação do 

produto p-nitroanilida, através da medida de absorbância a 410nm. Utilizando-

se para cálculos de atividade o coeficiente de extinção molar de 8800M-1.cm-1 

para o p-nitroanilida.   

 

4.3.9 Efeito dos solventes orgânicos na atividade proteolítica do extrato 

bruto da espécie L. leucocephala 

 

A atividade enzimática presente no extrato bruto das sementes da espécie 

L. leucocephala foi analisada quanto a influência de solventes orgânicos: 

metanol, etanol, isopropanol, tec-butanol, DMSO, propanona, acetonitrila. Todos 

os solventes orgânicos estavam na concentração de 50% (v/v). Nas reações 

enzimáticas foram adicionado 8 µg/mL de extrato bruto enzimático, 50µL de 

solvente orgânico e 70µL de tampão glicina 100mM, pH 9.0. A reação foi 

encubada por 30min. Após passado esse período de tempo, foi adicionado 30µL 

de solução reveladora (4µL de BApNA a 50mM + 96µL de tampão Tris-HCl, 

50mM, pH 9.0) e encubada por 60min a 40º C. A reação foi finalizada com 150 

µL de ácido cítrico a 20% (m/v). A atividade enzimática foram determinada pela 

formação do produto p-nitroanilida, através da medida de absorbância a 410nm. 

Utilizando-se para cálculos de atividade o coeficiente de extinção molar de 

8800M-1.cm-1 para o p-nitroanilida. 

 

4.3.10 Efeito dos detergentes na atividade proteolítica do extrato bruto da 

espécie L. leucocephala 

 

A atividade enzimática presente no extrato bruto das sementes da espécie 

L. leucocephala foi analisada quanto a influência de detergentes: tween 40, 
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tween 80 e triton x – 100. Os detergentes foram testados nas concentrações de 

0,1%, 1% e 10%(m/v), respectivamente. Nas reações enzimáticas foram 

adicionado 8 µg/mL de extrato bruto enzimático, 110µL de solução detergente 

(detergente + tampão glicina 100mM, pH 9.0). A reação foi encubada por 30min. 

Após passado esse período de tempo, foi adicionado 30µL de solução 

reveladora (4µL de BApNA + 96µL de tampão glicina 100mM, pH 9.0) e 

encubada por 60min a 40Cº. A reação foi finalizada com 150µL de ácido cítrico 

a 20% (m/v). A atividade enzimática foram determinada pela formação do 

produto p-nitroanilida, através da medida de absorbância a 410nm. Utilizando-

se para cálculos de atividade o coeficiente de extinção molar de 8800M-1.cm-1 

para o p-nitroanilida.     

 

4.4 Teste de coagulação de leite desnatado 

 

4.4.1 Efeito do período de encubação na atividade coagulante do leite 

em pó reconstituído pelo extrato bruto das sementes da espécie L. leucocephala    

 

A investigação da atividade coagulante do extrato enzimático das 

sementes de L. leucocephala foi analisada no período (60, 120, 180, 240, 300 e 

360min) necessário para formação do coágulo na solução de leite bovino em pó 

desnatado. Essa metodologia foi ajustada a partir do descrito por Arima et al 

(1970), elaborada com uma solução de leite em pó desnatado a 10% (m/v), 

contendo 10mM de cloreto de cálcio e, o pH ajustado para 6.5 com HCl a 5M. 

Para os ensaios de coagulação foram tomadas alíquotas de 500µL de leite em 

pó desnatado reconstituído, distribuídos em triplicatas, os quais foram mantidos 

por 10 min a 37ºC e 50Cº em banho maria. Em seguida, adicionou-se 0,1mg/mL 

de extrato bruto enzimático à solução de leite e incubou novamente o meio 

reacional a 37Cº e 50Cº. Posteriormente, a reação foi centrifugada por 2min a 

10.000 rpm, onde foi observado o momento exato em que acontecia a total 

coagulação do leite. 
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4.4.2 Efeito da concentração proteíca na atividade coagulante do leite 

em pó reconstituído pelo extrato bruto das sementes da espécie L. leucocephala   

 

 Como forma de avaliar o efeito da concentração enzimática do extrato 

bruto das sementes da espécie L. leucocephala na coagulação de leite em pó 

reconstituído, realizou-se ensaio enzimático em diferentes concentrações 

proteicas (0,00312mg, 0,00625mg, 0,0125mg, 0,025mg, 0,050mg e 0,1mg/mL) 

do extrato bruto. A solução de leite foi preparada com leite em pó desnatado a 

10% (m/v), contendo 10mM de cloreto de cálcio e, o pH ajustado para 6.5 com 

HCl diluído. Para os ensaios de coagulação foram tomadas alíquotas de 500µL 

de leite em pó desnatado reconstituído, distribuídos em triplicatas, os quais foram 

mantidos por 10min por 50Cº em banho maria. Em seguida, adicionou-se 

concentrações acima descrita de extrato proteico e incubou por 180min a 50Cº. 

Posteriormente, a reação foi centrifugada por 2min a 10.000 rpm, onde foi 

observado a total formação do coágulo de leite.  

 

4.4.3 Efeito da concentração do cálcio na atividade coagulante do leite 

em pó reconstituído pelo extrato bruto das sementes da espécie L. leucocephala 

 

Como forma de avaliar o efeito da concentração de cálcio na atividade 

coagulante de leite do extrato bruto das sementes da espécie L. leuchocephala, 

realizou – se ensaio enzimático em diferentes concentrações de cálcio (2mM, 

4mM, 6mM, 8mM e 10mM). A solução de leite foi preparada com leite em pó 

desnatado a 10% (m/v), sem a presença de cloreto de cálcio e, o pH ajustado 

para 6.5 com HCl a 5M. Para os ensaios de coagulação foram tomadas alíquotas 

de 500µL de leite em pó desnatado reconstituído, distribuídos em triplicatas, os 

quais foram mantidos por 10min por 50Cº em banho maria. Em seguida, 

adicionou-se 0,1 mg/mL de extrato bruto   enzimático mais concentrações acima 

descrita de cloreto de cálcio e incubou por 180min a 50º C. Posteriormente, a 

reação foi centrifugada por 2min a 10.000 rpm, onde foi observado a total 

formação do coágulo de leite. No ensaio enzimático as amostra sem cloreto de 

cálcio foi tomado como controle negativo.    

 



59 

 

4.4.4 Teste de coagulação de leite integral pasteurizado pelo extrato 

bruto das sementes da espécie L. leucocephala   

 

As mesmas condições imposta no experimento realizado com o leite em 

pó desnatado bovina foram reproduzida com leite integral pasteurizado, em que 

o pH foi ajustado para 6.5 e, adicionado cloreto de cálcio a 10mM. Para os 

ensaios de coagulação foram tomadas alíquotas de 500µL de leite integral 

pasteurizado, distribuídos em triplicatas, os quais foram mantidos por 10min por 

50º C em banho maria. Em seguida, adicionou-se 0,1mg/mL de extrato 

enzimático e encubou por 180min a 50º C, onde foi observado a total formação 

do coagulo de leite.  

4.4.5 Efeito da estabilidade térmica 

 

A Enzimas são macromoléculas formadas por ligações pépticas que 

podem sofrer mudança conformacional com perda da atividade catalítica, devido 

a alguns fatores, dos quais enfatizamos alterações rápidas na temperatura. 

Devido a isto, optamos por reproduzir estas análises no processo de coagulação 

do leite, em que 0,2mg/mL extrato bruto foi distribuído em duplicata e 

previamente aquecido por 15min a 100ºC, com o intuito de provocar perda da 

ação catalítica (desnaturação) da enzima. No controle positivo, utilizou-se 

0,2mg/mL de extrato bruto também distribuído em duplicata que não foi aquecido 

previamente. A solução de leite foi preparada com leite em pó desnatado a 10% 

(m/v), contendo 10mM de cloreto de cálcio e, o pH ajustado para 6.5 com HCl a 

5M. Para os ensaios de coagulação foram tomadas alíquotas de 1000µL de leite 

em pó desnatado reconstituído, os quais foram mantidos por 10min por 37º C 

em banho maria e seguida incubou com as amostras por 360min a 37º C. 

 

4.5 Eletroforese SDS-PAGE  

 

As eletroforeses foram realizadas a voltagem constante, em gel de 

poliacrilamida com dodecil-sulfato de sódio (SDS-PAGE) 12 e 15%, usando 5% 

e 12% (m/v) para os géis de empilhamento e separação respectivamente 

(LAEMMLI, 1970). Ao fim, o gel foi mergulhado em 0.2% Coomassie Brilliant Blue 
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G-250 em H2O: Metanol (1:1), e posteriormente lavado com solução descorante 

(50% metanol e 10% ácido acético).  

 

4.6 Cálculo da atividade coagulante 

 

 Para o cálculo da atividade foi levada em consideração a subsequente 

equação: MCA (U/ml) = [(2400xV)/t]xv. Em que “V” é o volume do leite em mL, 

“refere – se ao tempo de coagulação em segundo e “v” é o volume da extração 

enzimática usadas em mL 

. 

4.7 Determinação da concentração da proteína L. leucocephala  

 

A concentração da proteína foi determinada pelo método de Bradford 

(1976), usando albumina de soro Bovino como padrão. Para isso foram tomados 

10μL das amostras, adicionados 190 μL de reagente de Bradford. 

Posteriormente as amostras foram incubadas por 5 min, e medido a absorbância 

a 595 nm. As unidades correspondentes são (mg/mL) de proteínas. 

 

4.8 Cálculos de unidades enzimáticas  

 

A atividade amidase, hidrólise do BApNA, SAAPFpNA, SAAPLpNA, foi 

calculada de acordo com a fórmula abaixo, onde 8800 M-1 cm-1 é o coeficiente 

de extinção do p-nitroanilina; A e A0 são as absorbâncias das amostras e do 

branco, respectivamente, lidas em espectrofotômetro a 410nm.   

 

 

 

 

4.9 Análise estatística  

Os gráficos foram plotados utilizando o software GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software, Inc, San Diego). Todos os dados são expressos como 

média ± média do erro padrão. A comparação entre os grupos foi realizada pela 

Atividade (U/mL) = (A – A0) x volume final da mistura (mL) x 1000 

                                    8800 x tempo de reação (min) x 0,2 (mL) 
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análise de variaça (ANOVA). Os níveis de significância foram de 0,05 e os 

valores de p são indicados nas legendas das figuras.   

 Ensaios de toxicidade com bioindicador 

5.1.1 Artemia salina  

 

 A Artemia salina, crustáceo que se desenvolve em ambientes com alto 

teor de sais foi selecionado para os ensaios de ecotoxicidade por ter diversos 

estudos descritos na literatura (KUMAR et al, 2016; CANSIA et al, 2017), onde 

foram adquiridos cistos de A. salina em loja especializadas em produtos para 

aquários e lavados ao Laboratório Eletroquímica Aplicada B (LEApB), para o 

experimento foi coletado água do mar oriunda da praia de Cruz das Almas, 

Maceió-AL.  

 A solução de água do mar foi previamente aerada durante 30 minutos e 

então realizada a incubação de 50 mg de cistos de A. salina por 48 horas em 

béquer, onde durante esse período os cistos foram mantidos em iluminação de 

10 W (lâmpada de led), sendo realizado o controle de temperatura para manter 

a variação máxima entre 25º C a 30º C. 

 Foi coletado 10mL de solução contendo 100 ppm, 200 ppm, 500 ppm e 

1000 ppm de extrato de sementes L. leucocephala em tubo de ensaios, em 

regime de quadruplicatas, assim como a realização de ensaios de grupos 

controles contendo água destiladas, NaCl 1 mg, 2 mg, 4 mg, 8 mg, 16 mg e Tris-

HCl 50mM, pH 8.0 (tampão de extração).  

 Após a eclosão das larvas foram dispensados 10 larvas de A. salina, os 

quais permaneceram em contato com a solução durante o período de 24 horas. 

Após esse período, foi realizada a contagem de animais vivos e mortos expostos 

durante o bioensaio, sendo esse comparado com o um grupo controle que 

recebeu apenas 10mL de água do mar (ABNT, 2016) e tampão tris HCl pH 8.0 

(tampão de extração).  Foram considerados vivos os organismo que 

apresentaram movimento quando observados próximos à fonte de luminosa 

durante 10 segundos.     
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 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

6.1 Caracterização da atividade proteolítica do extrato bruto da L. 

leucocephala 

 

6.1.1 Obtenção das sementes de L. leucocephala, preparo do extrato 

bruto e verificação da atividade enzimática. 

 

A leucena é uma planta extremamente importante, já lhe tendo sido 

atribuída uma variedade de benefícios com uso de suas partes (ZAYDE et al, 

2018). Em relação as sementes, apresentam em sua composição diversos 

metabólicos importantes para o desenvolvimento da planta (ANGELIS et al, 

2021). Neste estudo, o extrato bruto foram preparado a partir de 10g de pó das 

sementes secas da L. leuchocephala onde foi obtido 0.465 mg/mL de proteínas. 

E após a derteminação da concentração proteina no extrato bruto, efetuou-se 

ensaios enzimáticos como forma de detcção da presença de proteases no 

material coletado.      

As reações enzimáticas são extremamente importantes para atividade 

biológica de qualquer organismo vivo e a natureza dessas reações se deve 

alguns fatores, como cinética reacional e especificidade entre as enzimas e seus 

substratos (SOUZA et al, 2013). E devido a essa seletividade é possível também 

classificar a classe da enzima que estamos trabalhado a partir das sementes L. 

leucocephala. Então realizou-se ensaio enzimáticos com diferentes substratos 

peptídicos sintéticos BApNA, SAAPFpNA e SAAPLpNA (ALICE e ARABACI, 

2018).   

Como pode ser observado na figura 8, a enzima presente no extrato bruto 

da sementes L. leucocephala mostrou seletividade catalítica apenas para o 

BApNA o que atesta que a enzima presente no extrato apresentou especificidade 

pelo resíduo de arginina, ao que indica que enzima pertence à classe das serino 

protease, endopeptidase que conserva em seu sitio catalítico a presença dos 

aminoácidos serina, histidina e ácido aspártico. Já em relação aos outros 

substratos sintéticos SAAPFpNA e SAAPLPNA não demostrou atividade. 

Alice e Arabaci (2018) purificaram uma protease proveniente do morango 

Fragaria ananassa em que demostrou alta atividade catalítica para o BApNA, 



63 

 

SAAPFpNA e SAAPLpNA, assim como Singh et al, (2010) relataram que uma 

serino protease presente na planta Crinum asiaticum demostrou atividade para 

SAAPFpNA e SAAPLpNA, mas não apresentou atividade catalítica para o 

BApNA. Rawaliya e colaboradores (2022) purificaram uma serino protease 

proveniente das sementes da Cyamopsis tetragonolaba que demostrou atividade 

catalítica para o BApNA, mas não apresentou atividade enzimática para 

SAAPFpNA. Já o grupo experimental de Tomar e colaboardore (2008) relataram 

uma protease sérica presente no látex da planta Wrightia tinctoria (Roxb) R. Br. 

não apresentou atividade catalítica para o BApNA, SAAPFpNA e SAAPLpNA, 

preferindo hidrolisar unicamente resíduos de alaninas.   

 

Figura 8 - Especificidade da protease do extrato L. leuchocephala. As 

reações foram efetuadas em pH 8,0 em que o extrato enzimático foi submetido 

à incubação com os respectivos substratos. 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2023. 

6.1.2 Caracterização da atividade enzimática no extrato bruto das 

sementes L. leucocephala  

 

A caracterização das atividades enzimáticas foi proposta no intuito de 

conhecer sobre a biologia e funcionamento das serino proteases presente nas 

sementes da L. leucocephala. Na curva de concentração, onde diferentes 

concentrações do extrato proteico foram testadas contra a presença do substrato 
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cromogênico BApNA, foi observado aumento da atividade enzimática em função 

do aumento da concentração de proteínas do extrato em teste (Figura 9).  Nesse 

caso, observa-se que a quantidade de p-nitroanilina liberada foi proporcional à 

quantidade de enzima adicionada. Santos (2020) descreveu resultados 

semelhantes ao testar a atividade de uma serino protease presente no extrato 

proteico das sementes da Crotalaria stipularia, confirmando o fato de que o 

extrato proteico funcionam bem como fonte de enzimas e que as condições de 

incubação impostas são adequadas.  

Além disso, resultados semelhantes foram descritos por Panicker e 

colaboradores (2009) usando uma serino protease purificada das sementes do 

Cocos nucifera L. e também por Wani e Mashuru (2014) em testes utilizando 

como fonte de enzima uma tripsina comercial.  

As proteases de plantas tem sido citada na literatura por realizarem 

inúmeros papeis em diversos processos fisiológicos ao longo do 

desenvolvimento natural da planta, como morte celular programada, 

senescência, abscisão, amadurecimento dos frutos, crescimento da planta e 

homeostase de nitrogênio (GRUDKOWSKA e ZAGDANSKA, 2004; VAN DER 

HOOR, 2008; LIU et al, 2018; TORNKVIST et al, 2019). Para sobreviver a 

escassez de água, as plantas provocam mudanças nos padrões de expressão 

gênica, modificações estruturais e fisiológicas para melhorar a captação de 

água. A rápida degradação e renovação de proteínas é necessária para uma 

reciclagem eficaz de nutrientes. Sendo assim, Gomes-Sanches e colaboradores 

(2019) relataram a descoberta de quatro genes de regulação de enzimas 

pertencente à família da cisteína proteases, responsável pelo controle de 

estresse abiótico e biótico. A matrix extracelular de planta é a primeira barreira 

de proteção vegetal contra invasão de patógenos. Portanto, possui diversas 

proteases responsável pelo sistema imunitário. Godson e Van Der Hoorn (2021) 

relatam uma metanálise de 46 proteases presentes na matrix extracelular 

envolvidas na imunidade de plantas, nesta revisão eles também definiram seis 

vias bioquímicas pelos quais essas imunoproteases atuam. 
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Figura 9 – Avaliação da atividade enzimática do extrato das sementes L. 

leucocephala em função da concentração de proteínas diante da hidrólise do 

BApNA.  

 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.  

 

Analisando a direta associação entre concentração enzimática e hidrólise 

do substrato BApNA, observou-se sob as mesmas condições, o efeito do tempo 

de incubação na formação do p-nitroanilina (Figura 10). De acordo com os 

resultados mostrados, podemos observar que tempo de incubação foi 

satisfatório para uma maior hidrólise do substrato em produto, e depois de 60 

min, a enzima se manteve estável, apresentado maior unidades de atividade 

(0,00124U/mL), quando confrontado com os demais tempos da reação. Esse tipo 

de cinética química é preferível pela biotecnologia em relação a enzimas com 

aplicação industrial, pois garante uma maior eficácia catalítica do substrato, 

assim como assegura a disposição de enzima ativa por longos períodos de 

tempo.  

 

A aplicação de extratos vegetais brutos contendo proteases com 

atividades biotecnológicas vem ganhando popularidade pela indústria de 

alimentos, devido ao menor custo, atributos sensorias e compostos bioativos.  O 

maior custo nos processo de separação e purificação de enzimas, natureza lábil 
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e baixa estabilidades dessas enzimas são alguns dos principais desafios 

encontrados pela indústria de alimentos. Asmi e colaboradores (2023) relataram 

em seus estudos novas tecnologias aplicadas a biocatalizadores não–

purificados, no intuito melhorar a estabilidade e vida útil dessas enzimas, por 

meio de imobilização, encapsulamento, engenharia de proteínas, engenharia de 

meio e estabilização durante o processamento do alimento. Que resultaram 

numa melhor comercialização destes bioprodutos de elevado valor comercial. 

Paiva e colaboradores (2022) relataram que a produção de proteases é essencial 

para o segmento industrial e, que sua comercialização representa atualmente 

cerca de 60% das enzimas produzidas no mundo.       

 

Figura 10 – Avaliação da atividade enzimática do extrato das sementes L. 

leucocephala em função da tempo diante da hidrólise do BApNA     

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2023. 

 

6.1.3 Ensaios de Inibição enzimática  

 

As enzimas são classificadas de acordo com a natureza bioquímica do 

mecanismo de ação que as mesmas possuem. E um dos métodos aceitos para 

identificar o mecanismo enzimático de uma enzima é através de experimentos 

com inibidores conhecidos (SEDMAK e GROSSBERG, et al, 1977). Na tabela 1 

apresenta-se os resultados referentes atividade enzimática frente a inibidores 

específicos.    
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Tabela 1: inibidores utilizados frente a serino proteases da L. 

leucocephala  

 

Inibidores  Concentração % de inibição 

PMSF 5mM 95,79 

Benzamidina 5mM 84,22 

2 – 

Mercaptoetanol 

5mM 30,72 

DTT 5mM 22,49 

SBTI 1mg/mL 8,13 

EDTA 5mM 12,89 

 

Fonte: elaborado pelo autor, 2023 

 

O inibidor de metaloprotease (EDTA), proteases de cisteína (2-

Mercaptoetanol e DTT) apresentaram uma ligeira diminuição na atividade 

enzimática, mas não comprometeu o desempenho da enzima. A inibição parcial 

pelo 2-Mercaptoetanol e DTT pode ser explicado pelo fato da estrutura 

tridimensional da enzima ser estabilizada por ligações dissulfeto que se reduzem 

na presença de agentes redutores, diminuído a atividade da enzima (SHARMA 

et al, 2012).     

No entanto, a atividade enzimática foi consideravelmente inibida por 

PMSF, um inibidor clássico de serino proteases (BARRET, 2001). Seguido por 

Benzamidina um inibidor de serino protease do tipo tripsina (MARES – GUIA e 

SHAW, 1965), sugerindo a presença deste tipo de protease no extrato da L. 

leucocephala, mas é necessário mais testes para fortalecer essa hipótese, como 

a purificação e, também sequenciamento da estrutura primária da proteína.   

A reção inibitória pelo PMSF ocorre pela ligação do grupo sulfonila a 

hidroxila da serina no sítio ativo enzima de forma irreversível por meio de uma 

ligação covalente e, liberando o flúor no meio (PERES et al, 2023). A 

benzamidina é inibidor sintético competitivo da tripsina e, quando presente no 

meio reacional, posiociona-se no sítio de especifidade da enzima, sítio S1, a 

estrutura molécular é estabilizada por interações hidrofóbicas no bolso 
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hidrofóbico, assim como por interações eletrostáticas, presente no grupo amidina 

do inibidor e um resíduo carboxilia pertencente a um ácido aspártico localizado 

no interior do bolso S1 (CHÁVEZ, 2016).       

Resultado semelhante foi relatada por Santos (2023) que observou 

atividade inibitória do PMSF (84,3%) e Benzamidina (74, 28%), no extrato 

enzimático das sementes da Salvia hispânica L. Gonçalves e colaboradores 

(2020) relataram que uma serino protease presente no legume Canavalia 

ensiformes foi completamente inibida por Benzamidina e TPCK.  

Um inibidor proteico, como inibidor de tripsina de soja (SBTI) tipo Kunitz 

(SONG e SUN, 1998) que está presente em alimentos ricos em soja, não inibiu 

expressivamente a enzima. Esta característica poderia, portanto, possibilitar a 

aplicação desta enzima na indústria de alimentos (TOMAR et al, 2009). 

Normalmente, o inibidor de tripsina da soja inibe com sucesso a atividade de 

serino protease bacteriana ou animais, mas não inibe necessariamente 

proteases vegetais correlacionadas (UCHIKOBA et al, 1995; ARIMA et al, 2000). 

Embora as serino proteases sejam enzimas estruturalmente conservada, sua 

tríade catalítica pode sofrer ligeiras variações e tal modificação pode ser 

responsável pela falta de inibição pelo SBTI. Resultado semelhante foi relatado 

por Praxedes – Garcia e colaboradores (2012) que observou que uma serino 

protease purificada das sementes da Caesalpinia echinata foi parcialmente 

inibida por Benzamidina (50%), mas não ocorreu inibição por inibidores de serino 

protease (SBTI e PMSF).  

      

6.1.4 Efeito da Maturação das Sementes Sobre a Atividade Proteolítica 

do Extrato de L. leucocephala. 

 

Como visto em diferentes espécies, as proteases de plantas atuam 

essencialmente na produção de aminoácidos livres a partir de moléculas 

proteicas mais complexas. A hidrólise de proteínas é um dos processos 

metabólicos mais importante relacionado a senescência, com papel essencial na 

remobilização de nutrientes, principalmente nitrogênio, para uso em outras 

regiões da planta, como órgão em desenvolvimento, sementes ou tecidos de 

armazenamentos. E esse processo e altamente dinâmico e envolve diversas 



69 

 

proteases localizadas em diferentes compartimentos celulares. As atividades 

das proteases são estritamente reguladas por controladores gênicos, inibidores 

específicos e pela ativação de zimogênios, no intuito de desenvolver sua 

atividade metabólica no lugar certo e no momento certo (DIAZ-MENDOZA et al, 

2016; WANG et al, 2021).       

Assim, realizou-se uma análise sazonal da atividade enzimática em 

diferentes estágios de desenvolvimentos das sementes, frente ao BApNA, onde 

pode ser observada na figura 11.  

 

Figura 11: Atividade do extrato da L. leucocephala e efeito da 

sazonalidade na hidrólise do substrato BApNA. Os extratos brutos das sementes 

verdes e maduras foram preparados na mesma razão (w/v) e depois submetidos 

ao mesmo ensaio enzimático frente ao BApNA. 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023 

 

O gráfico demonstra que a atividade enzimática é mais expressiva no final 

do desenvolvimento das sementes (sementes maduras), e este resultado, por 

sua vez, pode estar relacionado a atividade da enzima no processo de 

desenvolvimento e senescência, conforme observado anteriormente. Desta 

forma, podemos considerar que os relatos descritos por Diaz-Mendoza et al., 

(2016) e Wang et al., (2021) se aplicam espécie vegetal utilizada em nossos 

experimentos, de forma que a protease presente nas sementes da L. 
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leuchocephala estão atuando no desenvolvimento da planta, através da 

mobilização de aminoácidos livres e metabolização de estruturas mais 

complexas.  

 

6.1.5 Ensaio de pH ótimo e estabilidade pH  

 

 O valor de pH no qual a atividade da enzima é máxima configura um 

critério muito relevante na sua caracterização, e em ralação as proteases, sugere 

a classe e o tipo a qual essa enzima pertence. É conhecido que a faixa em que 

as serino proteases de plantas tem atividade máxima ocorre na faixa de pH 

levemente ácido a alcalino (TRONCOSO et al, 2022).  

Na figura 12 observa-se que a serino protease apresenta uma baixa 

atividade em pHs ácidos 4.0 e 5.0, o que pode estar relacionado a provável 

desnaturação da molécula em meio ácido. A desnaturação enzimática é um 

processo pelo qual ocorre uma mudança estrutural na enzima impedido que a 

molécula realize sua função catalítica anteriormente desempenhada. 

As enzimas pertencentes a classe das serino proteases tem como 

característica possuir uma tríade catalítica no seu centro ativo, formada pelo 

seguintes aminoácidos: Serina, Histidina e ácido Aspártico. Uma das etapas 

principais da reação catalítica está relacionada à atividade da histidina que reage 

como uma base de Lewis, retirando o próton do resíduo de serina. Deste modo, 

em condições ácidas (pHs 4.0 e 5.0) o resíduo de histidina se encontra na sua 

forma protonada, impedindo assim o ataque nucleofílico ao próton ligado a 

hidroxila da serina, desta forma inibido a reação de hidrólise. Por outro lado, a 

parti do pH 6.0 a um aumento na catálise enzimática, com a atividade máxima 

correspondendo ao pH ótimo 9.0, (Figura 12). Este fenômeno é também 

explicado pelos estudos mecanísticos da tríade catalítica, uma vez que a partir 

do pH 6.0, o resíduo de histidina começar a passar pela desprotonação do 

hidrogênio ligado ao nitrogênio interno do anel (pKR da histidina é 6,0) (BODE e 

SCHWAGER, 1975; KISHIMURA et al, 2008; KASSERR; LAIDLER, 1969). 

O resultado encontrado de maior atividade já foram descritos por outros 

autores; Wagner e colaboradores (2000) purificaram uma enzima semelhante a 

tripsina em sementes de uma espécie vegetal e, encontrou atividade ótima da 
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enzima em pH 10. Kumari e colaboradores (2009) purificaram uma serino 

protease do látex da Ficus religiosa que apresentou ótimo pH na faixa de 8.0 – 

8.5. Yadav e colaboradores (2006) isolaram uma serino protease do látex 

Euphorbia milii que apresentou atividade na máxima em pH 8.0. 

 

Figura 12: – Avaliação do pH ótimo na atividade proteolítica do extrato das 

sementes L. leucocephala. Os ensaios enzimáticos foram realizados com o 

substrato BApNA em pHs variando de 4,0 a 10,0.  

 

 

Fonte: Fonte: elaborada pelo autor, 2023 

 

Resultado semelhante foi relatado por Siritapetawee e colaboradores 

(2012) que isolaram uma serino protease do látex Artocarpus heterophyllus e 

também exibiu atividade ótima no pH 8.0. O grupo de pesquisa de Sharma (2012) 

purificaram uma serino protease da Ficus religiosa e exibiu atividade ótima na 

faixa de pH 6.0 – 8.0.   

 A estabilidade da enzima em diferentes pH define sua utilidade em 

diversos setores industriais, principalmente na produção de detergentes devido 

a alcalinidade desses produtos (LADEIRA et al 2012; SHAMAR et al, 2019; 

YANG, et al 2024).   A serino protease das sementes da L. leucocephala é 

estável numa ampla faixa de pH, pois manteve elevada atividade enzimática 

entre o pH 5.0 a 9.0, como mostra a figura 13. Semelhantes a este resultado, 
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Sharma e colaboradores (2012) purificaram uma serino protease que se 

manteve estável numa ampla faixa de pH 4.0 – 11. Assim também, Ahmed e 

colaboradores (2009) purificaram uma serino protease das sementes da 

Solanum dubim que demostrou estabilidade a uma extensa faixa de pH 3.0 – 12. 

E por fim, Yadav e colaboradores (2006) isolaram uma serino protease que 

manteve alta atividade enzimática numa ampla faixa de pH 5,5 – 12. 

 

Figura 13: – Avaliação da estabilidade na atividade em proteolítica da 

serino protease presente no extrato das sementes L. leucocephala em diferentes 

pH. Os ensaios enzimáticos foram realizados com o substrato BApNA em pHs 

variando de 4,0 a 10,0.  

 

 

 

6.1.6 Ensaio de temperatura ótima e estabilidade térmica  

 

O pH e a temperatura são dois parâmetros importantes para um bom 

funcionamento de uma enzima, a regulação desses fatores em teste enzimáticos 

é de fundamental relevância para a enzima atingir o máximo de sua atividade 

catalítica (FRANÇA, 2013). Encontrar a temperatura ótima desta enzima é um 

passo importante para prováveis aplicações biotecnológicas.  

Na figura 14 é possível observar o comportamento da serino protease da 

L. leucocephala em diferentes temperaturas. A temperatura de 40ºC foi onde a 
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enzima apresentou a sua atividade máxima, só que acima da temperatura ótima 

a atividade enzimática começou a decair. Os resultados obtidos no ensaio de 

temperatura ótima estão adequados com os dados descritos na literatura. Já foi 

observado atividade de serino proteases de plantas elevada no intervalo de 

temperatura que variava de 20Cº a 50Cº (ANTÃO e MALCATA, 2005)   

Toda enzima possui uma temperatura ótima de funcionamento, onde sua 

atividade é máxima, e a velocidade catalítica acelera com o aumento da 

temperatura. Porém, quando a temperatura aumenta acima das condições 

ótimas, a velocidade da reação diminui consideravelmente. Isso ocorre devido a 

desnaturação enzimática, que resulta da perda estrutura nativa da enzima. A 

desnaturação ocorre pela quebra das ligações de hidrogênio e de outras ligações 

não covalentes e modifica o arranjo dos aminoácidos no sitio ativo, alterando sua 

forma e causando perda da atividade catalítica da enzima (SUBISSAY, 2022).   

Ao correlacionar os nossos resultados com outras proteases descritas na 

literatura, observamos uma ampla faixa, quanta a temperatura ótima, o que pode 

está relacionada a presença de ligações dissulfetos na estrutura molecular, ou a 

presença de carboidratos ligados a cadeia peptídica. Ahmed e colaboradores 

(2009) purificaram uma serino protease das sementes da Solanium dubim com 

temperatura ótima de 70º C; Tomar e colaboradores isolaram uma serino 

protease presente no látex da planta Wrightia tinctoria (Roxb) R. Br. que 

apresentou temperatura ótima a 80º C; Santos (2020) relatou em seus estudos, 

a atividade ótima para uma serino protease purificada das sementes da 

Crotalaria stipularia a 50º C. 

     Proteases que apresentam atividade catalítica máxima em altas 

temperaturas possibilitam aplicações indústrias que exigem elevadas condições 

térmicas. Além da atividade ótima em temperaturas elevadas, a estabilidade 

térmica por um período de tempo em altas temperaturas é um outro parâmetro 

importante em bioprocessos e confere a prótease um alto valor biotecnológico 

(JELLOULI et al, 2009). Logo, uma protease que mantem suas atividades em 

temperaturas elevadas pode ser empregadas em processos indústrias sem 

grande risco de perda de atividade (PRAKASH e JAISWAL, 2009). 
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Figura 14: – Avaliação da temperatura ótima na atividade em proteolítica 

do extrato das sementes L. leucocephala diante da hidrólise do BApNA  

    

  

Fonte: elaborada pelo autor, 2023 

  

 Nessa perspectiva a estabilidade térmica é uma característica relevante 

em determinadas classes enzimáticas. A serino protease das sementes da L. 

leucocephala apresentou estabilidade térmica alta nas temperatura de 40º C, 50º 

C e 60º C com retenção de 0,0007045 U/mL, 0,0006425 U/mL, 0,0006770 U/mL 

de atividade enzimática, respectivamente (Figura 15). 

      Gomes e colaboradores (2007) relataram que alguns componentes 

estruturais presente nas proteínas contribui para aumentar a termoestabilidade, 

como a presença de empacotamento hidrofóbico, propensão a estruturas 

secundárias, estabilização de dipolo em hélice, ausência de resíduos de 

aminoácidos sensíveis à oxidação ou desaminação e presença de interações 

eletrostáticas. Diversas serino protease de plantas termoestáveis já foram 

descritas na literatura. 

      Pande e colaboradores (2006) purificaram um serino protease 

proveniente do látex da Cryptolepis buchanani que apresentou estabilidade 

térmica elevada (80ºC), KUMARI e colaboradores isolaram uma serino protease 

presente no látex no Ficus religiosa que retém mais de 80% da sua atividade 

residual na faixa de temperatura de 20ºC – 65ºC, Ahmed e colaboradores 

purificaram um serino protease das sementes da Solanum dubim que demostrou 
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estabilidade térmica a 60ºC, resultado semelhante foi relatado por Li e 

colaboradores (2018) que purificou uma serino protease do fruto Cyphomandra 

beteca Cav. que se manteve estável na temperatura de 60ºC. 

 

Figura 15 – avaliação da estabilidade térmica na atividade proteolítica no 

extrato das sementes L. leucocephala diante na hidrólise do BApNA  

 

    

Fonte: Fonte: elaborada pelo autor, 2023 

   

6.1.7 Efeito dos íons metálicos  

 

 Algumas enzimas exibem cofator, isto é, para exercerem a sua atividade 

catalítica necessitam está ligada a um íon metálico. Para verificar se a protease 

presente nas sementes da L. leucocephala tem a sua atividade modificada na 

presença de íons metálicos, estes foram introduzidos a reação e incubadas em 

temperatura e pH ótimo da enzima por uma hora.  

 Os efeitos dos íons metálicos na atividade enzimática pode ser observado 

na figura 16. As amostras expostas aos Na+, K+ e Cu2+ não apresentaram 

diferenças significativas de atividade em comparação ao grupo controle. No 

entanto, os íons Mn2+, Mg2+ e Ca2+ apresentaram diferença significativa.     

A atividade da serino protease foi levemente inibida pela presença dos 

íons Cu2+, esse efeito pode ter ocorrido possivelmente pela capacidade dos íons 

metálicos ligar –se aos resíduos catalíticos no sítio ativo da enzima (MUTHU et 
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al, 2017). Muthu e colaboradores (2017) relataram resultado semelhante de uma 

serino protease purificada da Wrightia tinctoria que foi ligeiramente inibida (33%) 

pela ação de 10mM de ions Cu2+. Já os íons cátions monovalentes Na+ e K+ não 

apresentaram nenhum efeito inibitório sobre a atividade enzimática da serino 

protease da L. leucocephala, resultado semelhante foi descrito por Shamar e 

colaboradores (2012) de uma serino protease purificada do Ficus religiosa.  Além 

disso, os ions Mn2+, Mg2+ e Ca2+ melhorou a atividade da enzima de forma 

significativa, Kumar e Takagi (1999) descreveram que algumas proteases 

requerem a presença de íons metálicos divalentes, assim como os íons 

metálicos usados no experimento. 

Figura 16 – Análise dos efeitos dos íons metálicos na atividade enzimática 

da serino protease presente no extrato das sementes da L. leucocephala. As 

barras verticais representam a média do erro padrão em três determinações 

diferentes (*=p<0,02; ***=p<0,0002; ****=p<0,0001).  

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 

 

 Cui e colaboradores (2015), demostraram acréscimo da atividade de 

serina protease alcalina presente uma bactéria marinha, quando adicionado íons 

metálicos de Zn2+, Cu2+, Mn2+, na concentração de 5mM. Assim, a serino 

protease das sementes da L. leucocephala apresentou uma boa estabilidade 

catalítica frente a maioria dos íons testados, o que a torna adequada para uso 

em diferentes seguimentos industriais, especificamente em processamento de 
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alimentos, produção de bebidas, clarificação e muitas outras aplicações 

(MUTHU et al, 2017).    

6.1.8 Efeito dos solventes orgânicos na atividade proteolítica da serino-

protease presente no extrato das sementes da L. leucocephala.  

 

 As proteases apresentam diversos níveis de resistência a solventes 

orgânicos e, normalmente, as enzimas tem suas atividades catalíticas 

diminuídas na presença de solventes orgânicos. Geralmente, a presença de 

solvente orgânico diminui a flexibilidade estrutural da enzima que é importante 

para o processo de catálise (DOUKYU e OGINO, 2010). Além disso, nas serino 

proteases o efeito dos solventes orgânicos tem sido relacionado a um aumento 

na hidrofóbicidade do meio, o que pode levar à quebra das ligações de 

hidrogênio e interações hidrofóbicas no sitio ativo, levando a modificação na 

conformação nativa da proteína podendo levar a efeitos negativos ou positivos 

na atividade enzimática (BARBERIS et al, 2006). Consequentemente, o efeito 

dos solventes orgânicos na atividade enzimática ocorre de maneira diferente de 

proteases para protease.  

A enzima testada manteve de forma significativa atividade enzimática 

moderadamente alta em relação ao controle para a maioria dos solventes 

orgânicos testados, após 1h de pré – incubação. A estabilidade do solvente 

orgânico foi observada na seguinte ordem: acetonitrila (0,0008201 U/mL) > 

DMSO (0,0005473 U/mL) > metanol (0,0004072 U/mL) > etanol (0,0003522 

U/mL) > propanona (0,0001600 U/mL) > tec – butanol (0,00007955 U/mL) > 

isopropanol (0,00003965 U/mL), respectivamente. Figura 17. Estes resultados 

demostraram que a protease presente nas sementes da L. leucocephala é 

altamente estável na presença de acetonitrila e DMSO, assim como é 

parcialmente estável na presença metanol e etanol, o que é essencial em 

proteases aplicada em processos industriais. A aplicação mais relevante de uma 

protease resistente a solventes orgânicos é a síntese de peptídeos e ésteres, 

que são produzidos em ambientes não-aquosos pelas indústrias (TAREK et al, 

2023).     

Mathu e colaboradores (2017) relataram que a serino protease purificada 

da Wrightia tinctoria apresentou a seguinte ordem de estabilidade: propanona 
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(83%) > etanol (63%) > 2 – propanol (59%) > metanol (37%) > DMSO (35%). 

Diferente da observada na serino protease nas sementes da L. leucocephala. 

Sharma e colaboradores (2011) relataram que a serino protease isolada da Ficus 

religiosa reteve 100% da sua atividade enzimática quando colocada contra o 

metanol e manteve a atividade catalítica acima de 60% quando reagiu com 

etanol e acetonitrila.   

 

Figura 17 – Efeito dos solventes orgânicos na atividade proteolítica da 

serino protease presente nas sementes da L. leucocephala. As barras verticais 

representam a média do erro padrão em três determinações diferentes 

(****=p<0,0001).  

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 

 

 

6.1.9 Efeito de agentes surfactantes na atividade proteolítica da serino 

protease presente no extrato das sementes da L. leucocephala.  

 

 A estabilidade da atividade proteolítica da serino protease presente nas 

sementes L. leucocephala frente a diferentes agentes surfactantes é uma 

característica importante para futura aplicação desta enzima na indústria de 
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detergentes. Portanto, foi testada a estabilidade da enzima frente aos 

detergentes Triton x 100, Tween 40 e Tween 80, onde foi observado uma leve 

perda da atividade enzimática de forma signicativa em quase todas as 

concentrações testadas. O Triton x 100 é um surfactante não iônico muito usado 

nas preparações de detergentes (PRAZERES et al, 2006) e, na presença de 

0,1% deste agente não ocorreu alteração na atividade enzimática. Já na 

concentrações de 1% ela manteve expressivamente a atividade enzimática, mas 

foi fortemente inibida quando a enzima reagiu com o Triton x 100 a 10%, figura 

18 (A). 

Silva – Lopes e colaboradores (2016) relataram resultado semelhante ao 

analisarem serino proteases presente no extrato de folhas e sementes da 

Macuna pruriens. Além disso, a enzima apresentou uma pequena perda de 

atividade enzimática na presença de Tween 40 e Tween 80, nas concentrações 

de 0,1% (p/v) e 1%(p/v) com atividade enzimática elevada para ambos os 

agentes surfactantes. Mas atividade enzimática foi bastante reduzida quando na 

presença de 10% de Tween 40 e Tween 80, figura 18 (B) e (C). Das e 

colaboradores (2018) relataram uma serino protease presente na Benincasa 

hispida que demostrou estabilidade elevada ao Tween 80 (atividade enzimática 

residual acima de 81%) e moderadamente estável ao Triton x 100 (atividade 

residual acima de 46%). Já Moreno-Hernádez e colaboradores (2017) ao 

analisarem uma serino proteases do fruto da Bromelia piguin frente ao Tween 80 

(1% p/v) causou perda de 35% da atividade enzimática, enquanto as 

concentrações de 2% e 5% (p/v) causaram perda da atividade cerca de 53%e 

75%, respectivamente, semelhante ao dados encontrados para a serino 

protease presente nas sementes da L. leucocephala.  

 

Figura 18 – Efeito dos agentes surfactantes na atividade proteolítica da 

serino protease presente nas sementes da L. leucocephala. Figura (A) efeito do 

triton x 100, figura (B) efeito do Tween 40 e figura (C) efeito do Tween 80.  As 

barras verticais representam a média do erro padrão em três determinações 

diferentes (*=p<0,049;**=p<0,0011; ***=p<0,0004; ****=p<0,0001).  
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Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 
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6.1.10 Avaliação de toxidade através de bioindicador  

  

Artemia salina é um microcrustáceo da ordem Anostraca que vive em 

água salgada e serve de alimentos para peixes. O ensaio de toxicidade frente 

aos náplios de A. Salina é utilizado como método altenartivo para a determinação 

de toxicidade, pois demostra a sensibilidade da A. Salina a substâncias toxicas. 

Assim, a letalidade a este microcrustáceo pode ser usadas como ensaios rápidos 

e simples durante o isolamento de produtos naturais. O ensaio de toxidade frente 

ao microcrustáceo A. salina foi realizado com extrato da L. leucocephala em 

diferentes concentrações. Os resultados obtidos após 24h, são mostrado 

conforme a figura19. 

Na análise comportamental da A. salina em contato com as 

concentrações demostrou que não ocorreu alteração referente a mortalidade das 

larvas em relação ao controle, demostrando a ausência de influência sobre a 

movimentação do organismo estudado. Assim, após 24 horas de exposição da 

A. salina não foi observado mortes em nenhumas das concentrações 

administradas. 

Figura 19 – Efeito da toxicidade do extrato L. leucocephala frente ao 

microcrustáceo A. salina.   
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Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 
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 Meyer e colaboradores (1985) definiram uma correlação entre grau de 

toxidade e a concentração letal média (CL50) apresentada a extrato de plantas 

frente a larvas de A. salina, levando em conta a molécula como tóxica (CL50 até 

500 ppm), moderadamente tóxica (CL50 de 500 ppm a 1000 ppm) e atóxica ou 

de baixa toxicidade (CL50 acima de 1000 ppm). Portanto, o extrato testado das 

sementes da L. leucocephala pode ser considerado atóxico ou de baixa 

toxicidade por este método. 

 Resultados semelhante foi relatado por Barros (2022) ao realizar ensaios 

de toxidade de extrato aquoso de bambu (Guadua angustifólia) frente a A. salina, 

onde foi observado ausência de mortes nas larvas nas deferentes concentrações 

testadas. Do mesmo modo, foi descrito por Silva (2012) ao realizar teste de 

toxicidade frente a A. salina com extrato de Caesalpinia echinata.   

 

 

6.2 Aplicação Biotecnológica para o extrato bruto da espécie L. 

leucocephala  

     

6.2.1 Teste de coagulação do leite desnatado 

  

 Os resultados mostrados pelo experimento demostra que o extrato 

enzimático das sementes secas de L. leucocephala possuem ação positiva para 

a finalidade prevista, principalmente, coagular proteínas do leite bovino em pó 

desnatado, correspondendo a atividade específica (unidade de coagulação por 

miligrama de extrato enzimático) estimada em 13,3 mU/mL de enzima (Figura 

20).  

Aplicações biotecnológicas semelhantes foram descritos em outros 

trabalhos, Abebe e Emire (2020) relataram atividade coagulante de leite a partir 

do extrato de African calotropis. Nicosia e colaboradores (2022) demostrou 

atividade coagulante em preparações de leite semidesnatado, usando extrato 

enzimático do fruto do kiwi. Fguiri e colaboradores (2021) comparou as 

propriedades coagulantes de leite do extrato enzimático do fruto kiwi, abacaxi e 

gengibre.  
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 Os testes efetuados em triplicas demostraram que o preparado de leite 

bovino em pó desnatado é passível de atividade proteolítica da caseína, por ação 

de serino proteases, já a amostra “C”, que configura o controle da reação, não 

houve atividade formadora de coágulo de leite, como pode ser observado na 

figura 20. Portanto, demostrou-se que o método de preparo do extrato enzimático 

usando o tampão Tris-HCl é altamente compatível com a aplicação defendida no 

experimento, já que não interferiu nos atributos físico-químicos do leite e, que 

toda ação coagulante ocorreu diretamente pela interação das proteases 

presentes no extrato enzimático das sementes de L. leucocephala. 

 

Figura 20 – Ação coagulante do Extrato das sementes L. leucocephala: 

¨R1¨, ¨R2¨ e ¨R3¨ representa analises em triplicatas da coagulação do leite em 

pó desnatado reconstituído. C representa o controle negativo da reação, em que 

fora adicionado o tampão tris – HCl, 50 mM, pH 8,0 ao leite em pó desnatado 

reconstituído.  

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023 

 

Após confirmação da eficiência do método e, quantificação da 

concentração mais baixa de extrato bruto (0,155mg/mL) necessária para atingir 

a total coagulação do leite compreendida em 0,5mL de solução, foi realizada 

ensaios de curva de tempo, conforme observado na figura 21. 
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Em relação a analise, podemos observar que em um período 4h de 

reação, foi capaz visualizar a formação do coagulo volumoso e, em 5h de 

experimento, a caseína foi hidrolisada totalmente. Verificamos que no período 

subsequente de incubação (6h) a massa do coagulo não aumentou de maneira 

expressiva. 

 

Figura 21 – Curva de tempo da ação coagulante do extrato das sementes 

de L. leucocephala, a reação ocorreu a 37ºC. “1h”, “2h”, “3h”, “4h”, “5h “e “6h” 

representa analises em diferentes tempo da ação coagulante do leite desnatado 

reconstituído. A amostra C representa o controle negativo da reação, em que 

fora adicionado o tampão tris – HCl, 50 mM, pH 8,0 ao leite em pó desnatado 

reconstituído.  

 

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 

 

6.2.2 Estabilidade térmica 

 

No ensaio de estabilidade térmica, foram preparadas duas duplicatas 

referentes à máxima atividade coagulante, em que as mesmas foram sujeitas a 

mesma temperatura e tempo de incubação. O extrato referente a duplicata “D1 

e D2” foi previamente fervido antes do ensaio. Na figura 22 é possível observar 

que o extrato fervido inativou a atividade coagulante de leite, comprovando que 

a atividade proveniente do extrato encerra quando é submetido a temperaturas 

elevadas, demostrando que o agente coagulante possui estrutura proteica, 

comprovando mais uma vez que a atividade coagulante é de natureza 
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enzimática, considerando que esta é uma característica comum em diversas 

classes de enzimas que podem ser inativadas quando expostas a alta 

temperaturas (SUBISSAY, 2022).   

 

Figura 22 – Teste de estabilidade térmica na ação coagulante do Extrato 

das sementes L. leucocephala: ¨R1 e R2¨ representa o controle positivo em 

duplicatas da coagulação do leite em pó desnatado reconstituído. A mostra “D1 

e D2” representa as amostra desnaturadas (aquecidas a 100º C) em duplicatas. 

E a amostra C representa o controle negativo da reação, em que foram 

adicionado o tampão tris – HCl, 50 mM, pH 8,0 ao leite em pó desnatado 

reconstituído.  

 

 

6.2.3 Teste de coagulação de leite integral pasteurizado na ação 

coagulante 

 

Uma vez demostrado a eficiência da serino protease na coagulação do 

leite desnatado, realizamos teste correspondente com leite integral pasteurizado, 

figura 23. Assim, por meio do ensaio executado, podemos observar que extrato 

enzimático foi muito eficaz em processar o substrato. Além disso, a enzima 

demostrou uma atividade catalítica específica (83,33 mU/mL) mais expressiva 

no leite integral pasteurizado, do que no leite bovino em pó desnatado 

reconstituído, que apresentou atividade específica de 13,3 mU/mL, quando 

submetido as mesma condições de ensaio experimental, evidenciando a 

aplicabilidade da serino protease do nosso estudo, no processamento de leite in 

natura.   
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 Comportamento semelhante foi relatado por Santos (2020) que 

demostrou que uma serino protease presente no extrato da Crotalaria stipularia 

que apresentou atividade catalitica especifica maior quando submetida a 

cogulação do leite integral pausterizado, quando comparado ao processamento 

do leite em pó desnatado.  

 

Figura 23 – Ação coagulante do extrato das sementes de L. leucocephala: 

as análises foram realizadas em triplicatas e, a reação ocorreu a 37ºC. ̈ R1¨, ̈ R2¨ 

e ¨R3¨ representa analíses em triplicatas da coagulação do leite integral 

pasteurizado. A amostra C representa o controle negativo da reação, em que 

fora adicionado o tampão tris – HCl, 50 mM, pH 8,0 ao leite integral pasteurizado.  

 

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 

 

6.2.4 Efeito da temperatura no processo de coagulação do leite 

 

 Uma das caracteristicas das enzimas biológicas é exibirem mecanimos 

de hidrólises distinto, á medida que a temperatura reacional é modificada. E se 

tratando das serinos proteases, observamos que essas enzimas apresentam 

estabilidades quando submetidas a condicões de temperaturas moderadamente 

altas (SANTAN et al, 2013; KUMARI et al, 2010; SHARMA et al, 2012; GOMES 

et al, 2007). Devido a isso, foi analisado a atividade coagulante do leite do extrato 

enzimático frente a tempertura de 37ºC e 50ºC (Figura 24).  
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Figura 24 – Efeito da temperatura ótima da ação coagulante do extrato 

enzimático das sementes da L. leucocaphala: (A) representa a reação 

coagulante do leite encubada a 37ºC, (B) representa a coagulante do leite 

encubada a 50ºC. As amostras R1¨, ¨R2¨ e ¨R3¨ representa análises em 

triplicatas da coagulação do leite em pó desnatado reconstituído. A amostra C 

representa o controle negativo da reação, em que fora adicionado o tampão tris 

– HCl, 50 mM, pH 8,0 ao leite em pó desnatado reconstituído.  

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 

 

 Como demostrado na figura 24 II, a atividade enzimática do material 

ocorreu de forma mais envidente na temperatura de 50ºC (22,2mU/mL), 

diminuindo o tempo de total de coagulação do leite, que ocorreu em 3 horas, 

A 

B 
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quando comparado a reação a 37º₢, figura 24 I. Comportamento semelhante foi 

relatado por Sharma e colaboradores (2012) que demostraram atividade ótima 

(50ºC) de uma serino protease isolada do Ficus religiosa, por intermédio de 

estudos de cogulação. Do mesmo modo, Santos (2020) relatou uma serino 

protease presente no extrato enzimatico das sementes da Crotalaria stipularia 

que apresentou atividade coagulante otima a 50ºC. Assim como, Lo Piero e 

colaboradores (2002) purificaram uma serio protease (tripsina – símile) das 

folhas do alface (Lactuva sativa L. cv Romana) que demostrou atividade ótima a 

50ºC. Rajagopalan e Sukumaran (2018) purificaram uma serino protease 

coagulante de leite da Wrightia tinctoria R. Br. que exibiu atividade ótima a 50ºC.  

6.2.5 Verificação da hidrólise da caseina por eletroforese e dosagem de 

proteinas soluveis residuais. 

 

A potencialidade do novo coagulante de leite proviniente das sementes da 

L. leucocephala também foi analizada em razão do perfil de proteínas expresso 

em gel de policrilamida, por intermédio de eletroforese em SDS –PAGE (Figura 

25). De acordo com o resultado, podemos observar que a preparação de leite 

bolvino reconstituido possui um perfil proteico bastante diversificado (Canaleta 

B), sendo que os hidrólisado proteíco apresentaram uma diminuição neste teor 

em função do aumento do tempo de incubação, o que pode esta realcionado 

pela possível clivagem das proteínas decorrente da hidrólise enzimática. 

Resultado semelhante foi relatado por Farias e colaboradores (2020) quando 

analisando um potencial coagulante de leite proviniente da Morinda citrofolia L.  

Figura 25 – Verificação da atividade coagulante por meio de eletroforese 

em SDS – PAGE: (B) mostra o perfil de proteínas do leite reconstituído no início 

da reação; nas canaletas 1h, 2h, 3h, 4h, 5h e 6h, refere – se ao perfil de proteínas 

do soro após os respectivos tempos de encubamento a 37ºC. As setas em 

destaque demostram a hidrólise das proteínas do leite em função do tempo.  
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Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 

  

 Durante a hidrólise, algumas proteases além de desorganizar as micelas 

de caseina, podem clivar através da cadeia polipeptidica, possibilitado um 

aumento no conteúdo de aminoácidos e peptídios livres presente no soro, a 

medida que a reação de cogulação ocorre, indicando haver precipitação de 

proteínas do leite característico do processo de coagulação do leite Devido a 

essa possibilidade, foi avaliada a atividade enzimatica do extrato vegetal pela 

diminuição da concentração de proteínas livres soluveis no soro do leite, usando 

metodologia de dosagem de proteina descrita por Bradford (Figura 26).  
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Figura 26 – Dosagem de proteinas residuais: a análise foi obitida por meio 

de quantificação de proteinas com o soro de leite em diferentes intervalos de 

tempo, ¨Branco¨ representa o soro do leite no tempo zero de incubação, analise 

foi feita a 37ºC.    

 

   

Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 

 

  Relacionando com resultados da eletroforese em gel de 

policrilamida e, dosagem de proteínas residuais, observamos que ambos os 

experimentos corraboram para o pressuposto de que o extrato vegetal das 

sementes L. leucocephala, proporcina a hidrólise da caseínas solúveis no leite 

promovendo a coagulação, e que durante a hidrólise diversos aminoacidos são 

liberados no soro. 

 

6.2.6 Efeito da concentração de extrato proteico da L. leucocephala no 

processo de coagulação do leite.  

 

 Diferentes concentraçoes de proteinas do extrato da L. leucocephala 

(0,1mg/ml, 0,050mg/ml, 0,025mg/mL, 0,0125mg/mL, 0,00625mg/mL e 

0,00312mg/mL) foram testadas no processo de coagulação do leite em pó 
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bolvino reconstituído como pode ser observado na figura 27, ocorre uma 

cogulação parcial do leite na 0,05mg/mL de extrato proteíco. Mas na 

concentração de 0,1mg/mL o leite è totalmente hidrólisado, formando um 

coagulo mais expressivo. No processo de coagulação do leite diversos fatores 

são importante para o desenvolvimento de um gel de qualidade, como 

temperatura, concentração de Ca2+ e quantidade de coagulante. A coagulação 

do leite é acelerada de acordo com o aumento de enzimas durante a faze 

enzimatica (LAW e TAMIME, 2010; MOUDR et al, 2017). 

 

Figura 27 – Curva de proteínas (mg/mL) na ação coagulante do extrato 

das sementes de L. leucocephala: as análises foram realizadas em triplicatas e, 

a reação ocorreu a 50ºC; no intervalo de 3 horas. A mostra C representa o 

controle da reação, em que fora adicionado o tampão Tris – HCl, 50 mM, pH 8,0 

ao leite reconstituído.  

 

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 

 

6.2.7 Efeito da concentração de Ca2+ no processo de coagulação do 

leite. 

 

 A medida que o processo de coagulação ocorre, os ions calcios são 

primodiais para desenvovimento da matriz gelificada (fase não – ezimatica). 

Portanto, a adição de CaCl2 é uma prática corriqueira no processo de produção 

de queijos, seu efeito no comportamento do gel está relacionado a diminuição 

das forças repulsivas entre as micelas alteradas pelo coalho, possibilitando 
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interaçoes hidrofóbicas (acelerando a formação da coalhada) (HARBOE et al, 

2010). Como a presença de ions Ca2+ é importante no processo de fabricação 

do queijo, avaliamos o efeito do aumento da concentração do CaCl2 sobre o meio 

de reação da serino protease da L. leucocephala. Como pode ser observado na 

figura 28 e 29, a enzima coagulou leite em todas as concentraçoes testadas, 

inclusive o grupo controle (sem adição CaCl2), a reação ocorreu na tempertura 

de 37ºC e 50ºC. Portanto, à medida que a concentração de cálcio foi sendo 

elevada no meio reacional, a cogulação ocorreu mais expressivamente, como 

pode ser demostrado pelo soro mais límpido.  Este comportamento pode ser 

envidenciado em ambas as temperaturas, no entanto, na temperatura de 50º C 

(Figura 29) a coagulação processou – se de forma completa, indepedente da 

concentração de CaCl2.  

Portanto, a serino protease da L. leucocephala poderia processar as 

proteinas do leite na ausência de Ca2+, mas o processo ocorreu de maneira mais 

efetiva a medida que a concentração de Ca2+ aumentava no meio reacional. 

Esse efeito dos íons Ca2+ na atividade enzimática corrobora com os resultados 

demostrados na seção 6.2.7, onde a presença deste metal no meio reacional 

aumentou de forma significativa a atividade enzimatica.  

Kumari e colaboradores (2012) demostrou que a atividade coagulante de 

leite de uma serino protease presente na Ficus religiosa aumentou em 0,2M – 

0,3M de CaCl2. Leumi e colaboradores (2023) em estudos de concentração de 

Ca2+ demostrou que proteases presente no extrato de Percularia tomentosa 

atingia a capacidade máxima de processessamento de leite a 50mM de CaCl2. 

Resultado equivalente foi demostrado por Arbita e colaboradores (2020) 

analizando efeitos do Ca2+ na atividade de duas proteases presente na Gracilaria 

edulis, onde a maior atividade cogulante de leite ocorreu a 50mM, mas em 

concentrações abaixo de 5mM não ocorreu ativadade coagulante. Diferente da 

serino protease da L. leuchocephala que processou o leite em concentrações de 

CaCl2 abaixo de 5mM, demostrando a alta capacidade coagulante de leite dessa 

enzima.  
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Figura 28 – Curva de concentração de CaCl2 na ação coagulante do extrato das 

sementes de L. leucocephala: as análises foram realizadas na temperatura de 

37ºC. As amostras R1¨, ¨R2¨ e ¨R3¨ representa análises em triplicatas da 

coagulação do leite em pó desnatado reconstituído, a amostra C representa o 

controle negativo da reação, em que fora adicionado o tampão tris – HCl, 50 mM, 

pH 8,0 ao leite em pó desnatado reconstituído. As letras do alfabeto (A, B, C, D 

e E) representa as reações em que foram adicionados CaCl2 nas concentrações 

de 10 mM, 8mM, 6mM, 4mM e 2mM, respectivamente. A letra “F” equivale ao 

controle da reação (sem CaCl2). 

 

  

  

 

Fonte: elaborada pelo autor, 2023.  
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Figura 29 – Curva de concentração de CaCl2 na ação coagulante do 

extrato das sementes de L. leucocephala: as análises foram realizadas na 

temperatura de 50º C. As amostras R1¨, ¨R2¨ e ¨R3¨ representa análises em 

triplicatas da coagulação do leite em pó desnatado reconstituído. A amostra C 

representa o controle negativo da reação, em que fora adicionado o tampão tris 

– HCl, 50 mM, pH 8,0 ao leite em pó desnatado reconstituído. As letras do 

alfabeto (A, B, C, D e E) representa as reações em que foram adicionados CaCl2 

nas concentrações de 10 mM, 8mM, 6mM, 4mM e 2mM, respectivamente. A  

letra “F” equivale ao controle da reação (sem CaCl2). 

 

    

      

 

        

Fonte: elaborada pelo autor, 2023. 
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 CONCLUSÃO 

 A espécie vegetal descrita foi identificada como L. leucocephala;  

 O extrato enzimático preparado com as sementes da L. leucocephala 

apresentou atividade amidásica;  

 As sementes maduras de L. leucocephala mostrou atividade proteolítica 

em maior proporção que as sementes verdes;  

 A serino protease presente mostrou ser específica para um único 

substrato conjugado com p-nitroanilina (BApNA);  

 Apresentou temperatura ótima de 40°C e pH ótimo de 9,0, e em testes de 

estabilidades, a enzima se manteve estável em uma ampla faixa de pH 

(5.0 a 9.0) e temperaturas (40ºC a 60ºC); 

 A atividade proteolítica aumentou na presença dos íons Na+, K, Mn2+, 

Mg2+ e Ca2+;  

 A enzima demostrou estabilidade e compatibilidade com detergentes e 

solventes orgânicos; 

 A enzima foi majoritariamente inibida por PMSF (95,80%) seguido por 

Benzamidina (84,22%); 

 Em teste de toxidade com bioindicador, o extrato aquoso das sementes 

da L. leucocephala demostrou atoxidade ou baixa toxidade frente a A. 

salina;  

 O estudo de aplicação biotecnológica proposta na pesquisa revelou 

elevada capacidade coagulante com extrato vegetal;  

 A atividade coagulante do extrato bruto apresentou maior eficiência 

quando aquecido a 50ºC;  

 Em teste de curva de concentração de CaCl2 a enzima eficiência catalítica 

em todas as concentrações testadas, inclusive na ausência de CaCl2;  
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