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RESUMO 

 

A coagulação do leite é uma etapa básica na produção de todo queijo. O coalho de vitelo, que 

possui como principal constituinte a quimosina tem sido amplamente utilizado para esta 

finalidade, por apresentar alta especificidade de hidrólise pela κ-caseína. Em decorrência do 

aumento da demanda mundial de queijo e a escassez de coalho animal, tem se intensificado a 

busca por fontes alternativas. Quimosina produzida através de microrganismos geneticamente 

modificados provaram ser um substituinte eficiente, no entanto, a atenção tem sido voltada 

para fontes naturais de peptidases que possam conferir características diferenciadas ao 

produto final. Diante disso este trabalho objetivou caracterizar bioquimicamente as peptidases 

da polpa de noni (PPN), bem como avaliar seu potencial tecnológico e possível aplicação na 

hidrólise das proteínas do leite e na produção de queijos. Para isso, PPN extraídas em tampão 

fosfato de sódio 50 mM pH 7,0, foi submetido à: (I) Ensaios de atividade proteolítica e de (II) 

coagulação do leite variando-se as condições do ensaio e os pré-tratamentos de PPN; (III) 

Hidrólise da caseína total e κ-caseína, analisadas ao longo do tempo através de SDS-PAGE, 

em géis de 15% de poliacrilamida; (IV) Produção de queijo tipo “coalho”. Peptidases da polpa 

de noni apresentaram um pH ótimo de atividade em torno de 6,0 e temperatura ótima de 50 

°C, sendo inibida por iodoacetamida e E-64. Apresentaram baixa estabilidade em pHs 

alcalinos e em temperaturas acima de 40 °C, após incubação por 30 min. Sob o efeito de íons 

divalentes, a atividade proteolítica foi inibida por Mn, Co, Cu e Zn, no entanto, não foi 

afetada por Fe, Mg e Ca, tampouco na presença de NaCl, onde houve, inclusive, um aumento 

significativo na atividade em todas as concentrações testadas. Quanto à atividade de 

coagulação do leite, houve uma redução nos valores de MCA (inglês, Milk-Clotting Activity) 

quando essa atividade ocorreu na presença de concentrações acima de 60 mM de CaCl2 e 0,1 

M de NaCl. PPN foram capazes de hidrolisar os três tipos de caseínas (α, β e κ), com β e κ-

caseína apresentando maior susceptibilidade à degradação. Os produtos obtidos a partir da 

hidrólise da κ-caseína, realizados tanto com PPN quanto pelo coalho comercial (Coalhopar) 

apresentaram massa de aproximadamente 16 kDa, provavelmente correspondendo ao peptídeo 

para-κ-caseína. Os queijos produzidos com PPN e coalho comercial apresentam 

características semelhantes quanto aos valores de umidade, massa fresca e seca, diferindo no 

tempo de coagulação. Coalhopar coagulou o leite em cerca de 3 min, enquanto que PPN 

estendeu-se até 8 min. PPN apresentou um rendimento (m:m) cerca de 79,02 g de polpa de 

noni para a produção de cada quilo de queijo, o que equivale à massa inferior a de um fruto 

inteiro. 



 
 

 

Palavras-chaves: Peptidase cisteínica. Morinda citrifolia. Atividade proteolítica. Polpa. 

Peptidases vegetais. Caseína. Coalho. Queijo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Milk-clotting is a basic step in the production of the whole cheese. The calf rennet, which has 

as the main constituent chymosin has been widely used for this purpose since it has high 

specificity for hydrolysis of the κ-casein. As a result of increased global cheese demand, 

along with a reduced supply of calf rennet, it has intensified the search for alternative sources. 

Chymosin produced by genetically modified microorganisms have proven to be an efficient 

substituent, however, attention has been focused on natural sources of peptidases which may 

promote different characteristics to the final product. Therefore this study aimed to 

characterize biochemically the peptidases of the pulp of the fruits of noni, and evaluate their 

technological potential and possible application in the hydrolysis of milk proteins and the 

production of cheese. For this, PPN obtained in sodium phosphate buffer 50 mM pH 7.0 was 

subjected: (i) proteolytic activity assays and (ii) milk-clotting by varying assay conditions and 

pretreatments PPN; (Iii) Hydrolysis of the total casein and κ-casein, over time analyzed by 

SDS-PAGE in gels of 15% polyacrylamide; (IV) Cheese production type "rennet". PPN 

peptidases have optimum pH activity around 6.0 and temperature 50 °C, inhibited by 

iodoacetamide and E-64. They showed low stability at alkaline pHs and temperatures above 

40 °C after incubation for 30 min. Under the effect of divalent ions, proteolytic activity was 

inhibited by Mn, Co, Cu and Zn, however, it was not affected by Fe, Mg and Ca, either in the 

presence of NaCl, where there was even a significant increase in activity in all concentrations 

tested. The clotting activity, a reduction in the MCA (Milk-Clotting Activity) values when 

that activity occurred at concentrations above 60 mM CaCl2 and 0.1 M NaCl. PPN was able 

of to hydrolyse the three types of casein (α, β and κ). β- and κ- casein showed greater 

susceptibility to degradation. The products obtained from the hydrolysis of the κ-casein 

performed either by PPN as the commercial rennet (Coalhopar) had a mass of approximately 

16 kDa, probably corresponding to the peptide para-κ-casein. The cheeses produced by PPN 

and commercial rennet have similar characteristics as the moisture values, fresh and dry mass, 

differing in clotting time. Coalhopar coagulated milk in about 3 min, while PPN extended to 8 

min. PEN showed a yield (w:w) to about 79.02 g of noni pulp for the production a kilogram 

of cheese, which is equivalent to a mass of less than whole fruit. 

 

Keywords: Peptidase cysteine. Morinda citrifolia. Proteolytic activity. Pulp. Vegetable 

peptidases. Casein. Rennet. Cheese. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Enzimas: Visão Geral e Aplicações Biotecnológicas 

 

Enzimas são moléculas biológicas e em sua grande maioria, excetuando algumas 

moléculas de RNA chamadas de ribozimas, são de natureza proteica. Produzidas por todos os 

organismos vivos, conservaram durante a evolução sua função, bem como a integridade dos 

sistemas biológicos. São definidas como biocatalisadores que regulam a velocidade com que 

as reações bioquímicas ocorrem nos organismos (ILLANES, 2008).  

Atuam de forma altamente específica com seus substratos. A reação enzimática 

ocorre no interior dos limites de uma cavidade na enzima chamada sítio ativo, onde a 

molécula que se liga a essa região é contornada com resíduos de aminoácidos cujos grupos 

substituintes se ligam ao substrato e catalisam a sua transformação (NELSON; COX, 2011).  

A palavra enzima é derivada dos termos grego en (que significa “dentro”) e zima 

(que significa “levedura”) e foi primeiramente utilizado pelo fisiologista Wilhelm Kühne em 

1878, ao observar a habilidade apresentada por leveduras em produzir álcool a partir de 

açúcares (ROBINSON, 2015). 

As enzimas estão presentes em todos os organismos vivos, desempenhando um 

papel fundamental na conversão da luz ou da energia das ligações químicas em ATP na 

transformação de nutrientes contendo carbono e nitrogênio em metabólitos utilizáveis pelas 

células, na replicação e expressão da informação genética e na detecção e transdução de sinais 

químicos externos à célula (DEUTCH, 2007). 

A atividade enzimática pode ser afetada por diversos fatores, como pH e 

temperatura, podendo induzir mudanças reversíveis e irreversíveis na estrutura da proteína. A 

maioria das enzimas tem um pH ótimo característico, onde ocorre a máxima velocidade da 

reação catalisada, e observa-se um declínio em valores inferiores ou superiores a este ponto 

(ROBINSON, 2015). Desde 1956, o Nomenclature Committee of the International Union of 

Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB) tem sido responsável pela nomeação e 

classificação das enzimas. Essa classificação é realizada de acordo com o modo de catálise 

exibido pela molécula, desconsiderando sua estrutura. Portanto, uma enzima pode pertencer a 

mais de uma classe, caso possua a capacidade de catalisar duas ou mais reações (CORNISH-

BOWDEN, 2014). Na tabela 1 estão listadas as classes enzimáticas e os tipos de reações 

catalisadas por elas. 
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Tabela 1 – Classificação de enzimas e tipos de reações de catálise.  

CLASSE ENZIMÁTICA TIPO DE REAÇÃO CATALISADA 

EC 1: Oxirredutases Reações de transferência de elétrons de uma molécula à outra. 

EC 2: Transferases 

Transferem um grupo de átomos de uma molécula à outra ou de 

uma posição numa molécula à outra posição na mesma 

molécula. 

EC 3: Hidrolases 
Cartalisam reações de hidrólise, nas quais grupos funcionais são 

transferidos para a água. 

EC 4: Liases 

Liases catalisam a adição de grupos funcionais à duplas ligações 

de uma molécula ou a formação de ligações duplas por meio da 

remoção de grupos funcionais. 

EC 5: Isomerases 
Catalisam a transferência/reorganização de átomos dentro de 

uma mesma molécula. 

EC 6: Ligases 

Promovem a formação de ligações covalentes entre moléculas 

em processos de biossíntese por reação de condensação acoplada 

ao consumo de ATP, tornando esse tipo de enzima difícil de ser 

aplicada comercialmente. 

Fonte: Adaptado de Novozymes (2015). 

 

A descoberta da primeira enzima está descrita no trabalho de Payen e Persoz 

(1833), onde uma amilase foi isolada a partir de cevada e posteriormente observada a 

atividade catalítica da conversão de amido em açúcares. Anos após essas descobertas, técnicas 

de panificação comercial e produção de cerveja foram desenvolvidas, bem como a produção 

de enzimas fermentativas no início do século 20 (CUESTA, 2014). 

Em decorrência de sua elevada seletividade e especificidade, as enzimas vem 

sendo continuamente utilizadas em diversos processos industriais, em substituição aos 

processos químicos convencionais, pois além de requerer menor custo, em decorrência da 

possibilidade de sua reutilização, e menor geração de resíduos poluentes, ainda apresentam 

desempenho superior quando comparadas ao uso de produtos químicos (COMYNS, 2009) 

As enzimas comumente são utilizadas em quatro campos de comércio e 

tecnologia: como catalisadores industriais, agentes terapêuticos, reagentes analíticos e 

ferramentas para manipulação genética (ROBINSON, 2015). Os recentes avanços 

tecnológicos, bem como o cuidado com o meio ambiente, têm tornado obsoletos alguns 

processos industriais, tendo as enzimas, ganhado espaço no mercado em alguns desses 

processos. A figura 1 demonstra o crescente investimento mundial da utilização de enzimas 
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em alguns segmentos, são eles: de enzimas técnicas, destinadas principalmente aos setores de 

produtos de limpeza, têxtil, de couros, de álcool como combustível e de papel e celulose; de 

enzimas alimentares e de bebidas; dentre outros, como por exemplo, para ração animal. A 

maior utilização de enzimas em processos industriais é justificada pelo fato de serem 

moléculas de origem orgânica e são biodegradáveis, tendo assim, baixo impacto ambiental.  

  

Figura 1 – Receita global do mercado de enzimas industriais 

 

      Fonte: Adaptado de BCC Research (2016). 

 

A demanda mundial de enzimas e suplantada por cerca de 12 grandes 

fornecedores e outros 400 em menor escala. Aproximadamente 75% do total de enzimas são 

produzidas por três grandes companhias como a Novozymes (Denmark), DuPont (através da 

aquisição da empresa dinamarquesa Danisco em maio de 2011), e Roche (Switzerland) (LI, et 

al., 2012).  

O mercado global de enzimas industriais movimentou quase US$ 4,5 bilhões em 

2012 e quase US$ 4,8 bilhões em 2013. Estima-se que esse mercado tenha um crescimento 

anual de 8,2% de 2013 a 2018, resultando em um montante de até US$ 7,1 bilhões em 2018 

(BBC Research). Dentre essas enzimas industriais, as hidrolases se destacam por ocuparem 

cerca de 75% do mercado total de enzimas, tais como peptidases, lipases e amilases 

(SHEORAN; DHANKHAR, 2016). 

1.2 Peptidases (EC 3.4): Aspectos bioquímicos e fisiológicos  
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Genericamente, segundo a definição descrita por Barret (1994), acrescidas com 

colocações de Berg et al. (2002), Nelson e Cox (2011), peptidases são enzimas que catalisam 

a hidrólise da ligação peptídica, tendo como produto a liberação de peptídeos e/ou 

aminoácidos. A reação de hidrólise da ligação peptídica é um processo termodinamicamente 

favorável, porém de cinética lenta, tendo as peptidases papel catalítico nesse processo (BERG, 

2002). Comumente, sua cadeia polipeptídica contém um segmento de ativação de 2 a 100 

aminoácidos, tornando esse precursor inativo, também denominado de zimogênio, 

necessitando da hidrólise deste fragmento para se tornar cataliticamente ativa e com isso 

prevenir uma degradação proteica indesejada (KHAN; JAMES, 1998).   

As peptidases (EC 3.4), também denominadas de peptídeo hidrolases ou 

simplesmente peptidases. Devido à existência de uma grande variedade de peptidases, estas 

são agrupadas em clãs e famílias, que atualmente contam com 60 clãs e 277 famílias 

(MEROPS Database). As famílias derivam de um mesmo ancestral comum e compreendem as 

peptidases que apresentam alto grau de identidade na sequência de aminoácidos da região 

responsável pela atividade catalítica. Já as peptidases de um mesmo clã pertencem a um 

conjunto de famílias que evoluíram a partir de um único ancestral comum, no entanto, 

divergiram de tal maneira que a análise por comparação da estrutura primária não pode ser 

comprovada (RAWLINGS; BARRET, 1995).  

Podem ser classificadas de acordo com a região da cadeia polipeptídica que 

clivam, em: exopeptidases (3.4.11-19) e endopeptidases (3.4.21-99) (Figura 2B e 2C). Outra 

classificação, de acordo com o pH em que apresentam maior atividade catalítica, é citada em 

alguns trabalhos, onde: peptidases ácidas apresentam maior atividade na faixa de pH 2,0 – 

6,0, neutras de 6,0 – 8,0 e alcalinas de 8,0 – 13,0 (RAO et al., 1998; VERMELHO et al., 

2008).  

As exopeptidases clivam ligações peptídicas nas extremidades da cadeia 

polipeptídica liberando um único aminoácido, di ou tripeptídeo. Se a clivagem da ligação 

peptídica ocorre na porção anino- ou carboxi-terminal, essas enzimas podem ser classificadas 

em aminopeptidases ou carboxipeptidases, respectivamente. As endopeptidases catalisam a 

hidrólise dentro da cadeia liberando peptídeos, podendo em alguns casos desencadear 

processos de digestão proteica, sendo esses peptídeos alvos de exopeptidases (Figura 2) 

(RAWLINGS et al., 2010).  

Figura 2 – Mecanismo de catálise quanto ao modo de clivagem dos substratos por peptidases. 

Modelo estrutural das endo e exopeptidases e representação esquemática de uma 

endopeptidase acoplada ao seu substrato. 
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 Fonte: Modificado de Turk, 2006. 
 

Outra subdivisão pode ser empregada às endopeptidases, levando em 

consideração o grupo reativo no sítio catalítico da enzima, dentre as principais podemos citar, 

as serino-peptidases (EC 3.4.21) possuem um único resíduo de serina no sítio catalítico, as 

cisteína-peptidases (EC 3.4.22) dispõem de um resíduo de cisteína, as aspártico-peptidases 

(EC 3.4.23) possuem dois resíduos de ácido aspártico no centro catalítico sendo classificadas 

em peptidases aspárticas típicas, peptidases aspárticas atípicas de acordo com a sequência 

gênica e estrutura da proteína e, por fim, as metalopeptidases (EC 3.4.24) necessitam de íon 

metálico para exibir atividade catalítica (Figura 3) (RAO et al., 1998; VERMELHO et al., 

2008). O mecanismo catalítico pode ser determinado diretamente através da reatividade da 

enzima em relação a inibidores de resíduos de aminoácidos na região do sítio ativo (LI; 

YANG; SHEN, 1997). 

As cinco principais classes catalíticas de proteases usam dois mecanismos 

catalíticos fundamentalmente diferentes para estabilizar o intermediário tetraédrico da reação 
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de hidrólise. Nas peptidases serínicas, cisteínicas e treonina, o nucleófilo do sítio catalítico faz 

parte de um aminoácido (catálise covalente), enquanto que nas metalopeptidases e peptidases 

aspárticas o nucleófilo é uma molécula de água ativada (catálise não covalente). Na catálise 

covalente, as histidinas funcionam normalmente como uma base, enquanto que na catálise não 

covalente os resíduos Asp ou Glu e o zinco (metalopeptidases) servem como ácidos e bases. 

Outra diferença entre os dois grupos é na formação dos produtos da reação a do intermediário 

tetraédrico, o qual para cisteína e serina peptidases requer um passo intermediário adicional 

(intermediário acil-enzima) (Figura 2A) (TURK, 2006).  

 

Figura 3. Sítios ativos de peptidases vegetais e de veneno de cobra. A) Metalopeptidases; B) 

Serino-peptidases; C) Aspártico-peptidases; D) Cisteíno-peptidases. ( ) oxigênio, ( ) 

nitrogênio, ( ) zinco, ( ) enxofre, ( ) carbono, ( ) hidrogênio (COSTA et al., 2010) 

 

 

 

As peptidases são moléculas ubíquas, sendo encontradas em todos os organismos, 

nos quais são codificadas por cerca de 2% dos genes (RAWLINGS; MORTON; BARRETT, 

2006), desempenhando diversas funções fundamentais à manutenção de processos biológicos, 

tais como, processamento proteolítico de histonas (AZAD; TOMAR, 2014), mecanismo de 
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apoptose (ROBERTSON et al., 2016), vias do sistema imunológico desempenhando funções 

relevantes na inflamação (SAFAVI, 2012), cascata de coagulação sanguínea (CHAPIN; 

HAJJAR, 2015), transdução de sinal via proteína G (MOSS II et al., 2015), crescimento 

tumoral e processo metastático (DUFFY; MCGOWAN; GALLAGHER, 2008). Ocorrem 

tanto intra como extracelularmente, e a regulação da atividade proteolítica é um fator 

importante, inclusive, na aplicação como agentes terapêuticos, como é o caso da utilização 

dos fatores de coagulação recombinantes (FVIII, FIX e FVII) no tratamento de paciente 

hemofílicos.   

Nas plantas, assim como em todos os organismos, as peptidases possuem grande 

destaque no “turnover” de proteínas não funcionais em aminoácidos, bem como, importantes 

reguladores (ESTELLE, 2001), adicionalmente, estudos apontam para o envolvimento de 

peptidases serínicas como reguladores de respostas de defesa, promovendo uma maior 

expressão de genes que codificam proteínas PR (Pathogenesis-related) que atuam diretamente 

no mecanismo de defesa contra agentes patogênicos (LIU et al., 2008). Van der Hoorn (2008) 

relata o envolvimento de metalopeptidases na nodulação, termotolerância, meiose e que 

peptidases aspárticas promovem uma maior sobrevivência celular durante a gametogênese e 

embriogênese.  

O papel biológico das peptidases de plantas são supreendemente diversos e 

importantes em seus diferentes estádios de desenvolvimento, desde a meiose, sobrevivência 

do gametófito, formação de camadas da semente, desenvolvimento de estômatos e 

cloroplastos, no reconhecimento de patógenos, até na floração e ramificação. Por esse motivo 

a ocorrência de mutações em genes que codificam essas proteínas são frequentemente letais à 

planta (Van der Hoorn, 2008). Em sistemas vegetais, essas enzimas são reguladas pela 

manutenção na forma de zimogênios ou, ainda, por combinação com inibidores, preservando-as 

em sua forma inativa (KULKARNI; RAO, 2009). 

Dentre as peptidases vegetais, as do grupo cisteína representam aproximadamente 

16% do total de sequências depositadas, de acordo com a distribuição citada em 2004 para 

genes de cisteíno-peptidases em Arabidopsis (SCHALLER, 2004).  

A estrutura tridimensional de cisteíno-peptidases (por exemplo, papaína) 

apresentam dois domínios: L (C-terminal) e R (N-terminal), e o sítio catalítico dessas 

peptidases encontra-se na reentrância formada entre os domínios. O resíduo de cisteína 

encontra-se no domínio L e o de histidina no domínio R (McGRATH, 1999). Em algumas 

famílias de cisteíno-peptidases um resíduo de glutamina e asparagina auxiliam na formação 

da cavidade do oxiânion. A glutamina estabiliza a estrutura tetraédrica intermediária durante a 
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hidrólise do substrato e a histidina orienta o anel imidazólico (RAWLINGS, BARRET, 2000). 

O estado ionizado do resíduo de cisteína nucleofílico no sítio ativo é independente da ligação 

do substrato (POLGAR; HALASZ, 1982). 

O mecanismo de ação das cisteíno-peptidases usualmente ocorre em dois passos: 

acilação e desacilação. Primeiramente há o ataque nucleofílico do grupo tiol (Cys 25 -papaína) 

do sítio ativo ao carbono da carbonila do substrato. O íon imidazólico protona o nitrogênio da 

ligação peptídica. Com o rompimento dessa ligação peptídica forma-se o intermediário acil-

enzima e o primeiro produto é liberado (N-terminal). Em seguida, a his159 desprotona uma 

molécula de águ, que ataca o carbono da carbonila da cisteína ligada ao intermediário, 

resultando no produto C-terminal e na regeneração da enzima (desacilação) (RAO et al., 

1998). 

As cisteíno-peptidases podem ser inibidas por agentes alquilantes do grupo tiol, como 

o iodoacetato e clorometilcetonas, por complexantes do grupo tiol, como compostos orgânicos 

inorgânicos que contenham mercúrio e íons de metais pesados, e inibidores de natureza proteica 

(OTTO; SCHIRMEISTER, 1997). Dentre os inibidores de cisteíno-peptidases podemos citar o E-

64, descoberto nos anos 70, que utiliza um grupo epoxisuccinil para interagir covalentemente com 

o enxofre reativo do sítio ativo (HANADA et al., 1978). 

 Dentre as cisteíno-peptidases vegetais mais estudadas estão as extraídas de plantas 

tropicais, como Carica papaya (papaína, quimopapaína, caricaina, glicol endopeptidase), 

Ananas comosus (bromelina de frutos, bromelina de caule, ananaina, comosaina) e Ficus 

glabrata (ficina), por possuírem uma considerável importância comercial. 

 

1.3 Aplicação biotecnológica das peptidases 

 

Peptidases de plantas tem sido utilizadas desde os tempos antigos, como ilustrado 

nos escritos homéricos, onde o látex da figueira já era utilizado na coagulação do leite para a 

fabricação do leite e utilizado também como anti-helmíntico, assim como o suco do abacaxi (. 

As peptidases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas com 

aplicações em diversos processos industriais, perfazendo aproximadamente 60% do total de 

enzimas no mercado (ZAMBARE; NILEGAONKAR; KANEKAR, 2011). São extensamente 

utilizadas como aditivos em detergente, nas indústrias alimentícia, farmacêutica, têxtil e 

curtume, sendo essa ampla aplicabilidade devido à diversidade de especificidades na ação 

hidrolítica (LI et al., 2013). 
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Dentre as peptidases caracterizadas na literatura, as de origem vegetal tem tomado 

grande espaço em indústrias farmacêuticas e biotecnológicas. Apresentam baixo de custo de 

produção e vasta gama de especificidades proteolíticas, Além disso , apresentam resistência à 

variação de temperaturas e valores de pH (FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011).  

De acordo com o site da empresa Novozymes (http://www.novozymes.com), a 

indústria de curtume é uma das mais tradicionais e, como em outras indústrias, a procura 

pelos produtos tem aumentado juntamente com as exigências na fabricação, sendo necessárias 

algumas adaptações e/ou inovações nos processos de fabricação, bem como no tratamento dos 

resíduos gerados pelos processos, melhorando a produção, qualidade do produto e diminuição 

dos impactos ambientais, estando assim, as peptidases inseridas nesse contexto.  

 Uma das utilizações de peptidases neste segmento industrial é na degradação de 

resíduos sólidos, sendo um destes o “animal flashing”, material rico em proteína e que 

comumente, são necessários diferentes tratamentos químicos e térmicos para sua degradação. 

Tendo a utilização de peptidases, redução de energia e tempo gasto no processamento deste 

resíduo (AHMAD; ANSARI, 2013; GODECKE; RODRIGUES; NAIME, 2012).  

Outra grande área industrial que utiliza as peptidases em processos é a 

farmacêutica, aplicando essa classe de moléculas de diversas formas. A utilização de 

peptidases por outras áreas, alimentícia por exemplo, necessitam da produção em grande 

escala e eficiência com pouco processamento. Já na farmacêutica, as peptidases são 

requeridas em poucas quantidades, aja vista a necessidade de longos processos de purificação 

(FELIX; NORONHA; MARCO, 2004). Possuem aplicações no preparo de medicamentos na 

forma de pomadas, no preparo de soluções para limpezas de dentaduras e lentes de contato 

(SAWANT; NAGENDRAM, 2014). Queratinases são exemplos de peptidases aplicadas à 

farmacêutica por serem moléculas eficientes no tratamento de dermatofitose e psoríase, 

podendo também auxiliar no processo de cicatrização (BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 

2010). 

Grande parte de peptidases comerciais são destinadas para produção de 

detergentes. O primeiro detergente contendo protease foi comercializado em 1960, utilizando 

subtilisinas de Bacillus licheniformis, mas seu uso na indústria de detergentes foi proposto 

pela primeira vez em 1913 (SAEKI et al., 2007). As proteases alcalinas são as mais 

apropriadas como aditivos detergentes, uma vez que as enzimas hidrolíticas agem a pH 

altamente alcalino (ANWAR; SALEEMUDDIN, 1998). As subtilisinas são as peptidases 

mais estudadas para o desempenho de lavagem , levando-se em consideração sua resistência 

http://www.novozymes.com/
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aos oxidantes químicos e atividade em diferentes temperaturas, características importantes 

para o uso de peptidases como aditivo em detergentes (SAEKI et al., 2007). 

Na indústria alimentícia as peptidases podem ser utilizadas a fim de causar 

mudanças nas propriedades funcionais de proteínas alimentares, podendo alterar 

características como: solubilidade, gelificação, emulsificação e formação de espuma. Em 

alguns casos, essas mudanças ocasionadas pela hidrólise podem resultar na diminuição da 

alergenicidade de algumas proteínas. Muitas proteínas necessitam de altos graus de hidrólise 

para alterar a sua alergenicidade. Portanto, não é qualquer peptidase que pode realizar este 

efeito. Além disso, um baixo grau de hidrólise pode agravar a reatividade por exposição de 

epítopos presentes no interior das cadeias polipeptídica (TAVANO, 2013). A proteólise pode 

resultar, inclusive, na liberação de peptídeos bioativos, que são definidos como fragmentos de 

proteínas específicas que exercem um impacto positivo nas funções do corpo e pode 

influenciar na saúde (KITTS; WEILER, 2003). 

São amplamente utilizadas na indústria de panificação, sendo possível encontrar 

diversos trabalhos na literatura empregando estas biomoléculas na produção de pão. Após a 

adição de peptidases no processo de fabricação do pão, em alguns casos retarda o processo de 

envelhecimento e melhora a consistência da massa do interior do pão, tendo assim um produto 

final de melhor qualidade (LINKO; JAVANAINEN; LINKO, 1997; HUTTNER; ARENDT, 

2010; LI et al., 2016).  

A produção de cerveja é um processo bem estabelecido e tradicional, mas esses 

fatos não o isentam de melhorias, havendo no mercado atual a constante busca pela 

otimização do processo. A utilização de peptidases na fabricação de cerveja é um exemplo de 

aperfeiçoamento desse processo, sendo empregadas para a obtenção de maior rendimento e 

redução de perdas e tempo de maturação. Alguns dos produtos aromatizantes derivados de 

leveduras são derivados do processamento de açúcares e aminoácidos, estando as peptidases 

envolvidas na metabolização de aminoácidos, podendo liberar para o meio, compostos que 

favoreçam maior palatabilidade da cerveja (PIDDOCKE, 2011; MERZ et al., 2015).  

No entanto, a maior aplicação de peptidases dentro da indústria de alimentos é na 

produção de queijo (KUMARI; SHARMA; JAGANNADHAM, 2012). Em decorrência da 

ação das proteases, incluindo a coagulação, características importantes como sabor e textura, 

podem ser significativamente alteradas de acordo com a razão de hidrólise durante o processo 

de maturação do queijo (McSWEENEY, 2004). 

1.4 Produção de queijo 
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1.4.1 Coagulação do leite 

 

As proteínas do leite bovino comumente se dividem em dois grupos: as proteínas 

do soro, especialmente α-lactoalbuminas (α 1 e α 2) e β-lactoalbuminas, e as caseínas, que se 

organizam em forma de micelas e originam partículas coloidais. As caseínas são 

fosfoproteínas, com o grupo fosfato, em alguns casos ligado a serina em diferentes regiões da 

cadeia polipeptídica, conferindo um caráter anfipático a essas moléculas. Possuem formato 

globular e são insolúveis em pH 4,6 a 20 °C (ROBINSON; WILBEY, 1998).  

As caseínas correspondem a 80% do total de proteínas presentes no leite e suas 

micelas resultam da combinação de três tipos proteicos, α- (αs1 e αs2), β- e κ-caseína (Figura 

3A). A κ-caseína difere das demais por possuir apenas um grupo fosfato e por possuir uma 

região glicosilada composta por três monossacarídeos, que podem ser galactose, N-acetil-

galactosamina ou ácido N-acetil neuramínico (SGARBIERI, 2005). Essa proteína exibe uma 

alta solubilidade em água, além de apresentar pouca afinidade por cálcio, e desse modo, 

interage hidrofobicamente formando uma camada protetora ao redor das caseínas que se 

ligam fortemente ao cálcio (αs1-, αs2 e β-), evitando a precipitação dessas e conferindo 

estabilidade às micelas (CRABBE, 2004). A presença dos filamentos na extremidade c-

terminal da κ-caseína na superfície da micela previne a agregação de outras submicelas e 

também é responsável pela estabilidade da micela contra floculação no leite devido a repulsão 

eletrostática e impedimento estérico (WALSTRA, 1999). 

Análises de microscopia eletrônica mostraram que as micelas de caseína possuem 

uma superfície desigual e são construídas a partir da união de submicelas (Figura 3B), embora 

o modelo da estrutura ainda não tenha sido totalmente elucidado (FOX; BRODKORB, 2008). 

De acordo com Cheftel et al. (1989) as caseínas são classificadas em αs1-caseina, não 

possuem cisteína e apresentam maior susceptibilidade ao efeito de peptidases; αs2-caseína, 

altamente hidrofílica, fosforilada e sensível ao cálcio ionizável; β-caseína, apresenta maior 

quantidade de prolina, ficando mais suscetível às peptidases em baixas temperaturas e κ-

caseína, proteína de pequeno tamanho e sofre pouco efeito do cálcio livre. 

 

 

Figura 4 – Estrutura micelar das caseínas. (A) Desenho esquemático – 1: submicela, 2: 

cadeias proteicas, 3: fosfato de cálcio, 4: κ-caseína, 5: grupos fosfato (B) Eletromicrografia de 

uma micela de caseína individual. 
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Fonte: Dalgleish, Spagnuolo e Goff (2004) 

 

A coagulação do leite é a etapa fundamental na produção de queijos e é realizada 

em duas etapas, podendo ser afetadas por qualquer variação química no ambiente. Na 

primeira fase ocorre a clivagem da κ-caseína e a segunda fase consiste na coagulação das 

micelas de caseína que foram desestabilizadas após a proteólise (YEGIN et al., 2011). Com a 

clivagem, α- e β-caseínas são liberadas do interior das micelas e precipitam na presença de 

cálcio formando o coágulo (FOX et al., 2000; SGARBIERI, 2005; ABREU, 2005). De acordo 

com o processamento sofrido pelo coágulo, diferentes tipos de queijos poderão ser produzidos 

(SARDINAS, 1972). 

O cálcio é importante no processo de coagulação, pois funciona como uma ponte 

entre as micelas, criando condições isoelétricas favoráveis para que isso ocorra (CRABBE, 

2004; MERHEB-DINI et al., 2010). Quando esse íon se encontra em baixa concentração no 

leite a coagulação se dá de forma lenta e o coágulo formado não é firme, contudo, em 

concentrações adequadas de cálcio o coágulo se torna mais compacto, flexível, impermeável e 

contrátil, condições que permitem que a massa do queijo suporte as etapas do processo de 

fabricação (BONATO et al., 2006). 

Vários fatores podem influenciar no processo de coagulação do leite, incluindo 

pH, temperatura, força iônica, concentração de enzimas, presença de sais e o tipo de 

coagulante. Trata-se de uma reação dependente do pH, ocorrendo geralmente pH 6,3 - 6,6. A 

taxa de coagulação aumenta com a temperatura, desde que a enzima seja estável. O tipo de 
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coagulante exerce grande influência no rendimento dos queijos, que acaba sendo reduzido 

quando em condições de alta atividade proteolítica. Contudo, esse problema pode ser 

minimizado por meio da padronização do tempo de coagulação (LUCEY; KELLY, 1994) 

 

1.4.2 Coalhos e coagulantes 

 

Por definição, na indústria de queijo o termo coalho refere-se à enzima obtida do 

abomaso de animais ruminantes, que se trata de uma combinação de renina, ou quimosina 

(EC 3.4.23.4) e pepsina (EC 3.4.23.3). As enzimas usadas para a coagulação do leite que não 

são obtidas de outras fontes alternativas são denominadas coagulantes (ANDRÉN, 2002). 

A escolha do coagulante é importante, pois o uso de peptidases com elevada 

atividade proteolítica e baixa especificidade pode resultar em uma taxa de hidrólise excessiva, 

liberando pequenos peptídeos contendo resíduos hidrofóbicos que irão conferir sabor amargo 

ao queijo, além de minimizar sua vida útil e rendimento (FOX & LAW, 1991; GAJO et al., 

2012). 

A quimosina é uma peptidase aspártica conhecida por promover proteólise 

limitada da caseína, e por este motivo, a mais utilizada para a coagulação do leite. Esta é uma 

característica desejável na escolha de substitutos para o coalho (FOX et al., 2000). O pH 

ótimo para a atividade da quimosina é 5,8 e a temperatura varia entre 30 a 50 °C. É 

relativamente estável a temperaturas de até 50 °C (KUMAR et al., 2010). 

Durante a coagulação enzimática do leite, a κ-caseína é a única proteína 

hidrolisada pela quimosina, especificamente na ligação entre os aminoácidos Phe105-Met106 

(Figura 4) (CRABBE, 2004; FOX, et al., 2000). Essa ligação é particularmente instável, 

devido à natureza dos aminoácidos envolvidos, à presença de uma serina adjacente a 

fenilalanina (Phe) e resíduos hidrofóbicos (Leu, Ala e Ile) (ECK, 1987). Após a hidrólise, a 

porção N-terminal da κ-caseína (resíduos de 1 a 105) dá origem à para-κ-caseína, molécula 

insolúvel, e permanece associada à micela de caseína, enquanto a parte C-terminal, referida 

como glicomacropeptídeo (resíduos de 106 a 169), por possuir caráter hidrofílico, se 

solubiliza no soro (ROBINSON; WILBEY, 1998; DEJMEK; WALSTRA, 2004; FOX, et al., 

2000). Desse modo, a para-κ-caseina pode precipitar, na presenca de cálcio, formando o 

paracaseinato de cálcio, assim como as frações α e β da caseína (NAGODAWITHANA; 

REED, 1993). 

 

Figura 5 – Esquema de clivagem da κ-caseína promovida por quimosina 
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                                      Fonte: Yegin et al. (2011) 

 

Tradicionalmente, quimosina bovina é obtida a partir do abomaso de bezerros 

desmamados, visto que a relação quimosina-pepsina varia consideravelmente com a idade do 

animal, ou seja, quanto mais jovem, maior a proporção de quimosina (80%:20%). Essa é uma 

condição mais apropriada, uma vez que a pepsina apresenta menor grau de especificidade, 

hidrolisando ligações indesejáveis, o que diminui a qualidade do queijo e aumenta o amargor 

(VISSER, 1993, GAJO et al., 2012).  

Em decorrência do aumento da produção mundial de queijos e a redução de 

coalhos de bezerros, além de preocupações étnicas e religiosas associada com a produção, a 

busca por substitutos do coalho tem se intensificado (FOX et al., 2000; SOUZA; ARDO; 

MCSWEENEY, 2001). Diante disso, várias fontes de coagulantes têm sido propostas, como 

de origem vegetal, microbiana e a quimosina obtida através de técnica de expressão 

heteróloga (BENEDET, 1993). 

Dentre as fontes de peptidases de origem microbiana pordemos citar as espécies, 

Mucor pusillus, Mucor miehei (CLAVERIE-MARTIN; VEGA-HERNANDEZ, 2007), 

Termomucor indicae-seudaticae (MERHEB-DINI et al., 2012), Termitomyces clypeatus 

(MAJUMDER et al., 2015), Thermoascus aurantiacus (MERHEB et al., 2007) e Bacillus sp 

(SHIEH; THI; SHIH, 2009; LEMES et al., 2016) dentre outras. 

A quimosina obtida através de técnicas de expressão heteróloga, já é bastante 

utilizada, onde os principais vetores utilizados são Escherichia coli, Saccharomyces 

cerevisae, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactics, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger 

e Trichoderma reesei (WALSTRA et al., 2006; NEELAKANTAN et al., 1999). 

A utilização de peptidases de origem vegetal para o emprego na coagulação do 

leite tem despertado grande interesse, pela a facilidade de obtenção de extratos, fácil 

purificação e/ou isolamento de coagulante natural, além de agregar valor nutricional ao 
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produto (KUMARI; SHARMA; JAGANNADHAM, 2012). Muitas peptidases vêm sendo 

extensivamente estudadas em espécies vegetais, dentre as quais podemos citar: Cucumis melo, 

Calotropis procera, Ananas comosus, Ficus religiosa, Lactuca sativa, Oryza sativa e Cynara 

cardunculus (Tabela 3). No entanto, coagulantes vegetais em sua grande maioria conferem ao 

queijo um sabor amargo, em decorrência da alta taxa de hidrólise e falta de especificidade. Há 

exceções, como é o caso do extrato de flores do cardo C. cardunculus, que já é utilizado há 

séculos na fabricação de queijos artesanais principalmente em Portugal e Espanha (SOUZA; 

MALCATA, 1998). Uma de suas enzimas com potencial coagulante, cardosina A, possui 

especificidade de clivagem semelhante a da quimosina. Outras espécies vegetais também 

apresentaram padrão de hidrólise da κ-caseína semelhante ao coalho animal (Phe105 – Met106), 

como é o caso do extrato de sementes de girassol (H. annuus) (EGITO et al., 2007) e O. 

sativa (ASAKURA et al., 1997). Bruno et al (2010) relata que o queijo produzido a partir do 

extrato dos frutos de Bromelia hieronymi apresentou condições aceitáveis de aparência, 

textura e sabor. Os queijos produzidos com o extrato de sementes de Albizia julibrissin não 

desenvolveram amargura mesmo após três meses de maturação (OTANI; MATSUMORI; 

HOSONO, 1991) 

Embora haja uma grande diversidade de enzimas coagulantes e em alguns casos 

até mesmo possuam especificidades semelhantes, os produtos obtidos com o uso dessas 

enzimas, podem possuir características bem peculiares. A utilização de extratos de frutos na 

indústria alimentícia apresenta vantagens, como o baixo custo e a fácil reprodutibilidade na 

obtenção de extratos. Por fazerem parte, em alguns casos, da dieta, os frutos também 

apresentam baixas implicações com relação à toxicidade e desde modo, melhor aceitação por 

parte dos consumidores. 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 – Fontes vegetais de obtenção de peptidases com atividade coagulante do leite. 

Espécie Enzima 
Parte da 
planta 

Referência 

Cucumis melo Cucumisina Fruto UCHIKOBA, T., KANEDA, 1996 

Lactuca sativa ‘‘Lettucine’’ Folha LO PIERO et al., 2002 

Oryza sativa Orizasina Semente ASAKURA et al., 1997 
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Calotropis procera – Látex AWORTH; MULLER, 1987 

Cynara cardunculus Cardosinas A e B Flor HEIMGARTNER et al., 1990 

Helianthus annuus – Semente EGITO et al., 2007 

Euphorbia nivulia NivuliaN I e II Látex 
BADGUJAR; MAHAJAN, 2010; 
BADGUJAR; MAHAJAN, 2014 

Moringa oleifera – Flor PONTUAL et al., 2012 

Ficus religiosa Religiosina B Látex 
KUMARI; SHARMA; 

JAGANNADHAM, 2012 
Cynara scolymus – Flor CHAZARRA et al., 2007 

Maclura pomifera – Látex CORRONS et al, 2012 

Ananas comosus – Fruto CATTANEO et al., 1994 

Solanum dubium – Semente AHMED et al., 2009 

Bromelia hieronymi – Fruto BRUNO et al., 2010 

Albizia julibrissin – Semente 
OTANI; MATSUMORI; HOSONO, 

1991 

 

 

1.5 Noni (Morinda citrifolia L.) 

 

1.5.1 Aspectos botânicos e distribuição geográfica 

 

Classificação taxonômica: 

 Reino: Plantae  

 Divisão: Magnoliophyta   

 Classe: Magnoliopsida  

 Ordem Gentianales  

 Família: Rubiaceae  

 Gênero: Morinda  

 Espécie: Morinda citrifolia L. 

 

Morinda citrifolia L. é uma espécie pertencente à família Rubiaceae, da qual 

fazem parte também o café (Coffea arabica L.) e algumas plantas ornamentais, como a ixora 

(Ixora coccinea) e gardênia (Gardenia jasminoides). Nativa do sudoeste da Ásia (Indonésia) à 

Austrália é popularmente conhecida no Brasil e no Havaí, como noni, porém recebe outras 

denominações em diferentes localidades, como “indian mulberry” na Índia, “mengkudu” na 

Malásia, “cheese fruit” na Austrália, dentre outros. Possui ciclo de vida perene, de clima 

tropical e temperado, geralmente encontrada a partir a 400 m de altitude do nível do mar, 
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embora se adapte melhor às regiões costeiras (LÜ BERCK; HANNES, 2001). No Brasil é 

possível encontrar seu cultivo nos estados do Acre, São Paulo, Minas Gerais, Pará, Sergipe e 

Ceará (CORREIA et al., 2011). 

O noni apresenta porte arbustivo ou arbóreo de pequeno porte, com 3 – 10 m de 

comprimento. Adaptada aos mais variados ambientes, se desenvolve tanto em solos férteis 

como inférteis, secos ou úmidos, ácidos ou alcalinos e apresenta ampla tolerância à exposição 

ao vento, inundações, salinidade, competição com espécies alelopáticas, dentre outros fatores 

(NELSON, 2006).  

Suas folhas são simples, elípticas e opostas. Apresentam coloração verde brilhante 

na face adaxial e opaca na abaxial, podendo atingir 25 cm de largura na fase adulta (WANG 

et al., 2002). As flores são pequenas e tubulares, agrupadas e inseridas no pedúnculo (Figura 

5). Possuem corola branca, composta de cinco lóbulos e cálice esverdeado. 

 

Figura 6 – Morinda citrifolia L.: visão geral dos aspectos morfológicos. Folhas (A), flores 

(B), frutos (C), semente íntegra (D) e corte transversal da semente indicando a localização do 

embrião (E).  

 

                         Fonte: Nelson (2006). 

Seus frutos são formados a partir de ovários de várias flores (infrutescência), 

assumem um formato ovalado, são carnudos, ligeiramente enrugados e sua frutificação pode 

ocorrer no ano todo.  Sua coloração varia de acordo com o estádio de maturação, desde verde 

até branco e acinzentado (Tabela 4) no momento da colheita (MORTON, 1992).  
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A mudança do estádio de maturação 4 (amarelo-esbranquiçado) para o 5 

(translúcido-acinzentado) ocorre muito rapidamente e em cerca de poucas horas, adquirindo 

uma textura gelatinosa, bem como desenvolve um cheiro forte e desagradável, que se deve à 

presença de ácido butírico (DIXON et al., 1999; CHAN-BLANCO, 2006). A colheita dos 

frutos geralmente é realizada antes do amadurecimento total, a fim de evitar alguns 

problemas, tais como a infestação de insetos e ataques por aves (MACPHERSON et al., 

2007), além de perdas pós-colheita durante o transporte e o armazenamento, garantindo dessa 

forma, a integridade dos frutos. Os frutos costumam ser estocados até que atinjam a 

senescência (CHAN-BLANCO, 2006) 

As sementes são triangulares, de coloração marrom, medem cerca de 3 – 10 mm 

de comprimento e podem estar presentes em número maior do que 100 por fruto (VEIGA et 

al., 2005). Possuem uma distinta câmara de ar e podem permanecer viáveis mesmo depois de 

flutuar na água por meses, podendo ser distribuídas por correntes oceânicas, o que contribui 

para sua propagação (NELSON, 2006; MACPHERSON et al., 2007). 

Duas variedades (M. citrifolia var. citrifolia e M. citrifolia var. bracteata) e uma 

cultivar (M. citrifolia cv. potteri) são descritas para essa espécie e diferem entre si quanto sua 

distribuição geográfica e morfologia de suas folhas e frutos (Figura 6). M. citrifolia var. 

citrifolia é mais amplamente distribuída entre os continentes, possui maior importância 

econômica e diferencia-se das demais por possuir frutos maiores. M. citrifolia var. bracteata é 

caracterizada pela presença de brácteas envolvendo o fruto e está localizada em países entre 

os oceanos Índico e Pacífico, enquanto que, M. citrifolia cv. potteri é uma planta ornamental, 

apresentando folhas com coloração verde e branca, tendo distribuição em todo o Pacífico 

(McCLATCHEY, 2003; RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010; ASSI et al., 2015). 
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Tabela 3 – Frutos de noni em diferentes estádios de desenvolvimento, mostrando as alterações na cor da pele e firmeza durante o 

amadurecimento (CHAN-BLANCO, 2006). 

 

Fonte: Adaptado de Motshakeri; Ghazali (2015).  
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Figura 7 – Variedades e cultivar da espécie M. citrifolia. M. citrifolia var. citrifolia (A), M. 

citrifolia var. bracteata (B) e M. citrifolia cv. “Potteri” (C). 

 
Fonte: Nelson (2006). 

 

1.5.2 Constituição química e propriedades nutracêuticas do suco de noni 

 

O noni tem sido utilizado há mais de 2000 anos pelos polinésios para fins 

alimentares e medicinais. Anteriormente a esse período, cerca de 4700 anos, já era utilizado 

na China como antídoto para ervas venenosas, na forma de chá (WHISTLER, 1985; WANG 

et al., 2002). 

Aproximadamente 200 compostos fitoquímicos já foram isolados e identificados 

em M. citrifolia. No entanto, a composição química varia de acordo com as partes da planta 

(SINGH, 2012), o país de origem (DENG et al., 2010) e com a época da colheita (ILOKI 

ASSANGA et al., 2013). Os micronutrientes mais abundantes são os compostos fenólicos, 

considerados o maior grupo funcional e encontrado em diferentes partes da planta, ácidos 

orgânicos e alcaloides. Dentre os compostos fenólicos, os mais importantes são as 

antraquinonas, como é o caso do damnacantal, aucubina, asperulosidae escopoletina (WANG; 

SU, 2001). Os principais ácidos orgânicos são os ácidos capróico e caprílico (DITTMAR, 

1993) e dentre os alcalóides destaca-se a xeronina (HEINICKE, 1985).  

O fruto tem em sua constituição cerca de 90% de água, enquanto que sólidos 

solúveis, fibras dietéticas e proteínas perfazem a matéria seca (CHUNHIENG, 2003). No suco 

do noni está presente ainda a proxeronina, um precurssor do alcaloide xeronina, que quando 

em combinação com proteínas, promove sua funcionalidade, sendo deste modo, apontada 

como a responsável pela a maioria dos efeitos benéficos atribuídos ao suco (SOLOMON, 

1999). A polpa do fruto de noni pode sofrer variações quanto à sua constituição físico-
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química, de acordo com o ambiente de seu desenvolvimento, como pode ser observado na 

Tabela 5. 

 

          Tabela 4 – Composição físico-química da polpa do fruto de noni. 

 
                  1 Proteínas = 100 – (umidade + lipídeos + cinzas + carboidratos totais+fibras dietéticas). 

 

Comumente, o noni é consumido na forma de suco feitos a partir dos frutos, 

embora folhas, flores, casca e raízes também sejam utilizadas (DIXON et al., 1999; 

MCCLATCHEY, 2002). Em decorrência dos vários benefícios terapêuticos e nutricionais 

atribuídos ao suco de noni (SINGH et al., 1984), foi observado um aumento considerável no 

consumo do fruto nos últimos anos, sendo comercializado tanto em sua forma fresca, suco 

pasteurizado como em associação com outros frutos, frequentemente uva ou amora. Dentre as 

várias propriedades farmacológicas, algumas se encontram listadas na Tabela 6, sendo muitos 

desses efeitos relacionados à metabólitos secundários tais como, damnacanthal, escopoletina, 

óxido nítrico, alcaloides e esteróis (CHAN-BLANCO, 2006). 

 



38 
 

    Tabela 5– Propriedades farmacológicas descritas para os frutos de noni. 

 

Quanto à segurança de uso do fruto de noni, alguns casos de hepatotoxicidade 

foram associados ao consumo diário do suco para fins terapêuticos (MILLONIG et al., 2005; 

STADLBAUER et al., 2005; YÜCE et al., 2006). No entanto, a associação entre o suco dos 

frutos e lesões hepáticas permanece controversa, uma vez que estudos subsequentes não 

identificaram efeitos tóxicos no fígado de roedores (WEST et al., 2006 WANG et al., 2002; 

WEST et al., 2009). Além disso, o suco comercial foi aprovado como um novo alimento pela 

União Europeia (EUROPEAN COMMISSION, 2003) e foi concluído que a sua ingestão 

regular não era susceptível de causar efeitos tóxicos (EUROPEAN FOOD SAFETY 

AUTHORITY, 2006). 

Propriedades Referência 

Anti-inflamatória AKIHISA et al., 2007; YU et al., 2008 

Antioxidante 
ZIN; ABDUL-HAMID; OSMAN, 2002; SU et al., 2005; 

DUSSOSSOY et al., 2011 

Anti-cancerígena 
HIRAZUMI et al, 1994; FURUSAWA et al., 2003; 

KAMIYA et al., 2010 

Analgésica LEVAND; LARSON, 1979;  

Antinociceptiva PUNJANON; NADHASRI, 2005 

Cardioprotetor KAMIYA et al, 2004 

Imunomoduladora PALU et al., 2008; LI et al., 2008 

Antimicrobiana 
DUNCAN et al., 1998; JAYARAMAN et al., 2008 

JAINKITTIVONG et al, 2009 

Anti-hipertensiva DENG, 2007 

Ansiolítica e sedativo DENG et al., 2007 

Hipoglicemiante HORSFAL et al., 2008; PURANIK et al, 2013 

Antiemética PRAPAITRAKOOL; ITHARAT, 2010 

Antiviral KAMATA et al., 2006 

Anti-artrítica SARASWATHI; WAGH SAGAR; KUNAL, 2012 
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Segundo Mohamad-Shalan et al. (2017), nos frutos de noni uma diversidade de 

metabólitos secundários são produzidos e é provável que os principais problemas de saúde 

apresentados em seu estudo tenham relação com o teor de antraquinonas carcinogênicas, em 

particular a alizarina, rubiadina e lucidina. As investigações do Programa Nacional de 

Toxicologia dos EUA concluíram que as antraquinonas podem causar câncer de fígado, rim, 

bexiga urinária e tireóide em ratos e camundongos (National Toxicology Program, 2005). 

Diante disso uma alternativa para a utilização segura seria o fracionamento de compostos do 

fruto de noni, visando a remoção de metabólitos secundários ou outras moléculas 

indesejáveis. 

Embora muito se tenha a respeito dos frutos de noni, uma abordagem voltada para 

o estudo de suas proteínas ainda é bastante exígua. Há alguns estudos realizados com a polpa 

de noni, onde foi realizado uma caracterização parcial de peptidases em diferentes estádios de 

maturação (ISHARTANI et al., 2011; ISMAIL; RAZAK, 2014), onde o estádio 5 

(translúcido-acinzentado) apresentou uma maior atividade específica em relação ao estádio 1 

(verde-escuro). Em outro estudo foi conduzido a purificação de uma peptidase bromelaina-

like (SMITH-MARSHALL; GOLDEN, 2012). No entanto, não há relatos sobre a avaliação 

do  potencial de uso para essas moléculas.  

 

Diante do exposto surgem os seguintes questionamentos: 

 A polpa dos frutos de noni teria mais de um tipo de peptidase? Em caso afirmativo, 

em qual grupo estão inseridas? 

 As peptidases da polpa dos frutos de noni apresentam características favoráveis para 

seu uso em processos biotecnológicos? 

 Seriam essas peptidases capazes de hidrolisar proteínas do leite a fim de serem 

utilizada como substituinte ao coalho animal na produção de queijo? 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral  

 

Caracterizar bioquimicamente as peptidases da polpa dos frutos de noni (M. 

citrifolia L.), bem como avaliar seu potencial tecnológico e possível aplicação na hidrólise das 

proteínas do leite e na produção de queijos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar a composição proteica da polpa dos frutos de noni; 

 Estabelecer um protocolo de extração das proteínas dos frutos de noni;  

 Determinar a atividade proteolítica total e específica dos extratos proteicos obtidos; 

 Caracterizar bioquimicamente as peptidases da polpa dos frutos de M. citrifolia, quanto à 

massa molecular, temperatura e pH ótimo de atividade, efeito de inibidores e estabilidade 

frente à diferentes parâmetros;  

 Analisar a estabilidade das peptidases da polpa dos frutos de noni na atividade de 

coagulação das proteínas do leite; 

 Avaliar o perfil de hidrólise das peptidases do extrato proteico da polpa de noni frente às 

caseínas; 

 Avaliar o desempenho das peptidases da polpa dos frutos de noni na produção de queijo 

do tipo “coalho”. 
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3 MATERIAIS  

 

3.1 Material vegetal 

 

Os frutos de Morinda citrifolia L. var. citrifolia foram coletados no Campus do 

Pici Prof. Prisco Bezerra (Pici), Fortaleza – CE (3°44’24.1”S 38°34’36.2”N),  Universidade 

Federal do Ceará, no mês de junho de 2015. A coleta foi realizada com o fruto no estágio 

amarelo esbranquiçado (Figura 7A). Em seguida, os frutos foram levados para o laboratório 

em temperatura ambiente, onde foram higienizados através de uma extensa lavagem com água 

destilada, secos em papel toalha e postos para amadurecer na bancada em recipiente fechado 

até o estádio de maturação translúcido-acinzentado (Figura 7B). Todos os experimentos foram 

conduzidos no Laboratório de Aplicação Biotecnológica de Algas e Plantas (BioAP), 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular – UFC.                                                                                                                         

 

Figura 8 – Frutos de noni (Morinda citrifolia L.) nos estágios de maturação. Amarelo 

esbranquiçado (A) e translúcido-acinzentado (B). 

 
                                   Fonte: Elaborada pela autora. 

 

3.2 Reagentes químicos 

 

Acrilamida, N, N’ – bisacrilamida, persulfato de amônio, N, N, N', N'-

tetrametiletilenodiamina (TEMED), Coomassie Brilliant Blue G-250, dodecil sulfato de sódio 

(SDS), albumina sérica bovina (BSA), ácido tricloroacético (TCA), ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA), pepstatina A, fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF), trans-epoxisuccinil-

l-leucilamido(4-guanidino)butano (E-64), iodoacetamida, N-α-benzoil-DL-arginina-p-

naftilamida (BANA), dimetilsufóxido (DMSO), 4-dimetilaminocinamaldeído (DMACA), 

B A 
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azocaseína, β-mercaptoetanol, uréia, gelatina, triton X-100, caseína de estômago bovino e κ-

caseína foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA). 

Os marcadores de massa molecular (LMW-SDS Marker Kit) e ditiotreitol (DTT) 

foram obtidos da GE Healthcare Life Sciences (NY, EUA). Os demais reagentes utilizados 

foram de grau analítico e obtidos comercialmente. 

 

4 MÉTODOS 

 

4.1 Obtenção da polpa dos frutos do noni 

 

Após atingir o estágio de maturação translúcido-acinzentado, os frutos foram 

novamente lavados extensivamente em água destilada. As sementes foram eliminadas através 

de um crivo, resultando em um purê composto por casca e polpa dos frutos. Esse purê, 

subsequentemente, foi submetido à extração de proteínas solúveis na forma fresca, e parte foi 

liofilizado para posterior determinação do teor de proteínas totais.  

 

4.2 Determinação do teor de proteínas totais da polpa dos frutos do noni  

 

A quantificação de proteína total presente na polpa do fruto de Morinda citrifolia 

foi realizada através do método micro Kjeldahl (BAETHGEM; ALLEY, 1989), utilizando 

sulfato de amônio como padrão. Para isso a polpa obtida foi liofilizada e 0,02 g de material 

submetidos à mineralização com 1,5 mL de ácido sulfúrico e 1,1 g de catalisador – sulfato de 

potássio, sulfato de cobre e selênio metálico (100:10:1) – em digestor nas seguintes 

temperaturas: 100 °C por 15 min; 150 °C por 15 min; 250 °C por 15 min; 350 °C por 30 min; 

400 °C por 45 min. Em seguida, a amostra foi ajustada com água destilada para o volume 

final de 50 mL e armazenada em alíquotas protegidas da luz. A determinação foi obtida por 

meio de medidas de absorbância, a 650 nm, da reação ocorrida entre 100 µL da amostra 

mineralizada, 900 µL de diluente (catalizador 2,2%, ácido sulfúrico 1,1 M a 6,11% e água 

destilada q.s.p), 5,5 mL de solução 1 (fosfato de sódio bibásico 2,68%, tartarato de sódio e 

potássio 5%, hidróxido de sódio 4% e água q.s.p.), 4 mL de solução 2 (salicilato de sódio 

15%, nitroprussiato de sódio 0,003% e água q.s.p.) e 2 mL de solução 3 (hipoclorito de sódio 

0,315% em água), incubados em banho-maria a 37 °C por 15 min. Sabendo-se que o teor de N 

nas proteínas é em torno de 16% (fator de conversão 6,25), o cálculo é feito da seguinte 

forma: 



43 
 

                                              

Onde:  

A: Absorbância; F: fator da curva padrão com sulfato de amônio; Vd: volume de diluição da 

amostra digerida; Va: volume da amostra utilizada no ensaio; m: massa total de polpa 

mineralizada.   

Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados obtidos, expressos em g 

de proteína por 100 g de polpa. 

 

4.3 Obtenção de extrato proteico da polpa dos frutos de noni  

 

Para a obtenção do extrato proteico, a polpa do noni foi homogeneizada nos 

tampões: glicina-HCl, pH 3,0; acetato de sódio, pH 5,0; fosfato de sódio, pH 7,0 e tris-HCl, 

pH 9,0, todos na concentração de 50 mM e contendo NaCl 150 mM, nas proporções de 1:3 e 

1:5 (m/v), sob constante agitação durante 1 h, 4ºC. Em seguida, os extratos foram 

individualmente filtrados em pano de trama fina e os materiais retidos no tecido de filtração 

ressuspendidos nos tampões mencionados na proporção de 1:3, e submetidos novamente à 

agitação por 1 h para reextração de proteínas. Após a reextração, os materiais foram 

centrifugados a 10.000 x g, por 30 min a 4 °C e os sobrenadantes da extração e reextração, 

reunidos a determinação do teor de proteínas pelo método de Bradford (1976). O teor de 

proteínas totais por grama de polpa fresca foi utilizado como critério de seleção da melhor 

condição para a extração de proteínas. As extrações foram feitas em triplicata, sendo 

calculadas a média e o desvio padrão de média para cada condição. O extrato proteico obtido 

na melhor condição de extração foi liofilizado, ressuspendido em água destilada para 

concentração desejada e centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4°C, sendo abreviado como 

PPN (Proteínas da polpa de noni). PPN foi, então, utilizado nas análises posteriores (Figura 

2). 

 

 

 

 

 

 

P (%) = A x F x Vd x 6,25 

  Va x m x 10 
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Figura 9 – Esquema geral de obtenção de extrato total da polpa do fruto de noni. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

+ NaCl 150 mM 

Agitação por 1 h, 4 °C 

Filtração em pano de trama fina 
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Glicina-HCl 50 mM pH 3,0 

Acetato de sódio 50 mM pH 5,0 

Fosfato de sódio 50 mM pH 7,0  

Tris-HCl 50 mM pH 9,0 

Tampão de extração 

 

Agitação por 1 h, 4 °C 

Filtração em pano de trama fina 

 

 

Centrifugação a 10.000 x g, 

30 min, 4 °C 
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PPN 
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4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

 O perfil eletroforético de PPN foi obtido através da análise em géis de poliacrilamida 12,5% 

de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). Para isso, as proteínas (PPN) 

foram concentradas por precipitação com ácido tricloroacético (TCA)/acetona, tal como 

descrito por Damerval et al. (1986), com modificações. A uma amostra de 2 mL de PPN (2,0 

mg/mL) foi adicionada acetona  P. A. gelada e em seguida, TCA 100%, na proporção de 

1:8:1, respectivamente. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 15 min a 4 

°C, sendo o pellet submetido a sucessivas lavagens com acetona gelada, para a total remoção 

do TCA e seco à temperatura ambiente (25 ºC). As proteínas resultantes da precipitação foram 

solubilizadas em uréia 8 M e tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8, contendo SDS 1,0% azul de 

bromofenol 0,1%. A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical e submetidos a 

uma diferença de potencial de 200 V e corrente de 20 mA. Como marcadores de massa 

molecular foram utilizados: fosforilase B (97,0 kDa), albumina sérica bovina (67,0 kDa), 

ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbônica bovina (29,0 kDa), inibidor de tripsina da soja 

(20,1 kDa) e α-lactalbumina (14,4 kDa). Os géis foram corados com azul brilhante de 

Coomassie R-250 0,025%, dissolvido em metanol (40%), ácido acético (10%) e água 

destilada até o aparecimento das bandas e descorados em solução de metanol 30% e ácido 

acético 10%. As massas moleculares aparentes das bandas proteicas foram mensuradas 

utilizando-se o software GelAnalyzer 2010. 

 

4.5 Determinação da atividade proteolítica total de PPN 

 

A atividade proteolítica de PPN foi determinada utilizando azocaseína 1% como 

substrato (XAVIER-FILHO et al, 1989). Foram misturados 40 µL de DTT 3 mM, 25 µL de 

PPN (0,03 mg/mL), 435 µL de tampão fosfato de sódio 50 mM pH 6,0, 200 µL de azocaseína 

1% e incubados a 37 °C por 1 hora. A reação foi interrompida pela adição de 300 µL de TCA 

20%. Para o branco, o substrato foi adicionado somente após a precipitação com TCA. Após 

centrifugação a 10.000 x g por 10 min, 500 µL do sobrenadante foram coletados e acrescidos 

de 500 µL de NaOH 2,0 M. As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotômetro 

no comprimento de onda de 420 nm. Os valores de pH e temperatura adotados no ensaio 

foram baseados nas condições ideais para a realização da atividade de coagulação do leite, 

como será proposto adiante.  
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Uma unidade de atividade proteolítica (UAP) foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para aumentar a absorbância em 0,01. Os ensaios foram realizados em 

triplicata e os resultados expressos como média  desvio padrão da média da atividade 

proteolítica específica (UAP/mgP) 

                                                                                                                                                                                                                                                             

4.5.1 Zimograma 

 

Para a detecção in gel da atividade proteolítica, amostras de PPN (10 µg de 

proteínas/poço) foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), 

seguido os mesmos parâmetros de corrida citados anteriormente, mas utilizando géis de 

poliacrilamida 10%, contendo gelatina 0,2% como substrato, de acordo com a metodologia 

descrita por Macedo et al. (2004). Após a corrida eletroforética, os géis foram incubados por 

20 min em uma solução de Triton X-100 2,5%, a 25 °C, para retirada do SDS e renaturação 

das proteínas. Essa etapa foi repetida uma vez para a completa retirada do SDS. Em seguida, 

os géis passaram por sucessivas (5 ao todo) lavagens em tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 

6,0 para remoção do Triton X-100 e foram novamente incubados em uma solução ativadora 

(tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0 contendo DTT 1 mM) por 3 h a 37 °C. Para avaliar o 

efeito do SDS sobre a atividade proteolítica de PPN, a etapa de renaturação das enzimas com 

a adição de Triton X-100 foi eliminada e os géis foram apenas incubados em solução 

ativadora por 3 h a 37 °C. 

Géis foram corados com azul brilhante de Coomassie R-250 0,025%, dissolvido 

em metanol (40%), ácido acético (10%). 

 

4.6 Caracterização da atividade proteolítica de PPN  

 

4.6.1 Efeito de inibidores na atividade proteolítica de PPN 

 

Para avaliação dos tipos de peptidases presentes no extrato da polpa de noni, uma 

amostra de PPN (0,03 mg/mL de proteínas em água) foi previamente incubada, por 30 min a 

25 °C, com  diferentes inibidores na proporção de 1:1 (v:v), a saber: PMSF 5 mM 

(fenilmetanosulfonilfluoreto - inibidor de peptidase serínica), EDTA 10 mM (ácido 

etilenodiaminotetraacético - inibidor de metalopeptidases), pepstatina A 0,05 mM (inibidor de 

peptidases aspárticas), E-64 (trans-epoxisuccinil-l-leucilamido(4-guanidino)butano) 0,18 mM 

e iodoacetamida 0,1 mM (inibidores de peptidase cisteínicas). Em seguida, as amostras foram 
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ensaiadas em triplicata com relação à sua atividade proteolítica utilizando azocaseína 1% 

como substrato tal como descrito anteriormente e os dados expressos como atividade 

proteolítica residual (%), sendo comparados com o controle (sem inibidores), onde a atividade 

proteolítica foi considerada 100%. 

 

4.6.2 Determinação de pH ótimo da atividade proteolítica de PPN 

 

Para determinação do pH ótimo da atividade hidrolítica das peptidases extraídas 

da polpa de noni, foram utilizados dois substratos de reação: azocaseína e BANA (Nα-

benzoyl-D,L-arginina-p-naftilamida). Os substratos foram solubilizados em diferentes 

tampões (50 mM), a saber: glicina-HCl, pH 3,0; acetato de sódio, pH 4,0; acetato de sódio, 

pH 5,0; fosfato de sódio, pH 6,0; fosfato de sódio, pH 7,0; Tris-HCl, pH 8,0 e glicina-NaOH, 

pH 9,0. Devido à insolubilidade da azocaseína em pH abaixo de 5, BANA também foi 

utilizado como substrato de reação. O ensaio de atividade proteolítica utilizando azocaseína 

foi conduzido de acordo com a metodologia descrita no item 4.5, utilizando amostras de PPN 

(0,03 mg/mL), solubilizadas em água destilada.  

Para a atividade proteolítica utilizando BANA como substrato foi adotado o 

método descrito por Abe et al. (1987). O meio reacional foi constituído por 40 µL de solução 

ativadora (DTT 3 mM), 25 µL de PPN (0,03 mg/mL), 235 µL de solução tampão e 200 µL da 

solução do substrato de α-N-benzoil-arginina-p-naftilamida (BANA) 1 mM, preparado em 

DMSO a 1% (v/v) e nos tampões já citados acima, para o ensaio utilizando azocaseína como 

substrato. Decorridos vinte minutos de incubação a 37 ºC, a reação foi interrompida com 500 

µL de uma solução de 2% de HCl em etanol (v/v) e acrescida de 500 µL de p-

dimetilcinamaldeído (DMACA) a 0,06%. Após 30 min, o desenvolvimento da cor foi medido 

em espectrofotômetro a 540 nm. Para os brancos, o substrato BANA foi adicionado apenas 

após a interrupção da reação. Para este ensaio, uma UAP, também representa diferenças de 

absorbância de 0,01, em 540 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e o 

resultado expresso como valores de atividade específica (UAP/mg). O pH ótimo, aqui 

determinado, foi adotado nos ensaios posteriores.  

 

4.6.3 Determinação de temperatura ótima da atividade proteolítica de PPN 

 

Para determinação da temperatura ótima de reação da enzima, foi utilizado 

azocaseína como substrato e o ensaio foi conduzido nas mesmas condições da metodologia 
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descrita no item 4.5, porém variando-se apenas a temperatura de reação. Amostras de PPN 

(0,03 mg/mL), solubilizadas em água destilada foram incubadas em meio reacional nas 

temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata e o 

resultado expresso como valores de atividade específica (UAP/mg/min). 

 

4.6.4 Estabilidade da atividade proteolítica em função do pH 

 

Para análise da estabilidade em função do pH, uma amostra de PPN (0,03 mg/mL) 

foi incubada por 30 min, 25 ºC com os tampões (50 mM): glicina-HCl, pH 3,0; acetato de 

sódio, pH 4,0; acetato de sódio, pH 5,0; fosfato de sódio, pH 6,0; fosfato de sódio, pH 7,0; 

Tris-HCl, pH 8,0 e glicina-NaOH, pH 9,0. Em seguida, essa amostra de PPN foi ensaiada 

quanto à sua atividade proteolítica utilizando azocaseína como substrato, tal como descrito, 

em meio reacional de pH ótimo já determinado a 37 °C, temperatura que será utilizada 

posteriormente nos ensaios de coagulação do leite. Os ensaios foram realizados em triplicata e 

os dados expressos como atividade proteolítica residual (%), sendo comparados com o 

controle (sem incubação), onde a atividade proteolítica foi considerada 100%. 

 

4.6.5 Estabilidade da atividade proteolítica de PPN em função da temperatura 

 

Para análise da estabilidade em função do pH, uma amostra de PPN (0,03 mg/mL) 

foi incubada previamente por 30 min, nas temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Em 

seguida, essa amostra de PPN foi submetida ao ensaio de atividade proteolítica utilizando 

azocaseína como substrato, tal como descrito. Os ensaios foram realizados em triplicata e os 

dados expressos como atividade proteolítica residual (%), sendo comparados com o controle 

(sem incubação), onde a atividade proteolítica foi considerada 100%. 

 

4.6.6 Atividade proteolítica de PPN na presença de cátions divalentes 

 

A estabilidade frente a cátions divalentes foi avaliada procedendo-se à prévia 

incubação de PPN (0,03 mg/mL)  em soluções aquosas contendo FeCl2, ZnCl2, MnCl2, MgCl2 

ou CuCl2, por 30 min à 25 °C, nas concentrações de 0,5 e 5 mM. Adicionalmente a atividade 

proteolítica foi também avaliada na presença de cloreto de cálcio (CaCl2) 10, 20, 40, 60, 80 e 

100 mM ou NaCl (0,1 M, 0,5 M, 1 M, 1,5 M, 2,0 M e 2,5 M) previamente incubados com 

PPN nas mesmas condições.  
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O efeito dos cátions divalentes foi determinado em triplicata e expresso como 

percentual de atividade proteolítica residual em relação à atividade da enzima na ausência de 

cátions. Essa atividade foi determinada utilizando azocaseína como substrato tal como 

descrito no item 4.5. 

 

4.6.7 Estabilidade da atividade proteolítica de PPN em função do armazenamento 

 

Para análise da estabilidade em função do tempo e temperatura de 

armazenamento, o PPN (0,03 mg/mL) foi estocado em solução aquosa, sem adição de sais ou 

ativadores nas temperaturas de – 20 e 4 °C e analisados após os períodos de 7, 15, 30 e 60 

dias. O efeito do tempo e temperatura de armazenamento foi expresso em percentagem de 

atividade proteolítica residual em relação à atividade da enzima no tempo zero. Os ensaios 

foram realizados em triplicata utilizando azocaseína como substrato tal como descrito no item 

4.5. 

 

4.7 Determinação da atividade coagulante de PPN 

 

A atividade coagulante do leite foi determinada de acordo com Arima et al. 

(1970). Para o ensaio foram utilizados, em triplicata, 2 mL de leite em pó desnatado, 

reconstituído a 10% (Molico®) com CaCl2 10 mM previamente incubado a 37 °C por 10 min. 

Ao leite foi adicionado 80 μL (0,3 mg/mL) de PPN, solubilizadas em água sem adição de 

ativadores, tendo início a contagem do tempo. Controles negativos foram preparados 

substituindo-se PPN por água destilada em volume equivalente e aos controles positivos foi 

adicionado um coalho comercial (Coalhopar), segundo recomendações do fabricante (0,06 

mg/mL) . A formação do coágulo foi observada a 37 °C, sendo os tubos manualmente 

invertidos e o tempo de coagulação foi determinado quando foi possível discernir pequenas 

partículas após análise a olho nu. Uma unidade coagulante de leite foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para a coagulação de 10 mL de leite em 40 min, sendo 

calculado da seguinte forma, de acordo com: 

                                               

Onde:  

UAC: Unidade de atividade coagulante 

UAC = 2400 x Vs x D 
            Va x t 
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Vs: volume de substrato (mL); D: diluição do material teste; Va: volume da amostra (mL); t: 

tempo de coagulação (s). 

 A eficiência do coagulante foi mensurada através da razão entre a atividade de 

coagulação do leite pela atividade proteolítica total de PPN e foi expressa em UAC/mL). 

 

4.8 Caracterização da atividade coagulante de PPN 

 

4.8.1 Efeito de inibidores na atividade coagulante de PPN  

 

Para a análise do efeito de inibidores na coagulação do leite, o PPN (0,6 mg/mL) 

foi submetido à incubação prévia com diferentes inibidores de peptidases por 30 min a 25 °C, 

na proporção de 1:1. Os inibidores utilizados foram os mesmos testados e apresentados no 

item 4.6.1. Em seguida, procedeu-se ao ensaio de determinação de coagulação das proteínas 

do leite, tal como descrito. O efeito dos inibidores foi expresso em percentagem de unidade de 

atividade coagulante de leite residual em relação à atividade na ausência de inibidores. 

 

4.8.2 Efeito da temperatura na atividade coagulante de PPN 

 

Para avaliar o efeito da temperatura na coagulação das proteínas do leite, o PPN 

(0,3 mg/mL) foi incubado nas temperaturas de 20, 30, 40, 50 e 60 °C. Em seguida, 

prosseguiu-se com a determinação da coagulação de proteínas do leite, tal como descrito (ver 

item 4.7).  

O efeito da temperatura foi expresso em percentagem de unidade de atividade 

coagulante de leite residual em relação à atividade da enzima não incubada. 

 

4.8.3 Efeito do CaCl2 na atividade coagulante de PPN 

 

Para avaliar o efeito do CaCl2 na coagulação das proteínas do leite, o leite foi 

preparado com diferentes concentrações deste sal, a saber: 20, 40, 60, 80 e 100 mM. Em 

seguida, prosseguiu-se com a determinação da coagulação de proteínas do leite, tal como 

descrito (ver item 4.7) utilizando PPN (0,3 mg/mL).  

O efeito do CaCl2 foi expresso em percentagem de unidade de atividade 

coagulante de leite residual em relação à atividade da enzima na presença da concentração de 

10 mM de CaCl2. 
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4.8.4 Efeito do NaCl na atividade coagulante de PPN 

 

Para a análise do efeito do NaCl na coagulação das proteínas do leite, o leite foi 

preparado com diferentes concentrações deste sal, a saber: 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5 M. Em 

seguida, prosseguiu-se com a determinação da coagulação de proteínas do leite, segundo o 

item 4.7 utilizando PPN (0,3 mg/mL).  

O efeito do NaCl foi expresso em percentagem de unidade de atividade 

coagulante de leite residual em relação à atividade da enzima na ausência do sal. 

 

4.9 Padrão de hidrólise da caseína utilizando PPN em comparação com o coalho 

comercial 

 

Para a análise do perfil da hidrólise da caseína por PPN, foi adotado o método 

descrito por Egito et al. (2007). Para isso, caseína e κ-caseína foram solubilizadas em solução 

tampão fosfato de sódio 100 mM pH 6,0 a uma concentração de 10 mg/mL e 5 mg/mL, 

respectivamente. Para a reação de hidrólise foram misturados à solução de caseína e κ-

caseína, o PPN, variando sua concentração final no meio reacional (2,4 µg/mL – 2,18 

UAP/mg/min e 6 µg/mL – 5,47 UAP/mg/min) e o coalho comercial Coalhopar (1 mg/mL), 

composto enzimático à base de quimosina e pepsina bovina. Em seguida, o meio reacional foi 

encubado a 37 °C e alíquotas foram retiradas no momento em que os coalhos foram 

adicionados (tempo zero) e em intervalos de 5 min em um tempo total de 30 min. Para a 

análise eletroforética em géis de 15% de poliacrilamida, 300 μL de solução tampão Tris-HCl 

pH 6,8, contendo 0,1% de SDS, 5% de 2-mercaptoetanol, 10% de glicerol e 0,01% de azul de 

bromofenol foram adicionados à 100 μL de cada solução de hidrolisado e aquecidos a 100 °C 

por 3 min imediatamente após a retirada de cada alíquota, deste volume, 5 μL foram aplicados 

em cada poço. Os géis foram corados com azul brilhante de Coomassie R-250 0,025%, 

dissolvido em metanol (40%), ácido acético (10%) e água destilada até o aparecimento das 

bandas e descorados em solução de metanol 30% e ácido acético 10%. Para avaliar a 

intensidade das banda proteicas, realizou-se análise por densitometria através do software 

GelAnalyzer 2010.  
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4.10 Produção de queijo coalho artesanal  

 

Para a produção do queijo os experimentos foram conduzidos seguindo a cartilha 

“Queijo de Coalho” publicada pela Embrapa (ARAÚJO et al., 2012) conforme fluxograma 

descrito na Figura 9, com algumas modificações. Os queijos foram produzidos a partir de 500 

mL de leite integral pasteurizado do tipo C (Maranguape). O leite primeiramente foi aquecido 

até atingir a temperatura de 37 °C, sendo acrescido de 50 mM de CaCl2. Em seguida, PPN (10 

mg de proteína) e coalho comercial Coalhopar (recomendações do fabricante: 30 mg/500 mL) 

foram solubilizados em um volume de 3 mL de água destilada . Após a adição do cloreto de 

cálcio (50 mM) e homogeneização dos coagulantes, o leite permaneceu em repouso durante 

cerca de 40 min, até o ponto de corte da coalhada, sendo realizados cortes verticais e 

horizontais originando pequenos cubos. Em seguida, cerca de 50% do soro foi retirado, 

acrescido de 10 g de “sal de cozinha” e devolvido para a coalhada, que posteriormente foi 

aquecida até atingir a temperatura de 80 °C para cozimento da massa. A coalhada foi filtrada 

em tecido de trama fina (dessorador), para a retirada do soro, e a massa foi prensada em fôrma 

plástica, permanecendo nessa forma por aproximadamente 16 horas. Parâmetros como 

rendimento, textura, umidade, massa fresca e seca dos queijos foram avaliados. 

 

4.11 Análise Estatística  

 

Os resultados experimentais foram expressos como média ± desvio padrão da 

média e foram analisados utilizando o software GraphPad Prism v.5.03 (GraphPad Inc., San 

Diego, CA). Para comparação de médias foi utilizada a Análise de Variância (ANOVA) e 

testes de comparações múltiplas de Tukey, sendo considerados como significativos os 

resultados que apresentaram P < 0,05. 
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Figura 10 – Esquema geral de fabricação artesanal de queijo coalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de ARAÚJO et al. (2012) 

 

Leite  Aferir volume 

 Filtrar 

Adicionar o coalho 

Verificar a temperatura 

Deixar em repouso 

37 °C 

40 a 60 min 

Cortar a coalhada 

Mexer a coalhada 

Retirar 50% do soro Aquecer até 80 °C 

Adicionar o soro à 

coalhada 

Adicionar “sal de 

cozinha” ao soro (salga) 

Repouso por 

aproximadamente 16 h 

20 g/litro 

 Fôrma 

 Prensa 

 Cortes verticais 
e horizontais 

Aquecer coalhada  
até 85 °C 



54 
 

5 RESULTADOS 

 

5.1 Obtenção da polpa dos frutos de noni e determinação do teor de proteínas totais 

 

Após o processo de liofilização a polpa apresentou um rendimento de 10%. Através do 

método micro Kjeldahl, foi verificado que a polpa dos frutos de noni apresenta um teor de 5,2 

g de proteínas por 100 g (± 0,4).de polpa seca. 

 

5.2 Extração de proteínas da polpa do noni e análise do perfil eletroforético 

 

A figura 10 mostra a concentração de proteínas e atividade proteolítica dos 

extratos da polpa de noni obtidos em diferentes tampões na proporção 1:5 (m:v). Observa-se 

que no tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,0, obteve-se a maior atividade proteolítica, 

quando comparado às demais condições utilizadas. Os extratos obtidos em Tris-HCl, pH 9,0 

apresentaram o menor teor de proteínas e atividade proteolítica, quando comparado aos 

demais tampões (0,27 mg/g ± 0,02 - 11,31 UAP/mg/min ± 4,71 ). Em função do melhor 

rendimento obtido na extração de peptidases com tampão fosfato pH 7,0, essa condição foi 

escolhida para dar prosseguimento às demais etapas do trabalho. 

Tendo definido o tampão para extração de proteínas, resolveu-se otimizar esse 

processo, variando-se a proporção (m:v) de polpa para tampão (1:3 e 1:5) e adicionando-se 

uma etapa de re-extração. Os resultados dessa etapa encontram-se sumarizados na Tabela 7. A 

proporção de 1:3 (m:v) apresentou o menor rendimento de proteínas totais (1,669 mg/g ± 

0,009). Todavia, após a re-extração (1,870 mg/g ± 0,050), não diferiu significativamente (p < 

0,05) do resultado obtido quando se utilizou a proporção 1:5 (1,940 mg/g ± 0,030), sem re-

extração. O maior rendimento foi alcançado quando a proporção de 1:5 com re-extração foi 

utilizada (2,070 mg/g ± 0,002). Desse modo a condição de extração adotada foi em tampão 

fosfato de sódio 50 mM pH 7,0 com adição de 50 mM de NaCl, na proporção de 1:5 com 

reextração.  A figura 11 exibe o perfil eletroforético de PPN obtido na condição de extração 

adotada, onde é possível visualizar apenas três regiões de proteínas mais abundantes, com 

massas moleculares aparentes de 53, 21, 16 e 15 kDa.  

Quanto à atividade proteolítica, PPN apresentou uma atividade específica de 

aproximadamente 911,85 UAP/mg/min (± 36,34) e um rendimento de 1718,69 (± 41,99) 

unidade de atividade proteolítica por grama de polpa fresca. O padrão de bandas com 

atividade proteolítica (apresentadas em claro) pode ser observado na Figura 12A, mostrando a 
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existência de uma grande variedade dessas enzimas. A Figura 12B mostra o zimograma onde 

as peptidases não passaram pela etapa de renaturação, demonstrando assim, que as mesmas 

não são totalmente desnaturadas quando em presença de SDS.  

 

Figura 11 – Concentrações de proteínas totais solúveis e atividade proteolítica de extratos da 

polpa de noni (Morinda citrifolia L.) obtidos em diferentes tampões. As barras indicam 

desvio padrão feita em triplicata. Letras iguais indicam valores que não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).  

 

 

Tabela 6 – Concentração e rendimento de PPN após a adição de uma etapa de re-extração.  

Proporção Proteína total (mg/mL) Rendimento (mg/g)* 

1:3 0,506 ± 0,050a 1,669 ± 0,009a 

1:3 

(Com re-extração) 
0,638 ± 0,050b 1,870 ± 0,050b 

1:5 0,367 ± 0,006c, d 1,940 ± 0,030b 

1:5 

(Com re-extração) 
0,451 ± 0,005ª, d 2,070 ± 0,002c 

Média ± desvio padrão de três análises, cada uma em triplicata.  
Letras iguais representam valores que não diferiram significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey. 
* Massa de proteínas solúveis (mg) por grama de polpa de fruto fresco. 
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Figura 12 – Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) sob condições desnaturantes de 

PPN. Raia 1: Marcadores de massa molecular (fosforilase B – 97,0 kDa; albumina sérica 

bovina – 66,0 kDa; ovoalbumina – 45,0; anidrase carbônica bovina – 29,0; inibidor de tripsina 

de soja tipo Kunitz – 20,1 e α-lactalbumina – 14,4 kDa. Raia 2: PPN obtido com a extração 

em tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7,0 com adição de 50 mM de NaCl, na proporção de 

1:5 com re-extração (75 μg). 

 

 

 

Figura 13 – Zimograma em gel de poliacrilamida (10%) acrescido de gelatina 0,2% de PPN. 

(A) Gel após incubação em solução de Triton X-100 para retirada de SDS e renaturação de 

proteínas. Raia 1: Tripsina (controle) - 3 μg. Raia 2: PPN (10 μg). (B) Gel não incubado em 

Triton X-100. 
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5.3 Caracterização da atividade proteolítica de PPN 

 

5.3.1 Efeito de inibidores 

 

De acordo com a figura 13 as PPN não foram inibidas significativamente na 

presença de EDTA (94,23% de atividade proteolítica residual) ou PMSF (100% de atividade 

residual), enquanto que na presença de pepstatina A houve uma inibição de 8,65% da 

atividade proteolítica total. As PPN tiveram sua atividade proteolítica inibida 

significativamente (p<0,05) e em 97,87% e 98%, quando incubadas com iodoacetamida (0,1 

mM) e E-64 (0,18 mM), respectivamente. Isto indica que as peptidases presentes no extrato da 

polpa de noni, pertencem, em sua grande maioria, à classe de peptidases cisteínicas. 

 

5.3.2 Determinação do pH e da temperatura ótimos de atividade proteolítica  

 

Para a determinação do pH ótimo, foram utilizados os substratos: azocaseína 

(substrato inespecífico) e BANA (substrato específico para cisteíno-peptidases). A maior taxa 

de hidrólise foi alcançada quando a reação se deu em pH 6,0 (885,92 UAP/mg/min ± 21,64), 

não apresentando diferença significativa em pH 7,0 (911,85 UAP/mg/min ± 36,34), quando 

azocaseína foi utilizada (Figura 14A). Entretanto, ao se utilizar BANA como substrato da 

reação, a atividade específica em pH 6,0 (265,01 UAP/mg/min ± 6,75) apresentou valores 

cerca de cinco vezes maior em relação ao pH 7,0, (56,55 UAP/mg/min ± 6,75) (Figura 14B), 

determinando assim, o pH 6,0 como o ótimo para que a atividade proteolítica ocorra. Sob 

condições de pH mais ácido ou básico, as PPN apresentaram baixa atividade proteolítica. 

Para a determinação da temperatura ótima de catálise das PPN, foi utilizado 

azocaseína como substrato de reação. Na Figura 5 é possível observar que as peptidases 

exibiram baixa atividade catalítica, 154,76 (± 4,28), 257,93 (± 43,74), 215,60 (± 12,15) e 

94,57 (± 6,54) UAP/mg/min quando a reação ocorreu nas temperaturas de 20, 30, 70 e 80 °C, 

respectivamente, não apresentando diferença significativa entre si ao nível de p < 0,05. 

Diferentemente, nas temperaturas de 40 e 60 °C foram obtidas atividades específicas de 

667,98 (± 62,20) e 646,16 (± 21,51) UAP/mg/min, respectivamente. Contudo, PPN atingiram 

um máximo de atividade na temperatura de 50 °C (1240,08 ± 56,77 UAP/mg/min). 
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Figura 14 – Efeito de inibidores sobre a atividade proteolítica de PPN. As amostras do PPN 

(0,03 mg/mL e encerrando 1617,9 UAP) foram incubadas em inibidores das diferentes classes 

de peptidases, por 30 minutos antes dos ensaios de determinação da atividade proteolítica, 

conduzidos em pH 6,0 a 37 ºC, utilizando azocaseína como substrato. Barras indicam desvio 

padrão da determinação em triplicata. Letras iguais indicam os valores que não apresentaram 

diferença significativa ao nível de p < 0,05 em relação às peptidases na ausência de inibidores 

(ctrl) pelo teste de Tukey. 
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Figura 15 – Determinação do pH ótimo da atividade proteolítica de PPN utilizando azocaseína 

(A) e BANA (B) como substrato da reação. Os substratos foram solubilizados nos tampões, 

glicina pH 3,0 e 9,0, acetato de sódio pH 4,0 e 5,0, fosfato de sódio pH 6,0 e 7,0, tris-HCl pH 

8,0, todos na concentração de 50 mM, com exceção dos tampões glicina pH 3,0 e acetato de 

sódio pH 4,0 para azocaseína, em virtude de sua insolubilidade nessas condições. Os ensaios 

de atividade proteolítica foram conduzidos a 37 °C. Barras indicam desvio padrão da 

determinação em triplicata. Letras iguais indicam valores que não apresentaram diferença 

estatística ao nível de p < 0,05 pelo teste de Tukey. 

 

 

 

 

A 

B 
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Figura 16 – Determinação da temperatura ótima da atividade proteolítica de PPN. O ensaio de 

atividade proteolítica foi realizado em diferentes temperaturas, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C, 

utilizando-se azocaseína, pH 6,0, como substrato. Barras indicam desvio padrão da 

determinação em triplicata. Símbolos iguais indicam os valores que não apresentaram 

diferença significativa ao nível de p < 0,05 pelo teste de Tukey. 
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5.3.4 Estabilidade da atividade proteolítica em função do pH e temperatura 

 

Quando incubadas durante 30 min em todos as condições de pH testadas, as 

peptidases da polpa de noni apresentaram reduções em suas atividades catalíticas (Figura 16). 

A maior redução ocorreu em pHs mais básicos, 89,96% de redução da atividade proteolítica 

total em pH 8,0 e 91,56% em pH 9,0. Em pH neutro (7,0), a atividade proteolítica foi reduzida 

em 59,3% após incubação por 30 minutos. Diferentemente do observado em valores de pH 

mais alcalinos, em pHs mais ácidos houve menor redução na atividade proteolítica total. Nos 

pHs 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 as atividades foram reduzidas significativamente em 34,93% , 23,29%, 

17,80% e 18,34%, respectivamente, após 30 minutos de incubação nessas condições. 

Nos testes de estabilidade em diferentes temperaturas observou-se que as 

peptidases do extrato da polpa de noni sofreu uma redução significativa (80,21%) em sua 

atividade proteolítica já na temperatura de 20 °C. Tais perdas de efeito foram equivalentes 

para as temperaturas de 30 e 40ºC, sendo ainda mais pronunciadas na temperatura de 50 ºC. A 

partir da temperatura de 60 ºC houve perda total da atividade proteolítica residual (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 
 

Figura 17 – Estabilidade da atividade proteolítica de PPN em função do pH. As amostras do 

PPN (0,03 mg/mL e encerrando 1617,9 UAP) foram incubadas nos tampões, glicina pH 3,0 e 

9,0, acetato de sódio pH 4,0 e 5,0, fosfato de sódio pH 6,0 e 7,0, tris-HCl pH 8,0, todos na 

concentração de 50 mM, por 30 minutos antes dos ensaios de determinação da atividade 

proteolítica, conduzidos em pH 6,0 a 37 ºC utilizando azocaseína como substrato. Barras 

indicam desvio padrão da determinação em triplicata. Letras iguais indicam os valores que 

não apresentaram diferença significativa ao nível de p < 0,05 em relação às peptidases não 

incubadas (ctrl) pelo teste de Tukey.  
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Figura 18 – Estabilidade da atividade proteolítica de PPN em função da temperatura. As 

amostras do PPN (0,03 mg/mL e encerrando 1617,9 UAP) foram incubadas nas diferentes 

temperaturas, por 30 minutos antes dos ensaios de determinação da atividade proteolítica, 

conduzidos em pH 6,0 a 37 ºC utilizando azocaseína como substrato. Barras indicam desvio 

padrão da determinação em triplicata. Letras iguais indicam os valores que não apresentaram 

diferença significativa ao nível de p < 0,05 em relação às peptidases não incubadas (ctrl) pelo 

teste de Tukey. 
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5.3.5 Atividade proteolítica na presença de cátions divalentes  

  

A atividade proteolítica de PPN não sofreu alterações quando em presença dos 

cátions de ferro II e magnésio, nas duas concentrações testadas (0,5 e 5 mM). Para o 

manganês e zinco foram observadas alterações significativas nas duas concentrações testadas. 

Em 0,5 mM de Mn2+ a atividade proteolítica residual foi reduzida em 27,51% e em 5 mM, em 

49,27%. Para o Zn2+ as reduções foram de 34,41% e 85,72% para as concentrações de 0,5 e 5 

mM, respectivamente. Para a incubação com os cátions cobalto e cobre foram observadas 

reduções significativas apenas na concentração de 5 mM, a qual promoveu uma perda de 

56,27% (para a incubação com Co) e 68,52% (para a incubação com Cu) na atividade 

proteolítica total (Figura 18).  

Para os experimentos com CaCl2 não foram observados efeitos de redução da 

atividade proteolítica total para todas as concentrações testadas. Na verdade, para a 

concentração de 100 mM de CaCl2 foi observado um aumento significativo de 39,48% na 

atividade proteolítica total em relação ao controle experimental (Figura 19).  
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Figura 19 – Efeito de cátions divalentes sobre a atividade proteolítica de PPN. As amostras de 

PPN (0,06 mgP/mL e encerrando 3235,8 UAP) foram incubadas com os cátions divalentes 

nas concentrações de 0,5 mM e 5 mM, antes dos ensaios de determinação da atividade 

proteolítica, conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando azocaseína como substrato.  Barras 

indicam a média  desvio padrão da média da atividade proteolítica residual (%) determinada 

em triplicata. Letras iguais indicam os valores que não apresentaram diferença significativa ao 

nível de p < 0,05 em relação às peptidases na ausência de cátions (ctrl) pelo teste de Tukey. 
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Figura 20 – Efeito do CaCl2 sobre a atividade proteolítica de PPN. As amostras de PPN (0,06 

mgP/mL e encerrando 3235,8 UAP) foram incubadas em soluções de CaCl2  nas 

concentrações de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mM, antes dos ensaios de determinação da atividade 

proteolítica, conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando azocaseína como substrato.  Barras 

indicam a média  desvio padrão da média da atividade proteolítica residual (%) determinada 

em triplicata. Asteríscos (*) indicam os valores que não apresentaram diferença significativa 

ao nível de p < 0,05 em relação às peptidases na ausência de cátions (controle) pelo teste de 

Tukey. 
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5.3.6 Estabilidade de PPN em função do armazenamento 

 

As PPN foram armazenadas em solução aquosa sem adição de sais ou ativadores 

nas temperaturas de -20 °C e 4 °C durante o tempo máximo de 60 dias. Mesmo após 7 dias na 

temperatura de 4 °C, as PPN já apresentaram uma redução de 51% em sua atividade 

proteolítica em comparação ao tempo zero. As perdas de atividade proteolítica foram graduais 

e significativas ao longo do tempo. As reduções ocorridas a 4 °C foram de 51%, 75,45%, 

93,82% e 95,82% para os tempos de 7, 15, 30 e 60 dias, respectivamente. Não houve 

diferença significativa entre os dois últimos tempos, já que em 30 dias as PPN perdem quase 

totalmente sua atividade, quando armazenadas em solução na temperatura de 4 °C. Enquanto 

que na temperatura de -20 °C as PPN foram capazes de conservar sua atividade proteolítica 

por mais tempo. As perdas nessa temperatura foram 7,57%, 26,1%, 38,03% e 60,05%, nos 

tempos de 7, 15, 30 e 60 dias, respectivamente (Figura 21). 
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Figura 21 – Estabilidade de PPN em função do armazenamento nas temperaturas de -20 e 4 

°C nos tempos de 7 – 60 dias. As amostras do PPN (0,03 mg/mL e encerrando 1617,9 UAP) 

foram armazenadas em solução aquosa, não protegidas da luz. Após cada intervalo de tempo 

foram realizados os ensaios de determinação da atividade proteolítica, conduzidos em pH 6,0 

a 37 ºC utilizando azocaseína como substrato.  Barras indicam a média  desvio padrão da 

média da atividade proteolítica residual (%) determinada em triplicata. Letras iguais indicam 

valores que não apresentaram diferença significativa ao nível de p < 0,05 pelo teste de Tukey. 

N.I.: não armazenada. 
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5.4 Determinação da atividade coagulante de PPN 

 

A coagulação do leite (2mL) foi realizada mediante a adição de 0,024 mg de PPN 

(1294,39 UAP) e a formação das primeiras partículas visíveis iniciou em 5,73 minutos (± 

0,05). PPN apresentou atividade coagulante de 174,5 UAC/mL e atividade coagulante 

específica de 269,6 x 10-3 UAC/mg. A Figura 22 mostra os coágulos resultantes da hidrólise 

realizada pelo coalho comercial (B) e por PPN (C). Os sobrenadantes visíveis nos tubos trata-

se do soro resultante da coagulação. 

 

Figura 22 – Coagulação de leite desnatado 10% (Molico®) por PPN ao final de 40 min. 

Amostras de PPN (80 μL - 0,3 mg/mL), solubilizadas em água, foram utilizadas na 

coagulação de 2 mL de leite. (A) Controle (água). (B) Coalho comercial - Coalhopar (0,12 

mg). (C) PPN (1294,39 UAP). 

 

 

5.5 Caracterização da atividade coagulante de PPN 

 

5.5.1 Efeito de inibidores na atividade coagulante de PPN 

 

Tal como observado nos resultados anteriores de inibição da atividade 

proteolítica com E-64 e IAA, as peptidases presentes na polpa do noni não apresentaram 

atividade coagulante do leite na presença desses compostos (Figura 23). Por outro lado, 

decréscimos significativos de 20,74 e 25,35% em UAC foram observados após incubação das 

peptidases da polpa do noni com PMSF (5 mM) e pepstatina A (0,05 mM), respectivamente. 
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Quando incubados em EDTA, não houve diferença significativa em relação às PPN na 

ausência de inibidores. 

 

Figura 23 – Efeito de diferentes inibidores de peptidases sobre a atividade de coagulante de 

PPN. As amostras do PPN (0,3 mg/mL e encerrando 1294,39 UAP) foram incubadas em 

inibidores das diferentes classes de peptidases, por 30 minutos antes dos ensaios de 

determinação da atividade coagulante, conduzidos em pH 6,0 a 37 ºC, utilizando leite 

desnatado 10% como substrato. Barras indicam desvio padrão da determinação em triplicata. 

Letras iguais indicam os valores que não apresentaram diferença significativa ao nível de p < 

0,05 em relação às peptidases na ausência de inibidores pelo teste de Tukey.  
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5.5.2 Estabilidade de PPN em função da temperatura na coagulação do leite 

 

PPN quando incubadas a 20 °C não apresentaram diferença significativa em 

relação às proteínas não incubadas (ressuspendidas instantes antes do ensaio de atividade 

proteolítica). Todos os ensaios de atividade proteolítica foram realizados na temperatura de 37 

°C. Já na temperatura de 30 °C houve uma redução de 16,48% em sua atividade coagulante, 

não havendo diferença significativa em relação à temperatura de 40 °C, onde o decréscimo foi 

de 18%. PPN foram completamente desnaturadas quando aquecida a 50 °C, não havendo 

desta forma, coagulação do leite (Figura 24).  

 

5.5.3 Efeito do NaCl na atividade coagulante de PPN 

 

A presença de NaCl resultou em perdas de atividade de coagulação, no entanto, as 

reduções foram: 11,84; 11,72; 21,88; 16,8; 19,65 e 23,58, na presença de 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2; 

2,5% de NaCl, respectivamente (Figura 25).  

 

 5.5.4 Efeito do CaCl2 na atividade coagulante de PPN 

 

A coagulação do leite em presença de 10 mM de CaCl2 foi utilizada como 

controle, visto que a coagulação não ocorre na ausência deste sal. Quando essa concentração 

foi alterada para 20 e 40 mM, não houve variações significativas em relação ao controle (na 

presença de 10 mM de CaCl2). Embora seja possível observar uma redução nos valores de 

UAC na coagulação do leite em presença de maiores concentrações de CaCl2, 60 a 100 mM, 

esse decréscimo teve uma média de apenas 16,66%, não havendo diferença significativas 

entre as três concentrações (Figura 26). 
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Figura 24 - Estabilidade da atividade coagulante de PPN em função da temperatura. As 

amostras do PPN (0,3 mg/mL e encerrando 1294,39 UAP) foram incubadas em diferentes 

temperaturas, 20, 30, 40 e 50 °C, por 30 minutos antes dos ensaios de atividade coagulante, 

conduzidos em pH 6,5 a 37 ºC utilizando leite desnatado 10%. Barras indicam desvio padrão 

da determinação em triplicata. Letras iguais indicam os valores que não apresentaram 

diferença significativa ao nível de p < 0,05 em relação às peptidases não incubadas pelo teste 

de Tukey. N.I.: não incubadas. 
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Figura 25 – Efeito do NaCl sobre a atividade coagulante de PPN. As amostras de PPN (0,3 

mgP/mL e encerrando 3235,8 UAP) foram incubadas em soluções de NaCl  nas concentrações 

de 0, 20, 40, 60, 80 e 100 mM, antes dos ensaios de determinação da atividade coagulante, 

conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando leite desnatado 10% como substrato.  Barras 

indicam a média  desvio padrão da média da atividade proteolítica residual (%) determinada 

em triplicata. Letras iguais indicam os valores que não apresentaram diferença significativa ao 

nível de p < 0,05 pelo teste de Tukey. 
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Figura 26 – Efeito do CaCl2 sobre a atividade coagulante de PPN. As amostras de PPN (0,3 

mgP/mL e encerrando 3235,8 UAP) foram incubadas em soluções de CaCl2  nas 

concentrações de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mM, antes dos ensaios de determinação da atividade 

coagulante, conduzidos em pH 6,0 a 37 °C utilizando leite desnatado 10% como substrato.  

Barras indicam a média  desvio padrão da média da atividade proteolítica residual (%) 

determinada em triplicata. Letras iguais indicam os valores que não apresentaram diferença 

significativa ao nível de p < 0,05 em relação às peptidases na presença de 10 mM de CaCl2 

pelo teste de Tukey. 
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5.5.5 Padrão de hidrólise da caseína utilizando PPN em comparação com o coalho 

comercial 

 

O perfil eletroforético da hidrólise das caseínas ao longo do tempo está exibido na 

Figura 27, onde é possível observar que PPN apresentam uma preferência sobre a β e κ-

caseína, visto que a banda correspondente à α-caseína permanece visível por mais tempo. Na 

concentração de 6 μg de proteínas por mL de leite (Figura 27B), ou seja, cerca de 323,6 UAP, 

a hidrólise total de caseínas ocorre praticamente em 10 min de reação. A análise 

densitométrica confirma a diminuição das intensidades das bandas proteicas ao longo do 

tempo (α, β e κ).  

PPN apresentaram uma hidrólise da κ-caseína semelhante aparentemente com a 

obtida utilizando-se o coalho comercial (Coalhopar), onde é possível observar a formação do 

peptídeo para-κ-caseína (Figura 28). 
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Figura 27 – Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) sob condições redutoras da hidrólise 

de caseína (CN) ao longo do tempo de reação. As raias indicam o tempo de reação em min. 

M: marcador. (A) PPN: 2,4 μg/mL (2,18 UAP/mg/min). (B) PPN: 6 μg/mL (5,47 

UAP/mg/min). Abaixo análises de densitometria mostram a diminuição da intensidade das 

caseínas ao longo do tempo, indicando que as mesma estão sofrendo degradação. 
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Figura 28 – Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) sob condições redutoras. (A) 

Hidrólise da κ-CN após 10 min. Raia 1: Marcadores de massa molecular. Raia 2: κ-CN. Raia 

3: Hidrólise por Coalhopar. Raia 4: Hidrólise por PPN. (B e C) Hidrólise da κ-CN ao longo 

do tempo de reação e análise de densitometria. (B) Coalhopar – 0,1 mg/mL. (C) PPN – 1,2 . 

10-3 mg/mL (64,71 UAP). 
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5.6 Produção de queijo coalho artesanal 

 

Os queijos produzidos com o coalho animal (Coalhopar) e coagulante vegetal 

(PPN) podem ser observados na Figura 28. Ambos apresentaram poucas diferenças em 

relação à massa fresca dos queijos, entretanto, diferiram quando ao tempo de coagulação 

(Tabela 8). Parâmetros como rendimento, textura, massa fresca e seca dos queijos foram 

avaliados. O queijo produzido com a utilização de PPN como coagulante apresentou textura 

macia, e apresentou maior taxa de umidade (Figura 29). e um rendimento de 79,02g de polpa 

fresca necessários para a manufatura de um quilo de queijo. Os queijos produzidos com os 

dois coagulantes apresentaram rendimentos semelhante levando-se em consideração a massa 

de queijo recuperada após a retirada do soro a partir de 500 mL de leite. 
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Figura 29 – Queijo do tipo coalho produzido com a utilização de coalho comercial – 

Coalhopar (A) e de PPN (B). Para a coagulação de 500 mL de leite foram utilizados 10 mg de 

PPN (9118,5 UAP) a 37 °C durante 36 min. Coalho comercial foi utilizado na concentração 

de 0,06 g/L). 
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Tabela 7 – Parâmetros de análise comparativas entre queijos produzidos com coalho animal e 

coagulante vegetal.  

Parâmetros Coalhopar PPN 

Tempo de coagulação (min) 3  8  

Massa fresca (g) 57,49 ± 0,87 65,17 ± 0,84 

Massa seca (g) 32,84 ± 5,46 25,86 ± 1,52 

Umidade (%) 41,34 ± 7,01 60,27 ± 2,83 

Rendimento (%)* 11,49 ± 0,17 12,98 ± 0,16 

* Rendimento calculado a partir da massa de queijo recuperada a partir de um volume de 500 mL de 
leite. 
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6 DISCUSSÃO 

 

As peptidases têm uma ampla variedade de aplicações na indústria de alimentos, 

como na fabricação de queijos, no processamento de bebidas e carnes, na hidrólise para 

produção de peptídeos bioativos, dentre outros. Comumente são extraídas de diversas fontes, 

sejam elas de origem animal, vegetal, microbiana ou produzidas através de recombinação 

genética. 

A principal peptidase utilizada na fabricação de queijo é a quimosina, aspártico-

peptidase de origem animal. Essa enzima possui alta especificidade sobre a κ-caseína e baixa 

atividade proteolítica total, sendo estas características desejáveis na escolha de qualquer outro 

coagulante (FOX; STEPANIAK, 1993). Visando a substituição deste tipo de coalho, bem 

como a diversificação dos produtos, várias pesquisas têm sido direcionadas para a busca de 

novas fontes de peptidases com potencial para coagulação do leite, que possam resultar em 

queijos com características diferenciadas, como o odor, o sabor e a textura. Nesse contexto, 

coagulantes de origem vegetal apresentam-se como uma alternativa viável, por possuir ampla 

especificidade quanto ao substrato, atividade em uma ampla faixa de pH, temperatura e pela a 

presença de compostos orgânicos (KUMARI; SHARMA; JAGANNADHAM, 2012). 

Quase todas as peptidases utilizadas como coagulantes do leite pertencem à classe 

de aspártico-peptidases, mas outros grupos de enzimas, tais como cisteíno e serino-peptidases 

também já foram estudadas (TAMER; MAVITUNA, 1997). Alguns coagulantes vegetais são 

inadequados para a produção de queijos, pois conferem baixo rendimento e sabor amargo ao 

produto final, em decorrência de uma proteólise excessiva (LLORENTE et al, 2014). 

Portanto, a busca de novas fontes em potencial de enzimas eficientes na coagulação do leite a 

partir de plantas está em processo contínuo, de forma a torná-las industrialmente úteis para 

atender a crescente demanda mundial de produção de queijos diversificados e de alta 

qualidade (HASHIM et al., 2011) 

.Diante dessa temática e dos estudos existentes na literatura acerca da presença de 

peptidases na polpa dos frutos de noni, e por se tratar de um fruto consumível, não 

apresentando, desta forma, implicações quanto ao seu uso em pequenas quantidades, a 

estratégia adotada neste trabalho foi a de caracterizar estas peptidases visando sua aplicação 

futura como coagulante na produção de queijos.  

Através do método de micro Kjeldahl foi determinado que a massa seca dos frutos 

de noni apresenta 5,2% de proteína em sua constituição. Alterações nesse teor são observadas 

em frutos coletados em ambientes diversos. Frutos de noni coletados em Cuiabá – MT, Brasil 
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(FARIA et al., 2014) e Camboja (CHUNHIENG, 2003) apresentaram teores proteicos 

correspondentes a 2,36% e 2,5%, respectivamente. Baixos teores de proteínas são comuns em 

frutos, visto que geralmente estas se encontram armazenadas em suas sementes (SLAVIN; 

LLOYD, 2012). 

Para extração de proteínas do fruto foram testados diferentes pHs e a maior 

concentração de proteína foi obtida quando o tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7,0 com 

adição de NaCl, com um rendimento total de 2,07 mg de proteína / g de polpa (0,451 mg/mL). 

No entanto, levando-se em consideração a concentração total de proteínas na polpa (5,2%), é 

possível constatar que apenas cerca de 4% das proteínas são solúveis nessas condições. Isso 

sugere que os frutos de noni contém uma grande diversidade de proteínas que são extraídas 

provavelmente em diferentes condições de pH, solventes e sais. Ishartani et al. (2011) relatou 

uma concentração de 0,51 mg/mL em extratos obtidos a partir de frutos de noni no 4º estádio 

de maturação (amarelo-esbranquiçado), em contraste com os valores encontrados por Ismail e 

Razak (2014), apenas 0,16 mg/mL. 

O pericarpo do fruto de noni é uma fonte rica de peptidases que podem ser 

empregadas na fabricação de queijos. Sua atividade proteolítica de 1718,69 UAP/g ultrapassa 

a da maioria dos vegetais, como é o caso do kiwi (Actinidia deliciosa), abacaxi (Ananas 

comosus), mamão (Carica papaya) e figo (Ficus carica) que apresentam uma média de 25,92 

UAP/g (Sun et al., 2016). Apenas 79,02 g (peso médio do fruto: 212,17 ± 11,25 g) de 

pericarpo de noni são necessários para a manufatura de um quilo de queijo, desse modo a 

partir de apenas um fruto é possível obter uma larga quantidade de peptidases, o que 

diminuiria os custos para produção de queijos e ao mesmo tempo dispensa a técnica de 

expressão heteróloga, que muitas vezes é utilizada visando o aumento nos rendimentos de 

biomoléculas. Além disso, essa é uma espécie perene e frutifica ao longo de todo o ano 

(Nelson, 2006) 

O perfil eletroforético apresentado foi semelhante ao do fruto maduro relatado por 

Ismail & Razak (2014), onde grande parte das proteínas, possuem massas menores que 30 

kDa, entretanto, o presente trabalho diferiu por apresentar uma banda proteica em torno de 53 

kDa. O zimograma (Figura 3) apresentou diversas bandas correspondentes às peptidases, que 

não foram visualizadas em SDS-PAGE comum (Figura 2), mesmo aplicando-se grande 

quantidade de proteínas (75 μg). Isso sugere que a atividade proteolítica dos frutos de noni, 

provém de uma grande variedade de peptidases com alta capacidade de hidrólise, no entanto, 

presentes em baixas concentrações, pois mesmo não sendo observadas em SDS-PAGE 

comum, a quantidade de proteína aplicada para a realização do zimograma (10 μg) foi 
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suficiente para que houvesse digestão da gelatina presente no gel. Foi observado também que 

essas peptidases não foram totalmente desnaturadas na presença de dodecil sulfato de sódio 

(SDS), visto que houve hidrólise de proteínas durante a corrida eletroforética, comprovada 

pelo “arrastado” na parte superior do gel.   

Em ensaios de atividade proteolítica utilizando diferentes inibidores de peptidases, 

PPN foram completamente inibidas quando incubadas na presença dos inibidores, 

iodoacetamida e E-64. Esses inibidores são específicos para cisteíno-peptidases, entretanto 

sua utilização não permite distinguir entre as enzimas desta classe. Inibem irreversivelmente, 

por alquilação ou oxidação, causando modificações em grupos tiol (–SH). Esse resultado 

demonstra que grupos –SH podem estar envolvidos no mecanismo de catálise dessas enzimas, 

indicando que PPN pertencem a classe das cisteíno-peptidases. 

PPN apresentaram atividade ótima em torno de pH 6,0 para ambos os substratos 

utilizados. Essa condição de pH é comum em cisteíno-peptidases vegetais, como é o caso da 

bromelaina, extraída a partir do fruto de Ananas comosus, que apresentou atividade 

caseinolítica máxima em pH 5,0 – 6,0 (HA et al., 2012), da nivulian II, purificada a partir do 

látex de Euphobia nivulia (BADGUJAR; MAHAJAN, 2014), e a ervatamina B, proveniente 

do látex de Ervatamia coronaria (KUNDU; SUNDD; MEDICHERAL, 2000), que 

apresentaram atividade ótima em pH 6,3. Coalho de vitelo exibiu a mesma dependência em 

relação ao pH, desempenhando melhor atividade de coagulação sob condições ácidas do que 

sob condições alcalinas (RICHARDSON, et al., 1967) 

A atividade proteolítica aumentou progressivamente com o aumento da 

temperatura até um ponto máximo em 50 °C, decaindo em temperaturas superiores (Figura 6). 

Comportamento semelhante foi observado em látex de Ficus carica, Calotropis procera 

(BADGUJAR; MAHAJAN, 2012) e folhas de Lactuca sativa (LO PIERO et al., 2002), que 

apresentaram uma temperatura ótima de atividade de 50, 45 e 50 °C, respectivamente. PPN 

apresentaram ainda uma atividade proteolítica bastante expressiva nas temperaturas de 40 e 

60 °C. 

Quanto à estabilidade em função do pH, PPN apresentou aproximadamente 80 % 

de sua atividade quando incubada previamente 4 – 6, e 60% em pH 3 (Figura 7). Apresentou 

baixa estabilidade frente pHs alcalinos. Peptidases de sementes de Lagenaria siceraria 

também sofreram uma redução na atividade proteolítica em pH acima de 7,0 (DASH; 

MAHARANA;  GHOSH, 2015). Sabe-se que o pH afeta a forma, as propriedades de carga, o 

posicionamento correto do substrato e a ionização das cadeias laterais dos aminoácidos, tanto 

no local ativo, como em toda a estrutura enzima (PURICH, 2010). 
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A incubação prévia em diferentes temperaturas também ocasionou reduções na 

atividade proteolítica de PPN, principalmente em temperaturas acima de 40 °C. Este fato pode 

estar associado à ocorrência de autólise, quando PPN são incubados nas suas condições ideias 

de reação, pH 6,0 a 50 °C, visto que esse processo é bastante comum em peptidases, e 

depende de fatores como concentração, temperatura, tempo e ativadores. (TOMAR et al., 

2008). Alta estabilidade em função da temperatura e do pH é um importante critério na 

escolha de peptidases para serem utilizadas em processos industriais (VIEILLE; ZEIKUS, 

1996).  

Outro parâmetro utilizado para avaliação da estabilidade de PPN foi o efeito de 

íons na atividade proteolítica, que podem ser determinantes na organização molecular da 

proteína e assim influenciar na atividade e estabilidade da enzima (MERHEB-DINI et al., 

2009). Mn, Co, Cu e Zn foram capazes de inibir a atividade proteolítica de PPN na 

concentração de 5 mM, enquanto que, Fe, Mg e Ca não exerceram influência na atividade. 

Esse perfil de inibição também foi encontrado em religiosina B (KUMARI; SHARMA; 

JAGANNADHAM, 2012), enquanto que nivulian-II sofreu inibição por Fe e Zn 

(BADGUJAR; MAHAJAN, 2014). O Na foi capaz de melhorar em 50% a atividade catalítica 

de PPN de 2,5 M, isso também foi reportado por Sousa, Malcata (1996), onde houve um 

aumento na atividade proteolítica do extrato bruto de flores de Cynara cardunculos de acordo 

com o aumento da concentração de NaCl. Já peptidases dos frutos de Bromelia hieronymi 

sofreram uma perda de sua atividade em cerca de 48% na presença de 2,5 M de NaCl 

(BRUNO et al., 2010). 

Quanto à sua estabilidade de armazenamento em função do tempo e da 

temperatura, PPN armazenadas apenas em solução aquosa a – 20 °C mantiveram 60% de sua 

atividade mesmo após 30 dias, enquanto que a 4 °C o decaimento da atividade ocorreu mais 

rapidamente. Todavia, quando liofilizadas e armazenadas na temperatura de -20 °C, sua 

atividade catalítica permaneceu intacta mesmo após 6 meses (dados não mostrados). Diante 

disso, tornam-se necessários estudos acerca de sua estabilidade em diferentes temperaturas 

quando liofilizadas.  

A razão entre a atividade coagulante do leite e a atividade proteolítica é um 

indicador da eficiência da peptidase utilizada na produção de queijo (ARIMA et al, 1970) e 

esse parâmetro é utilizado na escolha de coagulantes alternativos. A coagulação do leite por 

PPN ocorreu sem a adição de ativadores e apresentou uma razão de 174,5 UAC/mL. 

Quando realizado o ensaio de atividade de coagulação do leite utilizando 

inibidores de peptidases, o resultado obtido corroborou com o ensaio de atividade proteolítica 
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utilizando-se azocaseína como substrato e confirmou a presença de cisteíno-peptidases, visto 

que não ocorreu coagulação do leite quando PPN foram incubadas em iodoacetamida e E-64. 

Várias cisteíno peptidases têm sido apontadas como coagulantes alternativos, como é o caso 

das espécies Ficus racemosa (DEVARAJ et al., 2008), Actinidia chinensis (KATSAROS et 

al., 2010), Ficus carica sylvestris (FACCIA et al., 2012), Euphorbia nivulian (BADGUJAR; 

MAHAJAN, 2014), Calotropis procera (BADGUJAR; MAHAJAN, 2012), Helianthus 

annuus (EGITO et al., 2007), dentre outras. 

Outro parâmetro avaliado foi o efeito do NaCl e CaCl2 na coagulação do leite. 

Sabe-se que o NaCl influencia na maturação do queijo, como no controle do crescimento 

microbiano, na sinerese da coalhada, causando uma redução na umidade do queijo, bem como 

na atividade de proteínas que podem ocasionar mudanças físicas no queijo, como por 

exemplo, a textura (GUINEE; FOX, 2004). A presença de NaCl ocasionou uma redução na 

UAC de PPN, embora em ensaios de atividade proteolítica mostrados anteriormente, o sal 

tenha potencializado o efeito de PPN sobre a azocaseína. A salga do queijo de coalho ocorre 

apenas ao final do processo de coagulação, o que não coloca em risco a atividade da enzima. 

Esse resultado apresenta uma vantagem, pois a inativação parcial de PPN por NaCl associado 

à sua inativação total na temperatura de 50 °C, garantem que ao final do processo de produção 

de queijo, não continue havendo proteólise durante a etapa de maturação, diminuindo assim, a 

liberação de peptídeos indesejados. 

O cálcio também interfere na coagulação do leite e tem sido descrito como uma 

importante substância na formação do coágulo durante a coagulação do leite, que ocorre 

quando sua concentração é alta o suficiente (ANEMA, LEE, KLOSTERMEYER, 2005). Tem 

importância na agregação da caseína no segundo passo (não enzimático) do processo de 

coagulação, provocado pela neutralização dos resíduos negativos das micelas de caseína 

(grupos fosfoserina e carboxil) e formação de complexos de fosfato de cálcio (PIRES; 

ORELLANA; GATTI, 1999), de modo que um aumento na sua concentração leva a um 

aumento na taxa de coagulação (ARIMA et al., 1970). Houve uma redução nos valores de 

UAC apenas na presença de concentrações maiores ou iguais a 60 mM de CaCl2, 

diferentemente dos ensaios de atividade proteolítica, onde sua atividade  de PPN não foi 

afetada por nenhuma das concentrações testadas. Ahmed; Babiker; Mori (2010) e Preetha; 

Boopathy (1997), relataram uma atividade máxima de peptidases purificadas na coagulação 

de leite na presença de 0,2 e 0,4 M de CaCl2, respectivamente. Religiosina B também sofreu 

um decaimento quando na presença de concentrações acima de 0,3 M de CaCl2 e foi 
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associado ao aumento da força iônica ou a saturação de resíduos negativos das micelas com o 

aumento de Ca2+ no meio (KUMARI; SHARMA; JAGANNADHAM, 2012). 

Quando um potencial substituto do coalho é considerado, é importante avaliar 

adequadamente os padrões de degradação de caseínas por causa de seus efeitos sobre o 

rendimento, consistência e sabor do queijo final. A hidrólise lenta de α e β-caseína é garantia 

da produção de uma coalhada firme, o que ocorre quando quimosina é utilizada (FOX, 1989). 

PPN foi capaz de hidrolisar os três tipos de caseína (α, β e κ) originando vários peptídeos de 

baixa massa molecular (Figura 19), sendo β e κ-caseína mais susceptíveis à ação de PPN do 

que a α-caseína. Esse padrão foi reproduzido por peptidases de sementes de Solanum dubium 

(AHMED; BABIKER; MORI, 2010). Quimosina cliva apenas uma ligação peptídica da 

molécula de k-caseína, produzindo um peptídeo insolúvel, para-k-caseína, e um glicopeptídeo 

C-terminal (RAO et al., 1998). A hidrólise da k-caseína (Figura 20) realizada tanto por PPN 

como pelo coalho comercial (Coalhopar) resultou em um perfil semelhante, com uma banda 

com massa molecular de aproximadamente 16 kDa, provavelmente corresponde ao peptídeo 

para-k-caseína. 

Diferentes graus de proteólise entre diferentes peptidases representam uma 

vantagem, visto que podem levar à produção de novos queijos caracterizados pelo seu sabor 

único, juntamente com diferentes teores de gordura (TRUJILLO et al., 2000). PPN mostrou-

se eficiente na produção de queijo de coalho, entretanto, novos estudos para otimização das 

condições ideais devem ser realizados para confirmar sua utilidade na indústria de laticínios.  
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7 CONCLUSÃO 

 

A polpa dos frutos de noni demonstrou ser uma fonte em potencial de uma grande 

variedade de enzimas proteolíticas com atividade de coagulação do leite e através de testes 

com inibidores de peptidases foi revelado que PPN pertencem à classe das cisteíno-

peptidases. Apresentaram uma maior atividade catalítica no pH 6,0, utilizando-se tanto 

azocaseína como BANA, e na temperatura de 50 °C. No entanto, os ensaios subsequentes 

para caracterização dessas enzimas utilizou a temperatura de 37 °C, que é a mesma utilizada 

para os ensaios de coagulação do leite. 

Foi observada uma perda drástica na atividade proteolítica em meio alcalino e em 

temperaturas superiores a 40 °C. Foram estáveis na presença dos íons Fe e Mg, embora Mn, 

Co, Cu e Zn tenham induzido uma inibição da enzima. CaCl2 e NaCl não exerceram efeito 

negativo sobre a atividade proteolítica de PPN, no entanto, causaram uma redução nos valores 

de UAC, quando em concentrações mais elevadas, durante a coagulação do leite. Foi 

verificado que o armazenamento da enzima em solução aquosa na temperatura de 4 °C, 

mesmo após 7 dias, e de -20 °C por período superior a 30 dias não é procedimento adequado.  

PPN foram capazes de hidrolisar os três tipos de caseína (α, β e κ), apresentando 

maior especificidade para as β e κ-caseínas, em detrimento das α-caseína. A degradação da κ-

caseína utilizando PPN foi semelhante à do coalho comercial (Coalhopar), com a geração de 

um peptídeo com uma massa molecular de aproximadamente 16 kDa, correspondente à para-

κ-caseína.  

O queijo produzido com PPN apresentou valores de massa (fresca e seca) e 

umidade semelhante ao produzido com o coalho comercial, sendo necessários 79,02 g para a 

produção de um quilo de queijo (aproximadamente um fruto inteiro).  

Diante disso, frutos de noni constituem uma fonte promissora de peptidases a 

serem usadas na indústria de laticínios, sendo necessários ainda estudos para a otimização das 

condições de produção do queijo e para garantir a segurança do produto. 
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