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RESUMO

A macambira (Bromelia laciniosa Mart. ex Schult.) € uma espécie de planta nativa do
semiarido brasileiro e pertence a familia Bromeliaceae, do mesmo grupo do abacaxi
(Ananas comosus). A planta possui vasta importancia regional devido as suas
aplicabilidades ornamentais, alimenticias, cercas vivas, producao de fibras e enzimas.
Estudos sobre a aplicabilidade de enzimas do fruto da macambira como coagulante
no leite bovino ainda sao incipientes. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a
aplicabilidade de extrato enzimatico (EEM) dos frutos da macambira como coagulante
do leite bovino. A atividade enzimatica do EEM foi avaliada por meio de ensaios in
vitro, avaliando-se a influéncia do pH, pH (5 a 9), temperatura 6tima (30 a 90 °C), além
da determinacao de parédmetros cinéticos Kn (constante de Michaelis-Menten) € Vimax
(velocidade maxima), utilizando azocaseina como substrato. Na etapa seguinte,
parametros 6timos, como: atividade enzimatica (U), rendimento (U/Kg de fruto) e
pureza (%), foram determinados para a obtencdo do preparado enzimatico. O
potencial de coagulacao do leite pelo extrato enzimatico otimizado (EEBM) foi avaliado
in situ (leite bovino pasteurizado), a partir da determinagdo do poder coagulante e da
estabilidade da atividade enzimatica durante o armazenamento. O EEM apresentou
atividade proteolitica 6tima em pH 7,0 e temperatura de 70 °C. No entanto, entre 30-
40 °C (inicio da atividade proteolitica), apresentou-se compatibilidade com a
temperatura tradicionalmente adotada na fabricagdo de queijos. Quanto aos
parametros cinéticos, o K, igual a 0,122 g/100 mL e Vmax (5,17 U/min). O EEBM (temp
= 35 °C; razédo fruto/tampédo = 1:1 p/v) apresentou atividade coagulante 533 U/ml,
confirmando sua viabilidade de aplicagcdo na fabricacdo de queijos. Quanto a
estabilidade enzimatica, o EEBM manteve sua atividade durante 50 dias de
armazenamento. Estudos posteriores sao necessarios visando verificar as condicoes
dessas possiveis aplicacdes.

Palavras-chave: Caatinga; cinética; enzimas vegetais; proteases; queijos.



ABSTRACT

Macambira (Bromelia laciniosa Mart. ex Schult.) is a plant species native to the
Brazilian semi-arid region belonging to the Bromeliaceae family, the same group as
the pineapple (Ananas comosus). This plant holds vast regional importance due to its
applications in ornamentation, food, living fences, and the production of fibers and
enzymes. Studies on the application of macambira fruit enzymes as a coagulant in
bovine milk remain limited. This research aimed to evaluate the applicability of the
enzymatic extract (EEM) from macambira fruits as a bovine milk coagulant. The
enzymatic activity of the EEM was assessed via in vitro assays, evaluating the
influence of pH (5 to 9) and temperature (30 to 90 °C), in addition to determining kinetic
parameters, such as K, (Michaelis-Menten constant) and Vmax (maximum velocity),
using azocasein as a substrate. Subsequently, optimal parameters such as enzymatic
activity (U), yield (U/kg of fruit), and purity (%) were determined to obtain the optimized
enzymatic preparation. The milk coagulation potential of the optimized enzymatic
extract (EEBM) was evaluated in situ (pasteurized bovine milk) by determining the milk-
clotting activity and enzymatic stability during storage. The EEM showed optimal
proteolytic activity at pH 7.0 and 70 °C. However, the 30-40 °C range proved
compatible with temperatures traditionally adopted in cheesemaking. Regarding kinetic
parameters, Km was 0.122 g/100 mL and Vmax was 5.17 U/min. The EEBM (at 35 °C;
fruit/buffer ratio = 1:1 w/v) presented a milk-clotting activity of 533 U/mL, confirming its
viability for cheese production application. Regarding enzymatic stability, the EEBM
maintained its activity for 50 days of storage. Further studies are required to verify the
conditions for these potential applications.

Keywords: Caatinga; kinetics; plant enzymes; proteases; cheese.
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1 INTRODUGAO

O leite € uma combinacgao de diversos componentes (agua, proteinas, lipidios,
carboidratos, sais minerais e vitaminas) (Vidal; Saran Netto, 2018), oriundo da
ordenha completa e ininterrupta, em boas condi¢des higiénicas, de vacas saudaveis,
com uma boa alimentagao e bem-estar animal (Brasil, 2018). Sobretudo, é nutritivo e
amplamente consumido, quer seja na forma in natura (fluido) ou por meio de diversos
derivados lacteos (Silva et al., 2012), com destaque para produg¢ao de queijos.

A fabricacdo de queijos é caracterizada por um processo tecnoldgico de
precipitacdo das diferentes fracbes proteicas, geralmente das caseinas. Esse
processo € realizado por diferentes métodos fisico-quimicos, principalmente a partir
do uso de coagulantes enzimaticos; estes atuam modificando a superficie das micelas
de caseinas, induzindo a coagulacéao e possibilitando a elaboracao de diferentes tipos
de queijos produzidos ao redor do mundo (Santos, 2023). Quanto a origem, os
coagulantes podem ser obtidos a partir de diferentes fontes: animal, microbiana e
vegetal. O coalho de origem animal, extraido do estémago de ruminantes lactentes,
tem sido utilizado ha séculos na industria queijeira, sendo composto
predominantemente pelas enzimas quimosina e/ou pepsina (Liu et al., 2021; De
Jesus, 2023). Por sua vez, o coagulante microbiano é obtido por meio de
microrganismos, em sua maioria, geneticamente modificados (Leite Junior; Vieira,
2021). Em relagao ao coagulante vegetal, este apresenta-se vantajoso, tendo em vista
a sua obtencgao natural, extraido majoritariamente de folhas, frutos e sementes (Silva
Neto et al., 2023; Litrenta et al., 2024; Lima Guimaraes et al., 2024; Yasmin et al.,
2025).

Com o aumento do consumo de queijos, restricbes alimentares (religiosas e
veganas, por exemplo) e tendéncias de consumo voltadas a sustentabilidade
(Manuelian et al., 2020; Halicka et al., 2025), bem como a preferéncia por alimentos
livres de organismos geneticamente modificados (Peschel et al., 2019; Drugova et al.,
2020; Adalja et al., 2023), tem-se buscado por novas fontes naturais de enzimas
coagulantes (Akgay et al., 2025). O uso de enzimas de origem vegetal surge como
uma importante alternativa, pois elas sdo obtidas a partir de recursos naturais e
oferecem uma alternativa aos coagulantes convencionais (Litrenta et al., 2024). Dessa

maneira, explorar essas alternativas pode fomentar a sustentabilidade no setor lacteo



14

(Alvarenga et al., 2023), ao minimizar significativamente a dependéncia por
coagulantes de origem animal e, também, os custos de produgao.

Estudos conduzidos por Rodrigues e Laguna (2001) indicaram que extratos
enzimaticos vegetais obtidos de plantas da flora nordestina apresentaram resultados
promissores com agao coagulante no leite de diferentes matrizes (caprina e bovina).
Ademais, diferentes investigagdes tém avaliado o emprego de extratos vegetais como
alternativas tecnoldgicas ao coalho de origem animal (Adetunji; Salawu, 2008; Ben
Amira et al., 2017; Rincon et al., 2017; Almeida et al., 2018), evidenciando o interesse
cientifico na descoberta de coagulantes alternativos.

A Macambira (Bromelia laciniosa Mart. ex Schult.) € uma planta da familia das
Bromeliaceas, do género Bromélia e caracteriza-se por produzir frutos do tipo baga,
em formato tricarpelar, apresentando de 3 a 5 cm de comprimento e didmetro variando
entre 1 a 2 cm. A medida que se desenvolve, a coloracéo das bagas sofre alteracdes,
apresentando tons amarelados, roxos ou cor de vinho (Dutra et al., 2010).

A planta é encontrada no semiarido do Nordeste brasileiro (De Souza et al.,
2021), constituindo uma importante fonte de alimentagéo animal e consumo humano,
especialmente durante longos periodos de seca, sendo extraida da base das folhas
uma massa utilizada na producédo de um tipo de pao (Lima-Saraiva et al., 2012).
Paralelamente, apresenta outras versatilidades, sendo elas ornamentais, produgao de
fibras e enzimas (Leme; Marigo, 1993). Pesquisas avaliando o potencial de extratos
obtidos dos frutos desta planta como coagulante do leite bovino ainda ndo foram
reportadas pela comunidade cientifica. Desta forma, esta pesquisa teve como objetivo
avaliar a aplicabilidade de extrato enzimatico (EEM) dos frutos da macambira como

coagulante do leite bovino.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a aplicabilidade de extrato enzimatico dos frutos da macambira como
coagulante do leite bovino.
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2.2 Especificos

e Caracterizar, usando métodos in vitro, a atividade enzimatica do extrato

enzimatico quanto ao pH, temperatura 6tima e parametros cinéticos (Km € Vmax);

e Determinar parametros 6timos de extragdo das proteases dos frutos de

macambira;

e Avaliar o poder coagulante do extrato enzimatico no leite bovino;

¢ Verificar a estabilidade da atividade enzimatica do extrato durante o tempo de

armazenamento.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Leite

O leite bovino é um produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta realizada
em condi¢des higiénicas, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (Brasil,
2018). Sendo versatil, pode ser consumido na sua forma original (pasteurizado), ele
também serve como fonte de matéria-prima em diversos tipos de produtos, entre
alimentos doces e derivados salgados, originando-se os diferentes tipos de queijos
(Siqueira, 2019).

De acordo com Silva et al. (2012), a composicado quimica do leite bovino
apresenta um elevado percentual de agua (= 87,5%), complementado por gordura
(3,5%), proteinas (3,5%), carboidratos (4,7%) e sais minerais (0,8%). Nota-se que tais
teores nao representam valores fixos, mas sim médias suscetiveis a oscilagdes. Essas
variabilidades ocorrem em fungdo da raga (Girolando, Gir, Jersey e Holandesa),
estagio de lactacao, alimentacdo, sanidade animal, idade e sazonalidade climatica.
No contexto industrial, essa variabilidade é crucial, uma vez que, quanto maior o
percentual de extrato seco total (EST), maior sera o rendimento final dos produtos

elaborados.
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A matriz lactea € uma das commodities com alta relevancia no panorama
global, tanto no contexto produtivo quanto no consumo, estando presente na base
alimentar de bilhdes de pessoas diariamente. Esse alimento é amplamente
reconhecido por sua elevada densidade nutricional (fonte de proteinas de alto valor
bioldgico, calcio e vitaminas), nutrientes fundamentais em diferentes fases da vida
(Richards, 2020; Siqueira, 2021). Com relagéo ao contexto econédmico e industrial, a
cadeia produtiva do leite destaca-se como um setor de elevada relevancia
socioeconémica no Brasil, movimentando cerca de R$ 100 bilhdes ao ano (Siqueira,
2021). Diante desse setor tao versatil e inovador, o EEM aplicado ao leite possibilita

uma alternativa tecnoldgica promissora, agregando valor cultural e mercadolégico.

3.2 Bioquimica das proteinas do leite

Devido a sua elevada complexidade estrutural e composicional, o leite constitui
um sistema bioldgico dindmico, no qual diversas reagdes fisico-quimicas, bioquimicas
e microbiolégicas ocorrem de forma simultanea, resultantes da interacdo entre seus
diversos constituintes (Oliveira, 2022; Thaler Neto et al., 2022). Nesse contexto, as
proteinas do leite possuem elevado interesse cientifico e industrial, sendo compostas
majoritariamente por dois grupos distintos: as caseinas (as1-, as2-, - e k-caseina)
representando cerca de 80% do conteudo proteico total. Em relacdo aos 20%
restantes, mas ndo menos importantes, integram as proteinas do soro: beta-
lactoglobulina e alfa-lactoalbumina, ambas com alto valor biolégico (Panetto et al.,
2024).

As caseinas sao caracterizadas por serem proteinas fosforiladas, de estrutura
aberta e flexivel, organizadas principalmente na forma de micelas de caseina (MC).
Estruturalmente, essas MC incorporam, além da fracdo proteica, agua e uma
significativa proporg¢ao de minerais, predominantemente na forma de fosfato de calcio
coloidal (FCC) (Silva et al., 2019; Souza et al., 2023), como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 — Estruturacéo da micela de caseina.
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Fonte: Do Valle et al., 2022.

A estabilidade das MC é assegurada, em grande parte, pela presenga da k-
caseina em sua camada externa; por ser a fragdo mais hidrofilica e insensivel ao
calcio, ela atua como uma barreira protetora, diferentemente das fragdes internas
(as1-, as2-, B-caseinas). Estas ultimas interagem com aglomerados de FCC, que
atuam como “cimento” em suas interligagdes estruturais. No entanto, os principais
fatores que afetam sua estabilidade sdo de natureza fisico-quimica e biolégica, com
destaque para: alteragcdes de pH e temperatura, a hidrolise enzimatica da k-caseina,
adigdo de acidos organicos e o excesso da concentragao de calcio ibnico (Ca?*) (Silva
et al., 2019; Freitas et al., 2021).

Para a industria, o monitoramento do pH e da temperatura € uma etapa crucial
na recepcao da matéria-prima; o leite com pH inferior a 6,2 pode apresentar
estabilidade térmica comprometida, devido ao aumento da concentragdo de Ca?* na
fase aquosa, resultante da solubilizagdo do FCC. Essa alteragao eleva as chances de
precipitacado proteica indesejada durante o tratamento térmico (pasteurizacao) (Conti;
Santos, 2009), etapa obrigatéria no inicio do beneficiamento do leite (Brasil, 1969).
Entretanto, sob condi¢cdes controladas, os parametros citados tornam-se aliados
fundamentais na elaboracéo de diversos derivados lacteos, inclusive queijos (Vidal;
Saran Netto, 2018).

Na fabricacdo de queijos, ocorre o processo de desestabilizacdo das MC,
primordialmente, por dois mecanismos distintos: a coagulagao acida e a coagulagao
enzimatica. A coagulacdo 4&cida ocorre da acdo de bactérias acido-laticas,
naturalmente presentes no leite (Ramon; Silva, 2019; Tesfaw et al., 2024) ou ainda
por adigao de acidos organicos de grau alimenticio (Fox et al., 2017). Neste processo,
o pH diminui até atingir 4,6 (ponto isoelétrico das MC), ocorrendo um aumento de

cargas positivas (ions H*), que ao interagir com as cargas negativas presentes na
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superficie das MC, provoca a desestabilizagao e agregagao dessas estruturas (Figura
2), assim, formando uma rede de caseina induzida pela acidificagdo, resultando em
um agregado de caseina denominado "gel". A coalhada obtida por esse mecanismo
(acido) é altamente porosa, fragil e dificil dessoragem (baixa sinérese). Tais
propriedades resultam na produgéo de queijos com alta umidade e massa mole, como
o Queijo Cottage, Cream Cheese, Queso Blanco e Paneer (Souza et al., 2023; Garcia
etal., 2024).

Figura 2 — Representagdo esquematica do mecanismo de coagulagao acida.
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Fonte: Souza et al., 2023.

Agregados de
caseina

A coagulagao enzimatica, por sua vez, fundamenta-se predominantemente na
acgao de proteases sobre as micelas de caseina (Fox et al., 2017). Na elaboracao de
queijos, as proteases mais utilizadas (quimosina e/ou pepsina) destacam-se como as
principais enzimas coagulantes. Devido a sua elevada especificidade pela k-caseina,
a quimosina catalisa a hidrdlise da ligagao peptidica entre os aminoacidos fenilalanina
(Phe105) e metionina (Met106) (Figura 3). Essa clivagem resulta na liberagdo da
porcao hidrofilica (glicomacropeptideo) para o soro, acarretando a diminuicdo da
repulsao estérica e eletrostatica. Consequentemente, as MC se desestabilizam e se
agregam, formando o coagulo enzimatico (Souza et al., 2023; Garcia et al., 2024).
Além desse processo, emprega-se a coagulagao mista (acido + enzima), que depende
intrinsecamente do pH e temperatura do meio (Tarapata et al., 2021).
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Figura 3 — Representacdo da agédo enzimatica (quimosina) na k-caseina.
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Ressalta-se que o Ca?* desempenha papel crucial nessa etapa, pois atua
formando pontes (ligagdes cruzadas) entre as MC, proporcionando a formagao de um
coagulo firme e elastico (Furtado, 2019), estruturalmente distinta do gel resultante na
coagulagao acidifica. Nota-se que o uso de enzimas ocorre em cerca de 75% dos
queijos até entdo catalogados (Fox et al., 2017), demonstrando a relevancia das
proteases na cadeia produtiva de queijos. Nesse cenario, figuram o Queijo Coalho,
Parmigiano-Reggiano, Mozzarella e Roquefort (Nassu et al., 2006; Garcia et al., 2024),
dentre diversas outras variedades.

No que tange as diferengas sensoriais entre as vias de coagulagédo acida ou
enzimatica, destaca-se o impacto na textura final do produto elaborado. A coagulagao
acida apresenta géis macios e friaveis, com acidez perceptivel. Em contrapartida, a
via enzimatica promove a formacado de uma estruturagdo mais resistente e elastica,
viabilizando o fatiamento e possibilitando a integridade reoldgica adequada ao longo
da maturagao (Fox et al., 2017; Garcia et al., 2024).

3.3 Enzimas coagulantes utilizados no leite: animal, microbiano e vegetal
3.3.1 Enzimas coagulantes de origem animal

O coalho de origem animal, extraido do estdmago de ruminantes lactentes, tem
sido utilizado ha séculos na industria queijeira, € composto predominantemente pelas

enzimas quimosina e/ou pepsina (Liu et al., 2021; De Jesus, 2023). Com a expansao

da produgdo queijeira e o aumento proporcional de seu consumo, impulsionou a



20

utilizacao desse agente (coalho animal). Por conseguinte, tém sido observadas
limitagdes relacionadas na sua oferta, devido a baixa disponibilidade de animais
jovens para o abate (Souza et al., 2024), os quais se mostram insuficientes no

suprimento da elevada demanda industrial.

3.3.2 Enzimas coagulantes microbianas

Os coagulantes de origem microbiana s&o obtidos por meio de microrganismos,
boa parte geneticamente modificados, visando a produ¢ao de enzimas com elevada
atividade coagulante (Leite Junior; Vieira, 2021), sendo uma das alternativas ao
coalho de origem animal, especialmente em usos de larga escala industrial. Entre as
enzimas microbianas, destacam-se as proteases asparticas produzidas por fungos
das espécies Rhizomucor miehei e Rhizomucor pusillus, ambos pertencentes ao
género Rhizomucor. Além dessas, também se encontram os coagulantes produzidos
por fermentagdo, em que se empregam os microrganismos Kluyveromyces marxianus
var. Lactis e Aspergillus niger var. Awamori. Estes ultimos apresentam estrutura
tridimensional semelhante a da quimosina, o que lhes confere especificidade para a
clivagem da ligacao entre os aminoacidos Phe105-Met106 da k-caseina (Sousa, 2022;
Santos, 2023; Souza et al., 2023).

3.3.3 Enzimas coagulantes de origem vegetal

O uso de coagulantes vegetais configura-se como uma alternativa estratégica
aos agentes de origem animal e microbiana. Essa substituicdo demonstra potencial
de atender as crescentes demandas por produtos mais naturais (Litrenta, et al., 2024;
Akcgay et al., 2025). Um dos coagulantes de origem vegetal tradicionalmente usados
na fabricagdo de queijos provém da flor do cardo (Cynara cardunculus),
tradicionalmente utilizada na fabricagdo do queijo Serra da Estrela (Inacio et al., 2023).
A elaboracéo deste queijo baseia-se na agao das cardosinas, enzimas extraidas da
flor, cuja atividade proteolitica durante a maturagao resulta em um produto com as
caracteristicas: pasta semimole, textura amanteigada, coloragao branca a levemente

amarelada e poucas ou nenhuma olhadura, conferindo ao queijo uma identidade



21

sensorial e tecnoldgica distinta em relagao a outros queijos produzidos mundialmente
(Rampanti et al., 2022; Inacio et al., 2023; Rocha et al., 2023).

Diversas outras enzimas vegetais apresentaram elevada atividade proteolitica,
como a papaina do mamao (Carica papaya), a bromelina do abacaxi (Ananas
comosus) e coagulantes de origem vegetal proveniente da figueira (Ficus carica)
(Gouvéa, 2018). Autores, como Litrenta et al. (2024) e Lima Guimaraes et al. (2024)
evidenciaram o potencial tecnolégico de outras enzimas de origem vegetal como
alternativas viaveis a quimosina de origem animal, destacando-se a actinidina do kiwi
(Actinidia deliciosa), e a proteinase aspartica presente nas sementes de girassol
(Helianthus annuus), sendo utilizado leite proveniente de diferentes matrizes (ovino,

bovino e caprino) na elaboragéo de queijos.

3.4 Prospeccao de novas enzimas coagulantes para a fabricagao de queijos

Comercialmente, sdo encontrados principalmente coagulantes de origem
bovina e microbiana (Leite Junior; Vieira, 2021). No entanto, estudos apontam
modificagdes no perfil de consumo, associadas a restrigdes alimentares em razdes
religiosas (como no judaismo e no islamismo), nutricionais (vegetarianismo) e/ou a
tendéncias voltadas a sustentabilidade, bem como a preferéncia por alimentos livres
de organismos geneticamente modificados (Peschel et al., 2019; Manuelian et al.,
2020; Drugova et al., 2020; Adalja et al., 2023; Halicka et al., 2025). Esse cenario
evidencia a importancia de se pesquisar novas fontes naturais de enzimas com
potencial coagulante para uso na fabricagao de queijos (Akgay et al., 2025).

Embora estudos demonstrem a potencialidade de diversas enzimas vegetais
com mecanismo de ac&do coagulante no leite, muitas delas apresentam limitagdes
tecnoldgicas em decorréncia da alta taxa de hidrdlise e falta de especificidade, como
consequéncia, a maioria confere ao queijo um sabor amargo (Farias, 2016), sendo
uma exceg¢ao aos extratos derivados das flores do cardo (Cynara cardunculus e
Cynara humilis), como relatado anteriormente (Egito et al., 2007). Além dessas,
destaca-se o uso de folhas e frutos da planta Withania coagulans, pertencente a
familia das Solanaceae (Yasmin et al., 2025).

Estudos anteriores identificaram enzimas nos frutos de macambira, que podem

ser uma importante fonte de coagulantes enzimaticos, ainda ndo avaliados (Silva et
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al.,, 2022; Silva et al., 2024). A macambira é uma planta que pertence a familia
Bromeliaceae, assim como o abacaxi (Ananas comosus). A planta produz um fruto do
tipo baga, de formato tricarpelar, com comprimento entre 3 e 5 cm e didmetro variando
de 1,0 a 2,0 cm. Conforme a decorréncia do seu estagio de maturacéo, o fruto adquire
tons amarelados, e suas estruturas (primaria e secundaria) podem apresentar
tonalidades roxas ou vinho (Dutra et al., 2010).

A familia Bromeliaceae, pertencente a classe das monocotiledéneas (Luther,
2006), € composta por aproximadamente 84 géneros (dos quais cerca de 80%
ocorrem em territorio brasileiro) e abriga cerca de 3.827 espécies descritas (Gouda et
al., cont. atualizado). Essa familia se destaca por sua ampla variabilidade de habitos,
tamanhos, tonalidades e potencialidades de uso, abarcando aplicagdes ornamentais,
alimenticias, cercas vivas, produgdo de fibras e enzimas, além de possuir grande
importancia no ambito da biodiversidade ecolégica (Leme; Marigo, 1993).

Estima-se que, do total de espécies (3.827), em torno de 40% estao presentes
no Brasil, tornando-o o maior pais em termos de diversidade dessa familia (Leme,
1997). Especificamente, apresenta trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e
Bromelioideae (Smith; Downs, 1974; Benzing, 2000). Nesta ultima, encontra-se a
macambira (Bromelia laciniosa Mart. ex Schult), endémica da regido Nordeste do
Brasil (De Souza et al., 2021) e principal fonte de estudo desta pesquisa.

Bruno et al. (2010) investigaram a agédo coagulante do leite por extrato bruto do
fruto verde de Bromelia hieronymi Mez. Os resultados obtidos foram promissores, com
a formacao do gel em aproximadamente 10 min apds a inoculagdo do extrato. Tais
achados evidenciam que a utilizagcao dos frutos da respectiva bromélia promoveu uma
reagcado enzimatica eficiente para a obtengdo de um coagulo firme, sem atividade
proteolitica excessiva, caracteristica que favorece o uso dessas matrizes vegetais na
fabricacdo de queijos. Ademais, esses dados fundamentam a investigacdo do
potencial enzimatico da Bromelia laciniosa Mart. ex Schult., uma vez que integra a

mesma familia boténica e género da espécie estudada por Bruno et al. (2010).

4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do fruto (Bromelia laciniosa Mart. ex Schuilt.)
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Os frutos de macambira (Figura 4-A) foram coletados no municipio de Canapi—
AL, localizados nas coordenadas geograficas -9.076405, -37.547232 (aplicativo GPS
Tools). Em seguida, foram levados ao laboratorio de analise sensorial do Campus
Satuba, sendo congelados até o dia de uso (Figura 4-B). Parte dos frutos foram
enviados (Figura 4-C) aos laboratérios do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em parceria com o
Instituto Federal de Alagoas (IFAL) — Campus Satuba, para prosseguir uma etapa das
analises fisico-quimicas: caracterizagéo in vitro da atividade enzimatica do extrato
(pH, temperatura, absorbancia), sendo definido condi¢des o6timas de atuagdo e
extracao das enzimas presentes no fruto.

Figura 4 — A) Frutos da macambira; B) Ponto de coleta amostral; C) Empacotamento dos frutos para
envio aéreo.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

4.2 Caracterizacgao in vitro da atividade enzimatica do extrato enzimatico

A caracterizagdo in vitro ocorreu nas dependéncias dos laboratérios do
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos da UFSM em parceria com o
Campus Satuba. Conforme a metodologia descrita por Da Silva et al. (2017), os frutos
(30 g) foram pesados, selecionados, sanitizados, picados e submetidos a extragao
das enzimas utilizando agua deionizada a 5 °C na proporcao de 1:1. A mistura foi
macerada delicadamente por 5 min, seguindo-se de filiragdo em pano de algodao. O
filtrado foi centrifugado (8 min; 5 °C; 6000 rpm) e o sobrenadante (contendo as
enzimas) separado. As enzimas foram separadas por precipitagdo com (NH4)2SOs a
até alcancgar 50% (m/v) de saturacdo. Para isso, o (NH4)2SO4 (previamente moido) foi
adicionado ao extrato em tubo tipo Falcon de 50 mL, seguindo-se agitagdo manual
vagarosa por 9 min, overnight (12 h; 5 °C) e centrifugagao (8 min; 5 °C; 6000 rpm). O
precipitado obtido foi diluido com 6 mL de agua deionizada a 5 °C e congelado até as

analises. Essa mistura foi denominada extrato enzimatico de macambira (EEM).
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Todos os experimentos foram avaliados em triplicata e um controle negativo (branco),
sendo assim, os extratos foram avaliados quanto a atividade enzimatica, variando-se
o pH (tampéao fosfato a 5, 6, 7, 8 e 9) e a temperatura de incubacgao (30, 40, 50, 60,
70, 80 e 90 °C).

O ensaio de atividade enzimatica foi realizado com base no método descrito
por Daroit (2011). Uma mistura de reacdo contendo tampao fosfato (175 pL),
azocaseina a 0,5% em agua deionizada (300 uL) e EEM (25 uL) foi incubada por 15
min a 40 °C (ensaio variando o pH) e nas temperaturas indicadas no estudo de
temperatura. Apds incubacdo, a mistura de reacao foi adicionada de acido
tricloroacético (TCA) a 10% (m/v) em agua deionizada, seguindo-se agitagcdo em
vortex e centrifugacao (10000 g; 5 °C; 5 min). O sobrenadante (800 uL) foi misturado
com NaOH 1,8 M, sendo realizada a leitura desta mistura em espectrofotdmetro (420
nm) usando cubeta de plastico (Figura 5). A atividade proteolitica foi determinada
como a Abs/mL de extrato.

Figura 5 — Fluxograma metodolégico do processo de extragado e caracterizagao das enzimas
(atividade enzimatica e pardmetros cinéticos K € Vinax) presentes na macambira.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.
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4.2.1 Determinacao de parametros 6timos para a extragdo de proteases dos frutos

de macambira

O processo de extragédo foi avaliado, variando-se diferentes razdes entre a
massa do fruto e o volume de solvente de extragcao (agua deionizada): 1:1; 1:2,40; e
1:3,80 (m/v). O experimento foi realizado em trés repeticbes, totalizando nove
amostras experimentais. Os demais parametros de extracdo (exceto a razéo
fruto:solvente) e a atividade enzimatica foram determinados como descrito
anteriormente. O efeito da quantidade de solvente foi avaliado a partir da
determinacgao da Atividade enzimatica (U), Rendimento (U/Kg de fruto) e Pureza (%).
As diferengas estatisticas entre os tratamentos foram analisadas por ANOVA, seguida

do teste de Tukey (p < 0,05) usando o Minitab® Statistical Software verséo 22.

4.3 Avaliagao do poder coagulante do extrato enzimatico no leite

Os frutos foram classificados em 5 tonalidades, conforme o grau de maturagao
(Figura 6-A), pesados, sanitizados e submetidos a extracdo com agua mineral na
proporcao de 1:1 (esta proporgao selecionada com base nos resultados dos estudos
in vitro, descritos anteriormente). A mistura foi macerada delicadamente, seguindo-se
de filtragdo em pano de poliéster. O filtrado, denominado extrato enzimatico bruto de
macambira (EEBM-1 a EEBM-5, sendo 1 a 5 se referindo as diferentes tonalidades),
foi acondicionado (-20 °C/67%) em tubos de ensaio até serem avaliados em relagéo

a atividade proteolitica in situ (Figura 6-B).

Figura 6 — A) Tonalidades coletadas do fruto da macambira; B) Processo metodolégico para obtencao
do EEBM.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

Na avaliagao da atividade proteolitica in situ (Figura 7; n = 3), foi utilizado leite

pasteurizado (65 °C/30 min) com a temperatura ajustada em 35 °C. Em volumes de
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100 mL de leite, foram adicionados 2,5 mL de EEBM; controle positivo foi utilizado
para comparagao (coagulante comercial na dosagem recomendada pelo fabricante);
apos agitacdo por 10 s, a mistura foi incubada em banho-maria (modelo Centauro) a
35°C e a agdo coagulante (ponto de coagulagdo) monitorada visualmente em
intervalos regulares de 3 min, até completar o tempo total de visualizagao (60 min). O
leite bovino utilizado na pesquisa foi obtido no Laboratério de Bovinocultura do
Campus Satuba, e o beneficiamento foi realizado no Laboratério de Analise Sensorial
da mesma instituigdo. Ja os coagulantes industriais utilizados nesta pesquisa (HA-LA®
e COALA®, ambos de origem microbiana) foram adquiridos no comércio de Maceio-
AL, e identificados como COMERCIAL-1 e COMERCIAL-2, respectivamente. Antes
da adigdo do EEBM, o pH (pHmetro modelo LUCA 2010) do leite foi avaliado. Todos

os ensaios foram realizados em triplicata.

Figura 7 — Avaliagédo da atividade proteolitica in situ.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.
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A partir dos resultados obtidos (tempo de coagulacgao), foi realizado o calculo
da atividade de coagulagao do leite (MCA), conforme descrito por Anusha et al. (2024),

usando a equagao:

:—X—
mL T E

Dados: T = tempo de coagulagéo (em segundos); S = volume de leite (mL); E = volume

Uy 2400 §
MCA ( )

de extrato (mL).

4.4 Estabilidade da atividade enzimatica do extrato enzimatico durante o tempo

de armazenamento

A influéncia do tempo de armazenamento (0, 10, 20, 30, 40 e 50 dias; -20,5 °C;
n = 3) na atividade proteolitica do EEBM foi avaliada, com o objetivo de verificar a
estabilidade do seu poder de coagulagéo do leite. O filtrado obtido conforme na segéo
4.3 foi acondicionado em tubos de ensaio contendo 10 mL (Figura 8) e armazenado
nestas condigdes. A avaliagao da atividade proteolitica in situ foi realizada com base

na sec¢ao 4.3, usando leite bovino pasteurizado (100 mL a 35 °C) como substrato.

Figura 8 — EEBM para verificagdo da agdo coagulante no periodo de 50 dias.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao in vitro da atividade enzimatica do extrato enzimatico

Os resultados da caracterizagao in vitro estao descritos nas Figura 9 a 11.
Referente a influéncia do pH (Figura 9), observou-se um aumento progressivo da
atividade a partir do pH 6,0, atingindo seu ponto 6timo em pH 7,0, seguido de um
abaixamento apos este ponto (pH > 7,0). Este perfil € tecnologicamente promissor,

visto que assemelha-se com a faixa de pH natural do leite bovino in natura (6,6 — 6,8).

Figura 9 — Efeito do pH sobre a atividade proteolitica.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

O pH é um dos parametros criticos que determinam a acido das proteases
durante o processo de coagulacado. Esse parametro permite que, sob agao enzimatica,
ocorra a formagao gradual e ordenada do coagulo. Além disso, essa caracteristica
reduz significativamente a necessidade de utilizar microrganismos ou acidificantes
(organicos) no processo inicial de coagulagdo promovendo a redugao do pH (Fox et
al., 2017). Bruno et al. (2010) indicaram que a utilizagao do extrato bruto do fruto verde
de Bromelia hieronymi Mez no leite, em condi¢des de pH 6,5, promoveu a formacgéao
de uma coalhada firme. Ressalta-se que ambas as espécies pertencem a mesma
familia (Bromeliaceae), o que sugere perfis enzimaticos semelhantes e boa aptidéo
na elaboragao de queijos.

Com relagao ao efeito da temperatura, a faixa 6tima de atividade enzimatica
situou-se entre 70 °C a 80 °C, com destaque para o pico em 70 °C (Figura 10). Em
temperaturas superiores a 80 °C, o decaimento da atividade pode ser decorrente do

processo de desnaturagcdo enzimatica (Dala-Paula et al., 2021). Vale ressaltar que,
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embora o ponto étimo seja elevado (70 °C), a atividade observada entre 35 °C a 40
°C é industrialmente viavel, uma vez que se alinha a temperatura de 37 °C,
usualmente aplicada na produgao de queijos coagulados pela enzima quimosina (De
Jesus, 2023).

Figura 10 — Efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

Em contraste com os resultados obtidos neste trabalho, Silva et al. (2022)
realizaram um estudo correlato utilizando folhas da macambira (Bromelia laciniosa
Mart. ex Schult.) sobre o substrato azocaseina. Os autores apontaram uma atividade
6tima a 47 °C, inferior a encontrada nos frutos (70 °C). Outra observacgao foi o inicio
do processo de desnaturacéo a 57 °C, revelando um perfil mais termolabil que o dos
frutos, permanecendo estavel até 80 °C.

A elevada estabilidade térmica do EEM, observada entre 70 °C a 80 °C, pode
estar associada a adaptacgao fisioldgica da espécie ao seu habitat natural. Visto que a
macambira (Bromelia laciniosa Mart. ex Schult.) apresenta caracteristicas xerdfitas,
tipicas de plantas adaptadas a diversas condicdes, inclusive as altas temperaturas
(Duque, 2004; De Souza et al., 2021). Tal condigao possivelmente contribuiu com a
alta estabilidade verificada. Adicionalmente, Santos (2023) indica que extratos
vegetais, que possuem acao coagulante, apresentam elevado potencial tecnoldgico,
em razao da alta termoestabilidade e elevado pH.

O perfil de resisténcia ndo € um evento isolado, mas sim uma caracteristica
notada na familia Bromeliaceae. Essa tendéncia é corroborada por Vallés et al. (2007),
ao utilizar os frutos da Bromelia antiacantha Bertol., e Silva Neto et al. (2023) com o

uso das folhas de Neoglaziovia variegata, nas quais apresentaram atividade 6tima
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entre 60 °C a 65 °C. Observa-se que o EEBM se comporta de maneira similar, no
entanto, superior aos resultados obtidos pelos autores.

Com o uso do substrato azocaseina, foi possivel realizar a determinagao dos
parémetros cinéticos Kn (constante de Michaelis-Menten) e Vmax (velocidade maxima).
A curva apresentada (Figura 11), demonstra um comportamento tipico de enzimas
Michaelianas (resultando em uma curva em formato de hipérbole). Verificou-se que a
atividade enzimatica aumentou linearmente com o acréscimo de substrato, até atingir
uma faixa de saturacdo entre 0,090 a 0,110 g/100 mL. Apds esse intervalo, nota-se
uma tendéncia a estabilizacado da velocidade de reacao (U/min), indicando a saturagao

dos sitios ativos das enzimas presentes no EEM.

Figura 11 — Atividade enzimatica em relagdo ao substrato azocaseina.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

No que se refere ao calculo das constantes cinéticas, os valores de
concentracdo e velocidade foram ajustados ao grafico de duplos reciprocos

(Lineweaver-Burk) (Figura 12).

Figura 12 — Grafico de Lineweaver-Burk.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.
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Apos o tratamento dos dados, determinou-se o valor de Km (0,122 g/100 mL),
indicando a concentragdo de substrato necessaria a fim de que as enzimas
constituintes atingissem 50% do seu Vnax, estimada em 5,17 U/min. Segundo Chalabi
et al. (2014), valores mais baixos de Kn, refletem uma maior afinidade da protease pelo
substrato especifico. Devido a incipiéncia de dados na literatura, em relagdo aos
parametros cinéticos do fruto da macambira (Bromelia laciniosa Mart. ex Schult.) ou
estudos com condigbes experimentais similares (pH, temperatura, substrato),

impossibilitou a comparacgao direta dos valores de Km € Vmax.

5.2 Determinacgao de parametros 6timos para a extragao de proteases de frutos

de macambira

O ensaio experimental para otimizagao da extragao das enzimas da macambira
foi conduzido utilizando um delineamento composto central rotacional (DCCR),
variando-se os parametros de saturagdo do extrato e a razdo fruto/agua (solvente)
durante a extracdo. Dentre os ensaios realizados, a propor¢do 1:1 ndo houve
diferenga significativa em relagdo a atividade enzimatica (U), rendimento (U/kg de
fruto) e a pureza (%), sendo, portanto, considerada a melhor em comparagao as

demais proporgoes testadas, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Influéncia da razéo solvente/fruto na atividade enzimatica, rendimento e pureza dos
extratos (n = 3).
razéo solvente/fruto

Atributos 1:1 2,41 3,8:1
Atividade enzimatica (U) 34,57 £ 0,372 14,01 £ 0,46° 9,21+ 0,03¢
Rendimento (U/Kg de fruto) 1152,44 + 12,182 280,27 £ 9,11¢ 921,33 £ 2,67
Pureza (%) 403,23 + 4,262 288,81 £ 9,39 178,21 + 0,52¢

*Os valores sado expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Letras minUsculas diferentes
na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significativas entre as razées solvente/fruto (p <

0,05), conforme determinado pelo teste de Tukey. Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

5.3 Avaliagao do poder coagulante do extrato enzimatico no leite

Os resultados da avaliagao do poder coagulante do extrato enzimatico no leite

estdo descritos na Tabela 2. Apenas o extrato EEBM-3 apresentou atividade



32

coagulante durante o periodo avaliado, registrando uma MCA de 533 U/mL. Contudo,
ao ser comparado aos coagulantes comerciais (COMERCIAL-1 e COMERCIAL-2), o
EEBM-3 mostrou-se menos ativo. Ambos apresentaram poder coagulante de 1:3.000
/ 75 IMCU e, diluidos conforme recomendacéo do fabricante (8 mL para 10 L de leite),

promoveram a coagulagao em 15 min e 9 min, respectivamente.

Tabela 2 — Verificagdo da agdo coagulante das diferentes tonalidades do fruto da macambira com leite
pasteurizado (n = 3).

Tratamentos Qnt. Leite (mL) Coagulante (mL) Coagulagéo (min) MCA (U/mL)
EEBM-3 100 2,5 3 533
COMERCIAL-1 100 0,08 15 3333
COMERCIAL-2 100 0,08 9 5555

Dados: EEBM-3 = extrato enzimatico bruto de macambira, tonalidade 3; COMERCIAL-1 = agua, cloreto
de sédio, quimosina, polietilenoglicol, conservador benzoato de sodio (INS 211), regulador de acidez
fosfato monossaodico (INS 339 (i)); COMECIAL — 2 = agua, cloreto de sodio, protease obtida por
fermentagdo (Rhizomucor miehei), conservador benzoato de sédio (INS 211); os demais extratos,
EEBM-1 (extrato enzimatico bruto de macambira, tonalidade 1), EEBM-2 (extrato enzimatico bruto de
macambira, tonalidade 2), EEBM-4 (extrato enzimatico bruto de macambira, tonalidade 4) e EEBM-5
(extrato enzimatico bruto de macambira, tonalidade 5), ndo apresentaram atividade coagulante; Fonte:

Elaborado pelos autores, 2025.

Apesar do MCA menor em relagao ao observado nos coagulantes industriais,
o valor obtido para o EEBM-3 (533 U/mL) demonstra similaridade com dados
presentes na literatura (Nicosia et al., 2022). Importante destacar que o extrato
avaliado nao foi purificado, diferentemente das enzimas industriais utilizadas para
comparacgao. Tal condicdo impacta na eficiéncia da enzima, visto que em sua forma
purificada maximiza o seu papel catalitico (Haas; Kempka, 2019). Estudos conduzidos
por Nicosia et al. (2022) destacaram a atividade coagulante/MCA para Morinda
citrifolia (popularmente conhecida como Noni) e Calotropis gigantea (conhecida como
Madar), sendo 238,8 U/mL e 450 U/mL, respectivamente, evidenciando o potencial do
EEBM como alternativa vegetal viavel.

5.4 Estabilidade da atividade enzimatica do extrato enzimatico durante o tempo

de armazenamento
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Estudos de estabilidade proteolitica em diferentes condi¢ées sao importantes
para compreender como determinadas variaveis influenciam a atividade coagulante
de extratos enzimaticos. Mediante aos resultados anteriores, o EEBM-3 foi utilizado
neste estudo; o tempo de armazenamento € uma variavel determinante, considerando
a necessidade de conservar os extratos durante o periodo de entressafra, uma vez
que os frutos estao disponiveis apenas em duas épocas do ano (marco e setembro)
(De Souza et al., 2021). Além disso, estudos sobre a influéncia do tempo de
armazenamento sao essenciais para determinar o tempo de vida util dos extratos em
futuras condicdes de disponibilidade nas prateleiras do mercado.

De acordo com Carneiro (2003), boa parte das enzimas pode ser armazenada
a -20 °C ou 4 °C com uso de estabilizadores (por exemplo, cloreto de calcio). Heller et
al. (1997) acrescentam que, embora o congelamento a -20 °C ou -80 °C seja 0 meio
de conservagao mais utilizado, tais temperaturas podem impactar na atividade
enzimatica. Conjuntamente, as alteragdes do pH e mudancas estruturais das enzimas,
causadas pela formagéao de cristais de gelo, resultam em sua baixa estabilidade.

Com o resultado expresso na Figura 13, a atividade proteolitica manteve-se, de
um modo geral, constante ao longo do periodo avaliado (50 dias). No ponto 3 (30
dias), observando-se um aumento no tempo de coagulacao, possivelmente associado
a variagoes de temperatura experimental; a partir do ponto 4 (40 dias) estabilizou
novamente para 3 min, indicando que os extratos podem ser armazenados durante
esse intervalo (dias) sem perda da atividade coagulante, o0 que assegura a

disponibilidade do EEBM-3 em futuras aplicagdes na fabricagdo de queijos.

Figura 13 — Verificacdo da acdo coagulante do EEBM sob congelamento durante o periodo de 50

dias.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.
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6 CONCLUSOES

O extrato enzimatico de macambira apresentou elevado potencial como
alternativa sustentavel de coagulante de origem vegetal. Os ensaios in vitro (Km de
0,122 g/100 mL e Vmax de 5,17 U/min) e in situ, com atividade coagulante (MCA) de
533 U/mL para o EEBM da tonalidade 3. Ao ser comparado com os coagulantes
industriais, o EEBM apresentou menor atividade; no entanto, vale ressaltar que o
extrato ndo passou pelo processo de purificagdo. Com relagao a estabilidade durante
0 armazenamento, verificou-se que o EEBM pode ser armazenado durante 50 dias,
sem perdas na atividade enzimatica.

Este estudo podera contribuir futuramente para o fortalecimento da
bioeconomia local e na valorizagdo do bioma Caatinga, ao empregar a macambira
(Bromelia laciniosa Mart. ex Schult.), espécie endémica desse ecossistema, como
recurso biotecnolégico. Os resultados também suprem lacunas na literatura e mostra-
se pioneiro ao investigar a aplicagdo enzimatica do fruto da macambira no leite bovino,
ressaltando seu potencial inovador.

A pesquisa apresenta potencial cientifico e aplicabilidade na elaboragdo de
alimentos, com destaque para a produgao de queijos. Estudos posteriores devem ser
conduzidos a fim de avaliar a agdo dos extratos na fabricacdo de queijos,
principalmente em sua forma purificada, comparando-os com proteases

convencionalmente utilizadas nesse processo.
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