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RESUMO - Devido a sua diversidade e estabilidade em ampla faixa de pH e
temperatura, as proteases de origem vegetal sdo buscadas. As flores da alcachofra séo
uma fonte vegetal proteolitica ja estudada, porém suas folhas sdo escassas nesse
aspecto. A planta possui em sua composi¢cdo compostos bioativos e enzimas. Pode ser
consumida in natura ou processada, no entanto seu processamento gera grande
quantidade de subprodutos. Os residuos e subprodutos podem ser reaproveitados pela
industria, incluindo a extracdo de enzimas (proteases asparticas) empregadas na
coagulacdo do leite. Assim, o objetivo do presente estudo foi a utilizagdo do extrato
bruto de estigmas e estiletes liofilizados de flores secundarias da alcachofra (Cynara
scolymus L.) obtido pela extracdo assistida por ultrassom na coagulacdo do leite. O
extrato obtido na extracdo assistida por ultrassom, utilizando 8 mL de acetato de sodio
0,1 M (pH 5) e 1 g de amostra, em 40 min de extragdo apresentou atividade proteolitica
de 3955,00 U/mL. O tempo e a atividade de coagulacdo, bem como a forca do coalho, a
relacdo atividade de coagulacdo do leite/atividade proteolitica (MCA/AP) e o aspecto
visual da coalhada demonstraram que o extrato bruto possui potencial de aplicacdo na
coagulacdo do leite, podendo ser utilizado como coagulante de origem vegetal na

industria de queijos.

INTRODUCAO

A alcachofra (Cynara scolymus L.) é
uma planta nativa das regides mediterraneas,
cultivada em diversos paises, com destaque
para 0s maiores produtores, lItalia, Egito e
Espanha (Dabbou et al., 2017; Gostin;
Waisundara, 2019; Zayed et al., 2020).

Apresenta uma inflorescéncia, também
denominada cabeca, comestivel na fase
imatura (De Falco et al., 2015; Zayed; Farag,
2020). A inflorescéncia, folhas, caules e
raizes possuem em sua COMPpOSi¢ao
polifendis, terpenos, fibras e polissacarideos
(de Falco et al., 2015; Pandino et al., 2011a).

A alcachofra pode ser consumida fresca
(in natura) ou na forma processada (vegetal
enlatado) (Gostin; Waisundara, 2019),

resultando em uma producdo significativa de
residuos e subprodutos, que correspondem a
aproximadamente 85% da biomassa total
(folhas, raizes, bracteas externas e caules)
(Llorach et al., 2002; Ldpez-Molina et al.,
2005). Além de tudo, inflorescéncias de
menor tamanho, que ndo possuem uma
aparéncia  satisfatoria, sdo descartadas,
rejeitadas ou até mesmo deixadas para
amadurecer e produzir sementes. Estes
subprodutos/residuos podem ser utilizados na
industria para diversos fins (extracdo de
compostos bioativos, enzimas utilizadas na
coagulagdo do leite, celulose, hemicelulose)
(Gostin e Waisundara, 2019; Zayed et al.,
2020).

A alcachofra também apresenta enzimas
em sua composicdo, protease aspartica
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(cardosinas, cinarases ou  criprosinas),
polifenoloxidase e peroxidase (Llorente et al.,
2004).

As proteases asparticas podem ser
encontradas nas cabecas, flores (Llorente et
al., 2004) e também nas folhas da alcachofra
(Silva et al., 2021). Podem ser utilizadas na
producdo de queijos de leite de cabra e de
ovelha (Gostin; Waisundara, 2019) e na
producdo de tofu, produto proteico a base de
soja, de grande importancia principalmente
para veganos (Li et al., 2015; Schmidt et al.,
2017)

As proteases asparticas da alcachofra
possuem alta atividade de coagulacdo, similar
a quimosina, clivando a k-caseina bovina e
ovina em Phel05-Metl06 e a «x-caseina
caprina em Lys116-Thrl1l7 (Sousa; Malcata,
1998), além de elevada atividade proteolitica
(Galan et al., 2008). Sao estaveis em
temperaturas menores de 45°C e pH 5,0, (teis
para a coagulacdo do leite na fabricacdo de
queijos (Llorente et al., 1997; Llorente et al.,
2004)

Vérias técnicas de extracdo podem ser
utilizadas na recuperacdo de compostos de
matrizes vegetais (Machmudah et al., 2018;
Molino et al., 2020).

A extracdo assistida por ultrassom
possibilita a utilizacdo de uma variedade de
solventes e a operacdo em temperaturas mais
baixas (Rabelo et al., 2016), ela se destaca
como uma técnica inovadora pelo seu baixo
consumo de energia e curto tempo de
extracdo, resultando em um maior rendimento
dos compostos desejados (Sabater et al.,
2020).

O emprego do ultrassom na recuperacao
de enzimas da alcachofra é pouco estudado
(Silva et al., 2021).

Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi
avaliar a utilizacdo do extrato bruto de
estigmas e estiletes liofilizados de flores
secundarias da alcachofra (Cynara scolymus
L.) obtido pela extracdo assistida por
ultrassom na coagulagéo do leite.

MATERIAL E METODOS
Coleta e preparo da amostra

As flores secundérias de alcachofra
(Cynara scolymus L.) foram obtidas no

municipio de Trés Arroios, Rio Grande do
Sul, em dezembro de 2021, nas coordenadas:
latitude 27°30°08.2’S e longitude
52°06°59.5”W. Uma amostra foi anexada a0
Herbario Padre Balduino Rambo e
identificada com o namero HPBR 12.704.

A coleta foi realizada manualmente,
cortando as inflorescéncias que apresentavam
coloracdo arroxeada, a 5 cm do caule. Apos a
colheita, as inflorescéncias foram
higienizadas individualmente, na sequéncia os
estigmas e estiletes foram separados
manualmente das cabecas. Os estigmas e
estiletes foram previamente secos, durante 15
dias, por meio da secagem natural, a uma
temperatura média de 25 + 2°C (temperatura
média em dezembro de 2021) e armazenados
em frascos de vidro ambar com tampa.
Posteriormente, a amostra foi congelada a -
20°C (congelador Brastemp, modelo frost-
free eletronico 280), e liofilizada (liofilizador
Edwards, modelo Modulyo), atingindo um
teor de umidade de 4,5%. A amostra
liofilizada foi armazenada em temperatura
ambiente em frascos de vidro a prova de luz,
fechados com tampa, até a realizacdo dos
experimentos

Obtencéo do extrato bruto

O extrato bruto dos estigmas e estiletes
foi obtido seguindo a metodologia proposta
por Esposito et al. (2016), com adaptacdes,
empregando a extragdo assistida por
ultrassom. Para a extracdo foi utilizado 1 g de
amostra liofilizada e 8 mL de acetato de sddio
0,1 M (pH 5,0), em banho ultrassénico
(UNIQUE, USC-1800A) com 40 kHz de
frequéncia e 132 W de poténcia, a 35°C,
durante 40 min.

O extrato obtido foi filtrado e
centrifugado (MPW MED. INSTRUMENTS,
MPW-351R) a 8.000xg por 15 mina4°C e o
sobrenadante foi recolhido para a anélise.

Atividade proteolitica

A determinacéo da  atividade
proteolitica do extrato, seguiu 0 método
proposto por Llorente et al. (2004), com
adaptacdes. Para a analise, 100 pL do extrato
bruto foram adicionados em 1,1 mL de uma
solucdo de caseina 1 % (m/v) em fosfato de
potassio 0,1 M (pH 6,0) e incubados por 30
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min a 37°C em banho termostatico (UNIQUE,
USC-1800A). A reacdo foi interrompida com
a adicdo de 1,8 mL de &cido tricloroacético
5% (m/v), centrifugada MPW MED.
INSTRUMENTS, MPW-351R) a 8500xg por
20 min e na sequéncia o sobrenadante foi
coletado. A leitura da absorbancia do
sobrenadante realizada em espectrofotdmetro
UV-Visivel (LS-7052-BIV, Logen Scientific),
em 280 nm. Para o branco, a solucdo de &cido
tricloroacético foi adicionada ao extrato antes
da adicdo da caseina. Uma unidade de
atividade enzimdtica foi determinada com um
acréscimo de uma unidade de absorbancia por
minuto ou a quantidade necessaria de enzima
para formar 1,0 pmol/mL de tirosina por
minuto (Equacéo 1).

A0 (%) =Tirosna(2) - (£4) () (0

Onde: Fd =: Fator de dilui¢do; V.E.= volume
de enzima; V.T.= volume total; t = tempo de
incubacéo

Avaliacdo do potencial de utilizacdo do
extrato bruto na coagulacéo do leite

Atividade de coagulacédo do leite: Para a
determinacdo da atividade de coagulacdo do
leite seguiu-se as metodologias propostas por
Llorente et al. (1997) e Yu et al. (1971), com
adaptagdes. Foram utilizadas diferentes
amostras de leite (leite UHT integral e
desnatado, leite em pd integral e desnatado,
com teor de gordura de 3 e 0,5%,
respectivamente, adquiridas no comeércio
local) para os testes de coagulagdo,
empregando o extrato bruto e quimosina (HA-
LA) como agentes coagulantes, incubados a
37°C. Amostras com pH 6,8. Quimosina
empregada como compara¢do com 0 extrato
bruto, por ser utilizada na coagulacdo do leite.

No método de Llorente et al. (1997), 0,5
mL do extrato bruto ou da quimosina foram
adicionados em 3 mL de uma solucdo de leite

em pb 10% (m/v) em cloreto de calcio 10 mM
(pH 6,0) (Testes 2, 5, 8 e 11 Tabela 1). Na
metodologia de Yu et al. (1971), foram
adicionados 0,5 mL do extrato bruto ou
quimosina em 5 mL de leite (Testes 3, 6, 9 e
12, Tabela 1). Um teste controle, para cada
tipo de leite (Testes 1, 4, 7 e 10, Tabela 1) foi
realizado adicionando acetato de sédio 0,1 M
(pH 5,0), no lugar do coagulante (extrato
bruto ou quimosina).

O tempo de coagulagdo foi determinado
pela observacdo direta da floculacdo e
formacdo de gel. A atividade de coagulagéo
do leite pode ser determinada pela Equacédo 2
(Silva et al, 2021). Uma unidade de
coagulacdo do leite foi determinada como a
quantidade de enzima necessaria para
coagular 1 mL de leite a 37°C em um periodo
de 40 minutos. Definiu-se como 400 unidades
a quantidade de enzima que coagulou o
substrato em 1 min.

U 2400
mea (5) = (57°) « Fd @)
Onde: t = tempo de coagulacéo (s); Fd = fator
de diluig&o.

O potencial de substituicdo do coalho
(RSP) é a razdo entre a atividade de
coagulacdo do leite e a atividade proteolitica
(AP) (Equacéo 3).

MCA

Forca do coalho: A forca do coalho foi
calculada pela a Equacéo 4.

F = 2400.V (4)

tv

Onde: F = forca do coalho; v = volume de
coalho (mL); V = volume de leite (mL); t =
tempo de coagulacao (s).
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Tabela 1: Atividade de coagulagéo do leite, tipos e quantidades de leite e coagulantes utilizados.
Quantidade Tampéo, . . .
. . - Cloreto de | acetato de sédio | Tipo e quantidade de
Testes Tipo de leite de leite o
célcio (0,21 M pH 5,0) coagulante
(mL)
(mL)
1 Leite em pd Solucéo
(controle) integral 10% 3 10 mM, pH 0,5 -
(miv) 6,0
Leite em pd Solucéo
2 integral 10% 3 10 mM, pH ; 0.5 m%)rduet(fx”ato
(miv) 6,0
Leite em pd Solucgéo
3 integral 10% 3 10 mM, pH - 0,5 mL de quimosina
(miv) 6,0
4 Leite em pd Solucéo
(controle) desnatado 10% 3 10 mM, pH 0,5 -
(m/v) 6,0
Leite em pd Solugdo
5 desnatado 10% 3 10 mM, pH - 0,5 mL de extrato
bruto
(miv) 6,0
Leite em pd Solugdo
6 desnatado 10% 3 10 mM, pH - 0,5 mL de quimosina
(m/v) 6,0
7 .
(controle) Leite integral 5 - 0,5 -
8 Leite integral 5 - - 05 m% de extrato
ruto
9 Leite integral 5 - - 0,5 mL de quimosina
10 Leite desnatado 5 - 0,5 -
(controle)
11 Leite desnatado 5 - - 0.5 mIB de extrato
ruto
12 Leite desnatado 5 - - 0,5 mL de quimosina

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade Proteolitica

O extrato bruto de estigmas e estiletes
de flores secundaria de alcachofra obtido
empregando acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0)
em 40 min de extracdo assistida por ultrassom
apresentou uma atividade proteolitica de
3955,00 U/mL.

Potencialidade de aplicacdo do extrato
bruto na coagulacéo do leite

Na Tabela 2 sdo apresentados a
atividade de coagulacdo do leite, o tempo de
coagulacdo, a forca de coalho e razdo
atividade de coagulacdo do leite/atividade
proteolitica (MCA/AP), além disso também é

mostrado o0 aspecto visual da coalhada
formada.

Quando a quimosina foi utilizada como
coagulante, observou-se um tempo de
coagulacdo mais curto, uma maior forca do
coalho e uma relacdo mais elevada entre a
atividade de coagulacdo do leite e a atividade
proteolitica (MCA/AP), em comparag¢do com
0 uso do extrato bruto obtido por extracdo
assistida por ultrassom com acetato de sodio
0,1 M (pH 5,0) em diferentes tipos de leite.
Quanto a aparéncia da coalhada, os testes
realizados com o extrato bruto (testes 5, 2, 8 e
11) resultaram em uma coalhada uniforme
com uma textura firme. Quando a quimosina
foi empregada, os testes 3, 9 e 12 tambem
apresentaram coalhada uniforme e firme.

E importante ressaltar que o extrato
bruto ndo foi submetido a nenhum processo
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de concentracdo ou purificagdo e ainda assim
demonstrou capacidade de coagulacdo. Uma
alternativa para aprimorar a capacidade de
coagulacdo desse extrato seria a aplicacdo de
procedimentos de concentracdo e purificacdo.
Mesmo assim, € viavel utilizar o extrato bruto

obtido por meio do processo de extracdo
assistida por ultrassom com acetato de sodio
0,1 M (pH 5,00 na coagulacdo do leite,
podendo ser empregado como um coagulante
de origem vegetal na indUstria de queijos.

Tabela 2: Atividade de coagulacéo do leite, tempo de coagulacéo, forca do coalho, relagédo
MCAJ/AP e aspecto visual da coalhada

At'V'dad? de Tempo de Forca de Relacdo Aspecto Visual da
Testes Coagulagdo do Coagulacao (s) Coalho MCA/AP Coalhada
Leite (U/mL)
L nc nc nc nc
(controle)
2 19,20 125 115,20 0,0049
3 25,26 95 151,58 0,3368
4 nc nc nc nc
(controle)
5 22,22 108 133,33 0,0056
6 24,00 100 144,00 0,3200
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7
(controle) ne ne ne ne
8 3,03 791 30,34 0,0008
9 26,37 91 263,74 0,3516
10 nc nc nc nc
(controle)
11 2,00 1200 20,00 0,0005
12 26,67 90 266,67 0,3556
rendimento de queijos e menor amargor. Ja
A razdo MCA/AP (atividade de razdes menores de MCA/AP indicam menor

coagulacdo do leite/atividade proteolitica)
indica a potencialidade de aplicacdo da
protease como coagulante na fabricagdo de
queijos (Brutti et al., 2012). A atividade de
coagulacdo do leite (MCA) relaciona-se a
capacidade da enzima de realizar a hidrélise
especifica da k-caseina do leite, caracteristica
fundamental das proteases utilizadas na
industria de queijos (Ben Amira et al.,
2017b). Uma propor¢cdo maior de MCA/AP
indica que a enzima apresenta capacidade
maior de formar a coalhada, além de maior

recuperacdo e  firmeza do  coalho
(Afsharnezhad et al., 2019). Quanto mais
elevada for esta relagdo, mais eficiente sera
este coagulante na produgcdo de queijo,
resultando em um reduzido tempo de
coagulagdo, bem como necessidade de menor
quantidade de coagulante (Gutiérrez-Méndez
etal., 2019).

A répida coagulacdo do leite quando o
extrato bruto foi aplicado e a elevada
atividade proteolitica podem ser explicadas
em razdo das proteases asparticas de C.
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cardunculus apresentarem atividade
proteolitica mais elevada que a quimosina,
ocasionando maior degradacdo das caseinas,
produzindo queijos macios e textura
amanteigada (Galan et al., 2008).

O extrato bruto apresentou uma
atividade proteolitica elevada (3955,00
U/mL), como consequéncia a atividade e o
tempo de coagulagdo foram  baixos,
resultando em baixa propor¢do MCA/AP. Um
extrato apropriado para uso como substituto
do coalho deve apresentar elevada razéo
MCA/AP. Atividade proteolitica elevada pode
resultar em queijos de maturacdo excessiva,
em razdo da elevada proteolise das proteinas
do leite.

Na literatura foram encontrados tempos
de coagulacdo similares e superiores aos do
presente estudo (125 a 1200 s para 0 extrato
bruto — Tabela 2). A atividade coagulacdo do
leite observada neste estudo (2,00 a 22,22
U/mL para o extrato bruto — Tabela 3) séo
inferiores aos valores encontrados na
literatura Llorente et al. (1997) encontraram
tempo de coagulagédo de 480 e 7200 s para o
extrato bruto de flores maduras e folhas
adultas de alcachofra, respectivamente.

Silva et al. (2021) observaram um
tempo de coagulagéo para extratos obtidos em
extracdo assistida por ultrassom de 60 e 180 s
e atividade de coagulacdo foi de 440 e 146,67
U/mL para citrato de sédio 0,1 M (pH 3,0) e
acetato de sdédio 0,1 M (pH 5,0),
respectivamente.

Ben Amira et al. (2017a) estudaram a
atividade enzimética de extratos brutos de C.
cardunculus, alterando o pH do coalho de 3 a
6. Ao diminuir do pH do extrato para 3,0, 0s
autores observaram um aumento na relagdo
MCA/AP, atingindo 28,71 (MCA 2,19
CAU/mL), superior a quimosina (23,59). No
entanto, em pH 6,0 foi observada a menor
relacdo de MCA/AP (4,35), em razdo da baixa
atividade de coagulacdo (0,47 CAU/mL) e
uma atividade proteolitica de 0,10 U/mL (Ben
Amira et al., 2017a). Os valores observados
por Ben Amira et al. (2017a) para a razédo
MCA/AP foram superiores aos encontrados
nestee estudo (0,0005 a 0,0056 — Tabela 2),
para o extrato bruto.

CONCLUSAO

Com base no tempo de coagulacao,
atividade de coagulacdo, forca do coalho,
relacdo MCAJ/AP e aparéncia da coalhada, €
viavel empregar o extrato bruto obtido por
meio do processo de extracdo assistida por
ultrassom com acetato de sodio 0,1 M (pH
5,0) na coagulacdo do leite, podendo ser
utilizado na industria de queijos como um
coagulante de origem vegetal.
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