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RESUMO – Devido à sua diversidade e estabilidade em ampla faixa de pH e 

temperatura, as proteases de origem vegetal são buscadas. As flores da alcachofra são 

uma fonte vegetal proteolítica já estudada, porém suas folhas são escassas nesse 

aspecto. A planta possui em sua composição compostos bioativos e enzimas. Pode ser 

consumida in natura ou processada, no entanto seu processamento gera grande 

quantidade de subprodutos. Os resíduos e subprodutos podem ser reaproveitados pela 

indústria, incluindo a extração de enzimas (proteases aspárticas) empregadas na 

coagulação do leite. Assim, o objetivo do presente estudo foi a utilização do extrato 

bruto de estigmas e estiletes liofilizados de flores secundárias da alcachofra (Cynara 

scolymus L.) obtido pela extração assistida por ultrassom na coagulação do leite. O 

extrato obtido na extração assistida por ultrassom, utilizando 8 mL de acetato de sódio 

0,1 M (pH 5) e 1 g de amostra, em 40 min de extração apresentou atividade proteolítica 

de 3955,00 U/mL. O tempo e a atividade de coagulação, bem como a força do coalho, a 

relação atividade de coagulação do leite/atividade proteolítica (MCA/AP) e o aspecto 

visual da coalhada demonstraram que o extrato bruto possui potencial de aplicação na 

coagulação do leite, podendo ser utilizado como coagulante de origem vegetal na 

indústria de queijos. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

A alcachofra (Cynara scolymus L.) é 

uma planta nativa das regiões mediterrâneas, 

cultivada em diversos países, com destaque 

para os maiores produtores, Itália, Egito e 

Espanha (Dabbou et al., 2017; Gostin; 

Waisundara, 2019; Zayed et al., 2020).  

Apresenta uma inflorescência, também 

denominada cabeça, comestível na fase 

imatura (De Falco et al., 2015; Zayed; Farag, 

2020). A inflorescência, folhas, caules e 

raízes possuem em sua composição 

polifenóis, terpenos, fibras e polissacarídeos 

(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 produção significativa de 

resíduos e subprodutos, que correspondem a 

aproximadamente 85% da biomassa total 

(folhas, raízes, brácteas externas e caules) 

(Llorach et al., 2002; López-Molina et al., 

2005). Além de tudo, inflorescências de 

menor tamanho, que não possuem uma 

aparência satisfatória, são descartadas, 

rejeitadas ou até mesmo deixadas para 

amadurecer e produzir sementes. Estes 

subprodutos/resíduos podem ser utilizados na 

indústria para diversos fins (extração de 

compostos bioativos, enzimas utilizadas na 

coagulação do leite, celulose, hemicelulose) 
(Gostin e Waisundara, 2019; Zayed et al., 

2020). 

A alcachofra também apresenta enzimas 

em sua composição, protease aspártica 
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(cardosinas, cinarases ou criprosinas), 

polifenoloxidase e peroxidase (Llorente et al., 

2004).  

As proteases aspárticas podem ser 

encontradas nas cabeças, flores (Llorente et 

al., 2004) e também nas folhas da alcachofra 

(Silva et al., 2021). Podem ser utilizadas na 

produção de queijos de leite de cabra e de 

ovelha (Gostin; Waisundara, 2019) e na 

produção de tofu, produto proteico à base de 

soja, de grande importância principalmente 

para veganos (Li et al., 2015; Schmidt et al., 

2017) 

As proteases aspárticas da alcachofra 

possuem alta atividade de coagulação, similar 

a quimosina, clivando a κ-caseína bovina e 

ovina em Phe105-Met106 e a κ-caseína 

caprina em Lys116-Thr117 (Sousa; Malcata, 

1998), além de elevada atividade proteolítica 

(Galán et al., 2008). São estáveis em 

temperaturas menores de 45°C e pH 5,0, úteis 

para a coagulação do leite na fabricação de 

queijos (Llorente et al., 1997; Llorente et al., 

2004) 

Várias técnicas de extração podem ser 

utilizadas na recuperação de compostos de 

matrizes vegetais (Machmudah et al., 2018; 

Molino et al., 2020). 

A extração assistida por ultrassom 

possibilita a utilização de uma variedade de 

solventes e a operação 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 

extração, resultando em um maior rendimento 

dos compostos desejados (Sabater et al., 

2020). 

O emprego do ultrassom na recuperação 

de enzimas da alcachofra é pouco estudado 

(Silva et al., 2021).  

Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi 

avaliar a utilização do extrato bruto de 

estigmas e estiletes liofilizados de flores 

secundárias da alcachofra (Cynara scolymus 

L.) obtido pela extração assistida por 

ultrassom na coagulação do leite. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Coleta e preparo da amostra 

As flores secundárias de alcachofra 

(Cynara scolymus L.) foram obtidas no 

município de Três 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 ao 

Herbário Padre Balduino Rambo e 

identificada com o número HPBR 12.704. 

A coleta foi realizada manualmente, 

cortando as inflorescências que apresentavam 

coloração arroxeada, a 5 cm do caule. Após a 

colheita, as inflorescências foram 

higienizadas individualmente, na sequência os 

estigmas e estiletes foram separados 

manualmente das cabeças. 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 âmbar com tampa. 

Posteriormente, a amostra foi congelada a -

20°C (congelador Brastemp, modelo frost-

free eletrônico 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 à prova de luz, 

fechados com tampa, até a realização dos 

experimentos 

 

Obtenção do extrato bruto 

O extrato bruto dos estigmas e estiletes 

foi obtido seguindo a metodologia proposta 

por Esposito et al. (2016), com adaptações, 

empregando a extração assistida por 

ultrassom. Para a extração foi utilizado 1 g de 

amostra liofilizada e 8 mL de acetato de sódio 

0,1 M (pH 5,0), em banho ultrassônico 

(UNIQUE, USC-1800A) com 40 kHz de 

frequência e 132 W de potência, a 35°C, 

durante 40 min. 

O extrato obtido foi filtrado e 

centrifugado (MPW MED. INSTRUMENTS, 

MPW-351R) a 8.000xg por 15 min a 4°C e o 

sobrenadante foi recolhido para a análise. 

 

Atividade proteolítica  

A determinação da atividade 

proteolítica do extrato, seguiu o método 

proposto por Llorente et al. (2004), com 

adaptações. Para a análise, 100 µL do extrato 

bruto foram adicionados em 1,1 mL de uma 

solução de caseína 1 % (m/v) em fosfato de 

potássio 0,1 M (pH 6,0) e incubados por 30 
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min a 37°C em banho termostático (UNIQUE, 

USC-1800A). A reação foi interrompida com 

a adição de 1,8 mL de ácido tricloroacético 

5% (m/v), centrifugada MPW MED. 

INSTRUMENTS, MPW-351R) a 8500xg por 

20 min e na sequência o sobrenadante foi 

coletado. A leitura da absorbância do 

sobrenadante realizada em espectrofotômetro 

UV-Visível (LS-7052-BIV, Logen Scientific), 

em 280 nm. Para o branco, a solução de ácido 

tricloroacético foi adicionada ao extrato antes 

da adição da caseína. Uma unidade de 

atividade enzimática foi determinada com um 

acréscimo de uma unidade de absorbância por 

minuto ou a quantidade necessária de enzima 

para formar 1,0 µmol/mL de tirosina por 

minuto (Equação 1). 
 

𝐴𝑃 (
𝑈

𝑚𝐿
) = 𝑇𝑖𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑎 (

𝜇𝑚𝑜𝑙

𝑚𝐿
) ∗ (

𝐹𝑑

𝑉.𝐸.
) ∗ (

𝑉.𝑇.

𝑡
)   (1) 

 

Onde: Fd =: Fator de diluição; V.E.= volume 

de enzima; V.T.= volume total; t = tempo de 

incubação 

 

Avaliação do potencial de utilização do 

extrato bruto na coagulação do leite 

 

Atividade de coagulação do leite: Para a 

determinação da atividade de coagulação do 

leite seguiu-se as metodologias propostas por 

Llorente et al. (1997) e Yu et al. (1971), com 

adaptações. Foram utilizadas diferentes 

amostras de leite (leite UHT integral e 

desnatado, leite em pó integral e desnatado, 

com teor de gordura de 3 e 0,5%, 

respectivamente, adquiridas no comércio 

local) para os testes de coagulação, 

empregando o extrato bruto e quimosina (HA-

LA) como agentes coagulantes, incubados a 

37°C. Amostras com pH 6,8. Quimosina 

empregada como comparação com o extrato 

bruto, por ser utilizada na coagulação 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 solução de leite 

em pó 10% (m/v) em cloreto de cálcio 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 sódio 0,1 M 

(pH 5,0), no lugar do coagulante (extrato 

bruto ou quimosina). 

O tempo de coagulação foi determinado 

pela observação direta da floculação e 

formação de gel. A atividade de coagulação 

do leite pode ser determinada pela Equação 2 

(Silva et al., 2021). Uma unidade de 

coagulação do leite foi determinada como a 

quantidade de enzima necessária para 

coagular 1 mL de leite a 37°C em um período 

de 40 minutos. Definiu-se como 400 unidades 

a quantidade de enzima que coagulou o 

substrato em 1 min. 

 

𝑀𝐶𝐴 (
𝑈

𝑚𝐿
) = (

2400

𝑡
) ∗ 𝐹𝑑                       (2) 

 

Onde: t = tempo de coagulação (s); Fd = fator 

de diluição. 

 

O potencial de substituição do coalho 

(RSP) é a razão entre a atividade de 

coagulação do leite e a atividade proteolítica 

(AP) (Equação 3). 
 

𝑅𝑆𝑃 =
𝑀𝐶𝐴

𝐴𝑃
              (3) 

 

Força do coalho: A força do coalho foi 

calculada pela a Equação 4. 

 

𝐹 =  
2400.𝑉

𝑡.𝑣
                                                 (4) 

 

Onde: F = força do coalho; v = volume de 

coalho (mL); V = volume de leite (mL); t = 

tempo de coagulação (s). 
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Tabela 1: Atividade de coagulação do leite, tipos e quantidades de leite e coagulantes utilizados. 

Testes Tipo de leite 

Quantidade 

de leite 

(mL) 

Cloreto de 

cálcio 

Tampão 

acetato de sódio 

(0,1 M pH 5,0) 

(mL) 

Tipo e quantidade de 

coagulante 

1 

(controle)  

Leite em pó 

integral 10% 

(m/v) 

3 

Solução 

10 mM, pH 

6,0 

0,5 - 

2 

Leite em pó 

integral 10% 

(m/v) 

3 

Solução 

10 mM, pH 

6,0 

- 
0,5 mL de extrato 

bruto 

3 

Leite em pó 

integral 10% 

(m/v) 

3 

Solução 

10 mM, pH 

6,0 

- 0,5 mL de quimosina 

4 

(controle) 

Leite em pó 

desnatado 10% 

(m/v) 

3 

Solução 

10 mM, pH 

6,0 

0,5 - 

5 

Leite em pó 

desnatado 10% 

(m/v) 

3 

Solução 

10 mM, pH 

6,0 

- 
0,5 mL de extrato 

bruto 

6 

Leite em pó 

desnatado 10% 

(m/v) 

3 

Solução 

10 mM, pH 

6,0 

- 0,5 mL de quimosina 

7 

(controle) 
Leite integral  5 - 0,5 - 

8 Leite integral  5 - - 
0,5 mL de extrato 

bruto 

9 Leite integral  5 - - 0,5 mL de quimosina 

10 

(controle) 
Leite desnatado 5 - 0,5 - 

11 Leite desnatado  5 - - 
0,5 mL de extrato 

bruto 

12 Leite desnatado 5 - - 0,5 mL de quimosina 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Atividade Proteolítica 

O extrato bruto de estigmas e estiletes 

de flores secundária de alcachofra obtido 

empregando acetato de sódio 0,1 M (pH 5,0) 

em 40 min de extração assistida por ultrassom 

apresentou uma atividade proteolítica de 

3955,00 U/mL. 

 

Potencialidade de aplicação do extrato 

bruto na coagulação do leite 

Na Tabela 2 são apresentados a 

atividade de coagulação do leite, o tempo de 

coagulação, a força de coalho e razão 

atividade de coagulação do leite/atividade 

proteolítica (MCA/AP), além disso também é 

mostrado o aspecto visual da coalhada 

formada. 

Quando a quimosina foi utilizada como 

coagulante, observou-se um tempo de 

coagulação mais curto, uma maior força do 

coalho e uma relação mais elevada entre a 

atividade de coagulação do leite e a atividade 

proteolítica (MCA/AP), em comparação com 

o uso do extrato bruto obtido por extração 

assistida por ultrassom com acetato de sódio 

0,1 M (pH 5,0) em diferentes tipos de leite. 

Quanto à aparência 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 também 

apresentaram coalhada uniforme e firme.  

É importante ressaltar que o extrato 

bruto não foi submetido a nenhum processo 
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de concentração ou purificação e ainda assim 

demonstrou capacidade de coagulação. Uma 

alternativa para aprimorar a capacidade de 

coagulação desse extrato seria a aplicação de 

procedimentos de concentração e purificação. 

Mesmo assim, é viável utilizar o extrato bruto 

obtido por meio do processo de extração 

assistida por ultrassom com acetato de sódio 

0,1 M (pH 5,0) na coagulação do leite, 

podendo ser empregado como um coagulante 

de origem vegetal na indústria de queijos. 

 

 

Tabela 2: Atividade de coagulação do leite, tempo de coagulação, força do coalho, relação 

MCA/AP e aspecto visual da coalhada 

Testes 
Atividade de 

Coagulação do 

Leite (U/mL) 

Tempo de 

Coagulação (s) 

Força de 

Coalho 

Relação 

MCA/AP 

Aspecto Visual da 

Coalhada 

1 

(controle)  
nc nc nc nc 

 

2 19,20 125 115,20 0,0049 

 

3 25,26 95 151,58 0,3368 

 

4 

(controle) 
nc nc nc nc 

 

5 22,22 108 133,33 0,0056 

 

6 24,00 100 144,00 0,3200 
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7 

(controle) 
nc nc nc nc 

 

8 3,03 791 30,34 0,0008 

 

9 26,37 91 263,74 0,3516 

 

10 

(controle) 
nc nc nc nc 

 

11 2,00 1200 20,00 0,0005 

 

12 26,67 90 266,67 0,3556 

 

 

 

A razão MCA/AP (atividade de 

coagulação do leite/atividade proteolítica) 

indica a potencialidade de aplicação da 

protease como coagulante na fabricação de 

queijos (Brutti et al., 2012). A atividade de 

coagulação do leite (MCA) relaciona-se à 

capacidade da enzima de realizar a hidrólise 

específica da κ-caseína do leite, característica 

fundamental das proteases utilizadas na 

indústria de queijos (Ben Amira et al., 

2017b). Uma proporção maior de MCA/AP 

indica que a enzima apresenta capacidade 

maior de formar a coalhada, além de maior 

rendimento de queijos e menor amargor. Já 

razões menores de MCA/AP indicam menor 

recuperação e firmeza do coalho 

(Afsharnezhad et al., 2019). Quanto mais 

elevada for esta relação, mais eficiente será 

este coagulante na produção de queijo, 

resultando em um reduzido tempo de 

coagulação, bem como necessidade de menor 

quantidade de coagulante (Gutiérrez-Méndez 

et al., 2019). 

A rápida coagulação do leite quando o 

extrato bruto foi aplicado e a elevada 

atividade proteolítica podem ser explicadas 

em razão das proteases aspárticas de C. 
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cardunculus apresentarem atividade 

proteolítica mais elevada que a quimosina, 

ocasionando maior degradação das caseínas, 

produzindo queijos macios e textura 

amanteigada (Galán et al., 2008).  

O extrato bruto apresentou uma 

atividade proteolítica elevada (3955,00 

U/mL), como consequência a atividade e o 

tempo de coagulação foram baixos, 

resultando em baixa proporção MCA/AP. Um 

extrato apropriado para uso como substituto 

do coalho deve apresentar elevada razão 

MCA/AP. Atividade proteolítica elevada pode 

resultar em queijos de maturação excessiva, 

em razão da elevada proteólise das proteínas 

do leite. 

Na literatura foram encontrados tempos 

de coagulação similares e superiores aos do 

presente estudo (125 a 1200 s para o extrato 

bruto – Tabela 2). A atividade coagulação do 

leite observada neste estudo (2,00 a 22,22 

U/mL para o extrato bruto – Tabela 3) são 

inferiores aos valores encontrados na 

literatura Llorente et al. (1997) encontraram 

tempo de coagulação 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 coagulação para extratos obtidos em 

extração assistida por ultrassom de 60 e 180 s 

e  atividade de coagulação foi de 440 e 146,67 

U/mL para citrato de sódio 0,1 M (pH 3,0) e 

acetato de sódio 0,1 M (pH 5,0), 

respectivamente.  

Ben Amira et al. (2017a) estudaram a 

atividade enzimática de extratos brutos de C. 

cardunculus, alterando o pH do coalho de 3 a 

6. Ao diminuir do pH do extrato para 3,0, os 

autores observaram um aumento na relação 

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 

relação de MCA/AP (4,35), em razão da baixa 

atividade de coagulação (0,47 CAU/mL) e 

uma atividade proteolítica de 0,10 U/mL (Ben 

Amira et al., 2017a). Os valores observados 

por Ben Amira et al. (2017a) para a razão 

MCA/AP foram superiores aos encontrados 

nestee estudo (0,0005 a 0,0056 – Tabela 2), 

para o extrato bruto. 

 

 

CONCLUSÃO 

 

Com base no tempo de coagulação, 

atividade de coagulação, força do coalho, 

relação MCA/AP e aparência da coalhada, é 

viável empregar o extrato bruto obtido por 

meio do processo de extração assistida por 

ultrassom com acetato de sódio 0,1 M (pH 

5,0) na coagulação do leite, podendo ser 

utilizado na indústria de queijos como um 

coagulante de origem vegetal. 
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