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RESUMO 

Os primeiros traços da existência do queijo remetem há aproximadamente 3000 anos a.C. 

(antes de Cristo), o que faz dele um dos alimentos manufaturados mais antigos. Por suas 

características nutricionais e organolépticas, o queijo se tornou um dos principais alimentos 

processados pelo homem a partir da época da domesticação de bovinos. A etapa fundamental 

para a elaboração do queijo é a coagulação do leite, processo que consiste na conversão do 

leite em estado líquido para gel e também é conhecido como coalhada. A principal enzima 

utilizada na indústria dos laticínios é a quimosina, protease extraída do quarto estômago de 

bezerros desmamados. As proteases, também chamadas de peptidases, são enzimas 

degradativas que catalisam a hidrólise de reações peptídicas em outras proteínas ou 

peptídeos, liberando aminoácidos livres ou peptídeos de tamanho variável. Elas possuem uma 

ampla diversidade de aplicações em diferentes indústrias; na alimentícia, são usadas 

principalmente na produção de queijos, já que atuam na hidrólise de proteínas do leite. Em 

função da diminuição da disponibilidade de estômagos de bezerros lactantes e do aumento 

do consumo de queijos, novas alternativas de coagulantes são necessárias. Os coagulantes 

vegetais se mostram uma alternativa viável em virtude de apresentam a vantagem de serem 

facilmente produzidos de forma artesanal e contribuírem para o aproveitamento total de 

alimentos, o que leva à redução do resíduo alimentar. A espécie Morinda citrifolia L., 

pertencente à família Rubiaceae, é popularmente conhecida como noni e se origina do 

sudeste da Ásia, sendo utilizada há mais de 2000 anos pelos polinésios como medicamento. 

Em virtude da propriedade antioxidante presente nas folhas, frutos e raízes, semelhante à da 

vitamina E, o noni é utilizado como conservante natural, já o suco do fruto, em reação com 

bactérias lácticas, possui um potencial probiótico. O objetivo deste trabalho foi detectar e 

caracterizar a atividade coagulante de leite da protease extraída do extrato bruto de sementes 

de noni. Foram avaliados os efeitos da temperatura, do pH e da concentração de sais na 

atividade coagulante do leite. O resultado confirmou a presença de uma protease constitutiva 

no extrato bruto de sementes de noni, com atividade coagulante tendo 65ºC como temperatura 

ótima, em pH 4 e concentração ideal de CaCl2 a 10mM. A caracterização da atividade 

coagulante de leite da protease presente no extrato bruto de sementes de Morinda citrifolia 

sugere um promissor potencial biotecnológico como coagulante vegetal na indústria de 

laticínios. 

Palavras-chave: noni; milk-clotting; Biotecnologia. 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The first traces of the existence of cheese date back to approximately 3000 years BC. (before 

Christ), which makes it one of the oldest manufactured foods. Due to its nutritional and 

organoleptic characteristics, cheese has become one of the main foods processed by man 

since the time of cattle domestication. The fundamental step for the elaboration of cheese is 

milk coagulation, a process that consists of converting milk from a liquid state to gel and is also 

known as curds. The main enzyme used in the dairy industry is chymosin, a protease extracted 

from the fourth stomach of weaned calves. Proteases, also called peptidases, are degradative 

enzymes that catalyze the hydrolysis of peptide reactions in other proteins or peptides, 

releasing free amino acids or peptides of variable length. They have a wide range of 

applications in different industries; in food, they are mainly used in cheese production, as they 

act in the hydrolysis of milk proteins. Due to the decrease in the availability of lactating calf 

stomachs and the increase in cheese consumption, new coagulant alternatives are needed. 

Vegetable coagulants are a viable alternative because they have the advantage of being easily 

produced by hand and contribute to the total use of food, which leads to the reduction of food 

waste. The species Morinda citrifolia L., belonging to the Rubiaceae family, is popularly known 

as noni and originates from Southeast Asia, being used for over 2000 years by the Polynesians 

as a medicine. Due to the antioxidant property present in the leaves, fruits and roots, similar 

to that of vitamin E, noni is used as a natural preservative, while the fruit juice, in reaction with 

lactic acid bacteria, has a probiotic potential. The objective of this work was to detect and 

characterize the milk coagulant activity of the protease extracted from the crude extract of noni 

seeds. The effects of temperature, pH and salt concentration on milk clotting activity were 

evaluated. The result confirmed the presence of a constitutive protease in the crude extract of 

noni seeds, with coagulant activity having 65ºC as optimal temperature, at pH 4 and ideal 

concentration of CaCl2 at 10mM. The characterization of the milk coagulant activity of the 

protease present in the crude extract of Morinda citrifolia seeds suggests a promising 

biotechnological potential as a vegetable coagulant in the dairy industry. 

Keywords: noni; milk-clotting; Biotechnology.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A fabricação de queijo 

 

Leite é o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condições higiênicas, 

de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas, que apresenta como característica ser um 

líquido branco opalescente homogêneo, conforme definição da Instrução Normativa nº 62 do 

Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2011). Trata-se de uma 

emulsão natural composta por 87,30% de água, 4,90% de lactose, 3,80% de gordura, 3,30% 

de proteínas e 0,72% de minerais (SGARBIERI, 2004). Em 2018, a produção mundial leiteira 

foi de aproximadamente 843 bilhões de litros, desses, cerca de 30% destinaram-se à 

fabricação de queijos (DE PAULA et al., 2009; CORDEIRO DA SILVA, 2019). 

Os primeiros traços da existência do queijo remetem há aproximadamente 3000 anos 

a.C. (antes de Cristo), o que faz dele um dos alimentos manufaturados mais antigos. Não se 

sabe ao certo exatamente quando a fabricação do queijo começou, mas acredita-se que seja 

fruto da domesticação de cabras e ovelhas. Por suas características nutricionais e 

organolépticas, o queijo se tornou um dos principais alimentos processados pelo homem a 

partir da época da domesticação de bovinos (EGITO & LAGUNA, 2006). De acordo com o 

MAPA, no Brasil, a população consome 4 quilos de queijo per capta por ano, em média. Cerca 

de 745 mil toneladas de queijo foram produzidas em 2010, a maior parte sendo destinada 

para consumo interno, e em uma década, a produção queijeira no país aumentou cerca de 

86% (BRASIL, 2015). 

 A etapa fundamental para a elaboração do queijo é a coagulação do leite, processo 

que consiste na conversão do leite em estado líquido para gel e também é conhecido como 

coalhada. A coagulação ocorre através de acidificação ou por ação enzimática e decorre de 

modificações físico-químicas nas micelas de caseína, que vem a ser uma família de 

fosfoproteínas sintetizadas pela glândula mamária. A coagulação ácida se dá por meio da 

adição direta de ácidos orgânicos ao leite ou mediante produção de ácido lático pelas 

bactérias do fermento, sendo, portanto, obtida por via biológica. A coagulação enzimática, 

usada em cerca de 75% do total dos queijos produzidos, é realizada em virtude da adição de 

enzimas específicas, que podem ser oriundas de animais, vegetais e/ou de microrganismos, 

podendo ser usadas misturadas entre si ou isoladamente. As enzimas obtidas do quarto 

estômago de ruminantes (abomaso) recebem o nome de coalho, por exemplo, coalho bovino, 

já a denominação coagulante é reservada a todas as enzimas obtidas por meio diferente do 

coalho, por exemplo, coagulantes vegetais e microbianos (DE PAULA et al., 2009; FOOD 

INGREDIENTS BRASIL, 2011; GAJO et al., 2012; LEITE, 2016). 
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 O método de coagulação enzimática pode ser dividido em fases. Na fase primária ou 

enzimática, ocorre a adição de enzimas proteolíticas que realizam a hidrólise da k-caseína. 

Em seguida, na fase secundária ou de agregação micelar, transcorre a agregação das micelas 

alteradas de caseína, formando a coalhada, que possui a aparência de um gel. Esse gel de 

coalhada possui bastante estabilidade, tendo condições de sofrer ações externas, como 

quebra e corte, contudo apresenta sinérese, que é a expulsão espontânea do soro, sendo 

essa a fase final de coagulação (DE PAULA et al., 2009; NEVES, 2014). 

 A principal enzima utilizada na indústria dos laticínios é a quimosina, protease extraída 

do abomaso de bezerros desmamados que atua na coagulação do leite, estando presente na 

fabricação da maior parte dos queijos (KLOOSTERMAN, 1991; HASHIM et al, 2011). O coalho 

bovino apresenta uma composição misturada de quimosina e pepsina, cujas proporções 

variam de acordo com a idade e o regime alimentar do animal; em bezerro recém-nascidos, a 

quimosina tem proporção média de 80% e a pepsina de 20%, essa proporção se torna inversa 

em animais mais velhos (GAJO et al., 2012). A relevância dessa proporção se deve ao fato 

de que quimosina apresenta maior grau de especificidade quando comparada à pepsina, 

fazendo com que aquela possua as propriedades ideais para o processo de coagulação, que 

são: alta atividade específica sobre a caseína, hidrolisando apenas a ligação peptídica 

Fenilananina105-Metionina106 (Phe105-Met106) da proteína (Figura 1), e baixa atividade 

proteolítica, cuja influência se dá nas características sensoriais do queijo, provocando 

modificações indesejáveis na textura, o que compromete a consistência dos queijos, e o 

desenvolvimento de sabores amargos durante a maturação (RAO et al., 1998; KUMAR et al., 

2005; GAJO et al., 2012; MACHADO, 2013). 

 

 

Figura 1 — Mecanismo de ação da quimosina. A quimosina quebra a ligação peptídica da k-
caseína apenas na posição dos aminoácidos Fen105-Met106 da proteína, produzindo dois peptídeos 

chamados para-k-caseína e macro peptídeo. Fonte: Próprio autor, baseado em FOLGADO (2019). 
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1.2 Proteases e suas aplicações 

 

 As proteases, também chamadas de peptidases, são enzimas degradativas que 

catalisam a hidrólise de reações peptídicas em outras proteínas ou peptídeos, liberando 

aminoácidos livres ou peptídeos de tamanho variável. As enzimas proteolíticas constituem um 

grupo bastante complexo e grande, diferindo em propriedades como pH e temperatura ótimos, 

sítio ativo e mecanismo catalítico, perfil de estabilidade e especificidade de substrato, além 

disso, são a única classe de enzima que ocupa uma posição central no que se refere às suas 

aplicações nos campos fisiológico e comercial (RAO et al., 1998; SUMANTHA et al., 2006; 

SILVA-LOPEZ, 2010). 

 De acordo com a União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (UIBBM), as 

proteases pertencem à classe enzimática 3 (hidrolases), subclasse 3.4 (peptidases) e podem 

ser divididas em endopeptidases e exopeptidases, quando se considera o sítio de ação 

específico; as primeiras, também chamadas de proteinases, hidrolisam ligações peptídicas 

internas, já as segundas, hidrolisam ligações N-terminais ou C-terminais, sendo denominadas 

amino- ou carboxi-peptidases, respectivamente. As exopeptidases atuantes no N-terminal 

liberam um único resíduo de aminoácido, um dipeptídeo ou um tripeptídeo, enquanto que as 

que atuam em um C-terminal, um único resíduo ou um dipeptídeo (BARRETT, 1994; GOMES, 

2004; RAWLINGS et al., 2006; DOS SANTOS et al., 2017). 

Ainda de acordo com o UIBBM, as exopeptidases e as endopeptidases possuem 

subclassificações quanto à natureza do sítio catalítico e ao aminoácido liberado na catálise. 

As carboxipeptidases são subdivididas em serina, metalo e cisteína-peptidases. As 

endopeptidases são subdivididas em serina, cisteína, aspártico, metalo e treonina-peptidases. 

Os subgrupos recebem seus nomes do aminoácido crítico para a catálise, exceto no caso das 

metalopeptidases, que dependem de um ou dois íons metálicos para realizar essa função 

(DOS SANTOS et al., 2017). 

As proteases são largamente comercializadas por várias empresas ao redor do 

mundo, sendo detentoras da maior parcela de vendas de enzimas industriais, e possuem uma 

ampla diversidade de aplicações em diferentes indústrias, como alimentícia, farmacêutica, 

cosmética, entre outras (SUMANTHA et al., 2006; ARAÚJO, 2020). Do total de enzimas 

produzidas pelos setores de alimentação e detergentes da indústria mundial, 60% é 

representado pelas proteases, evidenciando sua grande importância no campo comercial 

(TREMACOLDI, 2009). Além das múltiplas aplicações nos mais variados setores industriais, 

o uso de proteases, em substituição dos métodos químicos tradicionais, apresenta diversas 
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vantagens, como a economia de água, energia, produtos químicos, redução do custo no 

tratamento de efluentes e a minimização do impacto ambiental, já que os processos 

enzimáticos não são tóxicos (DOS SANTOS et al., 2017). 

Com um valor estimado de U$ 1,4 bilhão, a indústria de alimentos é a maior 

contribuinte do mercado de enzimas (ARAÚJO, 2020). Nesse setor, as proteases vêm sendo 

usadas para melhorar o crescimento de leveduras e o valor nutricional dos alimentos, 

aprimorar as propriedades nutricionais, funcionais e de sabor das proteínas e na redução da 

lactose e modificação do sabor em aplicações lácteas, entre outros (SUMANTHA et al., 2006). 

Afora isso, elas são empregadas na panificação, fabricação de queijos, amaciantes para 

carnes e preparação de hidrolisados de soja (RAO et al., 1998).  

Conforme observado por Dos Santos e colaboradores (2017), dentre todas as 

aplicações alimentícias, a maior utilização de proteases se dá na coagulação para fabricação 

de queijos. Dentre as proteases utilizadas, a quimosina é o coalho mais estabelecido, contudo, 

coagulantes microbianos, vegetais e recombinantes se sobressaem como alternativas 

atrativas nos processos de produção de queijos, uma vez que conferem características 

diferenciadas a estes e apresentam maior disponibilidade (LIMA et al., 2018). Essas 

alternativas são necessárias em função da diminuição da disponibilidade de estômagos de 

bezerros lactantes e do aumento do consumo de queijos (PEREIRA et al., 2010). 

Entre os grupos de micro-organismo capazes de gerar proteases, os fungos têm sido 

largamente utilizados, pois suas enzimas geralmente são extracelulares, facilitando o 

processo de extração e recuperação do meio de fermentação, operação através da qual as 

proteases são produzidas por esses grupos (DA SILVA, 2013). As enzimas proteolíticas de 

origem microbiana promovem a coagulação do leite de forma semelhante à da caseína, 

clivando a ligação peptídica Phe105-Met106 da κ-caseína (FARSHAD et al, 2013; SILVA et 

al., 2014). A atração dos micro-organismos como fonte de proteases se dá pela possibilidade 

de cultivo em grandes quantidades e em um espaço de tempo relativamente curto (NEVES, 

2014). Muitos estudos têm sido realizados sobre as espécies que são fontes de peptidases 

de origem microbiana, dentre elas 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). 

Quanto à utilização de vegetais como fonte de proteases, seu uso depende de vários 

fatores, como a adequação das condições climáticas para o crescimento da planta e a 

disponibilidade de terra para cultivo (RAO et al., 1998). Contudo, sua principal vantagem está 

no fato de que produtos de origem natural são mais facilmente aceitos e aprovados para 

comercialização quando comparados com os obtidos por algum tipo de manipulação genética 

(EGITO & LAGUNA, 2006). Especialmente no que se refere ao emprego dessas peptidases 
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na coagulação de leite, grande interesse tem sido despertado em decorrência da facilidade 

de obtenção de extratos, da agregação de valor nutricional ao produto e a facilidade na 

purificação e/ou isolamento do coagulante natural (DE FARIAS, 2016). Dentre as espécies 

vegetais com peptidases estudadas, destacam-se Oryza sativa (ASAKURA et al., 1997), 

Cucumis melo (UCHIKOBA, T., KANEDA, 1996) e Ananas comosus (CATTANEO et al., 

1994), dentre outras. 

 

1.3 Proteases vegetais 

 

 As proteinases das plantas são responsáveis por um conjunto de reações enzimáticas 

essenciais à vida que constituem o metabolismo proteico (LOPES et al., 2017). Elas 

participam de diversas atividades das plantas, como a liberação de aminoácidos nos órgãos 

de reserva, regulação do apoptose, fotossíntese e expressão gênica (XAVIER-FILHO, 1992; 

SOLOMOM et al., 1999; ADAM, 2000; ESTELLE, 2001). Além disso, atuam no mecanismo de 

defesa pré-formado das plantas, de modo que algumas proteases são produzidas antes 

mesmo que haja um ataque do patógeno (TREMACOLDI, 2009).  

Das proteases de origem vegetal utilizadas na indústria, se destacam: a papaína, 

utilizada na indústria medicinal, cervejeira, de sucos e carne, obtida da Carica papaya; a 

bromelina, com diversas aplicações medicinais, extraída de Ananas comosus; e a ficina, com 

a mesma aplicação industrial da papaína, retirada da Ficus glabra (EGITO & LAGUNA, 2006). 

Na indústria farmacêutica, as proteases vegetais são utilizadas no preparo de colágenos 

hidrolisados e na produção de fármacos usados, por exemplo, no tratamento de feridas, 

inflamações e distúrbios digestivos. Na indústria alimentícia, estão presentes na fabricação 

de queijos, no preparo de alimentos infantis e dietéticos, na clarificação de cervejas, no 

amaciamento de carnes, entre outros. Além do mais, também são usadas na produção de 

detergentes e para amaciamento de fibras nas indústrias têxteis (FRANÇA-SANTOS et al., 

2009). 

Uma vantagem do uso de proteases vegetais está relacionada com o aproveitamento 

total de alimentos. O não aproveitamento de alimentos promove um grande impacto negativo 

no meio ambiente, uma vez que a deposição inadequada de lixo alimentar no solo apresenta 

consequências danosas, tais como o odor proveniente da putrefação da matéria orgânica e a 

formação do chorume, que pode atingir os rios e lençóis freáticos. Uma solução para este 

problema é a utilização completa dos alimentos, especialmente frutas e vegetais, que além 

de proporcionar um melhor consumo nutricional, pode trazer crescimento para a economia 

relacionada aos alimentos e desenvolvimento para a relação ecológica entre o homem e o 
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meio ambiente em que vive, já que a redução de resíduo é a principal consequência desse 

aproveitamento (SAMPAIO; FERST; OLIVEIRA, 2017). Dessa forma, se proteases vegetais, 

que usualmente são obtidas de partes como frutas, raízes, látex e flores, forem extraídas, 

também, de partes não consumíveis, haveria uma possível diminuição do resíduo alimentar, 

oriundos da preparação da alimentação humana (VIANA et al., 2006; SCHMIDT, 2016). 

 Machado (2013) destaca que as proteases de origem vegetal podem substituir tanto o 

coalho de origem animal quanto a quimosina recombinante, visto que a utilização desses 

produtos tem sido questionada por diversas entidades reguladoras da indústria de laticínios 

em diferentes países. Os coagulantes de origem vegetal também apresentam a vantagem de 

serem facilmente produzidos de forma artesanal e apresentarem baixo custo, o que os torna 

uma alternativa econômica interessante (LAGUNA & EGITO, 2001). Além disso, para Schmidt 

(2016), os extratos das proteases vegetais possuem propriedades funcionais que são 

fundamentais para a definição da textura e do sabor dos produtos, o que possibilita aplicações 

inovadoras dessas proteases. 

Assim, o interesse no uso de proteases vegetais como coagulantes vem crescendo de 

tal forma que, em alguns casos, se tornam preferíveis aos de origem animal. Países como 

Portugal, Espanha e Itália utilizam enzimas de origem vegetal para a fabricação de queijos 

artesanais (LAGUNA & EGITO, 2001). Esse interesse se reflete na busca por novas espécies 

que possam ser utilizadas como coagulantes de leite, como a Morinda citrifolia, que já teve 

sua atividade coagulante identificada na polpa do fruto e na semente (DE FARIAS, 2016; DE 

OLIVEIRA, 2021). 

  

1.4 A planta Morinda citrifolia 

 

A espécie Morinda citrifolia L., pertencente à família Rubiaceae, é popularmente 

conhecida como noni e se origina do sudeste da Ásia, sendo utilizada há mais de 2000 anos 

pelos polinésios como medicamento (WANG et al, 2002; LEMES et al, 2020). 

 A árvore pode chegar a uma altura entre 3 e 10 metros, com folhas simples 

esverdeadas, inflorescências brancas de pequeno porte e frutos ovais que alcançam até 10 

centímetros de comprimento e 6 de largura (CORREIA et al, 2011; LEMES et al, 2020). O 

fruto do noni (Figura 2) tem como característica uma superfície grumosa coberta de 

segmentos com formatos poligonais castanhos e uma variação na coloração, indo do verde 

para o amarelo ou o branco opalescente quando maduros (McCLATHEY, 2002; WANG et al, 

2002). A polpa é cremosa, carnosa e suculenta, apresentando sabor e aroma não muito 

agradáveis. Suas numerosas sementes, são marrons, com formatos triangulares a alongados, 

e medem entre 3 e 10 milímetros de comprimento (Figura 3) (VEIGA et al, 2005). 
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 Figura 2 — Folha e fruto do noni. Fonte: Próprio autor 

 

 
Figura 3 — Sementes de noni. Fonte: Próprio autor 

 

1.5 Aplicações da espécie Morinda citrifolia 

 

 As partes mais utilizadas do noni são os frutos, seguido pelas raízes e folhas, sendo 

que a maioria do consumo se dá na forma de suco da fruta, porém as folhas e fruto também 
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são comercializados na forma de comprimidos e chás (PAWLUS; KINGHORN, 2007; 

BARBOSA et al, 2017). 

No Havaí, a Morinda citrifolia é a segunda espécie de planta mais consumida pela 

população. Na Polinésia, ela é utilizada para tratar diversas doenças, tais como: queimaduras 

e feridas, irregularidades menstruais, artrite, hipertensão, diabetes, câncer e, ainda, como 

antioxidante, anti-inflamatório, antimicrobiano, dentre outros (BARBOSA et al, 2017). 

 Segundo esclarece Abou Assi e colaboradores (2015), a M. citrifolia possui diferentes 

aplicações na indústria. Em virtude da propriedade antioxidante presente nas folhas, frutos e 

raízes, semelhante à da vitamina E, o noni é utilizado como conservante natural (ZIN et al, 

2002), já o suco do fruto, em reação com bactérias lácticas, possui um potencial probiótico 

(WANG et al, 2009). Além disso, estudos indicam que a M. citrifolia pode ser utilizada como 

inseticida verde e fonte natural de medicamentos e reagentes químicos (KOVENDAN et al., 

2012; TONTRONG et al., 2012; SUMAN et al., 2013). 

 Por causa dos benefícios que estão relacionados ao seu consumo, o noni foi 

introduzido no Brasil com um forte apelo comercial, sendo o seu cultivo realizado em estados 

como São Paulo, Sergipe, Minas Gerais e Ceará, entre outros (PALIOTO et al, 2015). 

Entretanto a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) proíbe a comercialização de 

qualquer produto que contenha noni, conforme determina a Resolução RDC nº. 278/2005, 

mesmo havendo o desenvolvimento de estudos científicos sobre a M. citrifolia, pois considera 

que a fruta não possui histórico de consumo no país (PIMENTEL et al, 2016). Segundo 

Oliveira e colaboradores (2018), a ANVISA considera que a segurança dos produtos contendo 

noni é questionável uma vez que as evidências científicas dos efeitos sobre a saúde humana 

são limitadas. 

 De acordo com Mororó et al (2017), sobre os efeitos biológicos do noni 

 

Consta  na literatura a descrição de atividade anti-helmíntica (Ascaridia galli); 
efeitos protetores em lesão hepática; efeitos aditivos de indução de apoptose, 
pela via intrínseca; ação neuroprotetora (com o aumento na memória de curto 
e longo prazo); não possuindo efeito  adverso  sobre  a  fertilidade;  as  
avaliações  de  genotoxicidade  mostravam-se dentro  dos  limites  normais  
e  reversíveis;  trabalhos  não  evidenciaram  alterações histopatológicas em 
ratos com diabetes tipo I; também foi encontrado que não houve eficácia  anti-
inflamatória  em  mulheres  com  dismenorreia  primária  e  alguns  relatos 
mostraram  que  essa  fruta  possui  certa  hepatotoxicidade. (MORORÓ et 
al, 2017). 

 

Contudo, mesmo com experimentos relatando diversos benefícios decorrentes do 

consumo de M. citrofolia, ainda existe a possibilidade da ocorrência de efeitos adversos como 

náuseas, dores epigástricas, edema, tosse, constipação ou diarreia, dores de cabeça e 

erupções cutâneas (PIMENTEL et al, 2016). Barbosa et al (2017) destaca que os estudos de 
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atividade biológica ou de toxicidade que utilizam o fruto em forma de suco ainda são poucos, 

tendo em vista que esta é a principal forma de consumo popular. 

Dessa forma, com estudos bem delineados que avaliam a toxicidade do noni ainda 

sendo controversos e escassos, mais pesquisas devem ser realizadas, além da grande 

necessidade de estudos clínicos, visando garantir um consumo seguro (BARBOSA et al, 

2017; MORORÓ et al, 2017; OLIVEIRA et al, 2018). 

Diante do exposto, este trabalho tem por objetivo contribuir com as informações sobre 

proteases vegetais, encontrando uma fonte alternativa sustentável de protease coagulante a 

partir de sementes de Morinda citrifolia. 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Detectar e caracterizar proteases bioativas presentes nas sementes de Morinda 

citrifolia, avaliando sua atividade coagulante de leite. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Detectar atividade coagulante de leite no extrato bruto de sementes de Morinda 

citrifolia; 

• Avaliar bioquimicamente o efeito da temperatura sobre a atividade coagulante da 

protease do extrato bruto de sementes de Morinda citrifolia; 

• Avaliar bioquimicamente o efeito do pH sobre a atividade coagulante da protease do 

extrato bruto de sementes de Morinda citrifolia. 

• Avaliar bioquimicamente a termoestabilidade da protease contida nas sementes de 

Morinda citrifolia. 

• Avaliar bioquimicamente a estabilidade em diferentes pH da protease contida nas 

sementes de Morinda citrifolia. 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Obtenção de material vegetal 

 

 Os frutos de Morinda citrifolia foram coletados nos municípios do Rio de Janeiro e 

Campos dos Goytacazes, no Estado do Rio de Janeiro. Com o fruto consideravelmente 

maduro, as sementes foram colhidas e limpas de qualquer resíduo, sendo, então, secas em 

temperatura ambiente e depois pulverizadas em aparelho moedor para a obtenção do pó 

utilizado posteriormente para a extração de proteínas. 

 

3.2 Extração de proteínas vegetais 

 

 As proteínas foram extraídas a partir do pó das sementes de noni ao qual foi acrescido 

10% (referente ao peso fresco das sementes) de Polivinilpirrolidona (PVP). Em seguida, foi 

adicionada uma solução tampão de Tris-HCL 50 mM (pH 6), na proporção de 5:1 (5 ml de 

tampão de extração foram adicionados para cada grama de semente). A mistura resultante 

foi mantida por 1 hora e 30 minutos em agitação vigorosa, a 4°C e, em seguida, centrifugada 

a 12000 xg, a 4ºC, por 30 minutos. 

 O sobrenadante foi coletado e denominado de extrato bruto proteico (EB), enquanto o 

sedimento resultante foi descartado. 

 

3.3 Dosagem de proteínas 

 

 A dosagem de proteínas foi realizada conforme a metodologia desenvolvida por 

Bradford (1976) e referenciada pela curva padrão da proteína BSA. 

 Para a construção da curva padrão, foi distribuído em tubos de microcentrífuga 100 

g/L de BSA Bradford Ultra™, nas concentrações individuais de 0 g, 2 g, 4 g, 6 g, 8 g 

e 10 g, às quais foram acrescidas água MilliQ a fim de completar o volume de 800 L. Em 

cada tubo foi adicionado 200 L do corante Bradford totalizando, assim, 1 mL. 

 Para a dosagem de proteína das amostras, diferentes volumes do EB foram utilizados, 

cujo resultado foi comparado com o obtido na curva padrão. Todas as amostras foram 

analisadas no espectrofotômetro a 595 nm. 

 

3.4 Detecção de atividade coagulante de leite 
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 O ensaio de detecção de atividade coagulante de leite foi realizado conforme o método 

desenvolvido por Arima et al (1970). 

 Leite desnatado (10% w/v) foi adicionado em tampão CaCl₂ (10mM) em pH 6,5. 

Novecentos microlitros dessa solução foram aliquotados em tubos de microcentrífuga, aos 

quais foram adicionados 100 μL de extrato bruto para iniciar o ensaio. Os tubos foram 

mantidos à 50ºC, até que fossem percebidos os primeiros coalhos formados a partir da 

coagulação de leite (do inglês clotting), sendo esse tempo chamado então de “tempo de 

clotting” (t). Foram realizados três controles experimentais nas mesmas condições relatadas 

anteriormente. Para controle nulo, um tubo contendo 1000 μL da solução de leite foi incubado 

a fim de determinar se, em ausência de enzimas proteolíticas, haveria influência da 

temperatura na solução. Para controle positivo, em 950 μl da solução de leite foram acrescidos 

50 μl de quimosina (Coagulante Líquido HA-LA®). Para controle experimental negativo, foi 

colocado em banho-maria 100 μL do tampão de extração (descrito no item 3.2) junto com 900 

L da solução de leite, com o objetivo de estabelecer se a solução tampão de Tris-HCl 50 mM 

(pH 6) poderia intervir na atividade coagulante do extrato bruto. Os experimentos foram 

realizados em triplicatas. 

 Os resultados foram expressos na forma de unidade de coagulação de leite (MCA, 

“Milk Clotting Activity”), estabelecido como a quantidade de extrato bruto (mL) necessária para 

a coagulação de 100 mlL de leite em 40 minutos, de acordo com as condições do ensaio. O 

MCA foi expresso em Unidade Soxhlet por mL de coagulante (US/mL) e calculado usando a 

seguinte equação: 

 

𝑀𝐶𝐴 (𝑈𝑆/𝑚L) = 2400 𝑡 × 𝑆 𝐸 

 

Onde: 

t = tempo de clotting (seg); 

S = volume de substrato (mL); 

E = volume de solução enzimática (EB) (mL). 

 

3.5 Avaliação do efeito da temperatura sobre a atividade coagulante 

 

Para a avaliação do efeito da temperatura sobre a atividade enzimática da protease 

contida no EB foi utilizada a metodologia descrita no item 3.4 com algumas modificações.  Os 

ensaios de coagulação do leite, realizados em diferentes temperaturas (30, 40, 45, 50, 55, 60, 

65, 70, 75, 80, 85 e 90ºC). Os experimentos foram conduzidos em triplicatas, com MCA 
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calculado conforme apresentado no item 3.4 e resultados expressos em média ± desvio 

padrão (DP). 

 

3.6 Avaliação do efeito do pH sobre a atividade coagulante 

 

Para a avaliação do efeito do pH sobre a atividade enzimática da protease contida no 

EB foi utilizada a metodologia descrita no item 3.4 alterando-se o pH do tampão de ensaio, 

incubado na temperatura ideal da protease. Os tampões utilizados foram: Citrato Fosfato 

(50mM) para os pH 3, 4, 4,5, 5, 5,5 e 6; Fosfato de Sódio (50mM) para os pH 6 e 7 e Tris-HCl 

(50mM) para os pH 8, 9 e 10. Os experimentos foram conduzidos em triplicatas, com MCA 

calculado conforme apresentado no item 3.4 e resultados expressos em média ± desvio 

padrão (DP). 

 

3.7 Efeito da concentração ideal de sais sobre a atividade coagulante 

 

 Os efeitos da quantidade de sais na coagulação do leite foram detectados através de 

ensaios utilizando CaCl2 e NaCl em diferentes concentrações (0, 10, 50, 100, 500 e 1000mM) 

adicionados individualmente ao tampão de ensaio contendo leite desnatado. Os ensaios 

foram realizados na temperatura ótima e tendo como tampão aquele do pH ideal encontrado 

conforme a metodologia descrita no item 3.6. Foi calculado o MCA para cada concentração 

de sal verificada e os resultados expressos em média ± desvio padrão (DP). 

 

3.8 Ensaio de atividade coagulante para determinação da   estabilidade da enzima do extrato 

bruto de sementes de noni em diferentes temperaturas 

 

 Para determinação da estabilidade da enzima em diferentes temperaturas, foi 

incubado previamente 100 μL do EB nas temperaturas 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 

85 e 90ºC durante 30 minutos. Os ensaios foram realizados em triplicata e na temperatura, 

pH e concentração de sais ideias. Foi considerada como 100% a atividade da enzima ocorrida 

na sua temperatura ideal, comparando-a com a atividade nas demais temperaturas testadas 

no ensaio. Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão (DP).  
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3.9 Ensaio de atividade coagulante para determinação da estabilidade da enzima do extrato 

bruto de sementes de noni em diferentes pH 

 

 Para determinação da estabilidade da enzima quanto ao pH, foi incubado previamente 

100 μl do EB durante 60 minutos à 4°C em tampões com diferentes faixas de pH. Os tampões 

utilizados foram: Citrato Fosfato (50mM) para os pH 3, 4, 4,5, 5, 5,5 e 6; Fosfato de Sódio 

(50mM) para os pH 6 e 7 e Tris-HCl (50mM) para os pH 8, 9 e 10. Os ensaios foram realizados 

em triplicata e na temperatura, pH e concentração de sais ideias. Foi considerada como 100% 

a atividade da enzima ocorrida no seu pH ideal, comparando-a com a atividade nas demais 

faixas de pH testadas no ensaio. Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão 

(DP). 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Detecção de atividade coagulante no extrato bruto de sementes de noni 

 

 O extrato bruto de sementes de noni foi avaliado quanto à atividade coagulante de leite 

da enzima presente nele, sendo submetido ao teste de coagulação. Observou-se a formação 

de coágulos de leite (Figura 4) na amostra contendo quimosina, controle positivo, (C) e na 

amostra com o extrato bruto (D). A atividade coagulante, calculada conforme equação descrita 

no item 3.4, não foi percebida nas amostras compostas pelo controle nulo e o controle 

negativo (Gráfico 1). 

 

 
Figura 4 — Detecção da atividade coagulante da protease presente no extrato bruto de sementes 
de noni. Foto representativa de um dos resultados obtidos nos experimentos feitos em triplicata, sendo: 
(A) – Solução tampão (Leite desnatado 10% em CaCl2 10mM, pH 6,5), controle nulo; (B) - Solução 
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tampão incubada com 100 μL de tampão de extração (Tris HCl 50mM, pH 6), controle negativo; (C) - 
Solução tampão incubada com 50 μL de Quimosina, controle positivo; (D) - Solução tampão incubada 
com 100 μL de extrato bruto de sementes de noni. Fonte: Próprio autor. 
 

Gráfico 1 — Análise da atividade coagulante de leite no extrato bruto de sementes de noni. Cada 
barra representa a média de três experimentos independentes junto com a indicação de ± desvio 
padrão. Os ensaios foram feitos a 50ºC. Sem a presença do EB, não houve coagulação do leite. Fonte: 
Próprio autor 

 

4.2 Avaliação do efeito da temperatura sobre a atividade coagulante da protease de sementes 

de noni 

 

 A avalição do efeito da temperatura sobre a atividade coagulante da protease presente 

no EB foi realizada em diferentes faixas de temperatura, variando entre 30°C e 90°C. Os 

resultados (Gráfico 2) mostraram que a atividade coagulante se iniciou em 40°C, com 

atividade relativa de 27%. Nas temperaturas entre 40°C e 50°C não houve grande variação 

no MCA, com valores pouco significativos. A partir de 60°C a atividade coagulante se tornou 

mais pronunciada, porém 65°C é a temperatura ótima para a coagulação, com MCA de 

aproximadamente 296 US/mL, por esse motivo, os experimentos foram posteriormente 

conduzidos a essa temperatura.  A partir de 70°C nenhuma temperatura atingiu um efeito nulo 

e os valores se mantiveram superiores quando comparados com as temperaturas entre 40°C 

e 50°C. 
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Gráfico 2— Avaliação do efeito da temperatura sobre a atividade coagulante da protease de 
sementes de noni. O efeito da temperatura na atividade coagulante do EB foi determinado utilizando 
solução tampão (Leite desnatado (10% w/v) em CaCl2 10mM, pH 6,5), entre 30°C e 90°C. A atividade 
relativa (100%) equivale ao valor atingido na temperatura em que a protease presente no EB de 
sementes de noni possui maior atividade coagulante. Cada ponto equivale à média de três 
experimentos independentes. As linhas partindo dos pontos representam o desvio padrão (P < 0,05). 
Fonte: Próprio autor. 

 

Para a avalição da estabilidade da enzima, alíquotas do EB foram incubadas em 

diferentes temperaturas, entre 30°C e 90°C, durante 30 minutos. A enzima demonstrou 

atividade coagulante entre 30ºC e 55ºC e inatividade a partir de 60ºC, indicando que a 

protease não mantém sua estabilidade (Gráfico 3).  

 

 
Gráfico 3 — Avaliação da estabilidade da protease presente no EB em diferentes temperaturas. 
A atividade relativa foi verificada com a incubação da enzima por 30 minutos em diferentes 
temperaturas entre 30°C e 90°C. Cada ponto equivale à média de três experimentos independentes, 
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realizados na temperatura, pH e concentração de sais ideais. As linhas partindo dos pontos 
representam o desvio padrão (P < 0,05). Fonte: Próprio autor. 
 

 

4.3 Avaliação do efeito do pH sobre a atividade coagulante da protease de sementes de noni 

 

 A avalição do efeito do pH sobre a atividade coagulante da protease presente no EB 

foi realizada em diferentes faixas de pH, variando entre 3 e 10, conforme é mostrado no 

Gráfico 4. A enzima apresentou atividade coagulante entre os pH 4 e 6, tendo como ótimo o 

pH 4. A atividade coagulante declinou em pH mais alcalinos, tendo uma redução de 38% em 

pH 6 e total inatividade em pH mais básicos. 

 

 
Gráfico 4 — Avaliação do efeito do pH sobre a atividade coagulante da protease de sementes de 
noni. O efeito do pH na atividade coagulante do EB foi determinado utilizando os tampões: Citrato 
Fosfato (50mM) para os pH 3, 4, 4,5, 5, 5,5 e 6; Fosfato de Sódio (50mM) para o pH 7 e Tris-HCl 
(50mM) para os pH 8, 9 e 10. Cada ponto equivale a média de três experimentos independentes. As 
linhas partindo dos pontos representam o desvio padrão (P < 0,05). Fonte: Próprio autor. 

 

 Para a avalição da estabilidade da enzima quanto ao pH, alíquotas do EB foram 

incubadas em diferentes faixas de pH durante 60 minutos à 4°C. A enzima apresentou 

atividade coagulante entre os pH 4 e 6 (Gráfico 5). Com o pH 4 sendo considerado como 

100% de atividade coagulante, houve um pequeno declínio dessa atividade a partir do pH 4,5. 

A atividade coagulante em pH 6 foi cerca de 77,37% da atividade máxima e a partir do pH 7 

foi totalmente inativada. 
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Gráfico 5 — Avaliação da estabilidade da enzima do EB de sementes de noni em diferentes pH. 
A atividade relativa foi verificada com a incubação da enzima por 60 minutos utilizando os tampões: 
Citrato Fosfato (50mM) para os pH 3, 4, 4,5, 5, 5,5 e 6; Fosfato de Sódio (50mM) para o pH 7 e Tris-
HCl (50mM) para os pH 8, 9 e 10. Cada ponto equivale a média de três experimentos independentes, 
realizados na temperatura, pH e concentração de sais ideais. As linhas partindo dos pontos 
representam o desvio padrão (P < 0,05). Fonte: Próprio autor. 

 

4.4 Avaliação do efeito da concentração de sais sobre a atividade coagulante da protease de 

sementes de noni 

 

 O efeito da concentração de sais sobre a atividade coagulante foi analisado em 

diferentes concentrações de cloreto de cálcio e cloreto de sódio. O Gráfico 6 mostra que a 

variação da concentração de CaCl2 influenciou a coagulação de leite da protease presente 

nas sementes de noni. Sem a presença desse sal, a atividade residual diminuiu cerca de 40%, 

sendo 50mM a concentração onde a atividade máxima foi atingida com rendimento de 

164,37%. Não houve variação significativa entre as concentrações de 100mM e 500mM e em 

1M a atividade foi nula. 
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Gráfico 6 — Avaliação do efeito da concentração de cloreto de cálcio sobre a atividade 
coagulante da protease de sementes de noni. Efeito de diferentes concentrações (0M; 0,01M; 0,05M; 
0,1M; 0,5M e 1M) de CaCl2 na atividade coagulante do EB. Cada ponto equivale a média de três 
experimentos independentes, realizados na temperatura e pH ideais. As linhas partindo dos pontos 
representam o desvio padrão (P < 0,05). Fonte: Próprio autor. 

 

Embora 50mM seja a concentração onde a atividade máxima foi atingida, ao analisar 

qualitativamente o coágulo formado, observou-se que 10mM é a melhor concentração, 

conforme mostra a Figura 5, por apresentar coágulos mais firmes, por esse motivo os 

experimentos continuaram a ser conduzidos com essa concentração. 

 

 
Figura 5 — Foto demonstrativa do efeito da concentração de cloreto de cálcio sobre a atividade 

coagulante da protease de sementes de noni. (A) – Concentração de CaCl2 10mM; (B) - 
Concentração de CaCl2 50mM; (C) - Concentração de CaCl2 100mM; (D) - Concentração de CaCl2 

500mM. Fonte: Próprio autor. 
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A atividade coagulante da protease do EB apresentou um decaimento conforme a 

concentração de sódio aumentou (Gráfico 7). Na concentração de 10mM, a atividade da 

enzima teve uma redução de 14% em comparação com a ausência de NaCl. O menor 

rendimento foi de 55,93% na concentração de 500mM e em 1M a atividade foi nula. 

 

 
Gráfico 7 — Avaliação do efeito da concentração de cloreto de sódio sobre a atividade coagulante da 
protease de sementes de noni. Efeito de diferentes concentrações (0M; 0,01M; 0,05M; 0,1M; 0,5M e 
1M) de NaCl na atividade coagulante do EB. Cada ponto equivale a média de três experimentos 
independentes, realizados na temperatura e pH ideais. As linhas partindo dos pontos representam o 
desvio padrão (P < 0,05). Fonte: Próprio autor. 
 

 

5 DISCUSSÃO 

 

Grande interesse tem sido despertado quanto ao uso de proteases vegetais como 

coagulante de leite, uma vez que elas são capazes de realizar atividade proteolítica mesmo 

em situações adversas, como diferentes amplitudes de pH e temperatura e na presença de 

agentes desnaturantes, tal característica demonstra sua potencialidade em substituir o coalho 

de origem bovina e a quimosina recombinante (CARVALHO 2013; DE OLIVEIRA, 2021). 

Tendo em vista esse aumento na busca por coagulantes vegetais, neste estudo, as 

sementes de noni foram usadas como possível fonte de proteases coagulantes de leite. Os 

resultados da detecção e caracterização da atividade coagulante do extrato bruto de 

sementes de Morinda citrifolia demonstram seu potencial como alternativa de coagulante 

vegetal, como acontece com outras plantas cujas diferentes partes possuem proteases já 

descritas e identificadas, por exemplo, a flor de Cynara cardunculus L. (GUINÉ et al, 2019), a 
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folha de Moringa oleifera Lam (SHI et al, 2019), o látex da Carica papaya (DIOUF et al., 2012), 

e a semente de Vellozia glabra (GONZÁLEZ-VELÁZQUEZ et al, 2020).  

A presença de uma protease coagulante de leite em partes de noni já foi descrita 

anteriormente por De Farias (2016) e De Oliveira (2021), sendo essas partes, 

respectivamente, a polpa do fruto e suas sementes. O presente trabalho teve como objetivo 

continuar as análises preliminares desenvolvidas pelo nosso grupo (DE OLIVEIRA, 2021), 

evidenciando a presença de uma protease com atividade coagulante de leite em sementes de 

noni. A atividade coagulante de leite foi observada com a presença do EB de sementes de 

noni, contudo, não foi percebida nas amostras compostas pelo controle nulo, contendo leite 

na ausência de proteases, e o controle negativo, com a presença do tampão de extração. Tal 

fato demonstra que os coágulos definitivamente são causados pela atividade da enzima 

proteolítica presente no extrato bruto, corroborando, por tanto, que a protease encontrada nas 

sementes de noni tem efeito sobre a caseína do leite. O MCA obtido pela protease das 

sementes foi de 163,47 US/mL, quando comparado ao da polpa, cujo valor é 174,5 US/mL 

(DE FARIAS, 2016), observa-se uma diminuição, porém, disso não decorre nenhuma 

insuficiência quanto à capacidade de coagulação. 

 A atividade máxima se apresentou em temperaturas mais elevadas, sendo a ótima 

65ºC, corroborando a informação encontrada por De Oliveira (2021), onde se obteve o MCA 

máximo (100%) de aproximadamente 296 US/mL. Outro exemplo de protease com ótimo em 

temperaturas elevadas é a presente no fruto de B. pinguin, descrita por Moreno-Hernández e 

colaboradores (2017), que apresentou coagulação máxima na faixa de 70-80ºC. Tanto a 

protease das sementes de Morinda citrifolia quanto a do fruto de B. pinguin apresentaram 

baixos valores de MCA, sendo menos de 80 US/mL e 1 US/mL, respectivamente, na 

temperatura em torno de 32-37ºC, faixa utilizada no processo de fabricação de queijo 

(CHITPINITYOL e CRABBE, 1998), contudo, isso não é um impeditivo para sua utilização 

como alternativas ao uso de coalhos de origem animal. Quanto à estabilidade, o extrato bruto 

das sementes de noni manteve atividade coagulante entre as temperaturas 30°C e 55°C, 

contudo, a perdeu em temperaturas mais elevadas, isso pode indicar uma possível 

desnaturação das proteínas presentes no EB, sendo necessários mais estudos para definir 

um motivo concreto, como a avaliação de quais proteases realizam a coagulação do leite. 

Comportamento semelhante foi encontrado nas proteases das flores de Moringa oleífera, que 

também foram inativadas em temperaturas entre 60ºC e 70ºC (PONTUAL et al., 2012) e na 

protease presente no látex da Artocarpus altilis, que apresentou redução na atividade 

coagulante à medida que a temperatura atingiu 80ºC (SOARES et al, 2015).  

 Quanto ao pH, a enzima apresentou atividade coagulante entre os pH 4 e 6, tendo 

como ótimo o pH 4, e inatividade a partir do pH 7. Característica semelhante foi observada 

nas proteases de flores de Moringa oleífera, cuja maior atividade foi observada em pH 4 
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(CARVALHO 2013), na enzima do fruto da Withania coagulans, cuja alta atividade se encontra 

na faixa de pH 4,5 a 6,0 (SALEHI et al, 2017), e nas enzimas da Cynara cardunculus, que 

apresentam atividade entre pH 2 e 7, perdendo estabilidade em pH alcalino (MACHADO, 

2013). Os resultados observados relacionados à atividade coagulante da protease de 

sementes de noni estão em concordância com as peptidases aspárticas, enzimas que 

possuem grande importância na indústria queijeira e que fazem parte de um dos quatro grupos 

de enzimas proteolíticas com atividade ótima em pH ácido, dentre elas, a quimosina, cujo pH 

ótimo varia entre 5,1 e 5,8 (DOMINGOS et al, 2000; KUMAR et al., 2010; MORENO & 

RAMOS, 2014). Nos ensaios de estabilidade para pH diferentes, a enzima apresentou 

atividade coagulante entre os pH 4 e 6, com o pH 4 sendo considerado ótimo, e inatividade a 

partir de pH 7, indicando a baixa estabilidade de pH.  

 Apesar de estabilidade térmica e de pH serem propriedades bioquímicas importantes 

que governam a escolha de enzimas utilizáveis em diversas aplicações biotecnológicas 

(LEITE, 2016), um coagulante que apresente estas características de forma elevada pode ter 

como resultado uma hidrólise excessiva das proteínas do leite, o que produzirá queijos com 

características comerciais indesejáveis, como um sabor amargo (LEMES et al., 2016; AHMED 

et al., 2009). Dessa forma a inativação da peptidase do EB de semente de noni em altas 

temperaturas e sua baixa estabilidade de pH podem evitar modificações nas propriedades 

organolépticas dos queijos. 

 A investigação do resultado de diferentes concentrações de CaCl e NaCl é justificada 

pela influência que a presença de íons de cálcio e sódio tem sobre a fabricação do queijo 

(AHMED et al., 2010). Quanto ao cloreto de cálcio, a atividade coagulante da protease das 

sementes de noni teve um aumento até atingir atividade máxima na concentração de 50mM 

e, após isso, houve uma tendência de declínio em concentrações maiores até alcançar a 

inatividade na concentração de 1M. Leite (2016), observou o mesmo resultado em proteases 

de laticíferas. Esse resultado demonstra como o íon cálcio possibilita maior agregação e 

formação de coágulos, pois atua neutralizando os resíduos negativos que se formam após a 

hidrólise das proteínas do leite, portanto, o CaCl2 se comporta como um agente catalisador 

da enzima, tendo influência direta no tempo de coagulação (DINI et al., 2010; AHMED et al., 

2010; LEITE, 2016). Quanto aos coágulos formados, com CaCl2 na concentração de 500mM, 

a coagulação se inicia rapidamente, porém seu desenvolvimento foi o mais lento, 

apresentando um aspecto enfarinhado, assim como ocorreu com os coágulos formados na 

concentração de 100mM; em ambas as concentrações não houve uma distinção clara entre 

coágulo e soro.  Na concentração de 50mM, os coágulos não se firmaram completamente, 

contudo se obteve uma distinção melhor entre soro e coágulo. Já a concentração de 10mM, 

apresentou coágulos mais firmes e que atingiram ponto de firmeza mais rapidamente, além 

de uma distinção claramente visível entre coágulo e soro. Tal fato pode ser explicado diante 
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de uma futura caracterização bioquímica completa e purificação da protease presente nas 

sementes de noni, uma vez que sua atividade coagulante de leite ainda não pode ser atribuída 

a uma classe de protease específica, em virtude da escassez de trabalhos sobre esta parte 

da planta. 

A adição de NaCl mostrou possível influência no processo de coagulação, uma vez 

que, em sua presença, houve uma diminuição na atividade coagulante da protease das 

sementes de Morinda citrifolia, tal diminuição também foi observada na protease da polpa do 

noni (DE FARIAS, 2016), indicando que o aumento da força iônica possivelmente causou um 

efeito inibitório sobre a enzima (DINI et al., 2010). De acordo com Leite (2016), certas enzimas 

coagulantes podem ter sua atividade alterada ou inibida pela adição de íons Na+ e Cl-, uma 

vez que estes podem causar a diminuição da solubilidade da amostra levando à precipitação. 

 Devido à influência que o tipo de protease presente nos extratos vegetais exerce sobre 

o MCA (MAZORRA-MANZANO et al, 2013a), se faz necessária a realização de testes que 

visem a purificação do extrato bruto proteico das sementes de noni, a fim de avaliar a 

quantidade de proteases que desenvolvem a coagulação do leite. Vale salientar que a 

aplicação de proteases vegetais não se resume apenas à fabricação do queijo, conforme 

explicitado no item 1.3, de igual modo, a Morinda citrifolia possui vastas possibilidades de uso, 

dessa forma, é necessário que o estudo sobre seu potencial biotecnológico seja aprofundado. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 Muito se sabe sobre as propriedades do noni, seja na forma de fruto ou de folhas, mas 

pouco se conhece à cerca das sementes. Este trabalho objetivou avaliar o potencial das 

sementes de Morinda citrifolia como coagulante vegetal, agindo como uma alternativa viável 

para o coalho de origem animal. Diante dos resultados apresentados, as propriedades da 

protease presente na semente de noni atestam seu potencial biotecnológico para aplicação 

na produção de queijo, fornecendo uma nova opção para a indústria de laticínios. A atividade 

proteolítica das sementes de noni precisa ser analisada, por isso, outros estudos que 

envolvam a purificação e caracterização da enzima presente no EB são necessários, assim, 

seu pleno uso biotecnológico, inclusive para outros fins, será elucidado. 
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