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Relatério Descritivo da patente de Invencdo para “Obtencao de coagulante
de leite a partir das sementes verdes de Crotalaria stipularia (Desv. 1814)

(Farbales: Fabaceae)”

[001] A presente invencdo refere-se a obtencao de novo coagulante de leite, a
partir de extrato vegetal das sementes verdes da planta Crotalaria stipularia
(Desv. 1814) (Farbales: Fabaceae). A concretizacdo dessa invencao
corresponde ao extrato vegetal aquoso bruto caracterizado por compreender
proteinas com atividade coagulante de leite.

PROBLEMA QUE A INVENQAO SE PROPOE A RESOLVER

[002] Durante o processo de fabricacdo do queijo, a etapa mais determinante
€ a coagulacao do leite, processo que consiste na transformacéo do leite no
estado liquido para o estado gelatinoso, também conhecido como coalhada.
Este processo é decorrente de modificacBes fisico-quimicas na caseina, que
podem ocorrer por meio de acidificacdo e, principalmente, por acdo enzimatica,
na qual o fenbmeno da coagulacéo € obtido por meio da adicdo de enzimas
(coalho ou coagulante) ao leite, que especificamente irdo desconstruir as
cadeias soluveis de caseina, separando-a do soro.

[003] Devido a fatores como o aumento da produtividade, o alto custo do
coalho, disponibilidade limitada, requisitos religiosos e, habitos alimentares,
alguns paises tem incentivado a disseminacdo de pesquisas que visem
identificar e disseminar a utilizacdo de materiais alternativos destinados a
producdo de queijo (BEY et al., 2018) a exemplo da tecnologia recombinante
com microrganismos e, principalmente, a investigacao de peptidases de origem
vegetal (MAZORRA-MANZANO, MORENO-HERNANDEZ, e RAMIREZ-
SUAREZ, 2018); FARIAS et al., 2019).

[004] Neste contexto, a presente invencao apresenta um novo coagulante de
leite, caracterizado por uma mistura enzimatica contida no extrato aquoso
vegetal obtido das sementes verdes da planta Crotalaria stipularia.

CAMPO DE ATUACAO
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[005] A presente invencao destina-se ao uso de coagulante vegetal, de baixo
custo, na industria de fabricacdo de produtos lacteos, mais especificamente de
queijos, em substituicdo aos coagulantes de origens animal e microbiana.

[006] ESTADO DA TECNICA

[007] O leite representa um dos suprimentos alimenticios de maior expressao
em todo o mundo, estando incluido na cadeia alimentar de praticamente todas
as pessoas. Sob uma abordagem biologica, podemos inferir que o leite € uma
secrecdo da glandula mamaria de mamiferos, de composicdo nutricional
bastante complexa (SILVA, 2016). Parte de sua importancia esta associada a
composicao nutricional que este produto carrega, abrangendo por exemplo, a
presenca de proteinas, lipideos e célcio. ]O uso deste alimento na dieta
humana vai muito além de seu consumo in natura, mas principalmente, por
intermédio dos derivados comercializados. Dentre estes destaca-se a producéo
de queijo, pela alta demanda de consumo. Atualmente estima-se que cerca de
816 milhBes de toneladas de leite sdo produzidas anualmente em todo o
mundo e, com uma média de consumo de aproximadamente 116,5 kg por
habitante (SIQUEIRA, 2019).

[008] No Brasil a producéao de leite cresceu 271% entre os anos de 1974 e
2017, de maneira que o pais que antes ocupava a 102 posi¢cao no ranking de
producdo passou a ser o 4° maior produtor de leite no mundo (SIQUEIRA,
2019). De acordo com o autor, essa produtividade estd fragmentada em
diferentes  segmentos comerciais, entretanto, = majoritariamente  a
comercializacdo do leite longa vida e producdo de queijos detém mais de 50%
de toda cadeia produtiva.

[009] A preparacédo enzimatica mais conhecida utilizada pelo setor lacteo € o
coalho (ou renina) nome atribuido as preparacbes comerciais contendo
proteases acidas extraidas de tecidos animais (BRASIL, 2011). A denominagéo
coalho foi atribuida inicialmente as enzimas obtidas do quarto estdmago de
ruminantes, onde sdo encontradas duas enzimas mais participativas: a

quimosina e a pepsina, que alteram seu percentual conforme a idade do
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animal. Inicialmente, quando os ruminantes ainda estdo em periodo de
amamentacao, a enzima quimosina se mostra com maior taxa de expressao
proteica, mas ap0s o desmame, tem sua producdo reduzida, passando a
pepsina a ser 0 componente mais atuante (BRASIL, 2011).

[010] Durante a atividade proteolitica do coalho, as enzimas ativas exercem a
sua hidrélise nas micelas de caseina e, em menor propor¢do, em demais
proteinas presentes na solucdo. Inicialmente, as proteases existentes no
coalho clivam a k-caseina numa regido especifica da molécula (ligacdo
peptidica entre os aminoacidos fenilalanina e metionina) de modo que a
estrutura nativa da proteina é desfeita, levando como consequéncia a sua
menor solubilidade (BADGUJAR, MAHAJAN, 2014). Portanto, a coagulacédo do
leite corresponde a formacdo de um coagulo firme (insoltvel), obtido através de
modificagdes fisico-quimicas das micelas de caseina, em tempo determinado
(FERNANDES, 2019).

[011] Devido a fatores como a disponibilidade limitada, o alto custo do coalho,
requisitos religiosos e, habitos alimentares, alguns paises tém influenciado a
propagacao de estudos biotecnolégicos que visem identificar e disseminar a
utilizacado de materiais alternativos destinados a producao de queijo (BEY et al.,
2018). Como ferramentas inovadoras, destacam-se a implementacdo de
tecnologia recombinante com microrganismos e a investigacdo de peptidases
de origem vegetal para o0 emprego na coagulacéo do leite.

[012] Além dos beneficios supracitados, a implementacao de coagulantes de
origem vegetal também imprime ao processo industrial uma maior
produtividade, utilizagdo de uma metodologia de baixo custo, possibilidade de
producdo em escala e facil extracdo e purificacdo do coagulante.

[013] Exemplos de documentos de patentes associados aos coagulantes
vegetais estdo documentados em: BR 102013029865-4 A2, o qual, explica o
processo de obtencédo de um coagulante alternativo de leite a partir de cascas
de frutos verdes de Achachairu (Garcinia humilis Vahl); ES2117958 Al, que

registra um coagulante para leite através do extrato das flores secas da planta
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Cynara cardunculus; o documento ES2166719 Al, que relata o uso de um
coagulante vegetal concentrado em pd a base de enzimas provenientes de
flores de cardo Cynara; ES2535785 Al que relata um método para elaboracéo
de um produto lacteo usando o leite adicionado de um coagulante de origem
vegetal do extrato de alcachofra (Cynara scolymus), BR 102017025174-8 A2
gue apresenta a obtencao de queijo tipo Quark mediante o uso de coagulante
vegetal e BR 102017001264-6 A2 gque descreve a aplicacdo de peptidases de
pericarpo dos frutos de Morinda citrifolia L como coagulante de leite.

[014] No que diz respeito ao modelo vegetal escolhido para esse invento, tem-
se que a C. stipularia constitui-se de um seleto género da familia Leguminosae,
com cerca de 690 espécies distribuidas em regifes tropicais e subtropicais,
principalmente no Hemisfério Sul, sendo mais rico na Africa e na india (LEWIS,
et al.,, 2005). Em relacdo a sua utilidade agroecoldgica, diversos sdo 0s usos
citados para suas espécies, como: adubo organico; forragem; no combate a
nematoides; em programas de revegetacdo de areas contaminadas com
substancias téxicas (como arsénio empregado na industria téxtil); na producéo
de fibras para confeccdo de papel; na medicina popular e em atividades
farmacolégicas (BURKART, 1952; POLHIL, 1982; MORRIS, 1997; MEDA e
FURLANI, 2005; NERENDER et al., 2005; AHMED et al, 2006-a; AHMED et al,
2006-b; SILVA et al.,, 2007; GARRIDO et al., 2008; FELIPE et al., 2009;
ROCHA et al., 2009).

[015] Ainda neste contexto biotecnolégico, destaca-se a patente BR 10 2019
0174757, que descreve preparacbes com atividade inseticida contra insetos
adultos do besouro Tribolium castaneum (Herbst 1797) (Coleoptera:
Tenebrionidae).

DESCRICAO DA TECNIICA

[016] A presente invencéo descreve a obtencdo de novo coagulante de leite,
constituido por uma mistura enzimatica presente em extrato vegetal aquoso

das sementes verdes da planta Crotalaria stipularia.
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[017] A composicdo da invencdo pode incluir um ou mais aditivos para
melhorar a atividade coagulante das proteases existentes nas sementes da
planta, a exemplo da incorporacdo de mecanismos imobilizadores, emprego de
diferentes solucdes tampao e, utilizacdo de coenzimas e/ou cofatores e sais
como forma de potencializar a processabilidade catalitica, bem como assegurar
maior estabilidade as enzimas.

[018] Outro aditivo incorporado a esta invencao € a possibilidade do material
enzimatico ser utilizado de forma enriquecida, por meio de metodologias de
fracionamento proteico, bem como a sua aplicagdo na forma isolada
(purificada).

[019] A composicdo da invencdo pode incluir também a implementacdo de
técnicas de dialise, como forma de proporcionar, ao produto de coagulacéao,
caracteristicas sensoriais diversificadas, das obtidas com o extrato in natura
[020] O extrato enzimatico pode ainda ser liofilizado, armazenado protegido da
iluminacdo sob refrigeracdo, preferencialmente na faixa de temperatura de 2
°C-6 °C, para uso posterior na coagulacdo, ou a producdo do coagulante
vegetal em atendimento a demanda de mercado.

[021] Assim, as etapas a seguir sao referentes a experimentos realizados para
a obtencdo do extrato enzimatico e os procedimentos investigativos de sua
acao coagulante.

Identificacdo da Espécie C. stipularia.

[022] Apds obtencdo das sementes necessarias para a realizacdo dos
experimentos preliminares, coletou-se uma amostra da espécie vegetal para
identificacdo e deposicdo de exemplar no repositério do Herbario MAC do
Instituto de Meio Ambiente (IMA) do estado de Alagoas. A planta selecionada
apresentava em sua estrutura todos os requisitos necessarios para a devida
identificacdo (folhas, flores, caules e vagens). Com numero de tombamento
64102.

Obtencao das Sementes da C. stipularia
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[023] As sementes foram extraidas das leguminosas C. stipularia encontradas
no Povoado Saco, localizado na zona rural da cidade de Marechal Deodoro/AL
(09° 42" 37" S 35° 53' 42" W). Apos coleta, o material foi armazenado em
sacos lacrados e levado ao Laboratorio de Metabolismo e Proteémica (LAMP),
da Universidade Federal de Alagoas- UFAL, para realizacdo dos
procedimentos experimentais.

Preparo do extrato bruto (EB) com as sementes em diferentes estagios de
maturacao

[024] Para o preparo do EB foram retiradas as sementes em diferentes
estagios de maturacdo, as quais foram pesadas em balanca analitica (Marte
AY220) (0,789 g) e trituradas em tampéao de extracdo (TE) Tri- HCI 50 mM pH
8,0 (20 mL). Para esse procedimento foi tomado como instrumento auxiliar um
homogeneizador de tecidos (HOMOMIX, Ser. No.: 175315) durante 5 min em
alta rotacdo a 4 °C, para possibilitar uma maior integridade estrutural das
proteinas extraidas.

[025] Em seguida, a solucéo foi mantida sob agitacdo constante por 180 min,
para maior efetividade na extracdo das moléculas. Ao término do procedimento
foi observada a presenca de material particulado de granulometria
heterogénea, necessitando com isso de uma centrifugacédo auxiliar, para que
as particulas insoluveis fossem precipitadas e, o sobrenadante empregado nas
demais andlises experimentais.

Efeito da sazonalidade na atividade enzimatica do EB obtido a partir das
sementes de C. stipularia.

[026] Inicialmente, como modo de confirmagdo da presenca de proteases
séricas no EB, realizou-se um ensaio enzimatico com o substrato sintético
BApNA na concentracdo de 500 puM. Para interromper a reacao, utilizou-se a
adicdo de acido citrico 20%(v/v) na razdo de 1:1 (v/v). Para o célculo de
atividade foi tomado a seguinte equagdo: U=(A410/min)x10°%(1/8800xmL),
8800M1 cm? é o coeficiente de extincdo molar do BApNA a 410 nm. Em

seguida, para avaliar o efeito da sazonalidade sobre a taxa de hidrélise do
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substrato BApNA, realizou-se um procedimento experimental de forma a
comparar as sementes da C. stipularia em diferentes estagios de maturacao,
as quais foram esquematicamente identificadas como sementes verdes (SV) e
sementes secas (SS).

Teste de coagulacao de leite desnatado.

[027] A verificacdo da atividade coagulante utilizando a solugdo do extrato
enzimatico, das sementes de C. stipularia, foi analisada por meio do tempo
necessario para coagular uma solucdo reconstituida de leite bovino em poé
desnatado e, como controles de reacao foram tomadas aliquotas equivalentes
do TE. Essa metodologia foi adaptada de Arima et al. (1970) realizado com o
leite em pdé desnatado, incorporado em 10% em uma solucdo de &agua
destilada, contendo 10 mM de cloreto de calcio (CaCl2). A solucdo foi
armazenada sob refrigeracéo (4 °C) e seu pH ajustado para 6,5.

[028] Para o teste de coagulacdo foram tomadas aliquotas da preparacéo do
leite (1,0 mL) distribuidas por triplicatas em tubos eppendorfs, os quais foram
mantidos em banho maria por um periodo de 10 min a 37 °C. Posteriormente
adicionou-se a solucdo enzimatica (200 yL de EB 1,07 mg/mL) onde foi
monitorado o exato instante em que ocorria toda a coagulacéao do leite.

[029] O célculo da unidade de atividade foi mensurado a partir da quantidade
de enzima capaz de coagular 10 mL do substrato em 40 min (2400 s) a 37 °C,
conforme equacdo MCA (U/mL) = [(2400xV)/t] xv. Em que “V” é o volume do
leite (mL); “t” o tempo de coagulagdo em segundos e “v”’ o volume de extrato
enzimatico aplicado (mL).

Determinacdo da temperatura 6tima no processo de coagulacéo do leite.
[030] Com a pretensédo de verificarmos a temperatura em que ocorre a maior
taxa de coagulacdo do leite, foi realizado um ensaio em diferentes
temperaturas. Para tanto, foram tomadas aliquotas da preparacdo do substrato
(1,0 mL) distribuidas por triplicatas em tubos eppendorfs, os quais foram
mantidos em banho maria por um periodo de 10 min a 37 e 50 °C.
Posteriormente adicionou-se a solugcdo enzimatica (200 pL de EB) onde foi
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determinado a temperatura 6tima de reacao pelo menor tempo necessario para
a obtencao do coagulo.

[031] O célculo da unidade de atividade foi mensurado a partir da quantidade
de enzima capaz de coagular 10 mL do substrato em 40 min (2400 s) nas
respectivas temperaturas, conforme equacéo citada no item anterior.

Efeito da temperatura no processo de coagulacao do leite.

[032] Enzimas de origem polipeptidica podem sofrer alteracbes de suas
estruturas terciarias mediante a acdo de alguns fatores, dos quais destacamos
nesse invento a mudanga brusca na temperatura. Frente a isso, decidimos
reproduzir a analise para o ensaio de coagulacdo do leite, em que o EB foi
submetido a aquecimento por 15 min a 100 °C, com o objetivo de desconstruir
o ordenamento tridimensional das serino proteases e, desta feita, inativar a sua
acao (desnaturar). Como controle positivo, utilizou-se o EB ndo aquecido e,
desta feita, comparado a atividade coagulante de forma separada. A reacdo se
processou até que fosse possivel visualizar a formacéo do coagulo.

Teste de coagulacao de leite integral pasteurizado.

[033] As mesmas condi¢des do experimento realizado com leite bovino em p6
desnatado foram reproduzidas com amostras de leite integral bovino
pasteurizado, em que o pH da solucdo foi ajustada para 6,5 e, adicionado
cloreto de calcio a concentracdo de 50 mM. As amostras foram incubadas em
50 °C e a atividade detectada através da visualiza¢do do coagulo formado.
RESULTADOS OBTIDOS

Obtencéao das Sementes de C. stipularia, preparo do EB e verificagcao de
atividade sazonal.

[034] Inicialmente, a espécie foi submetida a identificacdo taxondmica e,
conforme analise realizada, p6de-se classificar a planta na familia Fabaceae e,
espécie catalogada como Crotalaria stipularia. Posteriormente, com a
certificacdo taxonémica do vegetal, realizou-se a preparagédo do extrato bruto,
seguido de teste enzimatico com o substrato BApNA, especifico para a enzima

tripsina. Em virtude de a analise ter sido realizada com um cromoforo sintético
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especifico, foi possivel confirmar que a classe da protease existente no
material era da familia das serino proteases semelhantes a tripsina,
endopeptidades que conservam em seu sitio catalitico a presenca dos
aminoacidos serina, acido aspartico e histidina.

[035] Além disso, vislumbrando uma analise sazonal da atividade enzimatica
nas sementes em estagios diferentes de maturacéo, realizou-se um estudo
comparativo da hidrélise do BApNA, conforme especificado na Figura 1.

[036] Observou-se, de modo detalhado, que a taxa de hidrolise do substrato
foi expressivamente maior com as sementes no estagio inicial de maturacao,
possibilitando uma maior rentabilidade do processo, uma vez que conhecemos
a maxima potencialidade do extrato enzimatico usado nesta invencao foi
determinada.

Teste de coagulacao do leite desnatado.

[037] Os resultados obtidos mostraram que o extrato enzimatico obtido a partir
das sementes verdes de C. stipularia apresentou agao positiva para o fim
proposto, no tocante a capacidade coagulante do material, frente a proteina do
leite bovino em pé desnatado, correspondendo a uma atividade especifica
(unidade de coagulacéo por miligrama de extrato enzimatico) mensurada em
74 mU.

[038] Os ensaios realizados em “R1”, “R2” e “R3” revelam que a preparagao
do leite bovino em pA6 foi altamente susceptivel a a¢do das serino proteases, ao
passo que em “B”, representando o controle da reacdo, ndo houve mudanca
constitutiva do substrato (Figura 2).

[039] Desta feita, observou-se que o método de extracdo das proteases
séricas com o tampédo Tris-HCI é altamente compativel com a aplicacéo
defendida no invento, visto que ndo ocasionou alteracbes nas caracteristicas
fisico quimicas do leite. Portanto, a coagulacdo visualizada no experimento
reporta inteiramente a atividade hidrolitica do extrato das sementes verdes da

planta C. stipularia.
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[040] Apds validacdo do método e, quantificacdo da menor concentracdo de
EB (0,089 mg/mL) necesséaria para alcancar a méaxima coagulagdo do leite
contida em 1 mL de solucéo, foi efetuada uma analise para obtencdo de uma
curva de tempo do ensaio, conforme ilustrado na Figura 3.

[041] Com relagdo a andlise, podemos verificar que em 240 min foi possivel
visualizar a formacdo do coagulo em grandes proporc¢des e, em 300 min, a
caseina foi processada em sua totalidade. Observamos também que mesmo
em maiores periodos de incubacao (420 min) a massa de coagulo formada ndo
apresentou diferenca significativa, quando comparada com o periodo de 300
min (andlises estatisticas determinadas por GraphPad Prism).

Temperatura 6tima no processo de coagulacéo do leite

[042] A medida que a temperatura do sistema é alternada, boa parte dos
catalisadores biolégicos apresentam mecanismos de hidrolise diferenciados.
Em se tratando das serino proteases, vemos que estas enzimas assumem
estabilidade classica, quando impostas a condicfes de reacdo a temperatura
moderadamente elevada. Assim, avaliou-se a atividade coagulante do EB a 37
e 50 °C. (Figura 4).

[043] A atividade catalitica do material mostrou-se mais pronunciada a 50 °C
(94 mU), antecipando a reacdo em 120 min, quando comparado com a
coagulacédo alcancada a 37 °C. O mesmo comportamento foi reportado na
patente BR 102018002232-6 A2, o qual revelou maior acdo coagulante de seu
material em 45-50°C. Resultados semelhantes foram constatados por Kumari,
Sharma e Jagannadham (2012) que, mediante ensaio de coagulacdo do leite,
reportaram atividade 6tima de uma serino protease isolada da planta Ficus
religiosa em 50 °C.

[044] E importante destacar que nesta invencdo, o tempo de reacdo
considerado foi associado a coagulacdo completa de todo o substrato e, ndo
necessariamente, ao instante inicial em que os coagulos eram formados.

[045] Esse tipo de deteccdo foi tomado como referéncia para os céalculos de
atividade, em virtude da obtencdo da acéo coagulante com o extrato vegetal a
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partir de minimas concentragdes proteicas (0.089 mg/mL de enzima) revelando
importante caracteristica do catalisador biolégico, que é a sua alta
especificidade pela proteina do leite bovino desnatado.

[046] Vale ressaltar que apos aquecimento a 100 °C, a atividade coagulante
do EB foi reduzida em 100%, o que mostra que a atividade do coagulante
objeto deste pedido de patente esta diretamente vinculada a acdo das
proteases contidas no material vegetal e, ndo necessariamente, a participacao
dos metabdlitos secundarios, visto que ao ser aquecida, a enzima perde a sua
estrutura nativa, interferindo diretamente a agao catalitica (dado ndo mostrado).
Teste de coagulacao de leite integral pasteurizado

[047] Uma vez que a participacdo direta das serino proteases na coagulacao
do leite desnatado foi confirmada, realizou-se um ensaio equivalente com leite
integral bovino pasteurizado, conforme apresentado na Figura 5.

[048] Os resultados obtidos nos testes de coagulacdo (Figura 5)
demonstraram que a preparacdo do leite integral bovino foi altamente
susceptivel a agao das serino proteases R1, R2 e R3, ao passo que em “B’,
representando o controle da reacdo, ndo houve mudanca constitutiva do
substrato. Esse tipo de analise revela importante caracteristica para
metodologia proposta, uma vez que, se adequa a reais condi¢cdes de producao
de queijo, que utilizam esse tipo de material durante a sua fabricacao.

[049] Desta forma, verificou-se que o extrato enzimatico foi altamente efetivo
em processar o substrato. Além disso, sob o aspecto da eficiéncia catalitica,
observou-se uma atividade coagulante especifica de 22.472 mU, equivalente a
239 maior unidade de coagulagéo, quando comparado com 0 processamento
do leite desnatado.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[050] Figura 1. Atividade hidrolitica do extrato da C. stipularia, efeito da
sazonalidade na hidrolise do substrato BApNA: Os extratos brutos das
sementes verdes (SV) e secas (SS) foram preparados na mesma razédo (m/v)

e, em seguida submetidos ao ensaio enzimatico com o substrato BApNA.
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[051] Figura 2: Acdo coagulante do extrato das sementes verdes de C.
stipularia: “R1”, “R2” e “R3” representam analises em triplicata da coagulagéo
do leite bovino em p6 desnatado. “B” representa o controle negativo, em que
fora adicionado o tampéo Tris-HCI ao leite reconstituido.

[052] Figura 3: Curva de tempo da acéo coagulante do extrato das sementes
verdes de C. stipularia: Ambas as analises foram realizadas em triplicata e, a
reacao processada a 37 °C.

[053] Figura 4: Temperatura Otima da acdo coagulante do extrato das
sementes verdes de C. stipularia: “B37°" representa o controle negativo
incubado a 37 °C; “R37° correspondem as analises em triplicata da
coagulacdo do leite reconstituido. “B50°" refere-se ao controle negativo
incubado a 50 °C, ao passo que “R50°” representam as reacdes em triplicada
da atividade coagulante do extrato enzimatico das sementes de C. stipularia a
50 °C.

[054] Figura 5: Acdo coagulante do extrato das sementes verdes de C.
stipularia: “R1”, “R2” e “R3” representam analises em triplicata da coagulacao
do leite integral bovino pasteurizado. “B” representa o controle negativo, em
que fora adicionado o tampéo Tris-HCI ao leite.

VANTAGENS DA PATENTE

[055] A forte demanda no consumo de derivados do leite, a busca por fontes
alternativas de material coagulante tem crescido de forma bem acentuada,
principalmente aqueles de origem vegetal, com na finalidade de alavancar a
produtividade e minimizar o seu custo de producao. Diante das consideragdes
apresentadas, no tocante a propagacédo alternativa de tecnologia enzimética,
utilizando extrato vegetal na coagulacdo do leite, a presente invencao
apresenta algumas vantagens, das quais se destacam:

[056] A utilizagdo de ensaio enzimatico com substrato conjugado, como forma
de detectar o material com maior atividade proteolitica (sementes verdes) que
favoreceu a otimizacdo do processo de coagulacdo, atrelado ao maior

rendimento de hidrolise.
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[057] A metodologia de extragcdo das proteases séricas foi inteiramente
compativel com a aplicacéo biotecnolégica sugerida, uma vez que o tampéo de
extracdo utilizado na preparacdo do extrato enzimatico ndo modificou os
parametros constituintes do leite.

[058] A mistura de enzima pertencente a familia das serino proteases foi
obtida do extrato de sementes verdes de C. stipularia, a qual apresentou
excelente atividade coagulante do leite bovino desnatado e integral, quando
submetidas a incubacéo a 50 °C.

[059] A implementacdo deste invento possibilita uma maior diversificacdo da
biotecnologia brasileira, uma vez que utiliza um recurso natural, agregando
valor de forma sustentavel a biomassa gerada pela espécie estudada.

[060] A invencdo defendida é aplicavel na éarea de Biotecnologia,
especificamente na industria de produtos lacteos, apresentando-se como nova
proposta de coagulante vegetal, em substituicio ao método tradicional de
coagulacdo do leite, podendo inclusive, influenciar os segmentos do

agronegocio.
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REIVINDICACOES

1. Obtencédo de coagulante de leite a partir das sementes verdes de Crotalaria
stipularia (Desv. 1814) (Farbales: Fabaceae), caracterizado por
compreender o extrato das sementes verdes da planta Crotalaria stipularia,
com a adicao de solucédo tampao de Tris-HCI 50 mM as sementes verdes

trituradas de C. stipularia (0,789g de semente para 20 mL de solug&o).
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Figura 5
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