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RESUMO 

 

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma árvore frutífera encontrada em várias 

regiões do Brasil. Apresenta uma grande plasticidade adaptativa e está exposta a distintas 

condições ambientais que podem conferir estresse abiótico induzido por fatores diversos, 

exercendo influência na produção e composição dos metabólitos secundários do vegetal, 

dentre eles o látex. Os metabólitos proteicos (oxidases e proteases) presentes no látex, podem 

atuar como mecanismo de defesa, o qual envolve desde flutuações ambientais até ataques por 

patógenos e predadores. Os metabólitos secundários presentes nas plantas estão relacionados 

com a maioria das propriedades terapêuticas destas, tornando-as uma grande fonte de 

medicamentos os quais têm apresentado um incrível poder de cura no seu estado natural ou 

como fonte de novos agentes antimicrobianos. As proteases compõem uma classe de enzimas 

que representam cerca de 60% do mercado mundial de enzimas. As proteases originárias de 

vegetais possuem especial importância para a medicina e para a indústria, pois exibem 

atividade em ampla faixa de temperatura e pH. As proteases são um dos principais 

ingredientes de uma grande variedade de detergentes, desde aqueles usados para limpezas 

domésticas, até àqueles usados para limpeza de lentes de contato e próteses dentárias. Sendo 

que, a maior parte dessas proteases é utilizada em formulações de detergentes em pó, 

respondendo por aproximadamente 25% do mercado total de enzimas. A maioria dos custos 

de produção para um produto biológico reside na estratégia de purificação. Os sistemas de 

duas fases aquosas (SDFAs) desempenham um papel estratégico pois, as duas fases são 

formadas predominantemente (60-95%) por água o que minimiza a possibilidade de 

desnaturação ou perda da atividade biológica, constituindo uma alternativa eficaz e 

economicamente viável para novos bioprocessos. Este estudo, objetivou avaliar in vivo as 

respostas bioquímicas dos látices de três acessos (PE, PB e RN) de mangabeira (Hancornia 

speciosa Gomes) frente ao déficit hídrico decorrente da variação pluviométrica, como 

também avaliar o potencial biotecnológico do látex desta espécie. O látex de mangabeira foi 

coletado na Estação Experimental José Irineu Cabral, unidade pertencente à Empresa Estadual 

de Pesquisa Agropecuária da Paraíba S.A. (EMEPA-PB) localizada em João Pessoa (PB), 
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através de incisões no caule com auxílio de material cortante de aço inoxidável, e 

posteriormente armazenado sob refrigeração à -20°C até o momento das análises. 

Determinou-se a atividade das enzimas SOD, APX, CAT, PPO e do teor de H2O2. Para 

avaliação da atividade antimicrobiana, foi elaborada uma solução padrão do látex de 

mangabeira protegida sob o número BR 102013018181-1 (Pedido de Registro de Patente); 

foram utilizadas nove cepas de bactérias: Escherichia coli (UFPEDA 224), Staphylococcus 

aureus (UFPEDA 02), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396), Candida albicans (UFPEDA 

1007), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis 

(UFPEDA 138), Bacillus subitilis (UFPEDA 86) e Staphylococcus aureus (32) (isolado de 

mastite caprina) e vinte e oito isolados do gênero Staphylococcus, sendo quatorze causadores 

da mastite bovina e os outros catorze isolados causadores da mastite caprina que foram 

mantidos em tubos de ensaio contendo caldo Mueller-Hinton por 24 horas em temperatura de 

37ºC para posterior inoculação nas placas de Petri. Avaliou-se a concentração mínima 

inibitória (CMI) e concentração bactericida mínima (CBM). Para a caracterização e a pré-

purificação de proteases do látex de mangabeira, utilizou-se SDFA (PEG-Fosfato). 

Posteriormente, avaliou-se a compatibilidade e estabilidade do extrato bruto e pré-purificado 

com detergentes comerciais. A partir dos resultados obtidos, evidencia-se a potencialidade da 

utilização do látex para a compreensão do metabolismo antioxidativo de plantas de 

mangabeira submetidas à condições de estresse oxidativo, como também a obtenção de 

produtos com fins industriais, possibilitando o fortalecimento dos pólos veterinário e químico  

em âmbito regional e nacional. 
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ABSTRACT 

 

Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a fruit tree found in various regions of Brazil. It 

features a large adaptive plasticity and is exposed to different environmental conditions that 

may confer abiotic stress induced by several factors, influencing the composition and 

production of secondary metabolites of the plant, including latex.The protein metabolites 

(oxidases and proteases) present in the latex, can act as a defense mechanism, which involves 

ranging from environmental fluctuations to attacks by pathogens and predators. The 

secondary metabolites in plants are related to most of these therapeutic properties, making 

them a great source of drugs which have shown an incredible healing power in its natural state 

or as a source of new antimicrobial agents. The proteases are a class of enzymes which 

represent about 60% of the world market for enzymes. Proteases originating from plants have 

particular significance for medicine and industry, as exhibit activity in a wide range of 

temperature and pH. Proteases are one of the major ingredients of a wide variety of detergents 

from those used for household cleaning, even those used for cleaning contact lenses and 

dentures. Being that the majority of these proteases is used in formulations of powder 

detergents, accounting for around 25% of the total market of enzymes. Most of the production 

costs for a biological product is in the purification strategy. The aqueous two-phase systems 

(ATPS) play a strategic role because the two phases are formed mainly (60-95%) by water 

which minimizes the possibility of denaturation and loss of biological activity, providing an 

effective and economically viable alternative to new bioprocesses. This study aimed to 

evaluate in vivo biochemical responses of three lattices access (PE, PB and RN) of 

mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) compared to water deficit due to rainfall variation, 

but also evaluate the biotechnological potential of latex of this specie. The latex of mangaba 

tree was collected in Experimental Station José Irineu Cabral, unit belonging to the State 

Company for Agricultural Research of Paraíba SA (EMEPA-PB) located in João Pessoa (PB), 

through incisions in the stem with cutting stainless steel material and subsequently stored 

under refrigeration at -20 °C until analysis. The activity of SOD, APX, CAT, PPO enzymes 

and the content of H2O2 was determined. For evaluation of antimicrobial activity, we created a 
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standard solution of latex mangaba tree protected under BR 102013018181-1 (Patent 

Registration Request) number nine strains of bacteria were used: Escherichia coli (UFPEDA 

224), Staphylococcus aureus (02 UFPEDA), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396), Candida 

albicans (UFPEDA 1007), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), Micrococcus luteus, 

Enterococcus faecalis (UFPEDA 138), Bacillus subtilis (UFPEDA 86) and Staphylococcus 

aureus (32) (isolated from goat mastitis ) and twenty-eight isolates of Staphylococcus, with 

fourteen causes of cattle mastitis and the other fourteen isolates causing goat mastitis that 

were kept in test tubes containing Mueller-Hinton broth for 24 hours at 37 º C for subsequent 

inoculation on plates Petri. We evaluated the minimum inhibitory concentration (MIC) and 

minimum bactericidal concentration (MBC). For the pre-purification and characterization of 

proteases of mangabeira latex was used ATPS (PEG-phosphate). Subsequently, we evaluated 

the compatibility and stability of the crude extract and pre-purified with commercial 

detergents. From the results obtained, highlights the potential use of latex for understanding 

the antioxidant metabolism of plants mangaba tree subjected to conditions of oxidative stress, 

but also to obtain products for industrial purposes, allowing the strengthening of veterinary 

and chemical poles at the regional and nationally. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma árvore frutífera, laticífera, de clima 

tropical, nativa do Brasil e encontrada em várias regiões do País, desde os Tabuleiros 

Costeiros e Baixadas Litorâneas do Nordeste, onde é mais abundante, até os cerrados das 

regiões Centro-Oeste, Norte e Sudeste (Lewinsohn, 1991). Os frutos da mangabeira possui 

ampla aceitação de mercado. No entanto o aproveitamento das propriedades restringem-se 

majoritariamente aos frutos, estando o látex em desvantagem quanto ao conhecimento de seus 

atributos e potencial bioativo (Lederman et al. 2000). 

A mangabeira apresenta maior desenvolvimento vegetativo nas épocas de temperaturas 

mais elevadas por ser uma planta heliófita, e a pluviosidade ideal situa-se entre 750 e 1.600 

mm anuais bem distribuídos, sendo resistente a períodos curtos de déficit hídrico (Andersen e 

Andersen, 1988; Espíndola, 2003). Informações sobre comportamento fisiológico e 

bioquímico da mangabeira face às variações ambientais são escassas, principalmente sob 

condições de restrição hídrica (Nogueira et al. 1999). 

As alterações ambientais podem ser indutores de estresse abiótico, exercendo influência 

na produção e composição dos metabólitos secundários do vegetal, dentre eles o látex (Melo-

Reis, 2010). Os metabólitos proteicos presentes no látex, podem atuar como mecanismo de 

defesa, o qual envolve desde flutuações ambientais até ataques por patógenos e predadores 

(Azarkan et al., 2005; Sumantha, 2006; Hagel, 2008; Konno, 2011).  

Atualmente, a significância biológica do látex é pouco conhecida existindo poucos 

dados publicados, e nestes a maioria dos autores mantêm a hipótese de um papel defensivo do 

látex contra insetos e fitopatógenos. Essa hipótese é principalmente suportada pelo perfil 

fitoquímico encontrado em látices distintos (Farias et al. 2007; Freitas et al. 2010). O látex 

não possui apenas importância fitoquímica, mas também fisiológica, sendo essencial a 

compreensão da amplitude da atividade metabólica e suas implicações na proteção de plantas. 

Segundo Sumantha (2006) e Konno (2011) na composição do látex têm sido encontradas uma 

ampla variedade de enzimas como oxidases e proteases, estas possuem propriedades 

biológicas que conferem as plantas proteção contra danos ambientais. 

O Brasil possui uma enorme biodiversidade florística, mas acredita-se que apenas 8% 

da vegetação da flora brasileira têm sido estudadas para a busca de compostos bioativos 

(Salvi, 2008). Embora ainda haja pouca informação disponível, nos últimos anos tem havido 
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grande interesse no látex de diversas espécies, pois se apresenta como uma fonte potencial de 

compostos biologicamente ativos (Shivaprasad et al. 2009; Melo-Reis, et al. 2010). 

Os metabólitos secundários presentes nas plantas estão relacionados com a maioria das 

propriedades terapêuticas destas. A bioprospecção por novos agentes antimicrobianos, 

fortalece a promissora possibilidade a utilização destes metabólitos no combate as doenças 

infecciosas que são a principal causa da mortalidade em todo o mundo (Aibinu, 2006). 

Dentre as principais infecções no âmbito veterinário destaca-se a mastite caprina e 

bovina, que caracteriza-se pela inflamação da glândula mamária ocasionada, geralmente, por 

micro-organismos (Islam et al. 2011). As infecções intramamárias em ruminantes geram 

graves prejuízos econômicos da ordem de 35 bilhões de dólares, devido ao descarte do leite, 

custos com medicamentos e assistência veterinária, tempo de eliminação dos antibióticos, 

aumento da mão-de-obra, redução da qualidade e quantidade do leite e seus subprodutos além 

de ser importante problema de saúde pública (Contreras et al. 2007; Baskaran et al. 2009; 

Okmen & Turkcan, 2013).  

Em diversos estudos, a atividade antimicrobiana de extratos naturais de plantas e de 

alguns de seus compostos do metabolismo secundário, aos quais são atribuídos a atividade 

antimicrobiana de extratos vegetais (Souza et al. 2007; Simões et al. 2007); têm sido avaliadas 

evidenciando uma alternativa de prevenção e tratamento seguro, extremamente viável contra 

microrganismos indesejáveis, visto que, alguns destes já se encontram resistentes aos 

fármacos sintéticos de última geração lançados no mercado (Aibinu, 2006; Schuch et al. 2008; 

Gonçalves et al. 2011). 

As proteases compõem uma classe de enzimas que representam cerca de 60% do 

mercado mundial de enzimas. As proteases originárias de vegetais possuem especial 

importância para a medicina e para a indústria, pois elas exibem atividade em ampla faixa de 

temperatura e de pH (Antao et al. 2005; Singh et al. 2008; Kumar et al. 2011). O 

conhecimento dessas características bioquímicas da enzima é muito importante, pois reduz a 

possibilidade de utilizar condições desnaturantes durante o processo de extração, 

minimizando eventuais perdas em escala industrial (Chanda et. al. 2011). 

As proteases são um dos principais componentes de uma grande variedade de 

detergentes, desde aqueles usados para limpezas domésticas, até àqueles usados para limpeza 

de lentes de contato e próteses dentárias. Sendo que, a maior parte dessas proteases é utilizada 

em formulações de detergentes em pó, respondendo por aproximadamente 25% do mercado 

total de enzimas (Rao et al. 1998). 
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A maioria dos custos de produção para um produto biológico reside na estratégia de 

purificação. Existe uma grande necessidade de se estabelecer técnicas de biosseparação 

eficientes e econômicas em larga escala, que permitam atingir elevado grau de pureza e 

rendimento, mantendo a atividade biológica da molécula (Silva e Loh, 2006). 

Neste sentido, os sistemas de duas fases aquosas (SDFAs) desempenham um papel 

estratégico pois, as duas fases são formadas predominantemente (60-95%) por água o que 

minimiza a possibilidade de desnaturação ou perda da atividade biológica, constituindo uma 

alternativa eficaz e economicamente viável para novos bioprocessos (Silva e Loh, 2006; 

Asenjo e Andrews, 2012). 

A mangabeira é uma espécie típica dos trópicos brasileiros, frequentemente associada às 

paisagens de cerrado, tabuleiro e restinga; entretanto é no litoral da Região Nordeste onde sua 

exploração tem sido mais intensificada (Júnior e Lédo, 2006). Estudos a respeito do 

comportamento bioquímico e fisiológico frente às variações ambientais (déficit hídrico) são 

escassos (Nogueira et al. 1999), como também de suas propriedades bioativas, o que limita o 

conhecimento quanto ao potencial produtivo e biotecnológico da mangabeira. 

Este estudo, objetivou avaliar in vivo as respostas bioquímicas dos látices de três 

acessos (PE, PB e RN) de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) frente ao déficit hídrico 

decorrente da variação pluviométrica, como também avaliar o potencial biotecnológico do 

látex desta espécie. 
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2.0 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1Aspectos Botânicos e Produtivos 

 

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma árvore frutífera, laticífera, de clima 

tropical, nativa do Brasil e encontrada em várias regiões do País, desde os Tabuleiros 

Costeiros e Baixadas Litorâneas do Nordeste, onde é mais abundante, até os cerrados das 

regiões Centro-Oeste, Norte e Sudeste (Lewinsohn, 1991). A palavra mangaba é de origem 

indígena (mã gawa) e, segundo Ferreira (1973), significa “coisa boa de comer”. 

A mangabeira pertence à classe Dicotyledoneae, ordem Gentianales, família 

Apocynaceae, gênero Hancornia e à espécie Hancornia speciosa (Cronquist, 1988). A 

mangabeira é uma árvore de porte médio, possuindo de 4 a 7 m de altura, podendo chegar a 

até 15 m, de crescimento lento, dotada de copa ampla e irregular, tronco tortuoso de 0,2 a 0,3 

m de diâmetro, bastante ramificado e áspero; ramos lisos e avermelhados (Monachino, 1945) 

(Figura 1).  

Apresenta frutos aromáticos, saborosos e nutritivos, com ampla aceitação de mercado, 

tanto para o consumo in natura, quanto para a indústria. Segundo o IBGE, a produção do 

fruto da mangaba no ano de 2011, foi de 680 toneladas.  

 

 

Figura 1. Banco de Germoplasma de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) da EMEPA (PB) Fonte: 

Arquivo Pessoal. 

 

Os maiores produtores nacionais da mangaba são os Estados de Sergipe, Bahia e Rio 

Grande do Norte, com produções respectivas de 351, 128 e 85 toneladas anuais de frutos. No 

estado de Pernambuco a época de maior produção é de dezembro a maio, com mais ênfase de 

janeiro a abril (Lederman et al. 2000; Vieira Neto, 2002).  
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A produção incipiente de mangaba é reflexo da exploração essencialmente extrativista 

pelas populações tradicionais, sendo necessário o desenvolvimento de estudos que forneçam 

parâmetros fisiológicos indicadores de tolerância à estresses abióticos possibilitando a 

redução da erosão genética, o desenvolvimento de programas de conservação, a domesticação 

e melhoramento da mangabeira; com a consequente evolução do cultivo extrativista para o 

tecnificado viabilizando a inclusão desta fruta no mercado nacional de forma mais expressiva 

(Lederman et al. 2000; Espíndola, 2003). 

O estado da Paraíba possui o maior banco de germoplasma ex situ de mangabeira 

(Hancornia speciosa Gomes) conhecida no país (Figura 1), sendo mantido pela EMEPA 

(Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuária da Paraíba) na estação experimental de 

Mangabeira em João Pessoa (PB) com cerca de 311 acessos coletados em 20 municípios  de 

três estados da Região Nordeste: Rio Grande do Norte, Paraíba e Pernambuco (Tabela 1); 

sendo os acessos mais promissores quanto à produção de frutos: Rio Tinto (PB), Ipojuca (PE) 

e Extremóz (RN) (Tabela 2)  (Barreiro Neto, 2003). Segundo Ramalho et al. (1989), banco de 

germoplasma é o local onde se armazena o material genético das espécies de interesse com 

origens geográfica e ambiental variadas, com o objetivo de formar o acervo mais 

representativo da variabilidade da cultura, sem repetições; constituindo assim, a matéria-

prima para programas de pesquisa. 

 A mangabeira apresenta maior desenvolvimento vegetativo nas épocas de temperatura 

mais elevada por ser uma planta heliófita, e a pluviosidade ideal situa-se entre 750 e 1.600 

mm anuais bem distribuídos, sendo resistente a períodos curtos de déficit hídrico (Andersen e 

Andersen, 1988; Espíndola, 2003). Informações sobre comportamento fisiológico e 

bioquímico da mangabeira face às variações ambientais são escassas, principalmente sob 

condições de restrição hídrica (Nogueira et al. 1999). 
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        Tabela 1. Origem dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mangabeira da Emepa-PB, João  

Pessoa, 2004. 

Origem Número de Acessos 

Rio Grande do Norte  

Nízia Floresta 26 

Parnamirim 13 

Extremoz 21 

Touros 30 

São Gonçalo 10 

Maxaranguape 10 

Paraíba  

Rio Tinto 43 

NUPPA, Jõao Pessoa 30 

Mangabeira, João Pessoa 10 

Alhandra 08 

Mataraca 12 

Caaporã 03 

Jacumã 09 

Conde 20 

Gramame 01 

Lucena 09 

Santa Rita 07 

Pedras de Fogo 05 

Baía da Traição 08 

Mamanguape 12 

Pernambuco  

Ipojuca 25 

Total 311 

               Fonte: Barreiro Neto (2003). 
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Tabela 2. Acessos promissores do BAG-Mangaba da Emepa-PB quanto à produção de frutos. Estação 

Experimental de Mangabeira, João Pessoa, PB. 1995/2000 

Acesso 
Produção (kg/planta x ano) Produção Média

1  

(kg/planta x ano) 
Mínima Máxima 

Rio Tinto – RIT.7 0,79 102,42 45,98 

Extremóz – EXT.1 4,83 100,97 42,60 

Ipojuca – IPO.3 5,82 90,32 41,47 

Nízia Floresta – NIF.8 4,00 95,43 40,18 

Ipojuca – IPO.4 0,54 64,28 35,70 

Nízia Floresta – NIF.1 2,05 78,53 35,12 

Nízia Floresta – NIF.2 3,87 81,20 33,53 

Nízia Floresta – NIF.17 0,00 71,66 32,70 

Nízia Floresta – NIF.23 0,00 70,81 32,00 

Extremoz – EXT.20 0,00 88,74 31,20 

Fonte: Barreiro Neto (2003). 

(1) Produção média de 6 anos 

 

2.2 Estresses Ambientais e seus Efeitos nas Plantas 

Diante dos cenários climáticos globais atuais e das inevitáveis alterações destes, é cada 

vez mais importante estudar os efeitos que essas alterações poderão provocar nas plantas, pois 

em qualquer lugar que cresçam, elas estarão sujeitas às condições de múltiplos estresses, os 

quais limitarão seu desenvolvimento e suas chances de sobrevivência (Hasanuzzaman et al. 

2012, 2013). 

Na maioria das definições, o estresse é considerado como um desvio significativo das 

condições ótimas para a vida, e induz a mudanças e respostas em todos os níveis funcionais 

do organismo, as quais são reversíveis a princípio, mas podem se tornar permanentes. Já do 

ponto de vista botânico, o estresse pode ser descrito como um estado no qual o aumento da 

demanda leva a planta a uma perda de estabilidade inicial das funções, seguida pela 

normalização e aumento da resistência. Se os limites de tolerância e a capacidade de 

adaptação forem transgredidos, pode ocorrer uma injúria permanente ou mesmo a morte 

(Larcher, 2004). 

As adversidades ambientais como a radiação UV, luminosidade intensa, herbicidas, 

ataque de patógenos, hiperoxia, ozônio, flutuações na temperatura, seca, metais pesados, 

elevada concentração de sais, extremos de temperatura, poluição do ar; podem ser indutoras 
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de estresse biótico e abiótico (Mittler, 2006; Jiping et al. 2007), exercendo influência na 

produção e composição dos metabólitos do vegetal (Melo-Reis, 2010). 

Segundo Shewry e Lucas (1997) e De Wit (2007), as plantas conseguem mudar a 

constituição de compostos moleculares, como um mecanismo de resposta e muitas dessas 

alterações podem estar diretamente relacionadas com defesa e proteção. Para sobreviver 

durante sua evolução, os vegetais desenvolveram mecanismos de resposta contra danos e 

doenças que quando acionados reconhecem a agressão (Konno, 2011). 

As respostas adequadas às mudanças ambientais são cruciais para o crescimento e 

sobrevivência da planta (Kato-Noguchi e Morokuma, 2007) contudo, os mecanismos 

moleculares e bioquímicos que orquestram estas respostas ainda são pouco compreendidos. 

2.2.1 Estresse Hídrico 

Estresses abióticos causam efeitos adversos na produtividade das culturas agrícolas e 

influenciam na distribuição destas em diferentes ambientes (Araus et al., 2002). Estes efeitos 

recebem considerável atenção devido aos potenciais impactos das mudanças climáticas no 

padrão de distribuição das chuvas, extremos de temperatura, salinização de terras pela 

irrigação e a necessidade de expandir a agricultura para áreas marginais mantendo uma alta 

produtividade (Verslues et al. 2006).  

O estresse hídrico é um dos tipos de estresse abiótico mais crítico e comum que 

acometem as lavouras conduzidas em ambientes secos. Seus efeitos (redução na assimilação 

de CO2, na taxa de transpiração, de crescimento e na abertura estomática) são evidentes em 

qualquer estágio fenológico da planta, podendo variar de acordo com a severidade e duração 

do estresse (Farooq et al. 2009).  

À medida que o déficit hídrico torna-se mais severo, as plantas não conseguem manter o 

equilíbrio entre a captação e a perda de água. Neste caso, a redução no potencial hídrico dos 

tecidos vegetais não pode ser evitada e novas estratégias fazem-se necessárias para que as 

plantas possam tolerar a seca. Assim, a tolerância à seca pode ser entendida como a habilidade 

das plantas em resistir à redução no potencial hídrico de seus tecidos (Mitra et al. 2001). Entre 

os mecanismos adotados nesta fase, estão o aumento na atividade do sistema de defesa 

antioxidante (Asada et al. 1999). 
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2.2.2 Estresse Oxidativo  

O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre os níveis endógenos de 

compostos antioxidantes e compostos oxidantes que acarretam o acúmulo de espécies reativas 

de oxigênio (EROS) (Cassels e Cury, 2001; Bhattacharjee et al. 2011). 

Os estresses ambientais bióticos e abióticos não apenas promovem a geração de EROS, 

mas também iniciam mecanismos de sinalização de defesa que, se tiverem sucesso, começam 

com a indução da geração de EROS, continuam com a indução de respostas de defesa e 

terminam com a remoção de EROS para restabelecer o balanço redox e promover a 

sobrevivência das células (Hirt e Shinozaki 2003). 

Sob condições normais, as EROS são geradas pelo metabolismo dos organismos 

aeróbicos, principalmente através da fotossíntese e respiração, porém mantidas em níveis 

basais através de sistemas antioxidantes de defesa (Foyer e Noctor, 2009; Gupta et al. 2011) 

(Figura 2). Segundo Del Rio et. al. (1992), aproximadamente 1% do oxigênio consumido 

pelas plantas é direcionado para produção de EROS em diversos compartimentos celulares 

como os cloroplastos e os peroxissomos (Apel e Hirt 2004, Bhattacharjee, 2005). Em 

condições adversas como seca, salinidade, alta temperatura, radiação ultravioleta, presença de 

metais pesados e patógenos a produção de EROS pode saltar de 240 μM s
-1

 O2
-
 para 720 μM 

s
-1

 O2
-
 (Polle, 2001). Quando esse aumento é maior que a capacidade antioxidante da célula, 

caracteriza-se o processo de estresse oxidativo (Pandhair e Sekhon, 2006). 

 A formação de EROS ocorre porque o oxigênio é pouco reativo, mas tem a capacidade 

de originar estados excitados reativos como radicais livres e derivados (Scandalios, 1993). 

Com dois átomos de oxigênio, o O2 é completamente reduzido por quatro elétrons gerando 

duas moléculas de água.  

A redução parcial do oxigênio molecular (O2) leva à produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROS) na forma do radical aniônico superóxido (O2
.-
), do peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e do radical hidroxila (OH
.
) (Figura 2), quando a redução se dá pela aquisição de um, 

dois ou três elétrons, respectivamente (Mittler, 2002; Bartoz, 1997). 

No primeiro passo da redução de O2 os radicais formados, superóxidos (reação de 

Mehler) (Mehler, 1951), têm vida relativamente curta (1-4µs) e podem ser produzidos na 

planta por meio de vários mecanismos, inclusive pela ativação de NADPH-oxidases/sintases 

ligadas à membrana, peroxidases (POX) da parede celular, lipoxigenases (LOX) e como 

resultado da transferência de elétrons da mitocôndria ou do cloroplasto (Figura 2). 

Normalmente, oxida várias moléculas orgânicas, como o ascorbato, ou como redutor de 
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metais como Fe
3+

, nas reações de Haber-Weiss ou Fenton (Figura 3) (Imlay et al. 2008). Esses 

radicais praticamente não conseguem atravessar as membranas biológicas, ficando confinados 

no compartimento onde foram gerados. Os superóxidos formam hidroxiperóxidos com duplas 

ligações (enos) ou duplas ligações alternadas (dienos), além de oxidar aminoácidos 

específicos, como metionina, histidina e triptofano. Os superóxidos também podem causar 

peroxidação de lipídeos no ambiente celular e nas membranas celulares (Breusegem et al. 

2001; Resende et al. 2003).  

 

Figura 2. Geração e interconversão de espécies reativas de oxigênio (EROS). Fonte: Gupta et al. 2011 

 

 

O peróxido de hidrogênio (H2O2), apesar de não ser um radical livre, possui 1ms de 

vida, atravessa as biomembranas e se distribui a partir do local de sua produção favorecendo a 

rápida elicitação da resposta vegetal, sendo inativado por enzimas que oxidam os grupos tiol 

(SH2) (Figura 2) (Resende et al. 2003; Buchanon e Balmer 2005).  

A última e mais reativa espécie a ser formada por redução parcial do oxigênio molecular 

é o radical hidroxila (OH
.
). Esse radical é formado pela redução do H2O2 por íons metálicos 

(Fe
2+

 e Cu
2+

) na reação de Fenton e tem grande afinidade por moléculas biológicas em seu 

sítio de produção (Figura 3).  

O radical hidroxila apresenta uma meia-vida muito curta, pois reage muito rapidamente 

com moléculas biológicas, sequestrando aleatoriamente um átomo de hidrogênio (Breusegem 

et al. 2001; Imlay et al. 2008). 
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Figura 3. Reação de Fenton ou Haber-Weiss. Fonte: Resende et al. 2003 

 

Semelhante aos radicais hidroxila, o oxigênio singleto (
1
O2) têm aproximadamente 1µs 

de vida e são altamente destrutivos, reagindo com a maioria das moléculas biológicas, porém 

a maioria dos danos são próximos aos sítios onde são produzidos. São predominantemente 

gerados nos cloroplastos, através da transferência de energia de uma clorofila fotoexcitada 

para o elétron do oxigênio molecular. O oxigênio singleto reage facilmente com ligações 

duplas e têm alta afinidade com “dienos” na membrana e aminoácidos específicos como 

histidina, metionina, triptofano e cisteína (Foyer et al. 1994). 

O estresse oxidativo pode ativar a morte celular programada devido à peroxidação 

lipídica de membranas, oxidação de proteínas, inibição enzimática e danos ao DNA e RNA. 

Por outro lado, as EROS também podem agir como sinalizadoras em vários processos 

intrínsecos de crescimento e desenvolvimento adaptativos (Pitzschke et al. 2006), além de 

atuarem como mensageiros secundários envolvidos na ativação de genes de resposta ao 

estresse e rotas de defesa (Desikan et al. 2001; Miller et al. 2008). 

 

2.2.3 Metabolismo Antioxidativo 

O estresse oxidativo provoca uma série de alterações bioquímicas, principalmente, no 

sistema de defesa antioxidante, os quais são utilizados pelas plantas para desintoxicar as 

células das EROS produzidas, interrompendo as cascatas de oxidação descontrolada. As 

enzimas do sistema antioxidante são bastante sensíveis às condições de estresse abiótico 

servindo como sinalizadores do estresse (Gratão et al. 2005; Dewir et al. 2006). O mecanismo 

antioxidante enzimático inclui as enzimas superóxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase 

(APX), catalase (CAT), polifenoloxidase (PPO) entre outras. 

Superóxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) 

Esta enzima faz parte de um grupo de metaloproteínas que catalisam a formação de 

H2O2 a partir do radical superóxido (O2
−•

). Até o presente momento, a SOD é a única enzima 

descrita cuja atividade controla a concentração de O2
−•

 e H2O2, substratos da reação de Haber-

Weiss (Figura 3), desempenhando, portanto, papel central no mecanismo de defesa ao 
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prevenir a formação do radical OH
-
 (Bowler et al. 1992). Este, juntamente com o oxigênio 

singleto (
1
O2), apresenta alta reatividade, sendo bastante tóxico a célula (Gratão et al. 2005). 

Segundo Scandalios (2005) as SODs compreendem a primeira linha de defesa contra EROS 

nas células. 

Três classes de SODs foram encontradas em plantas e classificadas de acordo com seu 

cofator metálico: manganês (Mn), cobre/zinco (Cu/Zn) ou ferro (Fe) (Alscher et al. 2002). As 

Mn-SODs estão localizadas nas mitocôndrias e peroxissomos (Del Rio et al. 2002), mas 

também foram encontradas nos cloroplastos de algumas plantas (Hayakawa et al. 1984). As 

Fe-SODs são encontradas em um número limitado de espécies vegetais e estão localizadas 

nos cloroplastos (Ferreira et al. 2002; Alscher et al. 2002). As Cu/Zn-SODs são as mais 

abundantes em folhas verdes e são encontradas no citosol, nos cloroplastos e peroxissomos 

(Del Rio et al. 2002; Bhattacharjee, 2011). 

A regulação dos genes que codificam para a enzima SOD é bastante sensível a variações 

ambientais, provavelmente, devido à alteração do potencial redox da célula (Gill e Tuteja, 

2010). O aumento na atividade da SOD, ocasionado pelo déficit hídrico, vem sendo reportado 

em diversas espécies como: híbridos de milho (Mozaffari et al. 2013), feijão-de-corda (El-

Enany et al. 2013) e quinoa (Fghire et al. 2013). 

 

Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) 

 

As catalases são hemoproteínas tetraméricas, que reduzem duas moléculas de peróxido 

de hidrogênio (H2O2) a água (H2O) e oxigênio (O2) (Sreedhar et al. 2009). Essa relação 

estequiométrica, reflete a baixa afinidade da CAT pelo H2O2, a qual é ativa somente em altas 

concentrações (mM) de H2O2 sendo provavelmente responsável pela remoção do excesso de 

EROS durante o estresse (Gratão et al. 2005). 

 

Na reação, uma molécula de H2O2 é ligada ao grupo heme da enzima, onde ele é 

rapidamente convertido em oxigênio atômico e água, suportado por resíduos de aminoácidos 

da proteína da enzima. O átomo de oxigênio é temporariamente ligado ao átomo de ferro 

central do grupo heme, e depois transferido de lá para a segunda molécula de H2O2 (Koolman 

e Roehm 2005). Presentes em peroxissomos e glioxissomos, ainda não tiveram sua existência 

comprovada em cloroplastos e mitocôndrias (Noctor et al. 2007).  
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Segundo Akcay et al. (2010), a CAT é uma das enzimas mais eficazes na defesa de 

processos oxidativos, uma vez que, na planta resistente, possibilita a integridade da célula 

mesmo quando o estresse encontra-se em um estágio mais rigoroso. A catalase apresenta 

atividade independente de agentes redutores com atividade rápida, sendo capaz de neutralizar 

o peróxido de hidrogênio (H2O2) em aproximadamente 10
7
 min

-1
, antes mesmo da sua difusão 

pela célula. 

Nas células vegetais, três isoformas da catalase já foram caracterizadas: a CAT 1 

envolvida no processo fotorrespiratório, a CAT 2 presentes em tecidos vasculares e a CAT 3 

presente nos glioxissomos (Willekens et al. 1994). Vários estudos evidenciam a efetividade da 

CAT como um marcador bioquímico na resposta ao estressse oxidativo em diversas espécies: 

amendoim (Akcay et al. 2010; Pereira et al. 2012), feijão (Terzi et al. 2010) e quinoa (Fghire 

et al. 2013). 

 

Ascorbato Peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11) 

 

A ascorbato peroxidase é uma heme peroxidase encontrada nos cloroplastos citosol, 

mitocôndria e peroxissomos. A APX reduz o peróxido de hidrogênio (H2O2) à água utilizando 

o ascorbato o qual é produzido na mitocôndria, como doador de elétrons. Neste processo, um 

intermediário de dois elétrons oxidados da APX é formado, este oxida o ascorbato produzindo 

duas moléculas de monodehidroascorbato sendo, então, reduzido novamente (Asada, 1999; 

Green e Fry, 2005). 

Assim como a catalase, a APX converte o H2O2 em água (H2O) e oxigênio (O2), 

entretanto, apresentam afinidades diferentes por essa ERO. A APX demonstra afinidade pelo 

H2O2 na ordem de micromolar (µM), enquanto a catalase na ordem de milimolar (mM). 

Assim, a APX parece ser responsável pela fina regulação da resposta às EROS (Mittler, 

2002), todavia tem elevada importância na proteção contra o dano oxidativo em 

compartimentos subcelulares onde a catalase não está presente, como os cloroplastos onde são 

encontradas duas isoformas, uma ligada ao tilacóide e a outra dispersa no estroma (Asada, 

1999). 

Segundo estudos prévios de Gill e Tuteja (2010) as APX são as principais peroxidases 

na remoção do peróxido de hidrogênio (H2O2) no interior da célula e atuam em sincronia com 

outras enzimas que participam do ciclo ascorbato-glutationa estando diretamente envolvida na 

resposta ao estresse hídrico, tendo sua atividade intensificada com o aumento da exposição ao 

estresse.  
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Diversos estudos têm demonstrado a efetividade da APX na remoção do H2O2 e a 

consequente proteção oxidativa em diversas espécies: lírio das areias (Seckin e Aksoy, 2013), 

híbridos de milho (Mozaffari et al. 2013) e feijão-de-corda (El-Enany et al. 2013). 

 

Polifenoloxidase (PPO) (EC 1.10.3.1) 

 

A polifenoloxidase possui papel estrutural na parede celular dos vegetais, exercendo 

também função protetora contra a ação das EROS em resposta ao estresse oxidativo e a 

ferimentos do vegetal decorrentes da herbivoria ou da exploração do látex. Segundo Wahler et 

al. (2009), o ferimento através do corte para sangria na maioria das plantas laticíferas induz 

um aumento imediato na atividade da polifenoloxidase através da liberação rápida de 

complexos Frey-Wyssling o que possibilita a rápida vedação do ferimento e a redução do 

risco de infecção por patógenos facultativos (Figura 4).  

A PPO atua na hidroxilação e degradação oxidativa de compostos fenólicos, os quais 

em última instância são convertidos à quinonas (Zhu-Salzman et al. 2008; Agrawal e Konno, 

2009). De acordo com Mayer (2006), os níveis de atividade de polifenoloxidases apresentam 

uma relação direta com tolerância vegetal ao estresse hídrico, o que pode significar uma 

forma de proteção do tecido vegetal contra o estresse oxidativo, gerado em tais circunstâncias. 

Diversos estudos têm demonstrado a estimulação da atividade da polifenoloxidase 

proporcional ao aumento do estresse hídrico em diversas espécies: tomate (Tahi et al. 2008), 

oliveira (Anjum et al. 2012), maçã (Wang et al. 2012) e quinoa (Fghire et al. 2013). Portanto, 

fica evidente o papel modulador da polifenoloxidase em circunstâncias de estresse, atuando 

como efetivo indicador do estresse oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Início da coagulação do látex de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) logo após incisão. Fonte: 

Arquivo Pessoal. 
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2.3 Metabolismo Secundário 

O metabolismo é definido como o conjunto total das transformações das moléculas 

orgânicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo o organismo de 

energia, renovando suas moléculas e garantindo a continuidade do estado organizado 

(Marzzoco e Torres, 2007). Essas reações possuem certa direção devido à presença de 

enzimas específicas, estabelecendo, assim, as rotas metabólicas, visando o aproveitamento de 

nutrientes para satisfazer as exigências fundamentais da célula. Além do metabolismo 

primário, responsável pela síntese de celulose, lignina, proteínas, lipídeos, açúcares e outras 

substâncias importantes para a realização das funções vitais, as plantas também apresentam o 

chamado metabolismo secundário (Champe et al. 2008). 

Os metabólitos secundários possuem geralmente estrutura complexa, baixo peso 

molecular, possuem atividades biológicas marcantes e, diferentemente dos metabólitos 

primários, apresentam-se em baixas concentrações em determinados grupos de plantas (Berg 

e Lubert, 2008). Já foram considerados como produtos de excreção do vegetal no passado, no 

entanto, sabe-se que muitas dessas substâncias estão diretamente envolvidas nos mecanismos 

que permitem a adaptação do vegetal ao seu ambiente, aumentando a probabilidade de 

sobrevivência de uma espécie.  

Os metabólitos secundários são responsáveis por diversas atividades biológicas atuando 

como: antibióticos, antifúngicos e antivirais; protegendo as plantas de possíveis patógenos, 

apresenta também atividade antigerminativa ou tóxica para outras plantas. Segundo Gobbo-

Neto e Lopes (2007) alguns fatores alteram a produção e a concentração dos metabólitos 

secundários como a temperatura, sazonalidade, disponibilidade de água, radiação ultravioleta, 

nutrientes do solo, altitude, composição atmosférica e fase de desenvolvimento das plantas. 

Devido às extensas atividades biológicas dos metabólitos secundários de plantas, estes 

são utilizados há séculos na medicina popular e nos dias atuais, como medicamentos, 

cosméticos, matéria-prima para a química fina, ou mais recentemente como nutracêuticos 

(Yunes e Chechinel, 2001; Amaral et al. 2006; Funke e Melzig, 2006; Biavatti et al. 2007; 

Barbosa-Filho et al. 2007; Saúde-Guimarães e Faria, 2007; Barbosa-Filho et al. 2008). 

Estudos estabeleceram que nos países ocidentais, onde a química sintética é a base da 

indústria farmacêutica, aproximadamente 60% dos medicamentos utilizados hoje em dia são 

derivados dos princípios ativos das plantas como os compostos fenólicos, terpênicos e 

alcalóides; os quais compõem diversos metabólitos vegetais, dentre eles o látex (Fumagali et 

al. 2008; Newman e Cragg, 2012).  



 

 

 

34 
 

 2.3.1 Látex 

As alterações ambientais podem ser indutores de estresse abiótico, exercendo influência 

na produção e composição dos metabólitos secundários do vegetal, dentre eles, o látex (Melo-

Reis, 2010). Os metabólitos proteicos presentes no látex, podem atuar como mecanismo de 

defesa, o qual envolve desde flutuações ambientais até ataques por patógenos e predadores 

(Azarkan et al. 2005; Sumantha, 2006; Hagel, 2008; Konno, 2011).  

Sabe-se que uma rota de defesa vegetal, talvez a mais conhecida, é denominada rota 

octadecanóide, a qual culmina com a produção do ácido jasmônico: um hormônio vegetal que 

induz a expressão de diversos genes relacionados à defesa contra estresses (Soares e 

Machado, 2007). Esta mesma rota induz a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), uma 

espécie reativa de oxigênio que pode atuar inicialmente como molécula sinalizadora de defesa 

em plantas (Mittler, 2002). 

Segundo Morcelle et al. (2004) e Aguiar (2006), o látex é o fluido citoplasmático dos 

tecidos laticíferos vegetais de aspecto leitoso, cor geralmente esbranquiçada, sendo uma 

emulsão complexa constituída de proteínas, aminoácidos, carboidratos, lipídeos, vitaminas, 

alcalóides, carbonatos, resinas, gomas, taninos e terpenos. No látex de uma mesma espécie, os 

constituintes são sempre os mesmos, podendo haver alterações quantitativas, variando sob a 

ação de fatores ambientais e eventos fenológicos (Pinheiro e Pinheiro, 2006), estando de 

acordo com os estudos posteriores de Rasmann et al. (2009), os quais verificaram diferença de 

4 vezes no volume de látex exsudado em folhas de Asclepias barjoniifolia e de Asclepias 

angustifolia respectivamente, ambas pertencentes ao mesmo gênero. 

O látex normalmente está contido em tubos (sistema articulado) ou em células isoladas 

(sistema inarticulado) formando o citoplasma destas, os quais são coletivamente conhecidos 

como sistemas laticíferos (Premakuri et al. 1995; Hagel et al. 2008; Zhou e Liu, 2010). Os 

vasos laticíferos estão distribuídos no floema, o qual é limitado internamente pelo meristema 

regenerador, conhecido como câmbio (Pinheiro, 2003; Cai et al. 2009). 

Atualmente, a significância biológica do látex é pouco conhecida existindo poucos 

dados publicados, e nestes a maioria dos autores mantêm a hipótese de um papel defensivo do 

látex contra insetos e fitopatógenos. Essa hipótese é principalmente suportada pelo perfil 

fitoquímico encontrado em látices distintos (Farias et al. 2007; Freitas et al. 2010). O látex 

não possui apenas importância fitoquímica, mas também fisiológica, sendo essencial a 

compreensão da amplitude da atividade metabólica e suas implicações na proteção de plantas. 

Segundo Sumantha (2006) e Konno (2011) na composição do látex têm sido encontradas uma 
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ampla variedade de enzimas como oxidases e proteases, estas possuem propriedades 

biológicas que conferem as plantas proteção contra danos ambientais.  

2.3.2 Biossíntese do látex e polimerização do látex em borracha (cis-1,4 polisopreno 

(C5H8)n)  

 

Os carboidratos resultantes da fotossíntese constituem a principal fonte intercelular de 

substâncias necessárias à atividade metabólica das plantas. A sacarose, resultante desse 

metabolismo é conduzida pela seiva do floema, até a célula laticífera onde o látex é 

sintetizado (Castro, 2000).  

A partir da sacarose, as etapas básicas na síntese do látex foram bem estabelecidas 

segundo Linen (1969), citado por Usha Nair (2000), que estabeleceu três estágios básicos na 

síntese do látex, sendo o último estágio responsável pela formação da borracha: 1 – Formação 

de acetilcoenzima A (acetil-CoA); 2 – Conversão do acetil-CoA em isopentenil pirofosfato 

(IPP) (unidades de cinco carbonos), via ácido mevalônico e 3 – polimerização do IPP em 

borracha através da enzima rubber transferase, ou seja, justaposição sucessiva de unidades de 

cinco carbonos (IPP).  

2.3.3 Coleta do Látex 

 

Os sistemas laticíferos, dependendo de suas formas, condicionam as várias maneiras de 

explorar e coletar o látex nas plantas. Sob este aspecto as plantas laticíferas podem ser 

divididas em vários grupos. No grupo mais numeroso encontram-se todas as plantas com 

vasos laticíferos inarticulados dentre elas, o gênero Hancornia. Nestas, após a primeira 

sangria exaustiva, se cortadas seguidamente nos outros dias, produzem quantidades de látex 

progressivamente menores até não mais haver produção. Este decréscimo confirma os estudos 

prévios realizados por Observatión (1946) citado por Wisniewski e Melo, (1982), pois devido 

ao sistema de vasos ser restrito, os cortes precisam ser distribuídos no espaço e no tempo, 

distando pelo menos 30 cm e a intervalos de tempo longos para a recomposição do látex 

viabilizando-se assim outra sangria (Figura 5A e 5B).  
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Figura 5: (A) Início da exudação do látex após incisão; (B) Coleta do látex. Fonte: Arquivo Pessoal. 

No segundo grupo encontram-se as espécies nas quais o sistema laticífero é do tipo 

articulado. Neste estão todas as Hevea e algumas espécies do gênero Manihot. Nestas plantas, 

após a abertura dos vasos laticíferos pela sangria, o látex flui copiosamente, mesmo após 

sangrias sucessivas em locais diferentes do tronco da árvore. Em seguida o fluxo de látex é 

reduzido, devido à mecanismos fisiológicos (restabelecimento do equilíbrio osmótico) e 

bioquímicos (ação de polifenoloxidases) o qual juntamente com a regeneração dos tecidos 

constituem fatores limitantes e importantes para a produção e exploração do látex 

(Compagnon, 1986; Pinheiro e Pinheiro, 2006; Wahler et al. 2009).  

2.3.4 O látex de Hancornia speciosa  

 

Ao exsudar da árvore o látex de Hancornia speciosa, tem aparência leitosa, muitas 

vezes de coloração ligeiramente rosada e pH levemente alcalino, que vai, com o decorrer do 

tempo, se acidificando em decorrência da exposição ao ar. Características análogas foram 

verificadas anteriormente no látex de Asclepias syriaca (Apocynaceae) e diferentes para o 

látex de Nerium indicum (Apocynaceae), no qual observou-se ausência de coloração 

(Dussourd, 1995). Quanto ao pH, Paula (1944) e Wisniewski e Melo (1982) registraram 

média de 3,8 no látex de mangabeira colhido em Minas Gerais e na ilha de Marajó, no 

estuário do rio Pará. Estudos atuais verificaram pH de 3,8 em látex  de mangabeira coletado 

em João Pessoa – PB confirmando-se assim os registros anteriores. Caracteristicamente, o 

látex de mangabeira logo após ser colhido se mantido sob refrigeração, não forma coágulos, 

não exala cheiro desagradável de proteínas em decomposição e permanece fluido mesmo após 

um ano de colhido, tendo uma estabilidade química muito alta. Em contrapartida, a 

estabilidade mecânica desse látex é muito baixa, coagulando com facilidade sob agitação forte 

(Pinheiro, 2003). 
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2.4 Uso das Plantas na Medicina Tradicional 

 

A terapia através da utilização de plantas é conhecida e praticada desde as antigas 

civilizações, sendo que o hábito de recorrer às virtudes curativas de certos vegetais é uma das 

primeiras manifestações do esforço do homem para compreender e utilizar a natureza (Teske 

e Trentini, 1997).  

Ao longo dos tempos a utilização das plantas foi evoluindo desde as formas mais 

simples de tratamento local, provavelmente utilizada pelo homem das cavernas até as formas 

mais sofisticadas de fabricação industrial utilizada pelo homem moderno (Lorenzi e Matos, 

2002).  

Apesar dos países desenvolvidos possuírem fácil acesso à medicina moderna, grande 

parte da população ainda faz uso de plantas medicinais devido a questões culturais e 

históricas. Já nos países em desenvolvimento cerca de 65-80% da população depende quase 

que exclusivamente das plantas medicinais na atenção básica à saúde (Agra et al. 2008).  

No Japão, China, Indonésia e diversas regiões da África e do Brasil utilizam-se do látex 

e diversas partes de Euphorbia tirucalli (aveloz) no tratamento de: artrite, tosse, asma, 

abscessos, câncer, cólicas, neuralgia, dores de ouvido, dente, úlceras, reumatismo, verrugas 

(Valadares et al. 2006).  

Na África ocidental, a Guiera senegalensis é uma das plantas medicinais mais 

utilizadas, sendo as folhas usadas para tratar majoritariamente doenças sexualmente 

transmissíveis, diarréias de origem infecciosa, doenças respiratórias e doenças da pele (Gomes 

et al. 2003; Serrano et al. 2008). 

Segundo Martinez (2011), na Índia as plantas são utilizadas tradicionalmente como 

fonte terapêutica, as folhas, frutos e secreções da casca das raízes do nim (Azadirachta Indica 

A. Juss) são empregadas no tratamento de doenças de pele, hérnias, parasitas intestinais, 

doenças cardiovasculares, diabetes, controle do colesterol e celulite.  

O Brasil possui uma enorme biodiversidade florística, mas acredita-se que apenas 8% 

da vegetação da flora brasileira têm sido estudadas para a busca de compostos bioativos 

(Salvi, 2008). Embora ainda haja pouca informação disponível, nos últimos anos tem havido 

grande interesse no látex de diversas espécies, pois se apresenta como uma fonte potencial de 

compostos biologicamente ativos (Shivaprasad et al. 2009; Melo-Reis, et al. 2010). 
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Os metabólitos secundários presentes nas plantas estão relacionados com a maioria das 

propriedades terapêuticas destas, tornando-as uma grande fonte de medicamentos os quais 

têm apresentado um incrível poder de cura no seu estado natural ou como fonte de novos 

agentes farmacológicos (Aibinu, 2006). 

2.4.1 Atividades Biológicas das Plantas Laticíferas da família Apocynaceae. 

 

As propriedades medicinais provenientes do metabolismo secundário das plantas 

laticíferas têm sido investigadas na constante e recente evolução científica em todo o mundo, 

devido à sua potente atividade antioxidante, ausência de efeitos colaterais e viabilidade 

econômica (Ashok et al. 2011). Dessa forma, o desenvolvimento e a intensificação de estudos 

é essencial para a comprovação da eficácia e a segurança dos medicamentos preparados a 

partir destas plantas para validá-las eticamente como fontes de medicamentos seguros e 

eficazes (Calixto, 2000; Simões, 2003; Sawadogo et al. 2012). 

Dentre as plantas laticíferas utilizadas com fins medicinais, destacam-se as pertencentes 

à família Apocynaceae, as quais possuem significativa reputação etnobotânica devido à ampla 

utilização das substâncias resultantes do metabolismo secundário; estas em sua maioria 

possuem propriedades farmacológicas reconhecidas cientificamente (Tijjani, 2011). 

Na Somália e no Quênia, o extrato da raiz e do caule de Adenium obesum 

(Apocynaceae) é utilizado na forma de loção no tratamento de doenças venéreas, doenças de 

pele, contra piolhos e rinite. O látex é empregado como emplastro no tratamento de feridas e 

contra parasitas de camelos e gado (Neuwinger, 2000; e Tijjani, 2011). 

Na América do Sul, diversas pesquisas descreveram o uso do látex a partir de espécies 

distintas dos gêneros: Plumeria, Allamanda e Himatanthus (Rebouças et al. 2012). O látex de 

Himatanthus sucuuba diluído em água mostrou-se importante, apresentando diversas 

atividades biológicas como: anti-inflamatória, analgésica, anti-tumoral, anti-leishmanial (De 

Miranda et al. 2000),  antifúngica e antibacteriana (Sequeira et al., 2009); além de 

desempenhar papel eficaz no tratamento de câncer (Coelho Ferreira, 2009), úlceras, asma, 

tuberculose (Soares et al. 2010), malária e sífilis (Suffredini Daly, 2004). 

O extrato metanólico de raízes e látex de Calotropis procera é utilizado no tratamento 

eficaz de úlceras, malária e picadas de cobra (Van Quaquebeke et al. 2005; Soares et al. 

2007). Segundo Maisanara et al. (2011), o látex de Calotropis procera possui elevado efeito 

antiproliferativo em linhagens de células cancerígenas evidenciando-se uma significativa ação 

antitumoral. Resultados semelhantes foram obtidos por Badmus et al. (2010) ao estudarem a 
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atividade biológica  quanto à ação antitumoral e a picadas de cobra do extrato etanólico do 

caule de Holarrena floribunda. 

Adotey et al. (2012) relatam as propriedades bioativas da casca, folhas e látex de 

Alstonia boonei utilizadas na medicina alternativa em diversas regiões do oeste da África no 

combate a malária, picadas de cobra e escorpião; possuindo também atividade antimicrobiana, 

antipirética, afrodisíaca e imunoestimulante.  

 

2.4.2 Atividade Antimicrobiana em Plantas 

 

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessária devido a surgimento de 

micro-organismos resistentes e de infecções oportunistas fatais. O estudo de agentes 

antimicrobianos tem grande abrangência, sendo ponto crucial em vários setores do campo 

farmacêutico, cosmético e veterinário, possibilitando um primeiro screening na descoberta da 

atividade farmacológica de novos agentes, sendo de extrema importância, principalmente em 

um país como o Brasil que oferece uma imensa biodiversidade. Desta forma, tais pesquisas 

podem contribuir significativamente no desenvolvimento do campo da saúde em nível 

mundial, encontrando substâncias mais eficazes e menos tóxicas na corrida contra a 

resistência e a proliferação de micro-organismos patogênicos (Barbosa-Filho et al. 2007; 

Ostrosky et al. 2008). 

Ashok et al. (2011) avaliou a atividade antimicrobiana dos extratos dos látices de 16 

espécies de plantas na Índia com histórico etnobotânico frente à 3 micro-organismos: 

Escherichia colli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus utilizando o teste de 

difusão em ágar. Dentre as plantas testadas, Calotropis procera (Apocynaceae) apresentou 

significativa atividade antimicrobiana para Escherichia colli e Staphylococcus aureus com 

halos de inibição de 12,33mm e 11,66mm respectivamente.  

Tijjani et al. (2011) ao confrontar o extrato metanólico de látex de Adenium obesum 

(Apocynaceae) obtiveram resultados superiores quanto a sensibilidade desses micro-

organismos com halos de inibição de 20 mm para Escherichia colli e 26 mm para 

Staphylococcus aureus; no entanto, a atividade do extrato de Adenium obesum não se 

restringiu  às bactérias mencionadas, apresentando atividade para Pseudomonas aeruginosa 

(18mm), Salmonella typhi (19mm), Bacillus subtilis (25mm), Streptococcus pyogenes 

(26mm) e  Corynebacterium ulcerans (19mm). 

Avancini et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro de plantas citadas 

por uso popular como sendo utilizadas na prevenção e controle da mastite bovina no Sul do 
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Brasil, e verificaram que os extratos vegetais de penicilina (Alternanthera brasiliana L.), mil-

em-rama (Achillea millefolium L.), carqueja (Baccharis trimera Less.) e lanceta (Solidago 

chilensis Meyer) foram ativos contra S. aureus. 

Já Schuch (2007), utilizou extratos hidroalcoólicos (EHA) e decoctos (DEC) das plantas 

carqueja (Baccharis trimera Less.), picão preto (Bidens pilosa L.), eucalipto (Eucalyptus sp.), 

erva-de-bicho (Polygonum hydropiper L.) e chichilho (Tagetes minuta L.) para avaliar suas 

atividades antibacterianas frente a micro-organismos causadores de mastite; verificando 

atividade antibacteriana apenas para o extrato hidroalcoólico de eucalipto. 

Silva et. al (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro de óleo essencial de 

Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) sobre o crescimento de 20 cepas de S. aureus 

isoladas de secreções do úbere, fossas nasais e do leite de vacas. Os resultados mostraram 

atividades antiestafilocócicas notadas por halos de inibição do crescimento bacteriano (11 a 

26 mm) verificando-se efeito apenas bacteriostático.  

 

2.4.3 Atividade bioativa de Hancornia speciosa Gomes 

 

Apesar do grande potencial medicinal apresentado pela família Apocynaceae, pouco se 

sabe sobre o potencial bioativo da mangabeira e do seu látex, o qual tem emprego 

etnobotânico na medicina popular em algumas localidades no tratamento eficaz da 

tuberculose, úlcera, herpes, dermatoses e verrugas (Lederman et al. 2000; Nogueira e 

Sampaio, 2006). Santos et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana do látex de 

Hancornia speciosa frente a seis micro-organismos: Mycobacterium tuberculosis, Candida 

sp., Staphylococcus aureus, Neisseria meningitides, Streptococcus sp. e Cryptococcus 

neoformans; e não verificaram propriedade antimicrobiana. Todavia, Silva et al. (2010) 

avaliaram com êxito a capacidade antifúngica do látex da mangabeira contra Candida 

albicans. 

Pott e Pott, (1994) em estudos etnofarmacológicos verificaram uma ampla utilização 

por parte dos moradores da vila Caipé (São Cristóvão, Sergipe, Brasil) do látex obtido a partir 

do tronco da mangabeira no tratamento de luxações, como estimulante das funções hepáticas, 

de certos tipos de inflamações e de micoses (Marinho et al. 2011).  

A atividade bioativa não se restringe ao látex da mangabeira, estando presente também 

na casca (ação gastroprotetora e atividade antimicrobiana (Helicobacter pylori), nos frutos e 

nas folhas nas quais foram verificadas propriedades vasodilatadoras a partir de extrato 

etanólico. Os resultados demonstraram ainda que este extrato possui ausência de toxicidade e 
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efetividade no combate e cicatrização de úlceras gástricas por sua capacidade de estimular a 

síntese de muco e produzir efeito anti-secretório (Ferreira et al. 2007; Moraes et al. 2008).  

 

2.5 Proteases 

As proteases conhecidas também como peptídeo hidrolases são enzimas que atuam na 

clivagem proteolítica de peptídeos sendo uma das mais frequentes e importantes modificações 

de proteínas. As proteases são classificadas como um subgrupo das hidrolases, e sua 

nomenclatura é feita segundo o tipo de reação catalisada, a natureza química do sítio catalítico 

e de acordo com sua estrutura. Dessa maneira, subdividem-se em exopeptidases e 

endopeptidases, dependendo de seu sítio de ação, ou seja, clivando peptídeos terminais ou 

aqueles distantes dos terminais dos substratos, respectivamente. O termo proteinase é 

sinônimo para o grupo das endopeptidases (Tremacoldi, 2009). 

As proteases são agrupadas em cinco classes baseadas no grupo característico de 

resíduos de aminoácidos funcionais: serinoproteases, cisteínoproteases, metalloproteases, 

aspárticoproteases e treoninaproteases. Estes grupos foram identificados a partir do 

sequenciamento do genoma de Arabidopsis totalizando cerca de 488 genes codificadores de 

proteases, dos quais 40% codificam as serinoproteases, 22,5% codificam as 

aspárticoproteases, 19,40% codificam as cisteinoproteases, 15% codificam as metaloproteases 

e 3,10% codificam as treoninaproteases (Neurath, 1990; Hoorn e Jones, 2004; Tremacoldi, 

2009) (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Diagrama das formas catalíticas das proteases. S – Serinoproteases (40%), A – 

Aspárticoproteases (22,5%), C – Cisteinoproteases (19,40%), M – Metaloproteases (15%),  

T – Treoninaproteases (3,10%). Fonte: Tremacoldi, (2009). 
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2.5.1 Funções Fisiológicas das Proteases 

 

As enzimas proteolíticas executam uma grande variedade de funções fisiológicas 

complexas. Sua importância em conduzir as funções metabólicas e regulatórias essenciais é 

evidente, o que pode ser confirmado pela sua ocorrência em todas as formas de organismos 

vivos. Assim, podem exercer papel-chave em processos como: mobilização de proteínas de 

reserva durante a germinação de sementes, catabolismo de proteínas, crescimento, migração, 

senescência e morte celular programada, formação de tecidos, morfogênese, liberação de 

hormônios e de peptídeo farmacologicamente ativo liberação de proteínas precursoras, 

transporte de proteínas através das membranas, reconhecimento de patógenos, pragas e a 

indução eficaz de respostas de defesa (Rao et al. 1998; Tremacoldi, 2009). 

 Em geral, proteases extracelulares catalisam a hidrólise de grandes proteínas à 

moléculas menores para a subsequente absorção pela célula, enquanto as proteases 

intracelulares desempenham um importante papel na regulação do metabolismo (Neurath, 

1990). Porém, em contraste à multiplicidade de funções exercidas pelas proteases, o 

conhecimento sobre os mecanismos pelos quais elas executam todas as atividades ainda é 

limitado (Hoorn e Jones, 2004).  

2.5.2 Atividade Proteolítica em Plantas 

 

O primeiro relato da atividade proteolítica em plantas data de 1799, mas muito 

provavelmente, ela já se fazia conhecida há mais tempo pelos habitantes de ilhas tropicais que 

utilizavam o látex e folhas de plantas de papaya como amaciante de carnes e como vermífugo 

(Mckee, 1962).  

O evento mais extensivamente estudado é a germinação de sementes, em que a 

atividade proteolítica está associada ao crescimento e desenvolvimento de plântulas, bem 

como à renovação de proteínas e à senescência (Richardson, 1991; Radlowski, 2005).  

Um grande número de proteases já foram isoladas de frutos e látices de várias plantas, 

mas apenas recentemente tem sido estudado seu papel em processos celulares do metabolismo 

vegetal incluindo a papaína, bromelina, ficina e quimopapaína. As proteases são amplamente 

encontradas no látex de diversas famílias do reino vegetal dentre elas: Caricaceae, Moraceae 

e Apocynaceae (Asclepias barjoniifolia, Asclepias angustifolia, Calotropis procera, 

Hancornia speciosa Gomes) (Kimmel e Smith, 1954; Sgarbieri et al. 1964; Arribére et al. 

1998; Rasmann et al. 2009; Konno, 2011).  
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2.6 Efeitos Ambientais sobre a Atividade Enzimática 

 

As enzimas são proteínas globulares, e o seu poder catalítico depende da conformação 

tridimensional da molécula, em particular do centro ativo, existindo uma conformação ótima 

para a ligação do(s) substrato(s) e para a catálise propriamente dita. Desta forma, tornam-se 

necessários estudos dos fatores que influenciam a conformação da molécula, e 

conseqüentemente, a atividade e a estabilidade enzimática. Dentre esses fatores, destacam-se 

o pH e a temperatura (Lehninger, 2005). 

 

2.6.1 pH 

O pH influencia a ionização dos aminoácidos constituintes de uma enzima, alterando 

sua conformação e, portanto, sua atividade.  Valores de pH extremos levam a desnaturação da 

proteína, com perda permanente da atividade (Lehninger, 2005). Mudanças no valor de pH 

alteram a distribuição de cargas da enzima. Valores de pH acima do ponto isoelétrico tornam 

a enzima carregada negativamente e abaixo carregada positivamente. As interações não-

covalentes, como as ligações de hidrogênio, ligações hidrofóbicas e interações eletrostáticas, 

que mantém a estrutura tridimensional da proteína, são fracas e podem ser desfeitas com 

valores extremos de pH levando a uma desnaturação (Campbel, 2000). 

 Segundo Bracht, (2003) o pH ótimo de uma enzima está próximo do pH predominante 

onde a enzima possui atividade in vivo, fato este confirmado posteriormente por Freitas et al. 

(2007), ao trabalhar com látex de Calotropis procera, sendo esta espécie pertencente a  

mesma ordem da mangabeira (Gentianales), em que a máxima atividade da protease desta 

espécie foi descrita em pH ácido (5,0) em condições in vivo e de laboratório.  

Em coletas do látex de Hancornia speciosa Gomes registrou-se o pH 3,8 em condições 

in vivo o qual apresentou atividade apreciável em pH 4,0 (tampão citrato-fosfato 0,2 M) em 

condições de laboratório, estando assim em conformidade com os estudos descritos 

anteriormente. Segundo Patel et al. (2012), devido às características das proteases em serem 

lineares com a realidade fisiológica dos líquidos biológicos os quais possuem pH  menor ou 

maior que sete, torna-se extremamente viável a utilização destas enzimas no âmbito medicinal 

e industrial.  
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2.6.2 Temperatura 

A temperatura influencia de forma positiva a atividade enzimática, ou seja, o aumento 

da temperatura favorece a entropia no interior da molécula, e a energia dessas vibrações pode 

tornar-se grande o suficiente para desfazer a estrutura terciária da enzima (Campbel, 2000).  

Chanda et. al. (2011), estudaram a temperatura ótima da protease de Plumeria rubra 

Linn, sendo esta espécie pertencente à mesma família da mangabeira (Apocynaceae), e 

reportaram que a temperatura ótima da protease desta espécie é 55°C. Já no látex da 

mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) as enzimas proteásicas apresentaram atividade em 

uma ampla faixa de temperatura (20 a 85°C), o que sugere que esta enzima é uma proteína 

termoestável e de promissora utilização industrial, visto que, mantém sua atividade 

proteolítica até 85°C sem desnaturar. A temperatura ótima foi verificada a 30°C (dados não 

publicados).  O conhecimento dessas características bioquímicas da enzima é muito 

importante, pois reduz a possibilidade de utilizar condições desnaturantes durante o processo 

de extração, minimizando eventuais perdas em escala industrial. 

 

2.7 Purificação de Proteínas  

A maioria dos custos de produção para um produto biológico reside na estratégia de 

purificação. Existe uma grande necessidade de se estabelecer técnicas de biosseparação 

eficientes e econômicas em larga escala, que permitam atingir elevado grau de pureza e 

rendimento, mantendo a atividade biológica da molécula (Silva e Loh, 2006). 

A purificação de produtos biotecnológicos, produzidos por células microbianas, animais 

ou vegetais, constitui a etapa complexa do processo, dada as variadas características dos 

meios e das biomoléculas de interesse, como as proteínas, aminoácidos, antibióticos, 

polissacarídeos e hormônios. Em resultado à variedade de características, as etapas de 

purificação são tão ou mais desafiantes que o estudo de produção, pois não há processos de 

purificação de aplicação geral (Pessoa-Jr; Kilikian, 2005). Neste sentido, os sistemas de duas 

fases aquosas (SDFAs) desempenham um papel estratégico pois, como veremos em maiores 

detalhes a seguir, as duas fases são formadas predominantemente (60-95%) por água o que 

minimiza a possibilidade de desnaturação ou perda da atividade biológica, constituindo uma 

alternativa eficaz e economicamente viável para novos bioprocessos (Silva e Loh, 2006; 

Asenjo e Andrews, 2012). 
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2.7.1 (Sistema de Duas Fases Aquosas - SDFA) 

A formação dos SDFAs é conhecida desde o final do século 19. A partir dos relatos na 

literatura de Beijerinck (1896), o qual descobriu que soluções aquosas de gelatina e agar ou 

gelatina e amido solúvel, misturadas em uma dada faixa de temperatura e concentração, 

formavam misturas turvas que, em repouso, separavam espontaneamente em duas fases 

líquidas límpidas. A fase mais densa era enriquecida em agar (ou amido) e a fase superior em 

gelatina, sendo que a água era o componente majoritário em ambas as fases. 

Porém, foi apenas com os trabalhos de Per-Åke Albertsson, em meados da década de 

50, que ficou evidente para a comunidade científica a grande potencialidade de aplicação 

destes sistemas à partição/purificação de materiais biológicos, desde proteínas até células. 

Como o solvente é a água em ambas as fases e geralmente se encontra presente em grande 

quantidade, estes sistemas fornecem um ambiente ameno para as biomoléculas evitando, 

assim, mudanças em suas estruturas e perda das atividades biológicas (Silva e Loh, 2006; 

Asenjo e Andrews, 2012). 

A utilização dos sistemas de duas fases aquosas (SDFA), compatível com os processos 

de biosseparações, permite isolar moléculas com atividade biológica de misturas complexas, e 

oferece vantagens como curto tempo de processamento, baixo custo e facilidade de aplicação 

tanto em escala piloto como em escala industrial (Teixeira, 2009). 

O SDFA baseia-se na transferência de massa entre duas fases líquidas imiscíveis. Com 

base nas propriedades físico-químicas  da molécula alvo, a separação irá ocorrer através da 

adição de dois polímeros hidrofílicos (ou um polímero e um sal) que acima da concentração 

crítica destes componentes ocorre espontaneamente a formação de duas fases aquosas 

imiscíveis, extraindo grupos específicos de moléculas para uma das fases resultantes 

(Albertsson, 1986; Tubio; Nerli; Picó, 2004; Coelho et al. 2013). 

Inúmeras propriedades físico-químicas do sistema e do biopolímero influenciam a 

distribuição da biomolécula de interesse entre as fases como a massa molar e a concentração 

dos polímeros (Hartounian  et al. 1994; Huddleston et al. 1996), a presença de ligantes ao 

longo da cadeia polimérica que possam interagir especificamente com sítios de proteínas 

(Sharp et al. 1986; Brooks, 1994), pH e temperatura (Waziri et al. 2004); como também 

fatores associados às proteínas como o tamanho, a conformação (estruturas secundária, 

terciária e quaternária) e a composição (estrutura primária), presença de carga elétrica e 

hidrofobicidade (Collen et al. 2001). Além do mais, a adição de diferentes sais inorgânicos a 

estes sistemas bifásicos produz uma diferença de potencial elétrico na interface, que 

influencia marcantemente a partição de moléculas carregadas eletricamente. Este potencial 
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eletrostático ocorre devido à distribuição desigual dos cátions e dos ânions entre as fases 

enriquecidas pelos diferentes polímeros (Farruggia et al. 2004). 

Um dos polímeros que vêm sendo empregado por apresentar rápida separação de fases, 

baixo custo e elevada seletividade na separação de moléculas com base na solubilidade é o 

polietilenoglicol (PEG) (Pessoa-Jr; Kilikian, 2005; Silva e Loh, 2006; Porto et al. 2011; 

Coelho et al. 2013). Embora existam diversos sais que formem duas fases com o PEG, o sal 

fosfato de potássio (KH2PO4) (Saloma, Zhao et al. 2013) é utilizado por apresentar alto 

coeficiente de partição das biomoléculas em relação a outros sais, tais como o NaCl, Na2SO4, 

Na3C6H5O7 (Porto et al. 2011), (NH4)2SO4 (Coelho, Xavier et al. 2013) além de ser uma boa 

alternativa de baixo custo aos processos convencionais (PEG/dextrana) (Albertsson, 1971). 

O SDFA mostra-se uma técnica eficaz para a recuperação de produtos biológicos e 

eficiente para utilização em escala industrial; a recuperação de produtos biotecnológicos é 

essencial em muitos processos industriais, e a dificuldade nos processos de recuperação 

depende significativamente da natureza do produto. Com isso, sob o ponto de vista 

econômico, o desenvolvimento e otimização de processos de recuperação e purificação de 

proteínas passaram a ser de vital importância na produção industrial dessas biomoléculas 

(Silva e Loh, 2006; Saloma et al. 2013). 

 

2.8 Potencial Biotecnológico das Proteases do Látex de Mangabeira para a Indústria de 

Detergentes 

 

As proteases compõem uma classe de enzimas que representam cerca de 60% do 

mercado mundial de enzimas. As proteases originárias de vegetais possuem especial 

importância para a medicina e para a indústria, pois elas exibem atividade em ampla faixa de 

temperatura e pH ( Antao et al. 2005; Singh et al. 2008).  

As proteases são um dos principais componentes de uma grande variedade de 

detergentes, desde aqueles usados para limpezas domésticas, até àqueles usados para limpeza 

de lentes de contato e próteses dentárias. Sendo que, a maior parte dessas proteases é utilizada 

em formulações de detergentes em pó, respondendo por aproximadamente 25% do mercado 

total de enzimas (Rao et al. 1998). 

Uma condição para que enzimas proteolíticas possam ser usadas na formulação de 

detergentes é que elas sejam alcalinas e termostáveis, com um pH ótimo alto. Essas 

características são importantes devido ao pH do sabão em pó, que é geralmente entre 9 e 12 e 
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a temperatura de lavagem que varia de 50 a 60ºC (Takami et al. 1989; Manachini; Fortina, 

1998). 

A aplicação de proteases em formulações de detergentes aumentou nos últimos anos 

porque elas possuem melhor desempenho na remoção de manchas e manutenção da cor dos 

tecidos, em relação aos produtos convencionais, características estas reconhecidas pelos 

consumidores. Outros pontos positivos são que o uso destes biocatalisadores diminuem o uso 

de produtos químicos, como solventes e substâncias cáusticas, tornando os detergentes menos 

agressivos ao meio ambiente; e reduz o consumo de água e de energia (Castro et al. 2004). As 

proteases são também usadas nas formulações de detergentes para lavar louça (Showell, 

1999). 

O uso de proteases cresceu em importância, e estas enzimas deixaram de ser simples 

aditivos das formulações de detergentes passando a serem ingredientes chave. Um importante 

parâmetro na escolha das proteases de detergentes é o valor do seu ponto isoelétrico (pI), 

porque estas enzimas agem melhor quando o valor do pH das soluções de detergentes é 

aproximadamente o mesmo do pI da enzima. Contudo, existem outros parâmetros envolvidos 

na escolha de uma boa protease para detergentes, tais como: compatibilidade com os 

componentes do detergente (surfactantes, perfumes e branqueadores), boa atividade à 

temperatura de lavagem e eficiência na remoção de manchas (Showell, 1999). 

Diante do exposto, evidencia-se a potencialidade da utilização do látex para a 

compreensão do metabolismo antioxidativo de plantas de mangabeira submetidas à condições 

de estresse oxidativo, como também a obtenção de produtos com fins industriais, uma vez que 

os resultados de estudos com membros pertencentes à família Apocynaceae apresentam-se 

extremamente viáveis. No entanto, as pesquisas com Hancornia speciosa Gomes que avaliem 

suas potencialidades biotecnológicas são escassas sendo sua maioria composta por relatos 

etnobotânicos. Existe uma necessidade crescente de pesquisas que viabilizem a descoberta e 

bioprospecção de compostos bioativos potentes originários de fontes vegetais os quais 

poderão fornecer subsídios na obtenção de produtos contribuindo assim, para o fortalecimento 

dos pólos químico e farmacológico em âmbito regional e nacional. 
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Capítulo 1 

 

Latex as an oxidative stress indicator in mangabeira tree (Hancornia speciosa Gomes) 

submitted to water deficit
1
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Abstract 

The biochemical responses of three lattices accesses (Pernambuco-(PE), Paraíba-

(PB) and Rio Grande do Norte-(RN)) of mangabeira tree (Hancornia speciosa 

Gomes) established in a germplasm bank facing the water deficit were evaluated in 

vivo due to rainfall variation observed over the months of drought in 2010 to 2012 

years in the João Pessoa-PB city. SOD activity increased over the years. The highest 

values were recorded in the year 2012, being RN access what obtained highest 

average activity. The H2O2 level increased in the 2010 and 2011years, reflecting the 

low activity of APX in those years. In the 2012 year, there has been increased of 

SOD and APX activity, evidencing the H2O2 content control. APX activity increased 

when precipitation declined. The largest APX activity were in the 2012 year  in all 

accesses evaluated, being RN access which presented higher activity than other 

accesses that year, and the PE access the lower APX activity. The major averages 

about H2O2 content were observed in the 2011year for all accessions tested. The PB 

access obtained greater accumulation of H2O2 in the 2010 and 2011years; already in 

the 2012 year, the highest content of H2O2 was observed in the PE access. PPO 

activity, increased gradually in the PE and RN accesses over the years evaluated. In 

the PB access, the activity has reduced over the years. The results indicates that 

increased exposure to drought induces distinct responses of antioxidative 

metabolism in mangabeira accesses investigated and mangabeira latex is a viable 

alternative for evaluation of antioxidative metabolism. 

Key words: Antioxidative response, Hancornia speciosa Gomes, in vivo, latex, 

rainfall, water deficit. 
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Introduction 

The Hancornia speciosa Gomes species, of the Apocynaceae family, is a 

tropical fruit tree native from Brazil and found in various regions of the country, since 

the coastal trays and coastal lowlands in the Northeast, where it is more abundant, till 

the cerrados of Central-West, North and Southeast regions (Andersen and Andersen, 

1988).  

The mangabeira, a cerrado typical species is a laticifer plant which presents 

aromatic, tasty and nutritious fruits, with wide acceptance in the market, both for fresh 

consumption, as for the industry. The exploitation of this species is restricted mostly 

to the fruits, latex at a drawback regarding the knowledge of its attributes and 

bioactive potential (Lederman et al., 2000). 

The mangabeira vegetative development is more significant during periods of 

higher temperature and pattern rainfall is between 750 and 1.600 annual mm, 

although the species is resistant to water deficit periods (Andersen and Andersen, 

1988). Physiological and biochemical behavior informations of mangabeira against to 

environmental variations are few, especially under water restriction conditions 

(Nogueira et al. 1999). 

The environmental adversities such as UV radiation, intense light, herbicides, 

pathogen attack, hyperoxia, ozone, drought, heavy metals, high salt concentration, 

temperature extremes, air pollution, among others, may be inducing biotic and abiotic 

stress (Mitler, 2006; Jiping et al., 2007; Gupta, 2011), influencing the plant secondary 

metabolites composition and production, including latex (Melo-Reis, 2010). The latex 

biological properties exert defensive role, against environmental fluctuations (abiotic 

stress) and predators, pathogens (biotic stress) attacks (Azarkan et al., 2005; 

Sumantha, 2006; Hagel, 2008; Konno, 2011). 

According Morcelle et al., (2004) and Aguiar (2006), latex is the cytoplasmic 

fluid of tissues vegetables laticifers, milky, and usually whitish color. It consists of 

complex emulsion composed of: proteins, amino acids, carbohydrates, lipids, 

vitamins, alkaloids, carbonates, gums, resins, tannins, and terpenes. In the specie 

latex, the constituents are always the same, and there may be quantitative changes, 

ranging under the influence of environmental factors and phenological events 

(Pinheiro and Pinheiro, 2006).  

According Shewry and Lucas (1997) and De Wit (2007), plants can change the 

composition of molecular compounds, as a defense mechanism and many of these 
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changes may be directly related to the defense and protection. To survive during the 

evolutionary process, plants have developed response mechanisms against damage 

and disease, when triggered, recognize aggression (Konno, 2011). 

Currently, the biological significance of latex is poorly known there are few 

published data. Most authors hold the hypothesis of a defensive role of lattices 

against insects and phytopathogens. Such hypothesis is mainly supported by 

phytochemical profile found in distinct lattices (Farias et al., 2007; Freitas et al., 

2010). Latex, however, not only has phytochemical relevance, but also physiological, 

highlighting the importance of understanding the breadth of its role in metabolic 

activity and implications in plant protection (Freitas et al., 2010). Recent surveys of 

latices have contributed to the understanding the structure and occurrence of 

secondary metabolites naturally accumulated in laticifers (Elsasser et al., 2005; 

Mazoir et al., 2008). However, studies that mention the proteins activities on latices 

under a physiological perspective are just beginning, being restricted to proteins of 

the latices involved in primary metabolism, limiting the elucidation of the role of latex 

in plants (Freitas et., al 2010). 

According Sumantha (2006) and Konno (2011), in the latex composition has 

been found a broad range of enzymes such as oxidases and proteases that have 

biological properties which confer protection for plants against environmental 

damage. The biotic or abiotic stresses lead to changes in expression pattern of 

proteins in plants may occur as both inhibition of the induction of specific constituent 

protein biosynthesis (Soares and Machado, 2007). 

Appropriate responses to environmental changes are crucial for adaptation, 

growth and survival of the plant and the study of these responses enable the 

understanding of the functioning of biological systems under different environmental 

conditions. But, the molecular and biochemical mechanisms that orchestrate these 

responses are still poorly understood (Kato-Noguchi and Morokuma, 2007; Gupta, 

2011; Santino et al., 2013). 

It is known that a route plant defense, perhaps the best known is called route 

octadecanoid, which culminates with the production of jasmonic acid: a plant 

hormone that induces the expression of several genes related to defense against 

stress (Soares and Machado, 2007). This same route induces hydrogen peroxide 

(H2O2) production, a reactive oxygen species that can act initially as a signaling 

molecule in plant defense. Other reactive oxygen species (ROS) such as superoxide 
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anion (O2
.-) and hydroxyl radical (OH.), and several antioxidant enzymes are 

modulated constantly against specific stress, in order to get around it (Mittler, 2002). 

According Van Loon et al.,(2006), is expected to occur antioxidative activity in latex, 

considering the endogenous oxidative process involving secondary metabolites in 

plants specialized cells. The antioxidative enzymes, however, are recognized as 

pathogenesis-related proteins and regulated according to the intensity of the 

infection. 

The antioxidative enzymes present in the latex, such as superoxide dismutase, 

ascorbate peroxidase, polyphenol oxidase and catalase to, among others that make 

up the antioxidative system, are of great importance, because they are responsible 

for keeping under control the level of reactive oxygen species (ROS), thus preventing 

damage to the photosynthetic apparatus, the membrane lipids, proteins and nucleic 

acids under inducing conditions biotic and abiotic stresses (Houssain et al. 2009; 

Seckin and Aksoy, 2013). The efficiency of this regulation may be differentially 

assigned to tolerant or sensitive plants to oxidative stress (Moller et al. 2007; Gupta, 

2011).  

Most of the antioxidant enzymes system operates catalyzing the conversion of 

H2O2 to H2O and O2 with the exception of SOD, which operates in the dismutation of 

superoxide anion (O2
.-) Xu et al., 2008; Gill and Tuteja, 2010). The stress tolerance 

varies not only between species, but also between plants of the same species and 

between leaves of the same plant at different stages of development (Klumpp et al. 

2000). 

Therefore, we aimed to evaluate the in vivo biochemical responses of the 

lattices of three mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) accesses (PE, PB and 

RN) which are currently considered the most productive, established in a germplasm 

bank against the water deficit resulting from the variation in rainfall observed over the 

dry months, in the 2010 to 2012 years in the João Pessoa (PB) city. 

Materials and methods 

Collecting Mangabeira Latex  

Latex of Pernambuco (PE), Paraíba (PB) and Rio Grande do Norte (RN) 

accesses were collected at the José Irineu Cabral Experimental Station unit, 

belonging for Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuária da Paraíba (EMEPA-PB) 

located in João Pessoa (PB) city, through incisions in the stem with the aid of 
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stainless steel cutting material, and then stored under refrigeration at -20 °C until 

analysis. 

Antioxidative Enzymes Determination 

Superoxide Dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1)  

The superoxide dismutase activity was determined by measuring their ability to 

inhibit the photochemical reduction of nitro blue tetrazolium chloride (NBT), as 

described by Giannopolitis et al., (1977). The reaction mixture (3.0 mL) was 

composed of 0.05 ml sample 1.765 ml of potassium phosphate buffer (50 mM, pH 

7.0), 0.03 ml EDTA (0.1 mM) 0.78 ml of methionine (13 mM) 0.225 ml NBT (75 mM), 

0.15 ml riboflavin (1mM). Riboflavin was added last and the tubes were shaken and 

exposed to fluorescent lamps (30 watts) for 5 minutes. After this time, the tubes were 

kept in dark, and measured absorbance at 560 nm. A unit of SOD activity (U) has 

defined as the amount of enzyme required to cause a 50% reduction in the rate of 

NBT. The results were expressed as U mg SOD-1 protein. 

Ascorbate peroxidase (E.C. 1.11.1.11) 

The activity was determined as described by Nakano and Asada (1981). The 

reaction mixture (1.5 mL) was composed of 0.075 ml sample, 1.335 ml of potassium 

phosphate buffer (50mM, pH 7.0), 0.075 ml of L ascorbic acid (0.5 mM) and 0.015 

mL of hydrogen peroxide (20mM).The assay depends on the decrease in 

absorbance at 290nm as ascorbate was oxidized. The activity was expressed as 

µmol AsA / mg protein / min. 

Catalase (E.C. 1.11.1.6) 

The activity was determined according to Havir and Mchale (1987).  The 

reaction system (1.5 ml) was composed of 1.390 ml of potassium phosphate buffer 

(50mM, pH 7.0), 0.050 ml of the sample and 0.060 ml of hydrogen peroxide (0.5 M). 

The decomposition of H2O2 was followed at 240 nm (E = 39.4 mM−1 cm−1). The 

activity was expressed as µmol H2O2/mg protein / min. 

Poliphenoloxidase (E.C. 1.14.18.1) 

The activity was determined as described by Kar and Mishra (1976). The 

reaction system (1.5 ml) was composed of 1 ml of pyrogallol (50 mM), 0.250 ml of the 

sample and 0.250 ml of sulfuric acid (5%).  The absorbance was performed at 420 

nm, and the activity expressed in U / ml. 

Hydrogen Peroxide Content (H2O2) 
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The hydrogen peroxide content was quantified according to the Alexieva et al., 

(2001) protocol. The fresh samples were homogenized with trichloroacetic acid (TCA) 

0.1%, 1 mL/10 mL (v: v) ratio. The samples were centrifuged at 10,000 g for 15 min 

at 4 ° C. The supernatant was removed 0.2 mL to which was added 0.2 mL of 

potassium phosphate buffer 100 mM (pH 7.5) and 0.8 mL of potassium iodide (1 M). 

The samples remained on ice in the dark for one hour. After this period, samples 

were removed from ice and kept at room temperature for stabilizing the reaction, and 

then measured absorbance at 390 nm. 

Protein Content (Bradford) 

Protein concentration in the enzyme extract was determined by the method of 

Bradford, (1976). 

Statistical analisys 

It was used a 3x3 factorial design consisting of factors: access (PE, PB and RN) x 

sampling times (2010, 2011 and 2012). Quantitative data were subjected to analysis 

of variance and means were compared by Tukey test at 5% probability, using the 

Assistat software (Assis and Silva, 2013). 

Results and Discussion 

Environmental stresses situations among them water deficit resulting from 

irregular rainfall distribution, limiting the development of plant species causing, in 

most cases, the accumulation of free radicals in response to these oscillations 

(Valliyodan and Nguyen, 2006; Solomon et al., 2009).  

Throughout the experimental period, the maximum rainfall (28.63 mm) was 

recorded in 2010 and the minimum (11.2 mm) occurred in 2012 (Fig. 1), a rainfall 

deviation of 76.15 mm to 2010 mm and 90.7 mm for the 2012 year, respectively 

(www.aesa.pb.gov.br/ accessed in: May, 2013). 

According to Doorenbos and Kasan (1979), rainfall distribution periods less than 60 

mm of rain has characterized water deficit.  

Water deficit leads biochemical changes, especially in the antioxidant defense 

system (Gratão et al., 2005). However, it is important to highlight that the observed 

changes, as well as the adaptation of plants to adverse conditions, are strongly 

associated with the duration and intensity of stress (Behera et al., 2003), species 

(Ghannoum, 2009) and the genotype (Gimenez et al. 1992; Abraham et al. 2004). 

http://www.aesa.pb.gov.br/
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The mangabeira accesses PE, PB and RN had different responses regarding the 

antioxidant enzymatic and non-enzymatic activity (Fig. 2). These accesses seem to 

have different adaptive mechanisms to regulate their redox state against drought. 

As to SOD activity, it was increased over the years evaluated (Fig. 2A). The 

highest values were observed in 2012 (Fig. 2A), and RN access had higher average 

activity compared to other accesses. 

In response to the SOD high activity, the H2O2 level increased in the 2010 and 

2011 years reflects, also the still low APX activity in these years. In 2012, there was 

increased SOD and APX activity, showing control the H2O2 content (Fig. 2 A, B, C). 

Although SOD part of an initial adjustment tolerance of plants to oxidative 

stress, accumulation of H2O2, a product of that enzyme is as damaging superoxide 

(Gupta, 2011). 

Plants contain different SOD isoforms, suggesting the existence of multiple 

nuclear genes (Scandalios, 2005). The regulation of genes encoding for SOD is very 

sensitive to environmental variations, probably due to changes in redox potential of 

the cell. Increased SOD activity, caused by drought, has been reported in several 

species such as olive (Doupis et al., 2013), mulberry (Yu et al., 2013), fig (Gholami et 

al., 2012), among others. 

Similar results on the activities of antioxidant enzymes (APX and SOD) were 

obtained by Freitas et al., (2010) evaluated the protein profile of lattices of two 

species of the family Apocynaceae: Cryptostegia grandiflora R.Br. and Plumeria 

rubra L. According Salunke et al., (2005) the laticifers are specialized cells that 

express DNA information differently, leading to the synthesis of specific proteins and 

metabolites. 

Wang et al., (2013) when comparing two apple genotypes with different levels 

of tolerance to drought found that adaptation to drought depends on different 

mechanisms including the ability to increase the antioxidant enzymatic and non-

enzymatic activity. However, this feature seems to vary according to the genotypes. 

The APX activity increased when precipitation declined. The highest average 

APX activity (Fig. 2C) were recorded in the 2012 year  in all evaluated accesses, with 

RN access showed higher activity than the other accesses that year, and PE access 

lower APX activity. 
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No catalase (CAT) activity was detected in the course of the experiment, 

however Freitas et al., (2010) reported CAT activity for Cryptostegia grandiflora R.Br. 

and detected no activity for Plumeria rubra L. although the species evaluated in this 

experiment (Mangabeira) and investigated by the authors belong to the same family, 

Apocynaceae, that way again stands out the differences in the metabolism of the 

latex protein expression. 

The highest average of the hydrogen peroxide (H2O2) content (Fig. 2B) were 

observed in 2011 for all accesses evaluated. PB access had a higher accumulation 

of H2O2 in the 2010 and 2011years, whereas in 2012, the highest level of H2O2 was 

observed in PE access when compared with other treatment, demonstrating a 

possible signaling role of this ROS in the activation of enzymes and gene expression 

(Fig. 2B). 

The endogenous concentrations of H2O2 described in a wide range of species, 

are quite variable from nanomoles (nmol / g) to hundreds of micromoles (μmol / g) in 

fresh matter (Veljovic-Jovanovic et al., 2002), which difficult to establish toxic levels. 

Thus, it is important to point out that the H2O2 to be a more stable molecule and 

have lower reactivity compared with other ROS (Gratão et al., 2005) not has 

reached, in the accesses studied, sufficient concentration to stimulate the activity of 

APX and consequent oxidative protection the 2010 and 2011 years. 

Even though the deleterious role is assigned to the majority of ROS, some 

authors advocate the molecular signaling role of environmental conditions, in 

particular by hydrogen peroxide (H2O2) (Mittler, 2002; Xiong et al., 2002; Miller et al., 

2008). H2O2 can be removed by APX and CAT through different mechanisms also 

result in O2 and H2O (Mittler, 2002; Foyer and Noctor, 2003). 

According to Bowler and Fluhr (2000), the accumulation of H2O2 in specific 

tissues and in suitable quantities benefits plants mediating acclimation and cross-

tolerance to biotic and abiotic stresses. It has been shown that the addition of H2O2 in 

leaf tissues and its endogenous induction acts as a signal to induce the expression of 

genes related to catalase, ascorbate peroxidase, guaiacol peroxidase, and 

glutathione peroxidase. Thus, the production of H2O2 in different cellular 

compartments coordinates the activity of antioxidant enzymes, which act alone or in 

conjunction determining the type and level of response to environmental stresses. 

The specificity between the enzymes and H2O2 reflect their different affinities 

wherein the APX has a high affinity operating on the order of micromolar (μM) of 
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H2O2 while the CAT has low affinity, acting in order of millimolar (mM), of H2O2 

(Gupta, 2011). 

 Thus, the APX seems to be responsible for fine adjustment of the response to 

ROS (Mittler, 2002), with great importance in protecting against oxidative damage. 

This apparel may be essential to cause the modulation at the level of H2O2 resulting 

in signaling and, therefore, oxidative protection (Shigeoka et al., 2002; Scandalios, 

2002, 2005).  

Therefore, the balance between APX and CAT gene and biochemical level may 

be an important mechanism to enable other routes defense to oxidative stress 

conditions against environmental stresses (Møller et al., 2007; Nguyen et al., 2009). 

It was found in this work an inverse relationship regarding APX activity and 

H2O2 content (Figs. 2A and 2B). According to previous studies carried out by Foyer 

and Noctor (2000), the APX are peroxidases that act in the removal of H2O2 inside 

the cell and act in synchrony with other enzymes involved in the ascorbate-

glutathione cycle being directly involved in the response to water stress, and its 

increased activity with increased exposure to stress. Thus confirming the results 

related to the effects of water stress in Andiroba (Carvalho et al., (2013), beets 

(Romano et al., 2013) in apple genotypes (Liu et al., 2012) and Seckin and Aksoy 

(2013 ) evaluated the responses of antioxidative metabolism to drought of seedlings 

of Pancratium maritimum L. 

As for PPO activity, it was found gradual increase in PE and RN accesses over 

the years evaluated. In the PB access, there was a reduction in activity in the course 

of the years studied (Fig. 2D).  

The PPO is associated with cell wall structure of plants, having also a a 

protective function against the action of ROS in response to oxidative stress and 

injuries resulting from herbivory plant or exploitation of latex (Alvarenga et al., 2011). 

According to Wahler et al. (2009), the wound through the cut to sangria in most 

laticifer plants induces an immediate increase in PPO activity by rapid release of 

rubber complexes (Frey Weyssling) which enables the rapid sealing of the wound 

and reducing the risk of infection by facultative pathogens. 

The PPO acts in hydroxylation and oxidation of phenolic compounds, which are 

ultimately converted to quinones (Zhu-Salzman et al., 2008; Agrawal and Konno, 

2009). According to Mayer (2006), the polyphenol oxidases activity levels have a 

direct relationship with plant tolerance to water stress, which can mean a form of 
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protection of plant tissues against oxidative stress generated under such 

circumstances. 

Several studies have demonstrated stimulation of PPO activity proportional to 

the increase of water stress in several species: tomato (Tahi et al., 2008), olive 

(Anjum et al., 2012), apple (Wang et al., 2012) and quinoa (Fghire et al., 2013). 

The results of this experiment indicates that increasing the period of exposure 

to water deficit increased levels of reactive oxygen species (ROS) and the enzymatic 

activity of the accesses studied variable manner, minimizing the deleterious effects of 

ROS, except for PPO in PB access. 

According to Fan et al., (2009), as the water deficit increases, plants elevate 

ROS levels and enzymatic activity, enabling the rebalancing of redox homeostasis 

and consequent adaptation and tolerance. 

In the face of global climate change, is increasingly important to study the effects that 

these changes may cause in the plants, as well as defining the role of the substances 

participating in the biochemical processes related to plant defense. Understanding 

the mechanisms underlying physiological and biochemical response of the plant to 

drought and their metabolites, it is essential to provide from a protein perspective, an 

integration of the responses of antioxidant metabolism, which converge for the 

elimination of ROS; allowing through biotechnology, obtaining agricultural varieties 

more tolerant to future climate change and less susceptible to the impacts of abiotic 

stress, which can increase production, quality and sustainability of the plants. 

Conclusions 

 

Increased exposure to drought induces distinct responses of antioxidative 

metabolism in accesses of mangabeira studied, the highest activities of SOD, APX 

and PPO were observed in RN access but the lowest mean activity of these enzymes 

were obtained in PE access. Given the biochemical variations obtained from the 

responses of the antioxidant metabolism enzymes (SOD, APX, PPO) and the content 

of H2O2, latex mangabeira shown a viable alternative for evaluating the antioxidant 

metabolism in plants subjected to abiotic stress conditions. 
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Figure Legends 

 

Fig. 1. Pluviometry of João Pessoa (PB) city in the quarter of October, November and December in 2010, 2011 

and 2012 years. Means followed by the same letter do not differ statistically among themselves by Tukey test at 

5% probability. 

 

Fig. 2. SOD activity (A), H2O2 content (B), APX activity (C)  and PPO activity (D) in the Pernambuco (PE), 

Paraíba (PB) e Rio Grande do Norte (RN) of mangaba tree (Hancornia speciosa Gomes) access latex under 

conditions of water deficit in the 2010, 2011 and 2012 sampling periods. Means followed by the same letter do not 

differ statistically among themselves by Tukey test at 5% probability. Uppercase letters compare sampling periods 

and lowercase letters compare accesses of mangaba tree. 
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Capítulo II  

 

Atividade antimicrobiana do látex de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes).
2
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Trabalho desenvolvido no Programa de Pós-Graduação em Botânica/UFRPE, a ser enviado 

para a revista Journal of Medicinal Plant Research. 
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ABSTRACT 

Considering the growing demand for new antimicrobial agents for the treatment and 

control of cattle and goat mastitis, we evaluated the antimicrobial activity of latex 

mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) against a group of bacteria genus 

Staphylococcus responsible for this pathology. The mangabeira latex was collected 

through an incision in the stem with cutting stainless steel material, and then stored 

under refrigeration at - 20°C until analysis. In the first stage nine strains of bacteria 

were used: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Enterococcus 

faecalis, Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus (isolated from goat mastitis). In 

a second step we used twenty-eight isolates of Staphylococcus, with fourteen causes 

of cattle mastitis and the other fourteen isolates causing goat mastitis. It was 

recorded for the first time the antimicrobial activity of latex mangabeira against 

Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus and Enterococcus faecalis. The 

mangabeira latex showed bactericidal activity to 100% of the tested microorganisms, 

totaling 28 isolates causing microorganisms cattle and goat mastitis, evidencing the 

effectiveness of this plant metabolite, being promising for use as herbal medicine in 

the treatment of cattle and goat mastitis. 

Key words: Bactericidal activity, cattle mastitis, goat mastitis Hancornia speciosa 

Gomes, latex. 
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INTRODUÇÃO 

A bovinocultura e a caprinocultura brasileira dispõem de um expressivo 

rebanho, principalmente na região centro-oeste e nordeste do Brasil, onde se 

encontram aproximadamente 34,6% dos bovinos e 90% dos caprinos 

respectivamente. A região nordeste (NE) possui o 3° maior rebanho de bovinos do 

Brasil, já o estado de Pernambuco apresenta o 3º maior efetivo de pequenos 

ruminantes no nordeste do país (IBGE, 2012).  

A elevada adaptabilidade destes animais às condições edafoclimáticas da 

região, além da baixa necessidade de capital inicial, torna a criação destes 

ruminantes uma alternativa viável para a geração de renda e garantia de segurança 

alimentar para a população nordestina, principalmente aquela localizada em áreas 

semi-áridas (Holanda Junior & Araújo, 2004).  

Na região NE do Brasil, a falta de organização dos criadores, de assistência 

técnica especializada, além da precariedade do manejo higiênico-sanitário, são 

algumas das dificuldades que impedem o crescimento da atividade. Os problemas 

sanitários, nutricionais e de manejo em geral, limitam o potencial produtivo dos 

animais (Vieira et al. 1998).  

Dentre os principais problemas sanitários, destaca-se a mastite caprina e 

bovina, que caracteriza-se pela inflamação da glândula mamária ocasionada, 

geralmente, por micro-organismos (Islam et al. 2011). As infecções intramamárias 

em ruminantes geram graves prejuízos econômicos da ordem de 35 bilhões de 

dólares, devido ao descarte do leite, custos com medicamentos e assistência 

veterinária, tempo de eliminação dos antibióticos, aumento da mão-de-obra, redução 

da qualidade e quantidade do leite e seus subprodutos além de ser importante 



 

 

 

83 
 

problema de saúde pública (Contreras et al. 2007; Baskaran et al. 2009; Okmen & 

Turkcan, 2013).  

Os programas de controle possuem o objetivo de diminuir a prevalência da 

doença para níveis aceitáveis, uma vez que sua erradicação não é viável. Entre as 

medidas recomendadas para o controle das mastites produzidas pela maioria dos 

organismos incluem-se as medidas higiênicas (Barlett et al. 1992). 

Dentre as formas de mastite, a mastite clínica é facilmente diagnosticada por 

alterações no leite e no úbere (Ladeira, 1998; Anderson et al., 2004). No entanto, a 

forma mais relacionada aos prejuízos é a mastite subclínica, que não pode ser 

diagnosticada pela observação visual da fêmea ou do leite e sim pela presença de 

elevadas contagens de células somáticas (CCS) no leite e o cultivo bacteriano 

(Klaas et al. 2004; Islam et al. 2011).  

A terapia das mastites subclínicas, causadas principalmente por estafilococos e 

estreptococos, durante a lactação apresenta resultados variáveis quanto ao sucesso 

das terapias (Berry et al. 1997, Pengov & Ceru, 2003). A utilização de antibióticos 

constitui a principal forma de tratamento de casos de mastite na propriedade. No 

entanto, o alto custo e a resistência bacteriana a esses compostos vêm levando os 

pesquisadores à busca de novas alternativas para o controle dessa enfermidade 

(Loguercio et al. 2006; Baskaran et al. 2009).  

A obtenção de novos agentes antimicrobianos se faz necessária devido ao 

surgimento de micro-organismos resistentes e de infecções oportunistas fatais. O 

estudo de agentes antimicrobianos tem grande abrangência, sendo ponto importante 

em vários setores do campo farmacêutico, cosmético e veterinário, sendo de 

extrema relevância, principalmente em um país como o Brasil que dispõe de uma 
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imensa biodiversidade florística na qual apenas 8% desta é estudada para a busca 

de compostos bioativos (Barbosa-Filho et al. 2007; Ostrosky et al. 2007; Salvi, 

2008). 

É relevante o conhecimento do potencial medicinal de plantas da flora do 

nordeste do Brasil numa etapa posterior sendo ponto de partida para a obtenção de 

compostos sintéticos ou biossintéticos (Bôas & Gadelha, 2007). O uso de plantas 

medicinais constitui uma opção viável em decorrência, principalmente, da facilidade 

de obtenção e o baixo custo (Marinho et al. (2007). 

Embora ainda haja pouca informação disponível, nos últimos anos tem havido 

grande interesse no látex de diversas espécies, pois se apresenta como uma fonte 

potencial de compostos biologicamente ativos (Shivaprasad et al. 2009; Melo-Reis, 

et al. 2010).  

Dentre as plantas laticíferas utilizadas com fins medicinais, destacam-se as 

pertencentes à família Apocynaceae, as quais possuem significativa reputação 

etnobotânica devido à ampla utilização das substâncias resultantes do metabolismo 

secundário; estas em sua maioria possuem propriedades farmacológicas 

reconhecidas cientificamente (Tijjani, 2011). 

Apesar do grande potencial medicinal apresentado pela família Apocynaceae, 

pouco se sabe sobre o potencial bioativo da mangabeira (Hancornia speciosa 

Gomes) e do seu látex, o qual tem emprego etnobotânico na medicina popular em 

algumas localidades no tratamento eficaz da tuberculose, úlcera, herpes, 

dermatoses e verrugas (Lederman et al. 2000; Nogueira & Sampaio, 2006). 
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A atividade bioativa não se restringe ao látex da mangabeira, estando presente 

também na casca (ação gastroprotetora e atividade antimicrobiana (Helicobacter 

pylori), nos frutos e nas folhas nas quais foram verificadas propriedades 

vasodilatadoras a partir de extrato etanólico (Ferreira et al. 2007; Moraes et al. 

2008). Os resultados demonstraram ainda que este extrato possui ausência de 

toxicidade e efetividade no combate e cicatrização de úlceras gástricas por sua 

capacidade de estimular a síntese de muco e produzir efeito anti-secretório. 

Os metabólitos secundários presentes nas plantas estão relacionados com a 

maioria das propriedades terapêuticas destas, tornando-as uma grande fonte de 

medicamentos os quais têm apresentado um incrível poder de cura no seu estado 

natural ou como fonte de novos agentes farmacológicos (Aibinu, 2006). 

As propriedades terapêuticas provenientes do metabolismo secundário das 

plantas têm sido investigadas na constante e recente evolução científica em todo o 

mundo, devido à sua potente atividade antioxidante, ausência de efeitos colaterais e 

viabilidade econômica (Ashok et al. 2011). Dessa forma, o desenvolvimento e a 

intensificação de estudos é essencial para a comprovação da eficácia e a segurança 

dos medicamentos preparados a partir destas plantas para validá-las cientificamente 

como medicamentos seguros e eficazes. Além de contribuir significativamente no 

desenvolvimento do campo da saúde em nível mundial, encontrando substâncias 

mais eficazes e menos tóxicas contra a resistência e o surgimento de micro-

organismos patogênicos (Calixto, 2000; Simões, 2003; Sawadogo et al. 2012). 

Em diversos estudos, a atividade antimicrobiana de extratos naturais de plantas 

e de alguns de seus compostos do metabolismo secundário, aos quais são 

atribuídos a atividade antimicrobiana de extratos vegetais (Souza et al. 2007; 
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Simões et al. 2007); têm sido avaliadas evidenciando uma alternativa de prevenção 

e tratamento seguro, extremamente viável contra microrganismos indesejáveis, visto 

que, alguns destes já se encontram resistentes aos fármacos sintéticos de última 

geração lançados no mercado (Aibinu, 2006; Schuch et al. 2008; Gonçalves et al. 

2011). 

Considerando a crescente demanda por novos agentes antimicrobianos para o 

controle e tratamento da mastite bovina e caprina, avaliou-se a atividade 

antimicrobiana do látex de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) frente a um 

grupo de bactérias do gênero Staphylococcus responsável por essa patologia. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Coleta do Látex de Mangabeira  

O látex de mangabeira foi coletado na Estação Experimental José Irineu 

Cabral, unidade pertencente à Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuária da 

Paraíba S.A. (EMEPA-PB) localizada em João Pessoa (PB), através de incisões no 

caule com auxílio de material cortante de aço inoxidável, e posteriormente 

armazenado sob refrigeração à -20°C até o momento das análises. 

Concentração Mínima Inibitória (CMI) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

Os experimentos de atividade antimicrobiana do látex de mangabeira foram 

conduzidos a partir do teste de difusão em poço em ágar Müeller-Hinton segundo a 

metodologia proposta a partir das Normas da Comissão Nacional de Laboratório de 

Análises Clínicas (NCCLS, 2005). 
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Esse teste baseia-se na determinação da menor concentração da solução 

padrão necessária para inibir o crescimento do micro-organismo-teste; relacionando 

o tamanho da zona de inibição de crescimento do microrganismo teste com a 

concentração da substância ensaiada (Pinto et al. 2003). 

Na primeira etapa foram utilizadas nove cepas de bactérias: Escherichia coli 

(UFPEDA 224), Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Klebsiella pneumoniae 

(UFPEDA 396), Candida albicans (UFPEDA 1007), Pseudomonas aeruginosa 

(UFPEDA 416), Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis (UFPEDA 138), Bacillus 

subitilis (UFPEDA 86) e Staphylococcus aureus (32) (isolado de mastite caprina), 

que foram mantidas em tubos de ensaio contendo caldo Mueller-Hinton por 24 horas 

em temperatura de 37ºC para posterior inoculação nas placas de Petri.  

Os microorganismos em duplicata foram semeados nas placas de Petri 

contendo ágar Müeller-Hinton, seguindo-se da aplicação de 50 μL das diluições 

(1.6%, 3.12%, 6.25%, 12.5%, 25%, 50% e 100%) da solução padrão do látex de 

mangabeira protegida sob o número BR 102013018181-1 (Pedido de Registro de 

Patente) nos poços. 

Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 

24 horas. A avaliação é comparativa frente a um padrão biológico de referência 

(controle positivo – (Clorexidrina – 4%), controle negativo – (Solução salina de NaCl 

– 0.9%) e o halo de inibição de crescimento é medido partindo-se do diâmetro, até a 

margem onde há crescimento de microorganismos (Barry and Thornsberry, 1991). 

A concentração bactericida mínima (CBM) foi estabelecida como a menor 

concentração da solução em estudo capaz de causar a morte do micro-organismo 

teste após inoculação em placas de Petri contendo ágar Muller-Hinton. 
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Foram utilizados vinte e oito isolados do gênero Staphylococcus, sendo 

quatorze causadores da mastite bovina e os outros catorze isolados causadores da 

mastite caprina, estes foram mantidos em tubos de ensaio contendo caldo Mueller-

Hinton por 24 horas em temperatura de 37ºC para posterior inoculação nas placas 

de Petri.  

Os micro-organismos em duplicata foram semeados nas placas de Petri 

contendo ágar Müeller-Hinton, seguindo-se da aplicação de 50 μL das diluições 

(50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) da solução padrão do látex de mangabeira 

protegida sob o número BR 102013018181-1 (Pedido de Registro de Patente) nos 

poços. 

Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 

24 horas. A avaliação é comparativa frente a um padrão biológico de referência 

(controle positivo – (Clorexidrina – 4%), controle negativo – (Solução salina de NaCl 

– 0.9%) e o halo de inibição de crescimento é medido partindo-se do diâmetro, até a 

margem onde há crescimento de micro-organismos (Barry and Thornsberry, 1991). 

Análises Estatísticas 

Os dados quantitativos foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade, utilizando-se o 

programa ASSISTAT (Assis and Silva, 2013). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A utilização de plantas no tratamento da mastite é uma alternativa viável e 

promissora, existindo na literatura diversas pesquisas realizadas com diversas 

partes de vegetais e de seus compostos demonstrando essa viabilidade (Schuch et 
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al. 2008; Baskaran et al. 2009; Diaz et al. 2010; Mubarack et al. 2011;Dal Pozzo et 

al. 2012), entretanto nenhuma até o momento faz menção a mangabeira (Hancornia 

speciosa Gomes) e a nenhum de seus metabólitos. 

No primeiro ensaio, constatou-se atividade antimicrobiana a partir da existência 

de halo de inibição de 30 mm para o micro-organismo padrão Staphylococcus 

aureus (UFPEDA 02) na concentração de 100% da solução padrão do látex de 

mangabeira, sendo esta zona de inibição maior que o controle positivo empregado 

(16 mm) (Clorexidrina – 4%) (Figura 1). Já para Staphylococcus aureus (isolado de 

mastite caprina) verificou-se zona de inibição de 15 mm também para a 

concentração de 100% da solução padrão. A partir da concentração de 50% da 

solução padrão do látex de mangabeira observou-se a inibição do crescimento 

bacteriano para as cepas Micrococcus luteus e Enterococcus faecalis com halos 

variando de 18 mm e 10 mm, respectivamente.  

Dessa forma, registra-se pela primeira vez a atividade antimicrobiana do látex 

de mangabeira, o que viabiliza a utilização deste no combate as doenças 

infecciosas. Estes resultados ampliam o conhecimento das propriedades biológicas 

da mangabeira já relatadas anteriormente em frutos, folhas (propriedades 

vasodilatadoras) e casca do tronco (ação gastroprotetora e atividade antimicrobiana 

(Helicobacter pylori)) segundo Ferreira et al. (2007) e Moraes et al.( 2008). 

Resultados inferiores aos obtidos neste estudo foram relatados por Ashok et al. 

(2011), no qual avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos etéreos dos látices 

de 16 espécies de plantas na Índia com histórico etnobotânico frente à três micro-

organismos: Escherichia colli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus 

utilizando o teste de difusão em ágar. Dentre as plantas testadas, Carica papaya, 



 

 

 

90 
 

Calotropis procera (Apocynaceae) e Euphorbia geniculata, apresentaram atividade 

antimicrobiana significativa para Escherichia colli com halos de inibição de 13 mm, 

12.33 mm e 9.33 mm respectivamente; para Staphylococcus aureus halos de 

inibição de 20 mm, 11,66mm e 14 mm; para Pseudomonas aeruginosa verificou-se 

halo de inibição de 9 mm apenas para Euphorbia geniculata. 

Ao testar o extrato metanólico de látex de Adenium obesum (Apocynaceae), 

Tijjani et al. (2011) obtiveram resultados superiores aos estudos de Ashok et al. 

(2011) e inferiores aos descritos no presente trabalho quanto a sensibilidade desses 

micro-organismos; com halos de inibição de 20 mm para Escherichia colli e 26 mm 

para Staphylococcus aureus; no entanto a atividade do extrato de Adenium obesum 

não se restringiu  às bactérias mencionadas, apresentando atividade para 

Pseudomonas aeruginosa (18 mm), Salmonella typhi (19 mm), Bacillus subtilis (25 

mm), Streptococus pyogenes (26 mm) e  Corynebacterium ulcerans (19 mm). 

No segundo ensaio, verificou-se halo de inibição a partir da concentração de 

50% (menor concentração utilizada) da solução padrão de látex de mangabeira para 

os 28 isolados do gênero Staphylococcus causadores da mastite bovina (Figuras 2A 

- 2C) e caprina (Figuras 3A - 3C). 

 O extrato do látex de mangabeira mostrou ser dose dependente em relação a 

sua atividade antimicrobiana (Figuras 2 e 3). As maiores médias de halo de inibição 

foram verificadas na concentração de 100% da solução padrão do látex de 

mangabeira, diferindo significativamente das concentrações de 50 a 70% em 13 dos 

14 isolados de mastite bovina (Tabela 1), e em 11 dos 14 isolados de mastite 

caprina (Tabela 2).  
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Para a concentração bactericida mínima (CBM), verificou-se que das 30 

amostras de microorganismos em que foi observado halo de inibição; 25 destas 

(83,33%) foram sensíveis a partir da concentração de 60% da solução padrão do 

látex de mangabeira (Figuras 2F, 3D, 3E). Enquanto que a concentração de 50% foi 

letal apenas para cinco amostras (16,33%) dos microorganismos testados (Figuras 

2D, 2E e 3F). Avaliando a ação bactericida do extrato etanólico da casca do caule 

das espécies vegetais Amburana cearensis e Hymenaea courbari em isolados de 

Staphylococcus causadores da mastite caprina, Peixoto e Costa, (2011) obtiveram 

atividade de 88,1 e 99,4% quanto à ação bactericida. 

 Resultados inferiores ao deste estudo foram obtidos por Okmen e Turkcan 

(2013) ao investigarem a atividade antimicrobiana do extrato etanólico de folhas de 

Elaeagnus angustifolia, frente a sete isolados de S. aureus causadores da mastite 

bovina; utilizando a técnica de difusão em disco verificaram halos de inibição de 9 a 

20 mm para cinco dos sete isolados testados.  

Estudos prévios de Silva et. al (2009), reportam a atividade antimicrobiana in vitro 

de óleo essencial de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) sobre o crescimento 

de 20 cepas de S. aureus isoladas de secreções do úbere, fossas nasais e do leite 

de vacas. Os resultados mostraram atividades antiestafilocócicas comprovados por 

halos de inibição do crescimento bacteriano (11 a 26 mm), todavia verificando-se 

efeito apenas bacteriostático. 

Bezerra et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato de jurema-

preta (Mimosa tenuiflora Willd.), pelo método da difusão em meio sólido, frente a 25 

cepas de S. aureus isoladas de amostras de leite de vacas com histórico de mastite 

clínica e subclínica. Observou-se halos de inibição entre 6 e 25 mm de diâmetro. 
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Segundo os autores, o estudo da M. tenuiflora Willd. sobre as amostras de S. aureus 

testadas demonstrou que a planta possui ação antimicrobiana. 

Schuch (2007), utilizou extratos hidroalcoólicos (EHA) e decoctos (DEC) das 

plantas carqueja (Baccharis trimera Less.), picão preto (Bidens pilosa L.), eucalipto 

(Eucalyptus sp.), erva-de-bicho (Polygonum hydropiper L.) e chichilho (Tagetes 

minuta L.) para avaliar suas atividades antibacterianas frente a micro-organismos 

causadores de mastite; verificando atividade antimicrobiana apenas para o extrato 

hidroalcoólico de eucalipto. 

Posteriormente Avancini et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro 

de plantas citadas por uso popular como sendo utilizadas na prevenção e controle 

da mastite bovina no Sul do Brasil, e observaram que os extratos vegetais de 

penicilina (Alternanthera brasiliana L.), mil-em-rama (Achillea millefolium L.), 

carqueja (Baccharis trimera Less.) e lanceta (Solidago chilensis Meyer) foram ativos 

contra S. aureus. 

Nader et al. (2010) ao investigarem o potencial de atividade antimicrobiana in 

vitro dos extratos de algumas plantas endêmicas do cerrado tais como a 

vassourinha (Baccharis dracunculifolia DC.), algodãozinho do campo 

(Cochlospermum regium Mart.), pé de perdiz (Croton antisyphiliticus Mart.), cagaita 

(Eugenia dysenterica DC.) e alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham.), frente ao 

agente Staphylococcus aureus isolado de leite mastítico, óstio do teto da vaca, 

equipamento de ordenha, fossas nasais e garganta do ordenhador; verificaram que 

os extratos de Baccharis dracunculifolia DC., Croton antisyphiliticus Mart., seguido 

do extrato de Lippia sidoides Cham., apresentaram, respectivamente, melhor 

atividade inibitória sobre a multiplicação da bactéria Staphylococcus aureus.  
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Peixoto e Costa (2010), relataram a atividade antimicrobiana do extrato etanólico 

de folhas de Hymenaea courbaril frente a isolados de Staphylococcus provenientes 

de casos de mastite subclínica em cabras e ovelhas. 

Verifica-se que a atividade antibacteriana de extratos naturais de plantas e 

alguns de seus compostos vem sendo demonstrada frente aos isolados obtidos de 

casos de mastite bovina e caprina constituindo uma alternativa de tratamento mais 

eficiente e segura quando comparados aos fármacos sintéticos e a bioprodutos 

como a própolis comercial (Santos Neto et al. 2009; Andrade, 2010). Atualmente 

inexistem relatos ou similares a respeito da atividade bactericida do látex da 

mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) e a nenhum de seus metabólitos frente 

aos isolados de mastite bovina e caprina.  

CONCLUSÕES 

Registrou-se pela primeira vez a atividade antimicrobiana do látex de 

mangabeira frente a isolados de Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus e 

Enterococcus faecalis. 

O látex de mangabeira apresentou atividade bactericida para 100% dos 

microorganismos testados, totalizando 28 isolados de microorganismos causadores 

da mastite bovina e caprina, ficando evidente a eficácia deste metabólito vegetal, 

sendo promissor para a utilização como fitoterápico no tratamento da mastite bovina 

e caprina. 
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Figura 1. Teste de atividade antimicrobiana da solução padrão do látex de mangabeira frente ao 

microorganismo padrão Staphylococcus aureus (UFPEDA 02) nas concentrações de 1,6% -100%. 
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Figura 2. Teste de atividade antimicrobiana da solução padrão do látex de mangabeira frente aos 

isolados de mastite bovina do gênero Staphyloccocus nas concentrações de 50%-100%. (2A-2C) 

Experimento de concentração mínima inibitória; (2D-2F) Experimento de concentração mínima 

bactericida. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2A 2B 2C 

2D 2E 2F 



 

 

 

102 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Teste de atividade antimicrobiana da solução padrão do látex de mangabeira frente aos 

isolados de mastite caprina do gênero Staphyloccocus nas concentrações de 50%-100%. (3A-3C) 

Experimento de concentração mínima inibitória; (3D-3F) Experimento de concentração mínima 

bactericida. 
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Tabela 1.  Atividade antimicrobiana de solução padrão de látex de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) medida pelo halo de inibição (mm) frente a isolados de Staphylococcus 
spp. causadores da mastite bovina.  

 

 

 

*Médias dos halos de inibição seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

 

 

 

Isolados de Staphylococcus spp. causadores da mastite bovina 

CIM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

50% 10.5±0.8 c 11± 1.48b 10.5±1.97c 12±1.70c 12±1.44d 13.5 ± 1.90 e 14 ± 1.52 c 12.5 ± 1.79 c 16.5 ± 1.19 c 14 ± 2.04 b 16 ± 1.01 c 14 ± 1.92 d 15 ± 1.79 c 15 ± 1.86 c 

60% 11±0.8bc 11.5±1.48b 11.5±1.97c 12.5±1.70bc 12.5±1.44cd 14.5 ± 1.90 de 15.5±1.52 bc 13 ± 1.79 c 17 ± 1.19 c 
14.5 ± 2.04 

b 
16.5±1.01 c 15.5±1.92 c 16 ± 1.79 c 15.5±1.86 c 

70% 12±0.8abc 12±1.48b 12±1.97c 13±1.70bc 14±1.44bc 16 ± 1.90 cd 16 ± 1.52 b 14 ± 1.79 bc 17.5±1.19 bc 15 ± 2.04 b 17 ±1.01 bc 17 ± 1.92 b 17 ±1.79 bc 16 ± 1.86 c 

80% 12±0.8abc 14±1.48a 14±1.97b 14±1.70b 14±1.44bc 17 ± 1.90 bc 17 ± 1.52 ab 15.5±1.79 ab 18 ± 1.19 bc 18 ± 2.04 a 18 ±1.01 ab 18 ± 1.92 b 19±1.79 ab 18 ± 1.86 b 

90% 12.5±0.8ab 14±1.48a 15±1.97ab 16±1.70a 15±1.44ab 18 ± 1.90 ab 18 ± 1.52 a 17 ± 1.79 a 19 ± 1.19 ab 18.5±2.04 a 18 ±1.01 ab 18 ± 1.92 b 19±1.79 ab 19 ±1.86 ab 

100% 13±0.8a 15±1.48a 16±1.97a 16.5±1.70a 16±1.44a 19 ± 1.90 a 18.5 ± 1.52 a 17 ± 1.79 a 20 ± 1.19 a 19 ± 2.04 a 19 ± 1.01 a 20 ± 1.92 a 20 ± 1.79 a 20 ± 1.86 a 

CV% 3.45 2.23 3.10 2.92 2.71 2.50 2.47 2.75 2.27 2.47 1.66 1.69 3.27 1.67 
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Tabela 2.  Atividade antimicrobiana de solução padrão de látex de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) medida pelo halo de inibição (mm) frente a isolados de Staphylococcus 
spp. causadores da mastite caprina. 

 

 

 

*Médias dos halos de inibição seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

Isolados de Staphylococcus spp. causadores da mastite caprina 

CIM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

50% 15±2.14d 12± 1.33c 15±1.53d 14 ± 1.17 c 16 ± 1.72 d 14 ± 0.84c 11 ± 1.64 e 15 ± 1.48 c 16 ± 1.14 b 16 ± 1.25 c 12 ± 2.49 d 14 ± 1.77 e 13.5 ±1.9c 12 ± 1.72 c 

60% 16.5±2.14cd 12.5±1.33c 16.5±1.53c 14.5 ±1.17 bc 16.5±1.72cd 14.5 ± 0.84 bc 12 ± 1.64 de 16 ± 1.48 bc 16.5 ± 1.14 b 17 ± 1.25 c 13.5±2.49 c 
14.5±1.77d

e 
15 ±1.9bc 13.5±1.72 b 

70% 17±2.14cd 13.5±1.33bc 17±1.53bc 16 ± 1.17 ab 18±1.72bc 15 ±0.84 abc 13 ± 1.64 cd 16.5 ± 1.48 b 18 ± 1.14 a 
17.5±1.25b

c 
14 ± 2.49 c 16 ± 1.77cd 16 ±1.9bc 14 ± 1.72 b 

80% 18.5±2.14bc 15±1.33ab 18±1.53b 16.5 ± 1.17 a 19±1.72b 15 ±0.84 abc 14 ± 1.64 bc 17 ± 1.48 b 18 ± 1.14 a 19 ±1.25 ab 16 ± 2.49 b 
16.5±1.77b

c 
17±1.9 ab 16 ± 1.72 a 

90% 20.5±2.14ab 15±1.33ab 18±1.53b 17 ± 1.17 a 
19.5±1.72a

b 
16 ±0.84 ab 14.5 ± 1.64 b 19 ± 1.48 a 19 ± 1.14 a 19 ±1.25 ab 18 ± 2.49 a 18±1.77ab 17.5±1.9ab 16 ± 1.72 a 

100% 21±2.14a 15.5±1.33a 20±1.53a 17 ± 1.17 a 21±1.72a 16.5 ±0.84 a 16 ± 1.64 a 19 ± 1.48 a 19 ± 1.14 a 19.5±1.25 a 19 ± 2.49 a 19±1.77a 19.5±1.9a 17 ± 1.72 a 

CV% 3.18 3.59 1.66 2.58 2.23 2.69 2.15 1.69 1.63 2.27 1.87 2.50 4.65 1.96 
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Capítulo III  

 

Caracterização e pré-purificação de proteases do látex de mangabeira (Hancornia 

speciosa Gomes) por sistema de duas fases aquosas PEG-fosfato e compatibilidade com 

detergentes comerciais.
3
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3
Trabalho desenvolvido no Programa de Pós-Graduação em Botânica/UFRPE, a ser enviado para a 

revista Química Nova.
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PRE-PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PROTEASES LATEX 

MANGABEIRA (Hancornia speciosa GOMES) IN AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEM 

PEG-PHOSPHATE AND COMPATIBILITY WITH COMMERCIAL DETERGENTS 

 

Abstract: A factorial 3
3
 design was used in the proteases pre purification of mangabeira 

latex in aqueous two-phase system PEG-phosphate, where the best condition was the system 

MMPEG 1000, CPEG 20% (w/w) and CPHOSF 15 (w/w) with purification factor of 8.62 and yield 

percentage of 150.59%  in the top phase. Biochemical characterization of pre-purified extract  

showed their activity and stability over a wide pH (4 – 10) and temperature (30ºC - 90ºC) 

range, and the analysis of the compatibility with commercial detergents showed that the 

enzymes present in it maintained its initial activity 89,49% after 60 minutes of incubation at 

70°C. 

 

 

 

Key words: Latex, proteases, aqueous two-phase systems. 
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INTRODUÇÃO 

A Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma espécie típica do cerrado pertencente à 

família Apocynaceae e à ordem Gentianales. É uma árvore de porte médio, possuindo de 2 a 

10 m de altura, podendo chegar até 15 m, dotada de copa irregular, tronco tortuoso, bastante 

ramificado e áspero; ramos lisos e avermelhados, exsudando látex em toda a sua extensão.
1
 

 O látex é um fluido biológico originário do metabolismo secundário das plantas, cuja 

concentração é extremamente alterada pelas condições edafoclimáticas em que se encontram 

os vegetais.
2
 Possui aspecto leitoso, sendo uma emulsão complexa constituída de proteínas, 

aminoácidos, carboidratos, lipídios, vitaminas, alcalóides, carbonatos, resinas, gomas, taninos 

e terpenos.
3
 

As proteases presentes no látex apresentam propriedades biológicas que conferem as 

plantas proteção contra os danos ambientais.
4
 Estas enzimas constituem um dos mais 

importantes grupos de enzimas industriais com aplicação em diferentes setores, tais como: de 

alimentos, têxtil, farmacêutica e de detergentes.
5-7

 A venda dessas enzimas representa 65% do 

total de enzimas comercializadas no mundo.
8
 

As características que uma protease deve apresentar para ser utilizada como aditivo de 

detergentes inclui: atividade em pH alcalino e elevadas temperaturas, estabilidade na presença 

de agentes surfactantes e oxidantes, eficiência em baixas concentrações em relação à 

concentração da solução de detergentes e substrato específico amplo.
9
 

As técnicas utilizadas para purificação de enzimas fazem com que seu custo de produção 

seja elevado. Com isso, o desenvolvimento de processos alternativos que visem a redução de 

custos é interessante. A aplicação do sistema de duas fases aquosas (SDFA) é proposta como 

alternativa para extração e purificação das proteases. Esta técnica tem sido extensivamente 

estudada para a concentração e purificação de biomoléculas, principalmente por causa de suas 

vantagens intrínsecas, tais como eficiência, versatilidade e baixo custo.
10

 

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar e pré-purificar por SDFA as proteases 

obtidas a partir do látex da mangabeira e avaliar a compatibilidade destas enzimas com 

detergentes comerciais. 
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PARTE EXPERIMENTAL  

Reagentes 

Azocaseína, Polietilenoglicol (PEG) 400, 1000, 1500 g mol
-1 

foram adquiridos na Sigma 

Chemical (St. Louis, MO, USA). Fosfato dibásico de potássio (K2HPO4) e fosfato de sódio 

monobásico (NaH2PO4) foram adquiridos na Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Albumina de soro 

bovino (BSA) foi adquirida na Merck (São Paulo, Brasil). Todos os outros produtos químicos 

e reagentes utilizados foram de grau analítico. 

Obtenção do látex
 

O látex foi obtido na Estação Experimental José Irineu Cabral, unidade pertencente à 

Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuária da Paraíba S.A. (EMEPA-PB) localizada em 

João Pessoa (PB).
 

Coleta do Látex de Mangabeira 

O látex foi coletado através de incisões no caule com auxílio de material cortante de aço 

inoxidável. Em seguida, foi realizado o preparo da solução padrão do látex de mangabeira 

protegida sob o número BR 102013018181-1 (Pedido de Registro de Patente).  

Determinação da atividade proteásica  

A determinação da atividade proteásica foi realizada segundo o método de Alencar
11

 

modificado. A atividade proteásica foi determinada com a incubação de 60 µL do extrato 

enzimático com 100 µL de solução de azocaseína 1% (p/v), preparada em 0,1 M de solução 

tampão Tris-HCl a 25°C por uma hora em câmara escura. A reação foi interrompida pela 

adição de 480 µL da solução de ácido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Após a centrifugação 

a 8.000 xg por 10 minutos, uma alíquota de 300 µL do sobrenadante foi adicionada em tubos 

de ensaio contendo 560 µL de hidróxido de sódio 1M (NaOH) e a leitura foi realizada à 440 

nm em espectrofotômetro. Uma unidade da enzima é definida como a quantidade de enzima 

capaz de produzir um aumento na absorbância de 0,01 em 1 h a 440 nm 

Conteúdo protéico 

A determinação da concentração protéica foi realizada através do método de Bradford
12

, 

que utiliza soro albumina bovina (BSA) como padrão de proteína. 
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Preparação do sistema de duas fases aquosas (SDFA) 

A solução concentrada de sais de fosfato (40% m/m) foi preparada no pH 6 pela mistura de 

quantidades apropriadas das soluções de fosfato dibásico de potássio (K2HPO4) e fosfato de 

sódio monobásico (NaH2PO4) a temperatura ambiente (22  2C). Quantidades requeridas das 

soluções de sais de fosfato foram misturadas à solução de PEG (50% m/m) e o extrato bruto 

representou 20% (m/m) do total da massa do sistema, todos foram adicionados a tubos 

graduados de 15 mL com o auxílio de pipetas. Água foi adicionada por último para uma 

quantidade final de 10 g. Após a agitação em vórtice por 1 minuto, as duas fases foram 

separadas por decantação após 60 minutos. Depois, os volumes das fases foram aferidos e 

separados. A determinação da concentração protéica e da atividade enzimática foi realizada 

em ambas as fases.
13 

Planejamento fatorial para extração em sistemas de duas fases aquosas  

O processo de extração por sistema de duas fases aquosas foi conduzido através de um 

delineamento inteiramente casualizado, em três níveis para massa molar do PEG g mol
-1

 

(MMPEG) (400, 1000, 1500), concentração do PEG m/m (CPEG) (15%, 17,5%, 20%) e 

concentração de fosfato m/m (CFOSF) (10%, 15%, 20%).  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa Assistat
®14

, os efeitos 

dos diferentes níveis da MMPEG, CPEG, CFOSF e suas interações sobre as variáveis estudadas, 

foram avaliados aplicando-se o teste de Tukey a nível de 5% de significância. 

Determinação do coeficiente de partição, fator de purificação e rendimento em atividade 

enzimática 

O coeficiente de partição (k) foi calculado pela razão entre a atividade proteásica na fase 

superior (As) e na fase inferior (Ai). 

I

S

A
A

K 
 

O fator de purificação (Pf) foi calculado pela razão entre a atividade específica na fase  e a 

atividade específica inicial  no extrato bruto. 

I

I

S

S

f

C
A

C
A

P 
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Onde o AS e AI são as atividades enzimáticas em U/mL na fase superior e no extrato bruto 

(antes da partição), respectivamente; CS e CI são as concentrações de proteína total em 

mg/mL da fase superior e extrato bruto, respectivamente. 

O rendimento (y) da atividade proteolítica foi determinado pela razão entre a atividade 

proteásica das fases multiplicada pelos seus volumes e atividade proteásica multiplicada pelo 

seu volume no extrato bruto. 
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Onde o AS e AI são as atividades enzimáticas em U/mL na fase superior e no extrato bruto 

(antes da partição), respectivamente; VS e VI são os volumes da fase superior e do extrato 

bruto em mL, respectivamente. 

Efeito do pH na atividade e  estabilidade das proteases 

O efeito do pH na atividade proteásica foi avaliado pela mistura do extrato bruto ou pré-

purificado como substrato a azocaseína 1% (p/v) preparado em soluções tampões 0,05 M com 

diferentes valores de pH: citrato de sódio (pH 4,0 e 5,0); fosfato de sódio (pH 6,0 e 7,0); Tris-

HCl (pH 8,0) e Carbonato-bicarbonato (pH 9,0 e 10,0), logo após foram realizadas as 

determinações da atividade enzimática. Para a determinação da estabilidade da enzima ao pH, 

o extrato bruto e pré-purificado foi incubado com cada um dos tampões citados numa 

proporção de 1:1 (v/v) à temperatura ambiente (22 ± 2ºC ), sendo retirada alíquotas a cada 30 

minutos durante 90 minutos de incubação, para a determinação da atividade proteásica. 

Efeito da temperatura na atividade e estabilidade das proteases 

 O efeito da temperatura na atividade proteásica foi avaliado utilizando-se uma mistura de 

reação contendo o extrato bruto ou pré-purificado e o substrato específico, azocaseína 1% 

(p/v), incubados nas temperaturas de 30ºC à 90ºC por 1 hora, para posterior determinação da 

atividade. Para a determinação da estabilidade térmica, o extrato bruto ou pré-purificado foi 

pré-incubado em temperaturas entre 30ºC e 90ºC. O tempo de incubação foi de 90 minutos, 

retirando-se amostras a cada 30 minutos, para a realização da atividade proteásica. 
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Avaliação da compatibilidade e estabilidade do extrato bruto e pré-purificado com 

detergentes comerciais 

Os detergentes comerciais das marcas Omo
®,

 Ace
®
, Ala

®
 e Bem-te-vi

®
 foram diluídos em 

água destilada a uma concentração final de 7 mg/mL para simular condições de lavagem. Em 

seguida, foram tratados termicamente a 100°C por 15 min, para inativar as enzimas que 

poderiam fazer parte da formulação dos detergentes. Posteriormente, foi adicionado 1 mL do 

extrato bruto ou pré-purificado na preparação do detergente e incubado a 70°C por 1 h. A 

cada 10 min, foram retiradas alíquotas de cada amostra para determinação da atividade 

enzimática, tanto nos ensaios quanto no controle (incubado sem detergente).
 15,16 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Pré-purificação de proteases presentes no extrato bruto do látex da mangabeira em 

sistema de duas fases aquosas PEG – Fosfato. 

Os resultados obtidos com o planejamento fatorial 3
3
 estão apresentados na Tabela 1. Na 

qual podemos observar que os sistemas 1 (MMPEG 400 g mol
-1

,CPEG 15% (m/m), CFOSF 10% 

(m/m)), 4(MMPEG 400 g mol
-1

,CPEG 17,5% (m/m), CFOSF 10% (m/m)), 7(MMPEG 400 g mol
-

1
,CPEG 20% (m/m), CFOSF 10% (m/m)) e 10 (MMPEG 1000 g mol

-1
,CPEG 15% (m/m), CFOSF 

10% (m/m)) não formaram fases, porque nestas condições eles se encontram na região 

monofásica, ou seja, abaixo da curva binodal que corresponde à região bifásica do sistema 

PEG – Fosfato
17

. Situação semelhante foram reportadas por Porto et al.
13 

e Porto et al.
18

 

Observa-se na Tabela 1, que as proteases foram particionadas para a fase superior (rica em 

PEG) em quase todos os sistemas avaliados. Em geral, o coeficiente de partição aumentou 

com o aumento da concentração do sal, indicando que a concentração de fosfato induziu a 

migração das proteases para a fase superior (rica em PEG). Este fenômeno pode ser explicado 

pelo efeito “salting out”, em que a biomolécula é conduzida para outra fase, devido a um 

elevado teor de sal na fase inferior.
19

  

Os resultados obtidos para o coeficiente de partição demonstraram que a interação entre a 

MMPEG, CPEG e CFOSF foram estatisticamente significativos a um nível de 5% de significância, 

com o maior coeficiente de partição (96,88) obtido nas seguintes condições: MMPEG 1000 g 

mol
-1

, CPEG 20% (m/m) e CFOSF 15% (m/m) (Tabela 1). 

Com um aumento da concentração de fosfato, as proteínas carregadas negativamente 

preferem a fase rica em PEG devido à força de repulsão causada por ânions de sal
20

. Este 
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fenômeno foi observado por Porto et al.
13

, ao particionar uma protease de Clostridium 

perfringens em PEG / citrato. Eles observaram que a protease foi transferida para a fase 

superior do sistema com o aumento da concentração de citrato. Diversos autores têm relatado 

que proteínas com carga negativa migram para a fase superior do sistema (PEG) e proteínas 

carregadas positivamente migram para a fase inferior (rica em sal).
20,21,22, 23

 

Em concentrações mais elevadas de sal, os íons diminuem a solubilidade da proteína 

(efeito “salting out”), aumentando a interação hidrofóbica, a agregação e o efeito de 

hidratação da molécula de sal em torno da proteína. Por isso, a maioria das proteínas tendem a 

particionar fortemente para a fase com a concentração mais baixa de sal, aumentando assim a 

interação entre a proteína e as moléculas de PEG e, por fim otimizando a extração de 

proteínas para a fase rica em PEG
24

. 

Na Figura 1 estão apresentados os resultados obtidos para o fator de purificação na fase 

superior. Verifica-se que não houve diferenças estatisticamente significativas entre as médias 

8,62 e 7,77 obtidas nos sistemas 17 (MMPEG 1000 g mol
-1

,CPEG 20% (m/m), CFOSF 15% 

(m/m)) e 24 (MMPEG1500 g mol
-1

, CPEG17,5% (m/m), CFOSF 20% (m/m)). 

Chaiwut et al.
25

, estudaram a extração de proteases do látex de Calotropis procera por 

sistema de duas fases aquosas PEG-sal, sendo esta espécie pertencente à mesma ordem da 

mangabeira (Gentianales), e obtiveram como maior fator de purificação (4,92) ao utilizar a 

solução de sulfato de magnésio (MgSO4) a 14% (m/m) e PEG 4000 g mol
-1

 a 12% (m/m)  na 

fase superior, o que difere do resultado obtido neste trabalho cujo fator de purificação foi de 

8,62 ao utilizar PEG 1000 g mol
-1 

a 20% (m/m). 

A Figura 2 mostra a interação entre a MMPEG, CPEG e CFOSF sobre a variável resposta 

percentual de rendimento na fase superior. Observa-se que houve diferenças significativas 

entre as médias obtidas (P>0,05), sendo a maior média 150,59% obtida no sistema 17 

(MMPEG 1000 g mol
-1

, CPEG 20% (m/m) e CFOSF 15% (m/m)). Rendimentos de atividade com 

valores superiores a 100%, tal como os obtidos no presente estudo, têm sido relatados com 

freqüência para a extração de proteína utilizando sistemas líquido-líquido.
20, 24, 26

 

Babu et al.
27

 obtiveram um rendimento de 228% de atividade de bromelina a partir de 

abacaxi em SDFA PEG / fosfato, e Cavalcanti et al.
20

 obtiveram um rendimento de atividade 

de 230% para a extração de uma toxina produzida por Clostridium perfringens tipo A com 
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PEG / fosfato. Já, Porto et al.
18

 relataram um rendimento de atividade 625% para a partição de 

lectinas de Canavalia grandiflora usando PEG / citrato. 

Rawdkuen et al.
28

 trabalhando com látex de Calotropis procera, encontraram 68% de 

rendimento em atividade proteásica na fase superior, ao utilizar PEG 1000 g mol
-1

 a 18% 

(m/m) e solução de fosfato dibásico de potássio (K2HPO4) a 14% (m/m). Este percentual foi 

inferior 82,59% ao encontrado neste trabalho para as proteases do látex de mangabeira ao 

utilizar a mesma MMPEG, porém com concentrações maiores do PEG e da solução de fosfato. 

Porto et al.
13

 verificaram um rendimento de atividade de 131% para a extração de protease de 

caldo fermentado com um sistema de PEG / citrato, enquanto Nascimento et al.
29

 reportaram 

um rendimento de atividade de 116,8% para a separação e recuperação de lectinas de 

Canavalia brasiliensis utilizando PEG / fosfato. 

Os elevados percentuais de rendimento obtidos neste trabalho podem ser explicados 

possivelmente pela eliminação ou diminuição dos inibidores enzimáticos das proteases 

durante o processo de purificação a partir da influência do PEG no sítio ativo das enzimas, 

como também pela composição do sistema em condições ótimas que favoreceram as 

atividades enzimáticas.
30 

Diante dos resultados apresentados, o sistema 17(MMPEG 1000 g mol
-1

, CPEG 20% (m/m) e 

CFOSF 15% (m/m)) foi selecionado como melhor para a pré-purificação das proteases do látex 

de mangabeira; o mesmo foi submetido à caracterização bioquímica. 

Caracterização parcial do extrato bruto (EB) e extrato pré-purificado (EPP) 

Efeito do pH na atividade e na estabilidade das enzimas proteásicas presentes no extrato 

bruto (EB) e pré-purificado (EPP) 

O efeito do pH na atividade proteásica do extrato bruto (EB) e pré-purificado (EPP) obtido 

a partir do látex da mangabeira (Hancornia speciosa) está apresentado na Figura 3A. No EB 

as enzimas proteolíticas apresentaram atividade em uma ampla faixa de pH entre 4,0 e 10,0 

com atividade ótima (318 U/mL) em pH 4,0 e tampão citrato-fosfato 0,2 M; diferenciando-se 

significativamente das demais condições. No EPP, a atividade ótima (62,66 U/mL) 

estatisticamente significativa foi verificada em pH 7,0 e tampão fosfato 0,2M. 
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Resultado análogo quanto a influência do pH na atividade proteásica  do EB foi reportado 

por Freitas et. al.
31

, ao trabalhar com látex de Calotropis procera, sendo esta espécie 

pertencente a  mesma ordem da mangabeira (Gentianales), em que a máxima atividade da 

protease desta espécie também foi descrita em pH ácido (5,0). 

Patel et. al.
32

, ao trabalharem com látex de Euphorbia hirta, verificaram que a máxima 

atividade de uma serino protease com atividade fibrinolítica extraída desta espécie, e 

purificada por uma combinação de Q-Sepharose de troca aniônica e cromatografia de filtração 

em gel Superdex 200 também foi obtida em pH neutro (7,2). 

Os dados referentes à estabilidade das proteases ao pH no EB no EPP estão apresentados 

na Figura 3B, onde verificou-se que as enzimas proteolíticas presentes no EB apresentaram 

estabilidade nos valores de pH entre 4,0 a 7,0 com maior atividade relativa em pH 4,0; as 

atividades relativas foram superiores a 106,8% durante 60 minutos de incubação, com perda 

de 20,1% da atividade relativa no pH 8,0,  após o mesmo tempo. 

Resultados similares quanto a influência do pH na estabilidade das proteases foram 

descritos por Duarte et. al.
33

, ao estudarem o látex de Jacaratia corumbensis O. Kuntze. Estes 

autores verificaram que a protease desta espécie mantiveram-se estáveis no intervalo de pH 

ácido (3,6 – 6,5), onde reteve cerca de 100% de sua atividade proteolítica após 120 minutos 

de incubação. 

Em relação ao EPP, as proteases apresentaram estabilidade ao pH na faixa de 5,0 a 10,0 

(Figura 3B), com maior atividade relativa em pH 7,0; as atividades relativas foram mantidas 

acima de 98,98% durante 60 minutos de incubação. Em geral, as proteases presentes no EPP 

se apresentaram mais estáveis quando comparadas as do EB. 

Yadav et. al.
34

, obtiveram resultados de estabilidade ao pH semelhantes aos apresentados 

neste trabalho, pois verificaram que uma serino protease dimérica de Euphorbia neriifolia 

Linn, purificada por permuta aniônica e cromatografia de exclusão de tamanho, foi estável na 

faixa de pH compreendida entre 7,0 e 10,0 no qual reteve mais de 75% de sua atividade após 

24 h de incubação. 

Os resultados da caracterização quanto ao pH ótimo e estabilidade ao pH obtidos para as 

proteases presentes no EPP do látex de mangabeira, demonstram que os valores elevados de 

atividades na faixa alcalina de pH (mais de 100% na manutenção da atividade) possibilitam a 

aplicação deste em diversos setores industriais, incluindo a indústria de detergentes.  
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Efeito da temperatura na atividade e na estabilidade das enzimas proteásicas presentes 

no extrato bruto (EB) e pré-purificado (EPP) 

O efeito da temperatura na atividade proteásica do EB e EPP obtidos a partir do látex da 

mangabeira (Hancornia speciosa) pode ser observado na Figura 4A. As enzimas proteásicas 

apresentaram atividade em uma ampla faixa de temperatura (30 a 90°C) tanto no EB quanto 

no EPP.  

No EB, a temperatura ótima foi obtida a 30ºC com atividade total de 66,25 U/mL 

diferenciando-se significativamente das demais temperaturas (Figura 4A). Na condição a 

90ºC o EB apresentou atividade de 63,5 U/mL, o que sugere a presença de proteases distintas, 

viabilizando a sua utilização industrial (Figura 4A). 

Duarte et. al.
35

, estudaram o perfil de atividade das proteases coagulantes do leite de 

Jacaratia corumbensis O. Kuntze em diferentes temperaturas e, reportaram que a máxima 

atividade das proteases presentes no extrato bruto desta espécie foi obtida a 55ºC.  

No EPP, a temperatura que proporcionou maior atividade proteolítica foi 40°C (76,5 

U/mL), diferenciando-se significativamente apenas das temperaturas de 80°C e 90°C; este 

resultado encontra-se bem próximo da temperatura ótima do EB (Figura 4A). Nas 

temperaturas de 50ºC e 60ºC, houve uma pequena diminuição da atividade em relação a 

anterior, entretanto, a 70°C a atividade foi aproximadamente à mesma da temperatura ótima 

não havendo diferença estatisticamente significativa entre estas (Figura 4A).  

Estes resultados foram próximos aos apresentados por Sharma et. al.
36

, que obtiveram no 

intervalo entre 45-50ºC a temperatura ótima para uma serino protease extraída do látex de 

Ficus religiosa purificada por precipitação em sulfato de amônio, cromatografia de troca 

iônica e cromatografia de filtração em gel.  

Os resultados da estabilidade térmica estão apresentados na Figura 4B, onde é possível 

observar o comportamento diferente entre o EB e EPP. O EB foi ativado após 60 minutos de 

incubação de 30ºC a 50ºC, mostrando uma elevação na atividade de 52,8%, diferindo 

significativamente; entretanto, nas demais temperaturas houve uma diminuição de 61,2% na 

atividade (Figura 4B). Com esse perfil a presença de proteases distintas no EB, já sugerido na 

Figura 4A, é mais uma vez comprovado. 
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Freitas et al.
37

 verificaram que a protease presente no extrato bruto do látex de 

Cryptostegia grandiflora apresentou perda de atividade em temperaturas acima de 60°C 

durante 30 minutos de incubação levando a desnaturação da enzima a 90°C. Sendo esta 

protease mais sensível ao efeito da temperatura quando comparadas às proteases deste estudo, 

onde as proteases presentes no EB obtidos do látex da mangabeira foram termicamente mais 

estáveis, pois mantiveram mais de 50% da atividade a 80ºC da amostra que não foi exposta a 

temperatura.  

As proteases presentes no EPP apresentaram um perfil mais estável em relação ao EB, pois 

as proteases mantiveram 117,96% de sua atividade inicial nas temperaturas de 30°C e 40ºC, 

após 60 minutos de exposição havendo diferença significativa das outras condições. A maior 

perda de atividade observada foi de 12,8 % na temperatura de 90ºC (Figura 4B). Esses 

resultados corroboram com os já obtidos para a temperatura ótima, onde as proteases 

presentes no EPP, em geral, apresentaram melhor desempenho em termos de atividade em 

relação ao EB nas mesmas condições.  

Avaliação da compatibilidade e estabilidade do extrato bruto (EB) e pré-purificado 

(EPP) com detergentes comerciais 

A Figura 5 apresenta o perfil em atividade das proteases presentes no EB e EPP obtidos a 

partir do látex da mangabeira frente a detergentes comerciais.  

As proteases do EB apresentaram comportamento similar durante os 60 minutos de 

incubação a 70°C nas marcas de detergentes testadas, mantendo em média 72,81% de sua 

atividade relativa (Figura 5A). Com uma pequena ativação de 11,97% após 20 – 30 minutos 

de exposição, a seguir houve uma perda de 32,37% na atividade após 60 minutos de 

experimento. Dentre os detergentes avaliados o mais compatível foi o detergente Ace
®
, o qual 

reteve 65,20% da atividade da enzima após 60 minutos de incubação. 

Esta perda parcial de atividade das proteases presentes no EB ao longo do tempo de 

incubação em alguns detergentes pode ser atribuída ao efeito inibitório de seus componentes. 

Tem sido relatado que os diferentes componentes presentes nos detergentes para roupas, tais 

como agentes tensoativos aniônicos, agentes de branqueamento e estabilizadores podem 

influenciar a estabilidade da enzima.
38
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Provavelmente estes agentes tensoativos aniônicos promoveram uma perda de estabilidade 

das proteases no EB obtido do látex da mangabeira, tendo em vista que este componente 

encontra-se presente apenas no detergente da marca Omo
®
, que apresentou uma perda de 

atividade acentuada em relação aos demais testados após 30 minutos de exposição. 

O perfil apresentado pelas proteases do EPP foi completamente diferente em relação as do 

EB, pois enquanto as do EB mostraram uma ativação de 11,97% após 20 minutos em todos os 

detergentes testados, as do EPP tiveram uma perda de 40,03%. Apesar disso, ao final dos 60 

minutos a atividade proteásica do EPP foi de 78,84% em relação ao inicial (Figura 5B). 

A maior estabilidade foi verificada na presença do detergente Bem-te-vi
®
 onde a protease 

manteve 89,49 de sua atividade quando incubada a 70°C por 60 minutos. 

A compatibilidade de uma serino protease purificada a partir do látex de Euphorbia 

neriifolia Linn. com detergentes comerciais, foi estudada por Yadav et. al.
39

, onde os autores 

verificaram que esta enzima é razoavelmente estável na presença de vários detergentes 

utilizados comercialmente na Índia. A maior estabilidade foi obtida na presença do detergente 

da marca Tide
®
, onde a Neriifolin reteve cerca de 70% de sua atividade após 60 minutos de 

incubação. 

A utilização de enzimas em detergentes não é uma abordagem simples, pois além de 

apresentar atividade em temperaturas elevadas e meio alcalino, a enzima tem de suportar a 

presença de detergentes iônicos e não iônicos, agentes tensoativos, produtos químicos de 

branqueamento, agentes sequestrantes, etc.
40,41 

Uma vez que a atividade proteolítica variou para cada detergente testado, os resultados 

obtidos indicam claramente que o desempenho das enzimas neles depende de um número de 

fatores, incluindo os compostos presentes nos detergentes.
41

 Um dos compostos que pode ter 

interferido na estabilidade da protease no EB, é o lauril sulfato de sódio, tendo em vista, o fato 

de que, dentre os produtos testados este componente encontra-se presente apenas na marca 

Omo
®
. 
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CONCLUSÕES 

As proteases do látex de mangabeira foram particionadas para a fase PEG, sendo o SDFA 

influenciado pela concentração de fosfato devido ao efeito “salting out”. 

O planejamento fatorial provou que o sistema 17 apresentou os melhores resultados para a 

pré-purificação de proteases do látex de mangabeira. 

Estes resultados viabilizam a utilização do SDFA na pré-purificação de proteases a partir 

do extrato bruto. 

As proteases contidas no EB e no EPP do látex de mangabeira apresentaram atividade em 

ampla faixa de pH, mostrando-se estáveis na faixa alcalina, com manutenção da atividade em 

mais de 100%. 

As proteases do EB e do EPP do látex de mangabeira mostraram-se ativas em ampla faixa 

de temperatura (30 a 90ºC) mostrando-se estáveis entre 40ºC e 70ºC. A atividade proteásica 

foi mantida em cerca de 117,96% da atividade inicial nas temperaturas de 30ºC e 40ºC após 

60min de exposição.  

Essas características bioquímicas da protease pré-purificada, bem como sua 

compatibilidade com detergentes comerciais, sugerem a viabilidade de aplicação em 

indústrias de detergentes, pois preenche a maioria dos requisitos necessários como: atividade 

catalítica em valores elevados de pH e temperatura. 
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Tabela 1: Resultados obtidos no planejamento fatorial 3
3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensaio 

 

MMPEG CPEG % 
CFOSF 

% 
K PFs PFi Ys Yi 

1 400 15 10 - p - - - - 

2 400 15 15 0,81 p 1,83 0,89 67,35 40,06 

3 400 15 20 28,84 h 3,12 5,89 85,36 2,64 

4 400 17,5 10 - p - - - - 

5 400 17,5 15 2,38 o 2,62 0,39 74,63 17,05 

6 400 17,5 20 11,89 l 3,76 9,46 97,91 4,48 

7 400 20 10 - p - - - - 

8 400 20 15 17,07 j 3,42 8,92 84,01 1,63 

9 400 20 20 23,34 i 4,19 6,21 86,68 1,84 

10 1000 15 10 - p - - - - 

11 1000 15 15 28,79 h 3,37 0,04 72,72 2,518 

12 1000 15 20 59,72 f 4,18 0 54,15 0 

13 1000 17,5 10 5,85 m 2,46 0,10 56,12 4,78 

14 1000 17,5 15 14,24 l 3,40 0,07 76,48 4,29 

15 1000 17,5 20 85,38 d 4,58 0 99,53 0 

16 1000 20 10 0,87 p 3,12 0,80 68,38 29,93 

17 1000 20 15 96,88 a 8,62 0 150,59 0 

18 1000 20 20 54,33 g 5,51 0 63,33 0 

19 1500 15 10 3,45 n 3,12 0,23 71,58 10,36 

20 1500 15 15 13,69 l 4,62 0,10 79,61 5,81 

21 1500 15 20 94,27 b 5,67 0 85,47 0 

22 1500 17,5 10 1,80 o 3,81 0,41 65,96 18,30 

23 1500 17,5 15 66,72 e 6,39 0 86,42 0 

24 1500 17,5 20 88 c 7,78 0 88 0 

25 1500 20 10 1,19 o 5,60 0,64 71,06 29,74 

26 1500 20 15 59,77 f 4,74 0 92,90 0 

27 1500 20 20 66,44 e 6,74 0 68,84 0 
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MMPEG: massa molar do PEG, CPEG: concentração de PEG, CFOSF: concentração de fosfato, 

K: coeficiente de partição, PFs: fator de purificação da fase superior, PFi: fator de purificação 

da fase inferior, Ys: rendimento da fase superior, Yi: rendimento da fase inferior. *Médias 

seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a nível 

de 5% de significância. 

 

 

 

 

Figura 1: Efeito da interação entre a MMPEG, CPEG e CFOSF sobre a variável resposta fator de 

purificação da protease da mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). 

*Médias seguidas pela mesma letra, maiúsculas nas categorias de colunas e minúsculas nas 

colunas agrupadas não diferem entre si pelo teste de Tukey a nível de  5% de significância. 

Letras maiúsculas comparam colunas e as letras minúsculas comparam linhas. 
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Figura 2: Efeito da interação entre a MMPEG, CPEG e CFOSF sobre a variável resposta 

percentual de rendimento da protease da mangabeira (Hancornia speciosa Gomes).  

*Médias seguidas pela mesma letra, maiúsculas nas categorias de colunas e minúsculas nas 

colunas agrupadas não diferem entre si pelo teste de Tukey a nível de  5% de significância. 

Letras maiúsculas comparam colunas e as letras minúsculas comparam linhas. 
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Figura 3: Efeito do pH na atividade (A) e estabilidade (B) do EB e EPP obtidos a partir do 

látex da mangabeira (Hancornia speciosa) à 25ºC durante 60 minutos de incubação, tampão 

citrato-fosfato 0,2 M pH 4,0 e 5,0 , tampão fosfato 0,2 M pH 6,0 e 7,0 , tampão Tris-HCl 0, 2 

M pH 8,0 e tampão carbonato-bicarbonato 0,2 M pH 9,0 e 10,0. *Médias seguidas pela 

mesma letra minúsculas não diferem entre si pelo teste de Tukey a nível de  5% de 

significância. 
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Figura 4: Efeito da temperatura na atividade (A) e estabilidade (B) do EB e EPP obtidos a partir do 

látex da mangabeira (Hancornia speciosa) durante 60 minutos de incubação. *Médias seguidas pela 

mesma letra minúsculas não diferem entre si pelo teste de Tukey a nível de  5% de significância. 
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Figura 5: Estabilidade das proteases presentes no EB (A) e EPP (B) obtidos a partir do látex 

da mangabeira (Hancornia speciosa) em detergentes comerciais a 70ºC durante 60 minutos de 

incubação. 
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Capítulo IV - Pedido de Patente 

 

Processo de Obtenção de um novo bactericida a partir do látex de mangabeira (Hancornia 

speciosa Gomes).
4
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ________________________ 

4
Depósito de pedido de patente realizado junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial 

(INPI) em 17/07/2013. 
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Figura 1. Comprovante de depósito de patente junto ao INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial). 
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ANEXOS 

Normas para publicação no periódico Journal of Experimental Botany 

Normas para publicação no periódico Journal of Medicinal Plant Research 

Normas para publicação no periódico Química Nova 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


