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RESUMO 
 

Ficina (EC 3.4.22.3) é um grupo de endoproteases extraída a partir do látex de 
figueira (Ficus carica). Para a execução e conclusão desse trabalho, a ficina foi 
extraída, caracterizada, imobilizada e aplicada na hidrólise de extratos proteicos. 
Foram testados três diferentes métodos de concentração proteica, precipitação com 
acetona, liofilização e precipitação com sulfato de amônio. A atividade enzimática do 
extrato foi avaliada em diferentes valores de pH e temperaturas, usando dois 
substratos a caseína (macromolecular) e BAPNA (sintético), apresentando picos de 
atividade em 55°C com o pH 9,0 (84,69 ± 1,21 U mg-1) e 6,0 (0,202 ± 0,01 U mg-1), 
respectivamente. A enzima foi imobilizada em dois suportes, agarose e pó de sabugo 
de milho, com três ativações químicas distintas, imobilizando a enzima de forma 
covalente e iônica. Foi avaliada a manutenção de atividade dos derivados produzidos 
em diferentes condições de temperatura (45, 55 e 65ºC) e pH (5, 7 e 9). De todos os 
derivados obtidos por imobilização em pó de sabugo de milho (SM), SM-Glioxil-F e 
SM-Gluta-F foram selecionados considerando as estabilidades e atividades 
recuperadas, para serem utilizados na produção de hidrolisados proteicos a partir de 
extratos de grão-de-bico, ora-pro-nóbis e clara de ovo que também foram submetidos 
a hidrólise com a ficina na forma solúvel (livre) em um sistema de mistura operado em 
batelada. Os hidrolisados produzidos foram avaliados através da dosagem de 
proteínas, SDS-PAGE, atividade antioxidante pelo radical ABTS e atividade quelante 
de ferro. A partir da análise desses resultados, o derivado enzimático SM-Glioxil-F foi 
utilizado para hidrólise de extrato de grão de bico em reator de leito fixo operado de 
forma contínua por até 10h, com tempo espacial de 71 min. Foi possível realizar a 
imobilização da ficina em suporte alternativo e os derivados utilizados foram capazes 
de promover a hidrólise de proteínas presentes nos extratos avaliados, em ambas as 
formas de operação, indicando que a ficina imobilizada apresenta potencial de 
hidrólise de proteínas e produção de peptídeos bioativos.  
Palavras-chave: ficina; imobilização de enzimas; peptídeos bioativos.  

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Ficin (EC 3.4.22.3) is a group of endoproteases extracted from the latex of the fig tree 
(Ficus carica). For the execution and conclusion of this work, ficin was extracted, 
characterized, immobilized and applied in the hydrolysis of protein extracts. Three 
different methods of protein concentration were tested, acetone precipitation, 
lyophilization and ammonium sulfate precipitation. The enzymatic activity of the extract 
was evaluated at different pH and temperatures, using two substrates, casein 
(macromolecular) and BAPNA (synthetic), showing activity peaks at 55°C at pH 9.0 
(84.69 ± 1.21 U mg-1) and 6.0 (0.202 ± 0.01 U mg-1), respectively. The enzyme was 
immobilized on two supports, agarose and corncob powder, with three different 
chemical activations, immobilizing the enzyme in a covalent and ionic way. The 
maintenance of activity of the derivatives produced was evaluated under different 
conditions of temperature (45, 55 and 65ºC) and pH (5, 7 and 9). From all the 
derivatives obtained by immobilization in corncob powder (SM), SM-Glyoxyl-F and SM-
Gluta-F were selected, considering the stability and activities recovered, to be used in 
the production of protein hydrolysates from extracts of chickpea, ora-pro-nóbis and egg 
white that were also subjected to hydrolysis with ficin in soluble form (free) in a mixed 
system batch-operated. The hydrolysates produced were evaluated through protein 
dosage, SDS-PAGE, antioxidant activity by ABTS radical and iron chelating activity. 
From the analysis of these results, the enzymatic derivative SM-Glyoxyl-F was used 
for hydrolysis of chickpea extract in a fixed-bed reactor operated continuously for up to 
10 hours, with residence time of 71 min. It was possible to execute the immobilization 
of ficin in an alternative support and the derivatives used were able to promote the 
hydrolysis of proteins present in the extracts evaluated, in both forms of operation, 
indicating that the immobilized ficin has the potential for protein hydrolysis and 
production of bioactive peptides. 
Keywords: ficin; enzyme immobilization; bioactive peptides.  

 

  



 

 

 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1 - Ilustração Ficus carica ...................................................................... 19 

Figura 2 - Métodos de imobilização de biomoléculas ....................................... 23 

Figura 3 - Preparação de CLEAs. A primeira etapa consiste em precipitação das 

enzimas, seguida da agregação causada pela adição de reagentes, como 

glutaraldeído. ............................................................................................................. 24 

Figura 4 – Imobilização por aprisionamento e microencapsulação. .................. 26 

Figura 5 - Imobilização por ligação iônica, onde por exemplo um suporte é 

carregado em sua superfície com cargas positivas interage com as cargas negativas 

disponíveis na superfície da enzima. ........................................................................ 29 

Figura 6 - Imobilização de enzimas por ligação covalente. O suporte modificado 

pela adição de grupos reativos, como por exemplo aldeídos, interagem com a enzima 

formando ligações covalentes. .................................................................................. 30 

Figura 7 – Estruturas química do glutaraldeído e do glicidol ............................ 31 

Figura 8 – Estrutura química da agarose. ......................................................... 35 

Figura 9 - Pré tratamento de materiais lignocelulósicos. .................................. 36 

Figura 10 - Sequência de reações para obtenção dos suportes glioxil, amino e 

glutaraldeído .............................................................................................................. 44 

Figura 11 - Atividade relativa da ficina usando os substratos caseína e BAPNA 

em função do pH. ...................................................................................................... 51 

Figura 12 - Atividade relativa da ficina em função da variação de temperatura, 

utilizando BAPNA e caseína como substratos. ......................................................... 52 

Figura 13 – Perfil eletroforético em SDS – PAGE (10%) das amostras submetidas 

aos processos de concentração. ............................................................................... 54 

Figura 14 - Representação da estrutura química simplificada da celulose (a) e da 

agarose (b). ............................................................................................................... 55 

Figura 15 - Atividade residual de ficina livre em diferentes condições de pH e 

temperatura. .............................................................................................................. 60 

Figura 16 - Atividade residual dos derivados enzimáticos e ficina livre em pH 5, 

7, e 9. ........................................................................................................................ 62 

Figura 17- Atividade residual dos derivados e ficina livre a temperaturas de 45°C, 

55°C e 65°C .............................................................................................................. 66 



 

 

 

 

Figura 18 - Atividade residual ficina solúvel e dos derivados SM-Glioxil-F e SM-

Gluta-F a 45°C e pH 9. .............................................................................................. 68 

Figura 19 - Concentração relativa de proteínas em diferentes extratos (grão de 

bico, ora-pro-nobis e clara de ovo) durante a hidrólise utilizando os derivados SM-

Glioxil-F e SM-Gluta-F, e enzima livre. Controle é relativo a concentração de proteínas 

no extratos em amostra sem a presença de enzima. ................................................ 70 

Figura 20 – Perfil eletroforético em SDS-PAGE para os extratos hidrolisados de 

grão de bico utilizando a ficina livre (B) e os derivados SM-Glioxil-F (C) e SM-Gluta-F 

(D). Em A) controle de hidrólise em função da temperatura. .................................... 73 

Figura 21 – Perfil eletroforético em SDS-PAGE para os extratos hidrolisados de 

clara de ovo utilizando a ficina livre (B) e os derivados SM-Glioxil-F (C) e SM-Gluta-F 

(D). Em (A) controle de hidrólise em função da temperatura. ................................... 74 

Figura 22 - Atividade quelante de ferro nos hidrolisados de grão de bico, ora-pro-

nóbis e clara de ovo, produzidos por ficina livre e imobilizada, SM-Glioxil-F e SM-Gluta-

F, e controle de hidrólise em função da temperatura. ............................................... 77 

Figura 23 - Atividade antioxidante nos hidrolisados de grão de bico, ora-pró-nobis 

e clara de ovo, produzidos por ficina livre e imobilizada, SM-Glioxil-F e SM-Gluta-F, e 

controle de hidrólise em função da temperatura. ...................................................... 79 

Figura 24 - Teste de traçador. A. Início do ensaio. B e C. Tempos intermediários 

do ensaio. D. Finalização do ensaio. ......................................................................... 81 

Figura 25 - Gráfico resposta obtido pela interferência do tipo pulso, realizado 

para determinação de tempo médio de retenção em no reator de tipo leito fixo A. 

Concentração de corante por tempo. B) Função E(t)*t por tempo ............................ 82 

Figura 26 - Concentração de proteína, atividade quelante e antioxidante do 

hidrolisado produzido em reator de leito fixo ............................................................. 83 

 
  



 

 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 - Avaliação de processos de concentração da ficina. ........................ 53 

Tabela 2 - Rendimento de imobilização, atividade recuperada e eficiência de 

imobilização dos derivados obtidos com diferentes suportes usando caseína e BAPNA 

como substratos. ....................................................................................................... 56 

Tabela 3 - Atividade residual após 4 ciclos de reuso ........................................ 58 

Tabela 4 - Tempo de meia-vida de ficina livre em diferentes condições de pH e 

temperatura. .............................................................................................................. 60 



 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

 

ABTS - 2,2´- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) 

Aga-Amino-F – Derivado de ficina em agarose aminada 

Aga-Glioxil-F – Derivado de ficina em agarose com grupos glioxil 

Aga-Gluta-F – Derivado de ficina em agarose com grupos glutaraldeído 

BAPNA – Nα-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride 

CLEAs – Cross-linked enzymes aggregates; 

CLECs – Cross-linked enzymes crystals,  

EDTA - Ácido etilenodiamino tetra-acético 

SDS-Page - Dodecil sulfato de sódio 

SM-Amino-F - Derivado de ficina em pó de sabugo de milho aminado 

SM-Glioxil-F - Derivado de ficina em pó de sabugo de milho glioxil; 

SM-Gluta-F- Derivado de ficina em a pó de sabugo de milho com grupos glutaraldeído; 

TCA – Ácido tricloroácetico; 

Trolox -2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxílico 

  



 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO 13 
2 OBJETIVOS 17 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 18 
3.1 Ficina 18 
3.2 Aplicação do látex com atividade de ficina 20 
3.3 Imobilização 22 
3.3.1 Cross-linked Enzyme (CLE) 24 

3.3.2 Aprisionamento e Encapsulação 25 
3.3.3 Adsorção 27 
3.3.4 Imobilização por ligação iônica 28 

3.3.5 Ligação covalente 30 
3.4 Suportes 33 
3.5 Fontes proteicas 37 
3.5.1 Grão de bico 37 

3.5.2 Ora-pro-nóbis 38 
3.5.3 Clara de ovo 39 
4 MATERIAL E MÉTODOS 41 
4.1 Obtenção e preparo do extrato enzimático com atividade de ficina 41 

4.2 Atividade enzimática 41 
4.3 Determinação de concentração proteica 41 

4.4 Eletroforese 42 
4.5 Concentração das proteínas presentes no látex 42 

4.6 Caracterização cinética da enzima livre e dos derivados enzimáticos 42 
4.6.1 pH 42 
4.6.2 Temperatura 42 

4.6.3 Estabilidade térmica e ao pH da enzima livre e derivados enzimáticos 43 
4.7 Tratamento do pó de sabugo de milho 43 

4.8 Ativação dos suportes 43 
4.9 Imobilização do extrato com atividade de ficina. 44 
4.10 Avaliação da imobilização 45 
4.11 Reuso 45 

4.12 Preparo dos substratos proteicos 46 
4.13 Hidrólise em reator mistura operada em batelada 46 
4.14 Caracterização dos hidrolisados 47 
4.14.1 Atividade antioxidante pelo método do radical ABTS (2,2’-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin) 6-ácido sulfônico) 47 
4.14.2 Atividade quelante de íons de ferro 47 
4.15 Hidrólise em reator de leito fixo operando em modo contínuo 48 

4.15.1 Determinação de umidade do suporte pó de sabugo de milho 48 
4.15.2 Determinação da densidade cristalina do suporte pó de sabugo milho 49 
4.15.3 Caracterização hidrodinâmica - curva de traçador 49 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 51 
5.1 Caracterização do extrato enzimático com atividade de ficina (enzima 

livre) 51 
5.2 Concentração do extrato proteico 53 
5.3 Imobilização da ficina 54 

5.3.1 Reuso e estabilidade operacional 58 
5.4 Hidrólise em sistema de mistura operado em batelada 69 



 

 

 

 

5.4.1 Atividade Quelante 75 
5.4.2 Atividade Antioxidante 77 
5.5 Hidrólise em reator de leito fixo operando em modo contínuo 80 
5.5.1 Teste de traçador 80 
5.5.2 Hidrólise em operação contínua 82 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 85 
7 CONCLUSÃO 86 
 REFERÊNCIAS 87 

 

 

 

  



13 

1 INTRODUÇÃO 

 Proteases constituem um grupo de enzimas hidrolíticas que promovem a 

hidrólise de ligações peptídicas em proteínas e peptídeos. Podem ser endo e 

exopeptidases, sendo que as endopeptidases atuam nas ligações internas das 

cadeias proteicas, e exopeptidades atuam na região amino ou carboxil terminal das 

proteínas.  Elas são distribuídas universalmente entre microrganismos, animais e 

plantas. A quimosina é uma protease, reconhecida como umas das primeiras enzimas 

a serem utilizadas, encontrada em estômagos de bezerros e usada na produção de 

queijos. Desde então, diversas proteases como alcalase, tripsina, papaína, bromelina, 

entre outras, são utilizadas em inúmeras aplicações biotecnológicas, como indústria 

farmacêutica, de cosméticos, de detergentes e de alimentos, produção de cerveja, 

amaciamento de carnes, na melhora de propriedades nutricionais de alimentos 

proteicos,  produção de ração animal entre outras aplicações (MAZORRA-MANZANO; 

RAMÍREZ-SUAREZ; YADA, 2018; TAVANO, 2013; TAVANO et al., 2018).  

O látex é a mistura de inúmeros metabólitos secundários presentes em diversas 

espécies vegetais, incluindo as do gênero Ficus. Um dos papeis fisiológicos do látex 

é a de proteção contra entrada de patógenos em regiões do tecido vegetal que foram 

lesionadas. Um dos componentes do látex de figueiras (Ficus carica) é uma fração 

proteolítica caracterizada pela presença principalmente de proteases cisteínicas, mas 

também aspárticas e serínicas. O conjunto de proteases cisteínicas (isoformas de 

endoproteases) é chamado de ficina (EC 3.4.22.3). Atualmente, quatro das suas 

isoformas foram cristalizadas, A, B, C e D, todas glicoproteínas bastante semelhantes 

à bromelina (MORELLON-STERLING et al., 2020; RASKOVIC; LAZIC; POLOVIC, 

2015).  

 Em geral, a ficina tende ser utilizada nos mesmos segmentos que a bromelina 

e a papaína, sendo comum aplicações onde há mistura desses catalisadores. A ficina 

na sua forma solúvel pode ser utilizada no pré-tratamento de biofilmes de 

Staphylococcus aureus que serão submetidos ao tratamento com antibióticos, 

permitindo uma redução da concentração necessária de antibióticos para eliminação 

do microrganismo (BAIDAMSHINA et al., 2017). A ficina também foi utilizada na 

hidrólise de anticorpos para produção de fragmentos de ligação de antígenos (Fab), 

promovendo um aprimoramento nas aplicações de anticorpos (MORELLON-

STERLING et al., 2020). Também são encontrados usos da ficina na fabricação de 
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queijos, na indústria farmacêutica e cervejeira, no amaciamento de carnes e na 

produção de peptídeos bioativos (SIAR et al., 2017). 

 Um dos obstáculos para o uso da ficina é a sua disponibilidade limitada. Para 

se obter um rendimento significativo da enzima é necessário realizar o corte dos ramos 

da figueira, o que acaba interferindo no desenvolvimento da planta, assim como no 

crescimento de novos galhos, tornando o processo de extração demorado e oneroso. 

Sattari e colaboradores (2020) conseguiram clonar o gene de Ficus carica, figueira 

iraniana, que expressa as isoformas da ficina em E. coli BL21, o que facilita a produção 

em larga escala da enzima, permitindo o seu uso biotecnológico.  

 Além do uso de técnicas de engenharia genética para o favorecimento do uso 

da enzima, também é possível avaliar as tecnologias existentes no âmbito da 

engenharia enzimática, como as técnicas de imobilização.  

 As características inerentes às enzimas, como biodegradabilidade, 

especificidade, funcionamento em condições amenas de operação e altas taxas de 

conversão, tornam o uso de enzimas favorável comparado a catalisadores químicos, 

atendendo as demandas do uso de tecnologias mais limpas e mais sustentáveis. Um 

dos maiores desafios encontrados no uso generalizado de enzimas é sua aplicação 

industrial devido à dificuldade em manter a estabilidade químico-operacional do 

catalisador por longo período, a complexidade em recuperar a enzima ao final da 

reação e em promover seu reuso. Dessa forma a tecnologia de  imobilização de 

enzimas torna-se uma solução para superar as limitações encontradas para o uso de 

biocatalisadores solúveis (GUISÁN, 2013; SHELDON; VAN PELT, 2013; SIAR et al., 

2018a; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).  

 A imobilização pode ser definida como o confinamento de enzimas em um 

suporte sólido ou uma matriz diferente daquela em que o substrato ou o produto se 

encontram. Diferentes metodologias podem ser empregadas para possibilitar a 

imobilização dos catalisadores, sendo normalmente divididos em aprisionamento, 

cross-linking e ligação ao suporte. A escolha do melhor método é dependente da 

natureza da enzima, do suporte e de sua aplicação (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).  

 A formação de ligações covalentes é descrita como um método irreversível de 

imobilização e é um dos mais utilizados devido a sua capacidade estabilizante 

atribuída a formação das ligações entre os resíduos de aminoácidos localizados na 

superfície da enzima e grupos funcionais presentes no suporte, evitando a 

solubilização da proteína. O grande revés dos métodos que empregam a formação de 
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ligações covalentes é que os resíduos do aminoácido envolvidos na imobilização, não 

devem estar envolvidos com a atividade catalítica da enzima; caso contrário, esta 

pode ser prejudicada significantemente devido a desestabilização da estrutura da  

enzima (CAO, 2006; GUISÁN, 2013).   

 A imobilização também pode ser realizada através da ligação da enzima ao 

suporte por ligações iônicas, ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals.  O 

uso dessa metodologia de imobilização geralmente tende a garantir a atividade 

enzimática inicialmente oferecida ao suporte, podendo até aumentar a sua atividade 

devido a modificações conformacionais da estrutura terciária da enzima. Essas 

interações são relativamente mais fracas comparadas as ligações covalentes, 

sofrendo influência das condições do meio, como pH, força iônica e temperatura, 

podendo ocorrer o fenômeno da dessorção provocado pela variação das condições 

do meio reacional (GUISÁN, 2013; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).  

 Além do método de imobilização, um fator importante na tecnologia de 

imobilização, é a escolha do suporte a ser utilizado. Este pode ser orgânico, sintético 

ou natural, ou inorgânico. Suportes ideais devem apresentar as seguintes 

características: ser de baixo custo; com baixo impacto ambiental; deve ser inerte após 

a imobilização não interferindo na reação enzimática e na qualidade do produto; deve 

apresentar resistência mecânica e térmica; ser estável; ser regenerável após a 

exaustão da atividade enzimática; ser capaz de aumentar a atividade catalítica da 

enzima; ser capaz de suportar uma grande carga proteica; entre outras características 

secundárias. Entretanto, a maioria dos suportes não apresenta esse conjunto de 

propriedades e, portanto, a escolha deve ser avaliada de acordo com a conveniência 

do processo em que será utilizado (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).  

 A agarose é um polissacarídeo oriundo da parede celular de algas marinhas 

vermelhas, sendo usada amplamente como suporte para imobilização, e possui 

características como alta porosidade, é hidrofílica, fácil de derivatizar, e não possui 

grupos carregados, evitando adsorção não específica de produtos ou substratos. A 

maior limitação do uso da agarose é o seu alto custo, o que torna a sua aplicação em 

escala industrial limitada (GUISÁN, 2013). Um material que vem sendo usado como 

alternativa para imobilização é o pó de sabugo de milho, um material lignocelulósico, 

subproduto do processamento do milho. De acordo com o Acompanhamento da Safra 

Brasileira realizada pela Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) a produção 

de milho na safra 2018/19 no Brasil foi de 99,9 milhões de toneladas e estima-se que 
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são produzidos 0,15 kg de sabugo de milho para cada quilograma de milho produzido. 

O baixo custo e suas propriedades físico-químicas tornam o pó de sabugo de milho 

um material interessante para o emprego como suporte na imobilização de enzimas 

(BASSAN et al., 2016). 

 Uma importante aplicação de proteases vegetais como bromelina e papaína 

está na produção de hidrolisados proteicos com a finalidade de obtenção de 

fragmentos como peptídeos e até aminoácidos livres. Algumas sequências proteicas 

quando processadas e digeridas por proteases podem produzir peptídeos que 

apresentam funções biológicas específicas diferentes da proteína nativa. Os 

peptídeos que são biologicamente ativos (bioativos), obtidos a partir de proteínas de 

grau alimentício, podem prevenir doenças e problemas cardiovasculares, digestivos, 

endócrinos e relacionados ao sistema imunológico, potencialmente prevenindo o 

desenvolvimento de hipertensão, diabetes, obesidade e câncer (CHAKRABARTI; 

GUHA; MAJUMDER, 2018; MAZORRA-MANZANO; RAMÍREZ-SUAREZ; YADA, 

2018).  

 Considerando o exposto, a imobilização da ficina permitiu a exploração da sua 

capacidade hidrolítica de protease e, assim, o aproveitamento do potencial de 

produção de peptídeos com atividade biológica em extratos proteicos alternativos.  
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7 CONCLUSÃO 

A enzima ficina extraída do látex de figueira apresentou resultados promissores 

para sua aplicação, mantendo atividade após sua exposição em condições de pH 

ácido e alcalinos, assim como em temperaturas altas. Foi possível também imobilizar 

a enzima em agarose e pó de sabugo de milho, um suporte alternativo de baixo custo, 

possibilitando avaliar a viabilidade de reuso do catalisador, para aproveitar a sua 

atividade catalítica e possibilitar a aplicação em biorreatores. O uso do suporte ativado 

com grupamentos glioxil foi considerado mais apropriado para imobilização da ficina 

e sua aplicação na hidrólise de extratos proteicos, comparado à outras estratégias 

implementadas no desenvolver do trabalho. Foram observadas variações de 

concentrações de proteína nos extratos proteicos utilizados como substratos nas 

reações de hidrólises utilizando a ficina solúvel e imobilizada, assim como alterações 

na capacidade quelante dos extratos proteicos proporcionais ao tempo de hidrólise. 

Através da imobilização foi possível realizar a hidrólise de grão de bico em modo 

contínuo, que é um dos grandes interesses ao se imobilizar uma enzima. Ainda são 

necessárias análises complementares para esclarecer a ação da ficina, mas ainda 

assim, os resultados indicam o potencial de uso da ficina como protease vegetal para 

produção de hidrolisados proteicos e a suas inúmeras aplicações e o trabalho serve 

como base para o desenvolvimento de novas investigações.  
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