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RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi identificar a presença de amilases, celulases, inibidores 
de papaína e tripsina e atividade antimicrobiana nos extratos protéicos de sementes 
de Caesalpinia pyramidalis (Fabaceae). Esta espécie ocorre no Bioma Caatinga, 
onde é conhecida popularmente como catingueira. É utilizada na medicina popular 
devido as suas várias propriedades terapêuticas, principalmente no tratamento das 
infecções respiratórias e intestinais. As plantas são ricas em compostos com 
potencial para aplicações industriais e os resultados indicaram a presença de 
amilases, celulases e inibidores da papaína e tripsina nos extratos proteícos 
avaliados. Além disso, os extratos apresentaram atividade antibacteriana contra 
Staphylococcus aureus. Assim, sementes da catingueira avaliadas neste estudo 
possuem um bom potencial para a extração de proteínas que podem ser de grande 
utilidade em processos industriais, farmacêuticos e biotecnológicos. 
PALAVRAS-CHAVE:  Antimicrobiano. Amilase. Celulase. Cistatina. Serpina. 
 

ENZYMES, PROTEASE INHIBITORS AND ANTIBACTERIAL ACTI VITY OF 
AQUEOUS EXTRACTS OF Caesalpinia pyramidalis Tul. SEEDS 

 
ABSTRACT  

The aim of this work was to identify the presence of amylases, cellulases, papain and 
trypsin inhibitors and antimicrobial activities in the protein extracts of Caesalpinia 
pyramidalis seeds (Fabaceae). It occurs in Caatinga Biome, where is known as 
“catingueira. This species is utilized in folk medicine due to its several therapeutic 
properties being used in the treatment of respiratory and intestinal infections. Plants 
are rich in compounds with potential for industrial applications and the results 
indicated the presence of the amylase, cellulase and papain/trypsin inhibitors in 
protein extracts. In addition, the extracts show antibacterial activities against 
Staphylococcus aureus. Thus, seeds from the “catingueira” evaluated in this study 
had a high potential for extraction of proteins that could be of large utility in the 
industrial and biotechnological process. 
KEYWORDS: Antimicrobial. Amylase. Cellulase. Cystatin. Serpin. 
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INTRODUÇÃO 
Sementes de leguminosas usualmente são abundantes em proteínas que 

desempenham diversas atividades metabólicas, incluindo as funções de reserva, 
catalítica e de proteção natural da planta contra estresses bióticos e abióticos 
(CÂNDIDO et al., 2011, TAN-WILSON & WILSON, 2012). Dentre as proteínas 
presentes em sementes estão as glicosidases (amilases e celulases, por exemplo) 
que catalisam a quebra de polissacarídeos complexos tais como amido e celulose 
durante a germinação das mesmas (GIORGINI, 1992; KUMARI et al., 2010) e os 
inibidores de proteases, que desempenham papel na defesa da planta contra o 
ataque de pragas e patógenos (VALUEVA & MOSOLOV, 2004). 

As amilases são amplamente distribuídas na natureza e sua ação catalítica 
promove a hidrólise do amido para produzir glicose e maltose. Estas enzimas são 
frequentes em sementes de diversas espécies de Fabaceae, podendo estar 
presentes de forma constitutiva ou serem induzidas durante as fases de germinação 
e estabelecimento das plântulas (ZEEMAN et al., 2010). Já as celulases promovem 
a quebra da celulose, o biopolímero mais abundante na natureza e, embora a 
maioria das celulases estudadas seja obtida de fungos, alguns estudos já 
identificaram e isolaram celulases vegetais (GIORGINI, 1992; KANELLIS & 
KALAITZIS, 1992).  

Os inibidores de proteases atuam no controle de proteases endógenas e/ou 
fazendo parte do arsenal de proteção de defesa vegetal. Deste modo, por serem 
proteínas de defesa, muitos apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias e 
fungos patogênicos (VALUEVA & MOSOLOV, 2004). 

Amilases, celulases e inibidores de proteases estão entre as proteínas de 
grande interesse na pesquisa biotecnológica pelo potencial de aplicação nos setores 
industrial e farmacêutico (MARC et al., 2002, GOMES et al., 2007, PAULA et al., 
2012). Amilases são utilizadas na fabricação de pães, bebidas e outros processos 
que envolvem a degradação enzimática do amido (MARC et al., 2002, RANA et al., 
2013). As principais aplicações comerciais de celulases são na indústria têxtil para a 
produção de tecidos e detergentes de lavanderia (LEGHLIMI et al., 2013) e grande 
atenção tem sido dada ao uso de celulases para a produção de biocombustível 
(ZHANG et al., 2006). Os inibidores de proteases tem sido investigados quanto a 
sua atividade antibacteriana, antifúngica e anticancerígena constituindo-se 
moléculas de promissoras aplicações farmacêuticas (KIM et al., 2009, PAULA et al., 
2012). 

Caesalpinia pyramidalis Tul. (Fabaceae: Caesalpinoideae), conhecida 
popularmente como catingueira, é amplamente dispersa no Nordeste Semiárido 
Brasileiro. Considerada endêmica do Bioma Caatinga (ALVES et al., 2007) é uma 
espécie muito explorada pela população para fins forrageiros e medicinais sendo 
suas folhas, flores e cascas utilizadas no tratamento das infecções respiratórias e 
intestinais (ALBUQUERQUE et al., 2007). Os extratos aquosos e etanólicos das 
diversas partes da planta apresentaram atividades antibacteriana (LIMA et al., 2006, 
ALVIANO et al., 2008), antifúngica (CRUZ et al., 2007), antioxidante (ALVIANO et 
al., 2008) antinoceciptiva e antiinflamatória (SANTOS et al., 2011, SANTANA et al., 
2012) e os estudos envolvendo à identificação e isolamento de compostos 
farmacologicamente ativos relacionam-se a identificação de metabólitos secundários 
tais como flavonoides e chalconas (MENDES et al., 2000; BAHIA et al., 2005).  

Frequentemente, as sementes de leguminosas apresentam em torno de 20% 
de proteínas e dados relativos à ocorrência e isolamento de proteínas em sementes 



ENCICLOPÉDIA BIOSFERA , Centro Científico Conhecer - Goiânia, v.10, n.18; p.                2014 
 

 

3252 

de C. pyramidalis são escassos. Deste modo, a prospecção destas biomoléculas em 
sementes de espécies ainda não estudadas para este propósito pode contribuir para 
a identificação de compostos com um amplo espectro de propriedades bioativas. 

Assim, o presente trabalho teve como objetivos investigar a atividade de 
amilases, celulases e inibidores de proteases em extratos aquosos de sementes de 
catingueira, bem como avaliar a atividade antibacteriana destes extratos.  
 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Sementes 
Sementes de C. pyramidalis foram coletadas no município de Sobral-CE, em 

fevereiro de 2013. A identificação foi realizada no Herbário da Universidade Estadual 
Vale do Acaraú (HUVA) onde foi incorporada exsicata sob o número 16720. As 
sementes foram acondicionadas em recipientes plásticos e armazenadas a 4°C até 
uso. 
 

Obtenção dos extratos aquosos 
Os tegumentos das sementes foram retirados manualmente e os cotilédones 

triturados em moinho elétrico para a obtenção de uma fina farinha, que foi delipidada 
com acetona. Para verificar a melhor solução para a extração das enzimas amilases 
e celulases e dos inibidores de proteases, foram usadas quatro diferentes soluções 
de extração: tampão Tris/HCl 50 mM pH 7,5, solução de cloreto de sódio 0,15 M, 
tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 6,7 e água destilada.  

Para a extração das proteínas, cinco gramas da farinha da semente foi mantida 
em contato com as diferentes soluções de extração, na proporção de 1:10 (m/v), sob 
agitação constante por uma hora, em temperatura ambiente. Após este processo, os 
extratos foram centrifugados a 10.000xg por 30 minutos, a 4ºC. Os sobrenadantes 
obtidos foram nomeados de extratos aquosos (EA) e usados como fonte de 
enzimas, inibidores de proteases e atividade antimicrobiana. Todas as extrações 
foram feitas em triplicata. 
 
Atividade enzimática 

A atividade enzimática foi realizada qualitativamente pelo método de difusão 
radial em gel de ágar, em placas de Petri. Para a atividade da amilase, ágar a 2% 
(m/v) foi copolimerizado com o substrato amido solúvel de batata para uma 
concentração final de 1% (m/v) (FARIAS et al., 2010). Posteriormente a solidificação, 
foram feitos poços de 6 mm de diâmetro no gel e 50 µL dos extratos foram aplicados 
em cada poço. As placas foram incubadas em estufa a 37ºC, por 12 horas. Após 
isto, 10 mL de uma solução de lugol (corante) foi aplicada sobre as placas e logo em 
seguida o excesso da solução corante foi removido através de três lavagens com 
água destilada. A atividade amilásica foi visualizada pelo aparecimento de um halo 
de hidrólise claro, sobre um fundo azul.  

Para a atividade da celulase, foi utilizado o mesmo protocolo descrito para 
amilase, exceto pela utilização de carboximetilcelulose (CMC) como substrato 
(SALLES et al., 2010). Neste caso, para a detecção dos halos de hidrólise, foram 
aplicados em cada placa 10 mL de uma solução corante de vermelho congo a 0,1% 
(m/v). Após 30 minutos, o corante foi descartado e seu excesso removido com uma 
solução de NaCl 0,5 M até o aparecimento dos halos de hidrólise. Placas controles 
contendo apenas as soluções de extração foram feitas e todos os testes realizados 
em triplicatas, com duas repetições.  
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Detecção de inibidor de tripsina  

A inibição da tripsina foi avaliada pelo método descrito por KAKADE et al. 
(1974) usando Nα-Benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BApNA) como substrato. 
Quarenta microlitros de uma solução de tripsina (0,1 mg/mL em HCl 1mM) foi 
incubada por 10 minutos a 37ºC com 560 µL de tampão tris/HCl 50 mM pH 7,5 e 200 
µL dos extratos das sementes. Neste caso, foram utilizados apenas os extratos 
obtidos com o tampão tris/HCl 50 mM pH 7,5 e fosfato de sódio 0,1 M pH 6.7. A 
reação foi iniciada com a adição de 500 µL de uma solução de BApNA 1,25 mM 
preparada em dimetilsulfoxido (DMSO) a 1% (v/v) e tris/HCl 50 mM pH 7,5. Após 15 
minutos a 37ºC, a reação foi parada pela adição de 200 µL de ácido acético 30%. 
Tubos controle da tripsina foram feitos na ausência dos extratos vegetais. Tubos 
controles (brancos), onde o substrato foi acrescentado após a reação ter sido 
parada, foram realizados para cada amostra. O desenvolvimento da cor foi medida 
em espectrofotômetro a 410 nm. 

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibição enzimática 
considerando a atividade da tripsina na ausência dos extratos vegetais como 100% 
de atividade enzimática. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os dados 
calculados como a média dos valores.  
 
Detecção de inibidor de papaína 

Para o ensaio de inibição da papaína, foi usada a metodologia descrita por 
ABE et al.(1987). Em tubos de ensaio foram pipetados 40 µL de uma solução de 
papaína (0,05 mg.mL-1 em tampão fosfato de sódio pH 6,0), 40 µL de solução 
ativadora (EDTA 0,1M + DTT 2 mM), acrescentados 220 µL de tampão fosfato de 
sódio 0,1 M pH 6,0 e 200 µl dos extratos vegetais. Em seguida, os tubos foram 
incubados por 10 minutos em banho-maria a 37°C, acr escentando-se 200 µL de 
uma solução do substrato α-N-benzoil-arginina-p-naftilamida (BANA) a 1 mM, 
preparada em DMSO a 1% (v/v) e em tampão fosfato de sódio pH 6,0. Vinte minutos 
depois, a reação foi parada com 500 µL de uma solução de ácido clorídrico a 2% em 
etanol (v/v). Após cinco minutos em temperatura ambiente, foram acrescentados 500 
µL de p-dimetilcinamaldeído (DMACA) a 0,06%. Trinta minutos depois, o 
desenvolvimento da cor foi medido em espectrofotômetro a 540 nm. Tubos controles 
da papaína foram feitos na ausência dos extratos vegetais. Os ensaios foram feitos 
em triplicata e os resultados expressos conforme descrito para os inibidores de 
tripsina.  
 
Atividade antimicrobiana 
 
Microrganismos 

Foram utilizadas cepas padrões de Escherichia coli (ATCC 25922), Vibrio 
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus (ATTC 25923) e Enterococcus faecalis 
(ATCC 29212), estocadas em ágar Mueller-Hinton e cedidas pelo Laboratório de 
Microbiologia do Centro de Ciências Agrárias e Biológicas da Universidade Estadual 
Vale do Acaraú-UVA. As cepas dos microrganismos foram diluídas em 10 mL de 
salina estéril onde se obteve uma suspensão com turvação equivalente a 0,5 da 
escala de Mc Farlland (1,5 x 108 UFC/ml). Em seguida foi feita a inoculação na placa 
de Petri, com a utilização de um swab estéril.  
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Difusão em Agar 
A atividade dos extratos foi qualitativamente medida pelo método de difusão 

em agar Mueller-Hinton (FONTENELLE et al., 2007). Poços de 6 mm foram 
perfurados nas placas inoculadas com as cepas e em cada poço foi adicionado 50 µl 
dos extratos. O antibiótico tetraciclina foi utilizado como controle positivo e as 
soluções usadas na extração como controle negativo. As placas foram incubadas 
em estufa a 36ºC por 24 horas. Logo após este período, o halo de inibição formado 
ao redor dos poços foi medido. 

 
Microdiluição em caldo 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) dos extratos frente às 
cepas de S. aureus foi realizada de acordo com o Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI, 2003). Foi utilizado o método de diluição em placa de 96 poços em 
meio caldo Luria-Bertani broth (LB), usando-se concentrações decrescentes dos 
extratos que foram diluídos sequencialmente para concentrações que variaram de 
25% a 0,025% (v/v). Em seguida, em cada poço das placas foram pipetados 50 µL 
de uma suspensão de S. aureus (~108 unidades formadoras de colônias-UFC). As 
placas foram incubadas em estufa a 37ºC, por 24 h. Foi considerada como CIM a 
menor concentração do extrato capaz de inibir completamente o crescimento 
bacteriano, decorrido o tempo de incubação. Para confirmação dos resultados, 50 µL 
do conteúdo contido nos poços foram posteriormente inoculados para o meio de 
cultura Mueller-Hilton. A ausência de crescimento bacteriano após 24 horas 
confirmou a atividade antibacteriana dos extratos. Tetraciclina (30 a 0,029 µg/mL) foi 
usada como controle positivo. Os controles negativos utilizados foram o meio LB e o 
inóculo.  
 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Detecção de amilases e celulases 

Analisando os extratos protéicos das sementes de C. pyramidalis foi 
identificada atividade amilásica e celulásica em todos os extratos (figura 1), não 
havendo, aparentemente, diferenças qualitativas na capacidade de degradar amido 
e celulose, respectivamente, pelos extratos utilizados. Estes resultados indicam que, 
nas condições usadas nos ensaios, a atividade das enzimas não foi influenciada 
pelo pH das soluções usadas na extração. 
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FIGURA 1:  Ensaio enzimático de difusão radial em gel de ágar para 
amilases (1A) e celulases (1B). Os extratos proteicos 
foram obtidos com as seguintes soluções de extração: (a) 
tampão tris/HCl 50mM pH 7,5 (b) solução salina 0,2 M (c) 
água destilada e (d) tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 6,7. 
A atividade enzimática é evidenciada pelo halo claro sobre 
o gel. Fonte: ANDRADE, L.B.S. 

 
Amilases são abundantes em plantas, principalmente naquelas que possuem 

amido como principal carboidrato de reserva, tais como gramíneas e leguminosas. 
Estas enzimas desempenham importantes papéis na degradação enzimática dos 
polissacarídeos de reserva durante a germinação, fornecendo a energia necessária 
às etapas iniciais de desenvolvimento da plântula (ZEEMAN et al., 2010). Amilases 
já foram detectadas e/ou isoladas em sementes de leguminosas tais como jucá 
(CAVALHEIRO et al., 2009) e soja (KUMARI et al., 2010), sendo mais estudadas e 
caracterizadas em sementes de gramíneas (SRIVASTAVA & KAYASTHA, 2014).  

As celulases parecem estar envolvidas nos eventos de amadurecimento e 
abscisão de frutos e germinação de sementes (GIORGINI, 1992; KANELLIS & 
KALAITZIS, 1992; FRANKOVÁ & FRY, 2013). Porém, a maior parte das celulases 
estudadas é de origem microbiana, sendo poucos os relatos sobre a identificação e 
isolamento de celulases de fontes vegetais (LOPEZ-CASADO et al., 2008, 
BARATTO et al., 2011). Para muitos autores, a atividade de celulases em sementes 
pode ser devido à ocorrência de organismos endofíticos produtores destas enzimas 
presentes nestes órgãos (CAVALHEIRO et al., 2009). Portanto, torna-se necessário 
o isolamento e caracterização das celulases encontradas nestas sementes para a 
identificação de sua origem. 

É interessante notar que todos os extratos apresentaram atividade para 
celulases e amilases e isto pode ser devido ao fato de que, com base em sua 
solubilidade em soluções aquosas, as proteínas são classificadas em albuminas 
(solúveis em água) e globulinas (solúveis em soluções salinas diluídas) (OSBORNE, 
1924), sendo as enzimas hidrolíticas pertencentes à classe das albuminas e, 
portanto, solúveis em soluções aquosas (DURANTI & GIUS, 1997).  
 
 



ENCICLOPÉDIA BIOSFERA , Centro Científico Conhecer - Goiânia, v.10, n.18; p.                2014 
 

 

3256 

Detecção de inibidores de tripsina e papaína 
 
A capacidade dos extratos proteicos de sementes de C. pyramidalis em inibir 

papaína e tripsina está demonstrada no gráfico 1. 
 
 

 
 

GRÁFICO 1. Inibição da papaína e tripsina por extratos proteicos 
de sementes de Caesalpinia pyramidalis. 

 
 

Foi verificado que os extratos inibiram a atividade da tripsina em 100% e da 
papaína em aproximadamente 80%. A detecção de inibidores de papaína e tripsina 
com diferentes potenciais inibitórios indicam a existência de inibidores de mais de 
uma classe de proteases em sementes de C. pyramidalis. Em sementes de 
leguminosas, é relativamente comum a ocorrência de diferentes inibidores para 
papaína e tripsina, ou ainda inibidores bifuncionais, ou seja, um mesmo inibidor ser 
capaz de reduzir a atividade de ambas as enzimas (FRANCO et al., 2002). Por 
exemplo, em sementes de Pithecelobium dumosum, foi purificado um inibidor 
bifuncional de papaína e tripsina com atividade inibitória de enzimas de insetos-
praga (OLIVEIRA et al. 2007) e em Adenanthera pavonina foi identificado um inibidor 
com dupla atividade para papaína e tripsina (MIGLIOLO et al., 2010). 

Inibidores de proteases isolados de sementes, folhas e raízes de leguminosas 
estão entre as proteínas de defesa mais bem estudadas e caracterizadas e estas 
pesquisam mostram que estes possuem ação efetiva contra insetos, nematoides e 
microrganismos patogênicos além de possuírem ação anticâncer (GOMES et al. 
2005, ANDRADE et al., 2010, CÂNDIDO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011). A 
presença de inibidores de tripsina e papaína em sementes de C. pyramidalis ainda 
não havia sido reportada e, deste modo, está é uma espécie promissora para a 
extração e exploração da bioatividade destes inibidores. 
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Atividade antibacteriana  
Pelo método de difusão em ágar todos os extratos foram capazes de inibir o 

crescimento de S. aureus, sendo o maior halo de inibição observado no extrato 
obtido com o tampão fosfato, enquanto que o menor halo foi apresentado pelo 
extrato obtido com solução salina (tabela 1). A menor CIM foi observada no extrato 
obtido com água destilada, com uma concentração de 12,5 % (v/v) já o extrato 
obtido com salina não apresentou CIM nas concentrações testadas (tabela 1). Não 
foi observada atividade antimicrobiana contra os demais microrganismos avaliados.  

 
TABELA 1.  Atividade antimicrobiana de extratos proteicos de sementes de 

Caesalpinia pyramidalis contra Staphylococcus aureus 
Soluções de extração  Diâmetros dos halos 

de inibição (mm)  
CIM 

Concentrações das 
soluções (v/v) 

Água destilada 
 

14 ± 0,8 12,5 % 
 

Salina 0,15 M 
 

12 ± 0,5 N.I. 
 

Tris/HCl 50 mM pH 7.5 
 

14 ± 1,0  25 % 

Fosfato de sódio 100 mM pH 6,7 15 ± 0,9  25 % 
CIM: Concentração Inibitória Mínima; N.I.: Não inibiu o crescimento do microrganismo. 
 

A atividade antimicrobiana de extratos obtidos a partir de diversas partes de C. 
pyramidalis contra bactérias e fungos já foi reportada na literatura. Extratos 
etanólicos de folhas desta espécie foram muito ativos contra cepas resistentes de S. 
aureus (LIMA et al., 2006) e há relatos do uso da infusão das folhas para o 
tratamento de micoses (CRUZ et al., 2007). Entretanto, não há relatos da atividade 
antibacteriana de extratos de sementes de C. pyramidalis, tornando este dado 
relevante para a investigação. Deste modo, o isolamento e caracterização do(s) 
composto(s) ativo(s) presente(s) no extrato torna-se um passo fundamental para a 
identificação do(s) agente(s) antimicrobiano(s). 

 
CONCLUSÃO  

Foi verificado que extratos obtidos de sementes de C. pyramidalis apresentam 
amilases, celulases, inibidores de proteases e compostos com atividade 
antibacteriana, todos com potencialidades de utilização e aplicações para fins 
biotecnológicos.  
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