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RESUMO

As enzimas sao catalisadores bioldgicos amplamente empregados na industria de
alimentos e bebidas. Um dos grupos de destaque desses catalisadores sao as
proteases, que correspondem a aproximadamente 60% das enzimas industriais
atualmente. Visto a importancia deste grupo de enzimas, o presente trabalho teve
como obijetivo realizar uma revisao da literatura acerca das proteases, trazendo os
tipos, caracteristicas e aplicagdes dessas enzimas na industria alimenticia, onde
foram discutidas as principais proteases que sao atualmente utilizadas nesta
industria, sendo elas: papaina, bromelina, quimosina, actinidina, pepsina, proteases
obtidas através de microrganismos e proteases comerciais. Além disso, foram
abordados alguns estudos que trazem novas aplicagbes para essas enzimas. Como
destaque da aplicacao das proteases na industria de alimentos, temos os setores de
laticinios, carneo e de panificacdo, que utilizam diversas peptidases para a
realizagcdo de processos como coagulacdo do leite para obtencdo de queijos,
amaciamento de carnes e reducgado do teor de gluten em farinhas para melhorar

caracteristicas da massa obtida.

Palavras-chave: aplicagdes enzimaticas; enzimas; peptidases.



ABSTRACT

Enzymes are biological catalysts that are widely used in the food and beverage
industry. One of the most important groups of these catalysts are proteases, which
account for approximately 60% of industrial enzymes today. Given the importance of
this group of enzymes, the aim of this study was to review the literature on
proteases, including the types, characteristics and applications of these enzymes in
the food industry. The main proteases currently used in this industry were discussed:
papain, bromelain, chymosin, actinidin, pepsin, proteases obtained from
microorganisms and commercial proteases. In addition, some studies that bring new
applications to these enzymes were discussed. The most notable applications of
proteases in the food industry are in the dairy, meat and bakery sectors, which use
various peptidases to carry out processes such as coagulating milk to obtain
cheeses, tenderizing meats and reducing the gluten content in flours to improve the

characteristics of the dough obtained.

Keywords: enzymatic applications; enzymes; peptidases.
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1 INTRODUGAO

As enzimas sao definidas como catalisadores biolégicos e, com algumas
excegdes, sdo em sua grande parte proteinas. Elas sao responsaveis por catalisar
as mais diversas reagdes, fornecendo parte da energia necessaria para que essas
reagdes ocorram, sem sofrerem alteragdes nesse processo. Para que algumas
dessas enzimas possam atuar é necessaria a presenga de outros componentes,
chamados de cofatores (ions inorganicos) e coenzimas (moléculas organicas)
(Nelson; Cox; Hoskins, 2022).

Quanto a sua classificagdo, as enzimas se dividem de acordo com os
tipos de reacdes que catalisam. Atualmente existem sete classes de enzimas, sendo
elas: oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases, ligases e
translocases (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry
and Molecular Biology, 2023a). Dentro dessas classes existem subclasses que
ajudam a especificar quais reagdes sao catalisadas por cada enzima.

O uso de enzimas é bastante diversificado, podendo ser aplicado em
industrias como a de tecidos, detergentes, industria de couro, de alimentos e
bebidas, entre outros setores industriais (Denti et al., 2022). Na industria de
detergentes, por exemplo, tem-se a utilizagcdo de lipases e proteases para
potencializar a acdo desses produtos, enquanto que na industria de couro as
enzimas sao utilizadas para facilitar o processo da retirada de pelos. Quando se fala
na industria alimenticia (abrangendo tanto alimentos quanto bebidas), ha uma gama
de enzimas que sao utilizadas nos mais diversos processos, como producado de
queijos e amaciamento de carnes (Vermelho et al., 2008; Nascimento, M. C. et al.,
2021).

Dentre as industrias que fazem uso de enzimas nos seus processos,
temos como destaque o setor de alimentos e bebidas, uma vez que, segundo
relatério elaborado pela Mordor Intelligence (2017), que traz informagdes acerca do
tamanho do mercado de enzimas usadas nas industrias e a participacado dos setores
industriais nesse mercado, € o segmento que possui maior demanda por enzimas
industriais. O crescimento dessa industria vem fazendo com que a busca por
inovagao e desenvolvimento de novos produtos neste setor se amplie, aumentando
assim a utilizagado de enzimas nos mais diversos processos.

Na industria de alimentos, as proteases s&o um grupo de enzimas
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utilizado que possui grande destaque. Representando cerca de 60% do total de
enzimas industriais e 40% das vendas mundiais de enzimas, as proteases
revelam-se como um dos grupos enzimaticos com maior importancia comercial
(Denti, 2021). Essas enzimas, que podem ser obtidas de fontes animais, vegetais ou
microbiana, atuam catalisando reag¢des de hidrolises de ligagdes peptidicas e por
isso estdo incluidas na terceira classe de enzimas, a das hidrolases (Vermelho et al.,
2008). Como exemplos de proteases utilizadas na industria tem-se a papaina, que é
aplicada no amaciamento de carnes, quimosina e a pepsina, que sdo empregadas
no processo de coagulagcédo do leite para a producdo de queijo, dentre outras
diversas enzimas proteoliticas (Nascimento, M. C. et al., 2021).

Visto a importancia das proteases para a industria de alimentos, este
trabalho tem como intuito reunir informacgdes acerca dessas enzimas através de uma
revisdo bibliografica, utilizando como fontes de pesquisa artigos, livros, revistas,
entre outras obras, de modo a apresentar determinadas caracteristicas dessas
enzimas, sua principais fontes de obtencdo e suas aplicagbes na industria

alimenticia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Reunir informagdes através de levantamento bibliografico acerca do uso

de proteases na industria de alimentos.

2.2 Especificos

e Fazer uma breve introducio a respeito das enzimas;

e Destacar as principais enzimas proteoliticas utilizadas no setor alimenticio;

e Apresentar informacgdes acerca da classificacdo dessas proteases de acordo
com o Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry
and Molecular Biology (NC-IUBMB);

e Elencar as principais fontes de obtencao dessas enzimas;

e Listar os principais processos em que as proteases sdo utilizadas dentro da
industria de alimentos;

e Apresentar estudos que trazem novas aplicagdes potenciais para as

peptidases.
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho consiste em uma revisao da literatura que tem como
foco o uso de proteases na industria de alimentos, mas que traz também uma breve
introdug&o sobre as enzimas no geral.

Para o desenvolvimento do trabalho foram realizadas diversas pesquisas
acerca do tema, onde foram utilizadas ferramentas de busca e bases de dados
como Google Scholar, Elsevier, Research Gate, entre outras, de modo a se obter
acesso a artigos, trabalhos académicos e revistas eletrénicas. Além disso, também
foi realizado o uso da plataforma "Biblioteca online" de modo a se adquirir acesso ao
acervo digital da Universidade Federal do Ceara (UFC). As principais palavras chave

utilizadas durante a pesquisa estio listadas na tabela 1:

Tabela 1 — Principais palavras-chaves utilizadas para a realizacdo da
pesquisa.
Enzimas - Enzymes Proteases Peptidases
Nomenclatura de Industria de alimentos - Papaina - Papain
enzimas - Enzyme Food industry
Nomenclature

Bromelina - Bromelain Quimosina - Chymosin Actinidina - Actinidain

Pepsina - Pepsin Proteases fungicas Proteases bacterianas

Proteases comerciais Neutrase Alcalase

Fonte: elaborada pela autora.

E valido ressaltar que essas palavras foram utilizadas tanto de forma
independente como também associadas umas as outras para que assim 0s
resultados das buscas fossem mais precisos.

Os materiais utilizados como referéncia para este trabalho
encontravam-se principalmente nos idiomas portugués ou inglés e em sua maior
parte foram desenvolvidos entre 2013 e 2023, mas sem descartar obras importantes

que foram produzidas anteriormente a este periodo.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Enzimas

Conhecidas como catalisadores bioldgicos, as enzimas sdo capazes de
reduzir a energia necessaria para que determinadas reagbes possam acontecer,
aumentando assim a velocidade com que essas reacdes ocorrem (Denti et al.,
2022). As enzimas sado em sua grande maioria proteinas, mas existem excecgoes,
que sdo algumas poucas classes de moléculas de RNA que também possuem
atividade catalitica e que sao conhecidas como ribozimas (Nelson; Cox; Hoskins,
2022). Assim como outras substancias catalisadoras, as enzimas nao sofrem
alteracbes durante o processo de catalise, podendo assim serem reutilizadas
posteriormente. (Marzzoco; Bayardo, 2022)

Os principais beneficios da utilizacdo de enzimas como catalisadores
estdo na sua alta especificidade quanto ao substrato, além de exigir condi¢des
brandas de processamento, como temperatura, pH e pressdo, o que € vantajoso
para a industria (Justina; Justina; Skoronski, 2018). Além disso, as enzimas
possuem poder catalitico bem maior do que catalisadores sintéticos ou inorganicos,
sendo capazes de aumentar a velocidade de uma reagdo em uma ordem de 103,
podendo chegar até 10", e isso gracas a sua alta especificidade, que faz com que
uma enzima possa catalisar apenas uma unica reagao ou um numero pequeno de
reacOes, tornando-as bastante seletivas (Ferrier, 2019; Nelson; Cox; Hoskins, 2022).
Fatores como esses tornam as enzimas opgdes mais eficientes quando comparadas
com catalisadores quimicos.

Apesar dos seus diversos beneficios, o uso de enzimas como
catalisadores enfrenta certas dificuldades quando se fala em variagcao das condi¢cdes
de processo. As enzimas sao bastante sensiveis a alteragbes de temperatura e pH,
que podem ocasionar uma mudanga conformacional em sua estrutura e fazer assim
com que essa enzima perca sua atividade catalitica. Essa alteragdo na conformagao
dessas moléculas que acarreta na perda da sua atividade catalitica € denominada
de desnaturagdo (Monteiro; Silva, 2009). Essa baixa estabilidade a condigdes de
processo acaba sendo um fator de restricdo para o uso de enzimas em

determinados procedimentos industriais.
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A tabela 2 traz um comparativo entre algumas caracteristicas

apresentadas por enzimas e catalisadores quimicos.

Tabela 2 - Caracteristicas apresentadas por enzimas e catalisadores
quimicos.
Caracteristicas Enzimas Catalisadores
quimicos

Especificidade ao Alta Baixa

substrato

Sensibilidade ao pH e Alta Baixa

temperatura

Condigdes de Brandas Geralmente drasticas

processamento (T, pH e P)

Custo de obtencgao Alto Moderado
Estabilidade Baixa Alta
Velocidade de reagao Alta Baixa

Fonte: adaptada de Silva (2013).

4.1.1 Meios de obtencao

As enzimas podem ser extraidas essencialmente de trés tipos de fonte:
animal, vegetal e microbiana. Dentre essas fontes as enzimas de origem microbiana
possuem maior destaque, visto que o rendimento na produgao pode ser aumentado
através da melhoria das condigdes de fermentagdo do microrganismo, além de ser
uma fonte que ndo depende de condicbes sazonais e por iSso se encontra
disponivel intermitentemente, entre outras vantagens (Monteiro; Silva, 2009).

Enzimas obtidas de diferentes fontes podem apresentar caracteristicas
distintas, tal como alguns trabalhos demonstram. Proteases que s&o obtidas através
de fontes vegetais possuem uma maior estabilidade em relagcdo ao pH e a
temperatura, podendo atuar em faixas mais amplas desses parametros do que
proteases obtidas por outras fontes (Chinnadurai; Krishnan; Perumal, 2018). Em
contrapartida, a obtencao de enzimas por fontes vegetais torna-se mais dificil devido

a resisténcia da parede celular dessas fontes e também a presenca de



20

contaminantes, que irdo dificultar a solubilizacdo dessas enzimas, tornando mais
complexa a extracao e reduzindo o rendimento de obtengao de enzimas (Denti et al.,
2022).

Quando se fala em enzimas obtidas de fontes animais, essas fontes
conseguem oferecer uma produtividade maior ao serem comparadas com as de
origem vegetal, mas ainda assim esse rendimento ndo é o suficiente para que se
possa prover a demanda da industria por si s6 (Denti et al., 2022). Para que essa
demanda seja suprida é realizada a obtengdo de enzimas através da produgéo por
microrganismos.

Com o conhecimento que se tem disponivel sobre a producido de
enzimas por microrganismos atualmente ja é possivel produzir enzimas que
apresentam maior estabilidade e possuem maior atividade catalitica quando
comparadas com as enzimas de outras fontes (animais e vegetais) (Simas, 2023).
Além disso, a quantidade de enzima obtida por microrganismos através da
fermentagcdo pode ser controlada, gerando mais ou menos enzimas. A grande
dificuldade nesse processo € o de purificar essas enzimas, visto que durante a
fermentagdo o microrganismo pode produzir mais de uma enzima, além de outros

produtos obtidos durante esse processo (Moraes, 2021).

4.1.2 Classes de enzimas

Atualmente as enzimas sao divididas em sete classes principais, sendo
elas: oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases, ligases e
translocases. Essa divisdo é elaborada de acordo com o tipo de reagcdo que as

enzimas catalisam. A tabela 3 detalha essa classificacio.
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Tabela 3 — Divisdo das classes enzimaticas, com as respectivas rea¢des catalisadas pelas mesmas.

Numero da Nome da classe Reacdes que catalisam
classe

1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons (ions hidreto ou atomos de
H).

2 Transferases Transferéncia de grupos.

3 Hidrolases Reacdes de hidrolise (transferéncia de grupos
funcionais para a agua).

4 Liases Clivagem de C—C, C—O0, C—N ou outras liga¢des por
eliminagdo, rompimento de ligagdes duplas ou anéis,
ou adicao de grupos a ligagdes duplas.

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro de uma mesma
molécula, produzindo formas isoméricas.

6 Ligases Formacao de ligagcbes C—C, C—S, C—O e C—N por
reacdes de condensacido bem como hidrélise de ATP
ou cofatores similares.

7 Translocases Movimentos de moléculas ou ions através de

membranas ou suas separag¢des por membranas.

Fonte: Nelson; Cox; Hoskins (2022).
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Além das classes, cada enzima também esta inserida em uma subclasse
e uma sub-subclasse, de forma a especificar ainda mais cada uma delas, de acordo
com seu mecanismo de agao para realizar a catalise de reagdes (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2023j).
A enzima B-glicosidase, por exemplo, pertence a classe das hidrolases, que atuam
catalisando reagdes de hidrélise, a subclasse glicosilases, pois participam na
hidrolise de compostos glicosila, e a sub-subclasse das glicosidases, hidrolisando

compostos O- ou S-glicosil (Pacheco; Mendes, 2021).

4.2 Aplicagao de enzimas na industria de alimentos

O uso de enzimas para obtencdo de alimentos é bastante antigo,
remontando o periodo da antiguidade. Mesmo que nao houvesse ainda o
conhecimento de fato sobre esses catalisadores, eles ja eram inconscientemente
utilizados na obtengao de produtos como paes e vinhos (Monteiro; Silva, 2009).

A vasta aplicagdo de enzimas nessa industria se deve a fatores como a
atoxicidade dessas moléculas, a necessidades de condigdes brandas de
processamento, sua alta especificidade e principalmente ao seu alto poder catalitico.
Por conta disso, atualmente a aplicacdo de enzimas se da em diversos setores da
industria alimenticia, como a panificagéo, cervejaria, laticinios, carnes, entre outros
(Moraes, 2021). A tabela 4 traz algumas enzimas e suas aplicagdes na industria de

alimentos.



Tabela 4 — Exemplos de enzimas usadas na industria de alimentos.

Enzimas Aplicagoes
Amilases Panificacao, xaropes, cervejaria, sucos de fruta
Proteases Panificagao, cervejaria, laticinios
Lactase Deslactosagao do leite integral ou do soro
Fosfatase Alimentos infantis
Catalase Desglicosagao de ovos

Glicose oxidase

Desglicosagao de ovos

Tanase Cervejaria
Naringinase Sucos de fruta
Pectinase Vinhos e sucos de fruta

Fonte: Moraes (2021).

23



24

No setor de laticinios as enzimas séo utilizadas principalmente nos
processos de coagulagdo do leite (para obtengcdo de queijos) e fabricagdo de
produtos isentos de lactose. E gracas ao uso da lactase, enzima que catalisa a
reacao de hidrdlise da lactose, que pessoas que possuem intolerdncia a lactose
podem consumir produtos de origem lactea (Justina; Justina; Skoronski, 2018).

Outro setor da industria de alimentos que demanda por enzimas em seus
processos € o de bebidas. Um exemplo de enzimas utilizadas neste setor sao as
amilases, que catalisam a hidrolise do amido com o intuito de liberar agucares
fermentesciveis que serdo utilizados por leveduras para realizar a fermentacao de
bebidas (Denti et al., 2022). Essas sdo apenas algumas das aplicagdes de enzimas
nas industrias alimenticias, que se estendem a diversos outros setores.

Dentre as enzimas empregadas em processos alimenticios, as proteases
possuem uma vasta aplicagdo, que vai desde processos de panificacdo até outros
como, clarificagcdo de bebidas, coagulacdo de leite, etc. Essas enzimas atuam
catalisando reagdes de hidrélise de ligagcbes peptidicas, o que ocasiona mudangas
na solubilidade, sabor e textura dos alimentos, além de alterar outras propriedades
como a formacdo de espuma e capacidade de emulsificacdo de produtos
(Nascimento et al., 2021). Essa gama de utilidades apresentada pelas proteases as
tornam um grupo de enzimas demasiadamente importante para a industria de

alimentos.

4.3 Proteases

As proteases, também chamadas de peptidases ou enzimas proteoliticas,
sdo um grupo de enzimas pertencentes a classe 3 (hidrolases). Essas enzimas sao
responsaveis por catalisar reagdes de hidrolise de ligagdes peptidicas presentes em
proteinas e fragmentos de proteinas (Denti et al., 2022). As peptidases sao divididas
em duas subclasses, as exopeptidases (EC 3.4.11-19) e as endopeptidases (EC
3.4.21-24 e EC 3.4.99), onde a diferenga entre essas subclasses esta na localizagéao
das ligagdes que serdo clivadas com o auxilio dessas peptidases. Enquanto as
exopeptidases agem sobre ligagdes peptidicas que estdo nas extremidades da

cadeia polipeptidica, as endopeptidases atuam nas ligagdes mais internas dessa
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cadeia (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, 2023i).

Algumas proteases classificam-se ainda de acordo com o0s grupos
quimicos presentes no seu sitio ativo que estdo envolvidos no processo de catalise.
Com isso, surgem as divisbes em carboxipeptidases do tipo serina (EC 3.4.16),
metalocarboxipeptidases (EC 3.4.17), carboxipeptidases do tipo cisteina (EC 3.4.18),
Serina endopeptidases (EC 3.4.21), Endopeptidases de cisteina (EC 3.4.22),
endopeptidases asparticas (EC 3.4.23), metaloendopeptidases (EC 3.4.24), treonina
endopeptidases (EC 3.4.25) (Vermelho et al., 2008).

4.3.1 Proteases na industria de alimentos

Dentre os setores da industria de alimentos que utilizam as proteases,
pode-se destacar o setor carneo (que utiliza proteases para o processo de
amaciamento de carnes), a panificacdo (onde as proteases irdo atuar na degradacgao
do gluten, trazendo modificagbes na massa obtida), no mercado de laticinios
(utilizadas na coagulacdo do leite para produgéo de queijos), entre outras aplicagdes
(Nascimento et al., 2021).

A tabela 5 traz algumas proteases utilizadas na industria de alimentos e

0S processos nos quais elas podem ser aplicadas.

Tabela 5 - Proteases e principais aplicacdes na industria de alimentos.

Proteases Aplicagoes
Papaina Amaciamento de carnes, panificacéo
Bromelina Amaciamento de carnes, panificagao, cervejaria
Quimosina Producéo de queijos
Actinidina Amaciamento de carnes, panificagao, cervejaria
Pepsina Producao de queijos, extracdo de colageno
Proteases fungicas Producéao de queijos, panificacao

Proteases bacterianas Melhoramento de caracteristicas tecnologicas

Fonte: elaborada pela autora.
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Nos préximos tépicos serao abordados de forma mais especifica como

essas enzimas podem operar nesses setores.

4.3.1.1 Papaina

Enzima de origem vegetal, a papaina é extraida do latex do mamao
(Carica papaya L.). Ela é classificada como uma cisteina endopeptidase e seu
cédigo numerico € Enzyme Commission (EC) 3.4.22.2. (Nomenclature Committee of
the International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2023d). Dentre as
principais caracteristicas da papaina temos que sua temperatura o6tima para
atividade catalitica € de 35°C, e sua faixa de pH ideal é de 5-7. A desnaturacao
dessa enzima ocorre em temperaturas de aproximadamente 80-90°C. Em baixas
temperaturas a atividade dessa enzima € pouco afetada, podendo suportar
temperatura de armazenamento de até 4°C (Lima et al., 2001 apud Petla, 2022).

A figura 1 traz a representacao da estrutura da papaina.

Figura 1 — Estrutura para a peptidase C01.001: papaina.

I
/

Fonte: MEROPS The Peptidase Database (2023b).

Na industria de carneos essa enzima € utilizada para proporcionar o
amaciamento da carne através da hidrélise de proteinas que compdem o tecido
microfibrilar e conjuntivo, alterando assim a textura desses produtos. Por possuir
uma estabilidade térmica razoavel, a papaina garante o amaciamento da carne
durante determinados processos térmicos, como a coc¢ao (Macedo; Matos, 2015).
Sua acao sobre a textura da carne faz com que a papaina seja bastante empregada

na fabricagdo de amaciantes industrializados de carnes juntamente com outras
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enzimas, como a bromelina, também uma protease, que tornam esse amaciante
mais eficiente. Vale ressaltar que, por possuir um baixo poder de penetragéo, para
que a papaina possa atuar € necessario que haja a perfuragao dessa carne, € assim
essa enzima consiga penetrar de forma mais facil e realizar sua fungdo (Maciel et
al., 2015).

Além do setor de carnes, a papaina também é utilizada na industria da
panificagdo, reduzindo o teor de gluten em farinhas para a elaboracdo de paes,
bolos e biscoitos (Macedo; Matos, 2015). A utilizagdo de farinhas que sofreram agao
da papaina para a elaboragdo de pdes geram massas com maior extensibilidade e
também maior elasticidade (Lima et al., 2001 apud Petla, 2022). Através da hidrdlise
do gluten essa enzima gera a modificagdo da rede de gluten, o que interfere
positivamente na textura e na aparéncia do produto final. Além disso, o uso da
papaina para reduzir o teor de gluten de farinhas acaba fazendo com que o trabalho
mecanico empregado nas massas para a fabricacdo de paes seja reduzido, visto
que parte das cadeias polipeptidicas do gluten serdo rompidas por ela (Koblitz,
2019).

Em trabalho realizado por Esperancga et al. (2017) a papaina foi utilizada
com o objetivo de obter peptideos bioativos a partir da hidrélise de proteinas da clara
do ovo em po6. O uso dessa enzima propiciou a obtengao de peptideos com valores
de DPPH antioxidante elevados, e assim a amostra obtida apresentou atividade
antioxidante maior do que o teste branco realizado para esse experimento,
mostrando a eficiéncia dessa enzima para a obtencdo de peptideos com

bioatividade.

4.3.1.2 Bromelina

Também conhecida como bromelaina, trata-se de um conjunto de
enzimas proteoliticas que pode ser extraido principalmente do abacaxi (Vieira,
2020), podendo ser obtido do caule (EC 3.4.22.32) (Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2023e) ou do fruto (EC
3.4.22.33) (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, 2023f). Assim como a papaina, a bromelina também ¢é
classificada como uma cisteina-endopeptidase. Em comparagdo com a papaina, a

bromelina possui uma resisténcia térmica menor, perdendo sua atividade catalitica
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ao atingir temperaturas maiores do que 70°C. Sua faixa de pH étima é de 6,0 a 8,0
(Koblitz, 2019).

Normalmente a bromelina € usada em conjunto com a papaina no
processo de amaciamento da carne e também na degradagao do gluten. Em estudo
realizado por (Lima et al., 2001 apud Petla, 2022) foi comparada a capacidade da
papaina e da bromelina em hidrolisar o gluten presente em massa elaborada com
farinha de trigo. A partir deste experimento foi observado que a bromelina conseguiu
enfraquecer a rede de gluten da massa estudada mais rapidamente do que a
papaina, mostrando-se mais eficiente para esse fim.

Além dessas aplicacdes, a bromelina também é utilizada na industria
cervejeira para auxiliar na clarificacdo da bebida, pois é capaz de hidrolisar alguns
complexos formados por proteinas que sao produzidos no processo de fermentagao
e conferem certa turbidez & cerveja (Ferreira et al., 2011). E aplicada também no
preparo de alimentos voltados para o publico infantil, alimentos dietéticos e também

na coagulacado enzimatica do leite para a producao de queijos (Silva, 2013).

4.3.1.3 Quimosina

Identificada pelo com o cédigo EC 3.4.23.4, a quimosina é classificada
como uma endopeptidase aspartica (Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2023h). Anteriormente conhecida
como renina, essa enzima era obtida do estbmago de ruminantes, mas atualmente
ela € obtida principalmente através de microrganismos que passam pelo processo
de modificagdo pela técnica de DNA recombinante (Monteiro; Silva, 2009). A maior
estabilidade da quimosina €& apresentada em uma faixa de pH entre 5,3-6,3,
enquanto que sua temperatura 6tima esta na faixa de 30 a 40°C (Justina; Justina;
Skoronski, 2018).

A estrutura dessa enzima esta representada na figura 2.
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Figura 2 — Estrutura para a peptidase A01.006: quimosina.

Fonte: MEROPS The Peptidase Database (2023a).

Essa enzima é utilizada na industria de alimentos para a producao de
queijos, atuando na coagulacao da caseina, principal proteina do leite. A quimosina
ira atuar através da interacdo com as micelas de caseina, clivando as ligacbes
peptidicas da camada superficial dessas micelas. Essa clivagem permite que ocorra
a formacado do paracaseinato de calcio, que possui baixa solubilidade e acaba se
precipitando, gerando a coalhada (Ceroni; Vanin, 2021).

Obispo Gavino (2021) utilizou a quimosina com o intuito de obter leite
condensado de forma mais rapida e que ainda possuisse uma boa aceitagao
sensorial através da aplicagao da coalhada obtida por essa enzima na producéo de
leite condensado. Com a utilizacdo dessa protease, o tempo de producao do leite
condensado teve uma média de reducdo de 41,18%, quase metade do tempo
utilizado para a obtencdo do produto pelo método tradicional. Quanto a questao
sensorial, foram apresentadas as caracteristicas proprias para esse produto, como
textura homogénea, brilho, sabor e aroma agradaveis. Sendo assim, a quimosina
mostrou-se como uma alternativa para reduzir o tempo de obtencdo do leite

condensado sem alterar de forma as caracteristicas inerentes a esse produto.

4.3.1.4 Actinidina

A actinidina (figura 3) € uma enzima proteolitica de origem vegetal, obtida
principalmente do kiwi, que possui como identificacdo o cédigo EC 3.4.22.14. Ela
esta inclusa no grupo das cisteinas-endopeptidases (Nomenclature Committee of the

International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2023c) No kiwi, a
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actinidina representa aproximadamente metade do conteudo de proteina soluvel,

sendo este um teor bastante significativo.

Figura 3 — Estrutura para a peptidase C01.007: actinidina.

Fonte: MEROPS The Peptidase Database (2023c).

Essa enzima é utilizada especialmente na industria de carnes, mas
também possui aplicacao nas industrias de cerveja e panificacédo. O uso da enzima
actinidina também vem sendo estudado para ser aplicado na producao de queijo,
atuando como uma alternativa para realizacdo da coagulacao enzimatica deste
produto (Henriques, 2014).

Em estudo realizado por Grozdanovic, Burazer e Gavrovic-Jankulovic
(2013) foram observados os resultados obtidos por uma coagulacédo do leite
realizada através da enzima actinidina, como uma possivel alternativa ao uso da
quimosina, que € o principal agente coagulante utilizado quando se trata da
coagulacao enzimatica do leite. Como vantagens do uso da actinidina nesse
processo se tem o preco, visto que ela é relativamente mais barata do que a
quimosina, além disso, a actinidina, ao contrario de outras proteases de origem
vegetal que foram testadas para a realizacdo da coagulacéo do leite, ndo geram um
produto final com sabor amargo.
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4.3.1.5 Pepsina

A pepsina (EC 3.4.23.1) é uma enzima de origem animal, obtida através
do sistema digestivo de animais, e categorizada como uma endopeptidase aspartica
(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology, 2023Qg). Por se tratar de uma protease do acido aspartico, essa enzima
desempenha sua atividade 6tima em uma faixa de pH de 3-4 (Gurumallesh et al.,
2019).

Ela é utilizada na coagulagao do leite para fabricacdo do queijo, mas ao
contrario da quimosina, que € mais especifica e age sobre a proteina caseina, a
pepsina € menos especifica e atua clivando toda ligacdo que possui residuos de
valina, fenilalanina, leucina e/ou tirosina, sendo esses aminoacidos essenciais, com
excegao da tirosina (Nascimento, M. C. et al., 2021). Por ser inativada em um pH de
6,5 (pH apresentado pelo leite), o uso da pepsina para a coagulagado do leite ndo
causara uma coagulacédo excessiva devido a essa inativagdo. Mas em contrapartida
ela tende a conferir um sabor amargo ao produto final, o que nao é desejado
(Koblitz, 2019).

Outra aplicacdo para a pepsina na industria € para a extracdo de
colageno e gelatina (colageno parcialmente hidrolisado). Estudos realizados
utilizando a pepsina para obtengdo do colageno mostraram que ela € capaz de
extrair o colageno de diversas fontes, tais como pescados (cioba, tambaqui, corvina,
etc), subprodutos como pés de frango, entre outros, apresentando um 6timo

rendimento nessa extragao (Neri, 2017; Araujo, 2017).

4.3.1.6 Proteases fungicas e bacterianas

Alguns fungos usados na industria de alimentos para a obtencédo de
proteases sao: Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus usamii, entre
outros. Tratando-se de proteases bacterianas, elas podem ser obtidas por
microrganismo como Bacillus licheniformis, Chryseobacterium sp, Bacillus subtilis
SMDFS 2B MN715837, entre outros (Okpara, 2022).

Em estudo realizado por Mamo et al. (2020), foram utilizadas uma
protease fungica e uma protease bacteriana para realizar a coagulagao de leite para

producdo de queijo Danbo. As enzimas de origem fungica e bacteriana utilizadas
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foram provenientes de, respectivamente, Aspergillus oryzae DRDFS13MN726447 e
Bacillus subtilis SMDFS 2B MN715837. Ao final obteve-se um produto ligeiramente
firme e aceitavel para o leite coagulado com a enzima fungica, enquanto que o
produto obtido através da acdo de protease bacteriana se mostrou aguado,
recebendo menor aceitagdo sensorial. O uso de protease fungica permitiu um
rendimento de 8,6%, valor proximo ao do queijo produzido a partir do coalho
comercial, que teve um rendimento de 9%.

Na area de panificagdo, Deng et al. (2016) empregou uma protease obtida
de Aspergillus usamii na hidrélise de gluten a fim de obter um produto final com
melhor capacidade emulsificante. Com a hidrdlise realizada por essa protease
fungica a atividade emulsificante passou de 18,05m?#g (gluten nao hidrolisado) para
58,65m?/g apds a hidrdlise.

Daroit et al. (2019) obteve enzimas proteoliticas de Bacillus sp. CL18 e
posteriormente aplicou essas enzimas em proteina isolada de soja a fim de melhorar
caracteristicas tecnologicas deste isolado protéico, como solubilidade e capacidade
emulsificante. O uso das enzimas bacterianas obtidas foi capaz de aumentar tanto a

atividade emulsificante quanto a solubilidade do isolado protéico de soja.

4.3.1.7 Proteases comerciais

As proteases comerciais sao na verdade preparagdes enzimaticas que
reunem diversas enzimas proteoliticas em sua composicdo. Como exemplo de
proteases comerciais tem-se a alcalase®, a flavourzyme®, a neutrase®, entre
outras.

Em estudo realizado por Schmidt e Salas-Mellado (2009) foi realizada
uma comparagao entre o grau de hidrdlise de amostras de carne de frango obtida
através das enzimas alcalase® e flavourzyme®. A alcalase® € uma endopeptidase
obtida a partir da bactéria Bacillus licheniformis através de fermentacdo submersa,
tendo como principal componente a subtilisina, EC 3.4.21.62 (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2023b).
Essa enzima foi inicialmente produzida pela empresa dinamarquesa atualmente
denominada Novo Nordisk, para ser aplicada em detergentes para roupa (Schmidt;
Salas-Mellado, 2009 apud Slyzyte, R et al., 2005). Ja a protease flavourzyme® é

uma exopeptidase obtida também pelo processo de fermentacdo submersa,
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realizada pela linhagem fungica selecionada, e ndo geneticamente modificada, de
Aspergillus oryzae (Schmidt; Salas-Mellado, 2009 apud Slyzyte, R et al., 2005).
Como resultado deste estudo teve-se que os hidrolisados proteicos obtidos a partir
da alcalase® apresentaram maior grau de hidrolise do que aqueles obtidos atraves
da enzima flavourzyme®.

A flavourzyme® tem como uma das principais aplicagdes a produgao de
compostos aromaticos a partir da hidrélise de proteinas, dai o nome “flavourzyme”
(Merz et al., 2015). Feng et al. (2014) realizaram um estudo onde utilizaram essa
enzima para melhorar as propriedades sensoriais de linguiga chinesa e com isso as
caracteristicas de textura, sabor e aroma dessa linguica foram melhor avaliadas
apos o tratamento com a flavourzyme®. Além disso, a capacidade antioxidante do
produto também foi melhorada.

A neutrase® é uma protease obtida a partir do Bacillus amyloliquefaciens
que hidrolisa de forma aleatéria ligagdes internas de peptideos, classificando-se
assim como uma endopeptidase. Essa enzima possui como cofator o zinco, e por
isso esta no grupo das metaloproteases (Trinh, B. T.; Supawong, S., 2022). Pagan
et al. (2013) utilizaram essa preparagdo comercial para realizar a hidrélise de
proteinas encontradas no residuo 6sseo de porco advindo da producao de presunto,
com o intuito de obter moléculas com maior valor agregado. A neutrase® se mostrou
eficiente para a obtencao deste hidrolisado, gerando um produto final com potencial

para uso como emulsificante e dispersante no preparo de molhos e sopas.
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5 CONCLUSAO

A aplicacdo de proteases € bastante vasta na industria de alimentos, mas
possui destaque nos setores de laticinios (mais especificamente para a produgéo de
queijos), carneo e panificagcdo, sendo varias as peptidases que podem ser utilizadas
em processos desses setores. O uso de enzimas proteoliticas muitas vezes se da de
forma conjunta, como é o caso da papaina e da bromelina para o amaciamento de
carnes. Essa juncao faz com que o processo de hidrélise seja melhorado, obtendo
maior eficiéncia. Além disso, algumas dessas enzimas possuem fungbdes que
acabam se complementando, como a quimosina e a pepsina.

Em determinados casos € possivel utilizar diferentes peptidases para um
mesmo processo, como € o caso da coagulagao do leite para producdo de queijos.
Como visto, varias proteases podem ser aplicadas para esse fim, mas o produto final
obtido podera apresentar caracteristicas diferentes de acordo com a enzima
utilizada.

Em relacado a obtengao dessas enzimas, o uso de fungos e bactérias para
esse fim vem permitindo a substituicdo de outras fontes menos vantajosas, seja por
questdes econbmicas, ambientais, ou quaisquer outras, e por isso € importante o
estudo de mais aplicagbes para essas proteases obtidas por microrganismos,
comparando sua agao com enzimas que ja sdo comumente utilizadas.

Novas aplicagbes para as proteases vém sendo estudadas visando um
maior aproveitamento de matérias-primas, como € o caso da utilizagdo dessas
enzimas para obtencao de isolados proteicos de subprodutos, e também de fontes
ndo convencionais, como a proteina do grilo (Gryllus assimilis). Estudos como esses
sdo de grande importancia para que novas fontes possam ser melhor exploradas e,
futuramente, possam vir a gerar novos produtos com maior valor agregado, tanto
nutricional quanto economicamente falando. Essas questdes mostram a relevancia
do estudo das enzimas proteoliticas, visto sua vasta aplicagao atualmente e também

seu potencial de utilizagdo em outros produtos.
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