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RESUMO

Uma importante aplicacdo de proteases € na coagulacdo do leite, etapa fundamental da
producdo de queijos. Neste ambito, a quimosina oriunda do abomaso de bezerros € um
tradicional coagulante. Entretanto, o seu uso tem sido desestimulado por fatores como
disponibilidade de animais, crescimento do nimero de adeptos de dietas vegetarianas e razoes
culturais e religiosas. Nesse contexto, proteases de origem vegetal sdo alternativas
interessantes a quimosina animal. Recentemente, mostrou-se que proteases cisteinicas
presentes nos frutos de Morinda citrifolia L. (noni) sdo capazes de hidrolisar proteinas do
leite de modo competitivo com o coalho animal comercial. Diante disso, o presente trabalho
buscou analisar a viabilidade de uso das proteases de noni como novo produto para fabricagio
de queijos. Para este fim, observaram-se os seguintes aspectos: os pré-requisitos da legislagao
brasileira para a regulamentagdo de produtos alimentares; e as tendéncias dos mercados de
proteases em geral e vegetal na produgdo de queijos por meio de prospeccao tecnoldgica de
patentes. Primeiramente, definiu-se o novo produto como extrato do puré de noni (EPN) na
sua forma em pd. O mesmo € formulado com os coadjuvantes de tecnologia L-cisteina e
cloreto de célcio. Algumas caracteristicas relevantes de EPN sdo a grande por¢do de
carboidratos (57,79%) e a digestdao de suas proteinas em simulagdo gastrica in vitro. A
digestibilidade por pepsina sugere a auséncia de indicios de proteinas alergénicas. Realizou-se
ainda teste de toxicidade subcrénica em roedores tratando-os com dose de 5 mg/kg das
proteinas de EPN. Os animais apresentaram sinais clinicos e necropsia normais. O peso fresco
relativo dos 6rgdos e as andlises hematoldgicas também foram normais, com algumas
alteragcdes pontuais. Contudo, a correta interpretacdo desses dados exige a correlacio com
resultados de andlises bioquimicas e histopatoldgicas. Com relacdo a prospecc¢ado tecnoldgica,
encontraram-se muitas patentes acerca de proteases e pouquissimas acerca de proteases
vegetais. Os principais investidores no ramo pesquisado sdo empresas € as principais
jurisdi¢Oes de protecdo sdo China e Estados Unidos. O Brasil € praticamente ausente nesse
setor de inovagdo, uma vez que a maior parte das patentes protegidas no territério nacional é
de origem estrangeira. Finalmente, verificou-se que sao poucas as inovagdes com coagulantes
para produgdo de queijo, tanto no Brasil quanto no exterior. Portanto, esse ramo se mostra um
ponto de futuro desenvolvimento tecnoldgico, sendo o extrato do puré de noni um forte

candidato para atuacdo no setor.

Palavras-chave: Protease vegetal. Coagulacdao de Leite. Seguranca alimentar. Prospeccao

Tecnologica. Patente.



ABSTRACT

Proteases can be utilised for milk clotting, a fundamental step in cheese manufacturing.
Chymosin from the calf abomasum is a traditional coagulant. However, its use has been
discouraged due to decreased animal supply, growing numbers of vegetarian diets, and
cultural and religious reasons. In this context, plant proteases are an interesting alternative to
animal chymosin. It has recently been shown that cysteine proteases from Morinda citrifolia
L. (noni) fruits are capable of hydrolysing milk proteins competitively with commercial
animal rennet. Therefore, the present work aimed to analyse the feasibility of utilising noni
proteases as a new product for cheese making. Thus, the following aspects were considered:
the Brazilian law requirements for food products regulation; and trends in the general protease
and vegetable markets in the production of cheeses through technological patent prospecting.
First, the new product was defined as noni puree extract (EPN) in its powder form. It is
formulated with L-cysteine and calcium chloride. Some relevant characteristics of EPN are
the major composition of carbohydrates (57.79%) and its proteins hydrolyses in gastric
simulation in vitro. Pepsin digestibility gives no evidence of allergenic proteins. Subchronic
toxicity testing on rodents was also performed by treating them with a dose of 5 mg/kg of
EPN proteins. All animals survived and showed normal clinical signs and necropsy. Relative
fresh body weight and haematological analyses were also normal, with some specific changes.
However, for an accurate interpretation of these data, a correlation with results of biochemical
and histopathological analyses is required. Regarding the technological prospecting, there
were many patents on proteases and very few on plant proteases, both in the worldwide
collection of the European platform Espacenet and in the Brazilian repository of the National
Institute of Industrial Property. The main investors are companies and the main protection
markets are China and the United States. Brazil is practically absent in this segment of
innovation, since most patents protected nationally are from foreign origin. Therefore, milk-
clotting enzymes are an area with plenty opportunities for technological development, being

the noni puree extract a meaningful candidate to be exploited.

Keywords: Plant protease. Milk-clotting. Food safety. Technological forecasting. Patent.
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1 PRIMEIRO CAPITULO — REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Enzimas industriais

Enzimas sdo majoritariamente proteinas naturais aos organismos Vivos com
funcdo de catalisar as reacdes bioldgicas. Segundo o sistema de classificacio da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), essas moléculas sdo divididas
em seis grandes classes de acordo com o tipo de reacdo catalisada. A saber, oxirredutases (EC
1), transferases (EC 2), hidrolases (EC 3), liases (EC 4), isomerases (EC 5) e ligases (EC 6).
Cada classe é composta por diversas subclasses e a cada molécula € atribuida uma numeracio
unica. Por exemplo, o cédigo EC 3.4.22.2 refere-se a papaina isolada do latex dos frutos de
Carica papaya, uma hidrolase (digito 3), pertencente a subclasse das peptidases (digito 4), a
qual promove clivagem dependente de cisteina no interior de cadeias peptidicas (digito 22)
(ENZYME..., 2017).

Diante de sua versatilidade, especificidade e eficiéncia nos processos naturais dos
organismos vivos, observou-se a possibilidade de aplicar as suas propriedades cataliticas em
processos de producdo industrial como alternativa a catdlise quimica (CHOI; HAM; KIM,
2015). Somente em 2016, o mercado global de enzimas atingiu mais de USD 5 bilhdes de
dolares e analistas preveem que este setor continue em crescimento nos proximos anos,
chegando a valer USD 6,3 bilhdes de ddlares até 2021 (BBC RESEARCH, 2017; GLOBAL
MARKET INSIGHTS, 2017).

Dentre os grupos de enzimas com maior valor industrial, t€ém-se as carboidrases
(diferentes EC) e as proteases (EC 3.4), ocupando juntas cerca de 70% do mercado mundial.
Somente carboidrases somaram mais de USD 2,5 bilhdes de délares em 2016. Predi¢cdes para
2024 apontam que o valor de mercado de carboidrases e proteases dobrard, com proteases
atingindo mais de USD 2 bilhdes de d6lares (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2017).

Os mais variados tipos de inddstria contribuem com o comércio de enzimas
aplicando-as em producdes quimicas, farmacéuticas, cosméticos, téxtil, papel, couro,
alimentos e bebidas (CHOI; HAM; KIM, 2015). Nesse contexto, o setor alimenticio é o que
mais absorve essas moléculas, movimentando cerca de USD 1,5 bilhdes de dbélares em 2016,
com expectativas de crescimento para USD 1,9 bilhdes de délares em 2021 (BBC
RESEARCH, 2017). No Brasil, a maior demanda de enzimas, cerca de 30%, parte dos ramos
industriais de alimentos e racdo (FREDONIA GROUP, 2014).
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O quadro 1 traz exemplos de enzimas utilizadas na industria de alimentos e suas
fun¢des. Embora todas as classes dessas moléculas possam ser aplicadas, a importancia das
setor merece destaque (PATEL; SINGHANIA; PANDEY, 2016;
SHEORAN; DHANKHAR, 2016). Dentre essas, as proteases sao amplamente utilizadas

hidrolases nesse

devido a capacidade de alterar propriedades nos alimentos como solubilidade, emulsifica¢do,

formacao de espuma, reducdo de alergenicidade, conteudo de peptideos bioativos (POKORA

etal., 2012).

Quadro 1 - Aplicacdes gerais das diferentes classes de enzimas na indistria de alimentos.

Setor de . e
Classe . Enzimas Objetivo
alimentos
. . . Aprimorar o armazenamento do alimento por
Amido Glicose oxidase prim - A entop
meio da remocao de oxigénio e glicose
Melhorar a qualidade da massa e o
o condicionamento
Panificacio
Oxidoredutase e Crescimento da massa, vida de prateleira
confeitaria )
L Fortalecimento da massa e branqueamento de
Lipoxigenase ~
pao
Clarificador de suco e potenciador de sabor
Lacase .
(cerveja)
Agente texturante no processamento de
iogurte, salsichas e macarrdo onde a
Transglutaminase reticulacdo das protefnas proporciona
propriedades viscoeldsticas melhoradas dos
produtos
Transfer . . ~ . .
ansterase Ciclodextrina Producdo de ciclodextrina
Glucosiltrasferase Sintese de oligdmeros de frutose
Frutosiltransferase
Alfa amilase Crescimento da massa, vida de prateleira
ificaca Alfa e B-amilase, ~ P .
Panificagdo p Producio de vdérios tipos de xaropes de amido
e pululanase e
. . € sacarose
confeitaria invertase
. Emulsificacdo in situ para condicionamento
) Fosfolipase
Hidrolase da massa
Celulase, xilanase e
. Clarificag@o de suco
€ pectinase
Bebidas Glucanase Auxilio de filtro
Papaina Controle de espuma
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Renina Coagulacdo de proteina
Lactase Hidrélise de lactose
Laticinios  Lipase e protease Maturagao do queijo
Peptidase Hidrélise de proteinas (soja, gliten) para

sabores salgados, maturacdo de queijo

Racdo . Liberacdo de fosfato a partir de fitato,
. Fitase . N
animal digestibilidade aumentada
. Acetolactato ~ .
Bebidas . Maturacao da cerveja
. descarboxilase
Liase Produg@o de varios tipos de xaropes de amido
Amido Glicose isomerase § P p
€ sacarose

Isomerase Isomerizagdo de glicose para frutose

Fonte: Adaptado de PATEL; SINGHANIA; PANDEY (2016).

1.2 Proteases

Proteases, peptidases, proteinases ou enzimas proteoliticas sdo moléculas
pertencentes ao grupo das hidrolases, tendo como funcdo a clivagem de ligagcdes peptidicas
(EC 3.4). Como ja mencionado, a importancia dessas moléculas é comprovada pelo fato de
constituirem o segundo grupo de enzimas industriais de maior valor de mercado.

Com o objetivo de atender ao crescente interesse comercial e cientifico, foi criado
o banco de dados MEROPS para reunir informacgdes sobre essas moléculas e seus inibidores.
Em sua versdo 9.13, de julho de 2015, o repositério contava com 523.871 sequéncias de
proteases, divididas em 253 familias e 61 clas. Destas, mais de 2.500 possuem informacdes de
caracterizagdo experimental e sequenciamento, enquanto cerca de 200 possuem caracterizacao
experimental, mas apresentam sequéncia desconhecida ou insuficiente para alocacdo nas
familias disponiveis (RAWLINGS; BARRETT; FINN, 2015).

Uma divisdo simples dessas enzimas € feita de acordo com sua regido de
clivagem. Proteases que clivam ligacdes proximas de regides carboxi ou aminoterminal sdo
ditas exopeptidases, enquanto clivagens no interior da cadeia polipeptidica sdo promovidas
por endopeptidases (MOTYAN; TOTH; TOZSER, 2013). Subdivisdes ainda mais especificas
podem ser feitas (FIGURA 1), por exemplo, as aminopeptidases sdo exopeptidases que
clivam ligacdes da regido N-terminal, como a enzima aminopeptidase A (EC 3.4.11.7), a qual
cliva especificamente um glutamato ou aspartato (ENZYME..., 2017). Outro subgrupo €

composto por endopeptidases do tipo cisteinicas, as quais se caracterizam pela presenca de
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cisteina em seu sitio ativo, sendo a bromelina (EC 3.4.22.32) uma das enzimas mais

conhecidas (ENZYME..., 2017).

Figura 1 - Classificag@o geral das peptidases de acordo com critérios da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular.

Peptidases (EC 3.4)
|

Exopeptidases Endopeptidases
Aminopeptidases (EC 3.4.11) Serinicas (EC 3.4.21)
Dipeptidases (EC 3.4.13) Cisteinicas (EC 3.4.22)
—— Dipeptidil-peptidases e tripeptidil-peptidases (EC 3.4.14) — Asparticas (EC 3.4.23)
—| Peptidil-dipeptidases (EC 3.4.15) Metalopeptidases (EC 3.4.24)
Carboxipeptidases tipo serinica (EC 3.4.16) Treonina (EC 3.4.25)
|| Metalocarboxipeptidases || Endopeptidases de mecanismo
(EC 3.4.17) catalitico desconhecido (EC 3.4.99)
|| Carbogtipeptidases tipo
cisteinica (EC 3.4.18)
Omega peptidases (EC 3.4.19)

Fonte: Adaptada (ENZYME..., 2017).

Quando inseridas na inddstria de alimentos, alguns dos subsetores de atuacdo das
peptidases sdo carnes, panificacdo e confeitaria e laticinios. No tratamento de carnes, as
proteases atuam promovendo o amaciamento. Enquanto na panificagdo e confeitaria, essas sao
utilizadas em hidrdlise gerais de proteinas. Nos laticinios, as peptidases desempenham papel
fundamental na producdo de queijos, pois sdo chave nas etapas de coagulacdo do leite e
maturacdo do queijo (FERNANDEZ LUCAS; CASTANEDA; HORMIGO, 2017; PATEL;
SINGHANIA; PANDEY, 2016).
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1.2.1 Proteases e a producdo de queijos

A coagulagdo do leite constitui-se em uma etapa fundamental na producdo de
queijos. Nessa, as proteases sdo agentes indispensdveis para promover a formacdo de uma
coalhada e um queijo de qualidade. Brevemente, o processo envolve a clivagem de proteinas
insoluveis do leite, as quais formam grandes agregados coloidais denominados de micelas de
caseina (FIGURA 2). As micelas sdo organizadas por uma camada externa de k-caseina,
variante insensivel aos fons cdlcio do meio, e por um interior de caseinas sensiveis, resultando
numa micela estdvel. Normalmente, a adi¢do de protease provoca a hidrélise de k-caseina,
gerando um glicopeptideo soluvel e para-k-caseina. Esta ultima permanece insolivel e passa
a reduzir as forgas repulsivas entre micelas adjacentes quando em pH neutro, condi¢cdo em que
apresenta carga positiva. Em seguida, influenciadas pelos ifons de célcio, as proteinas
insoliveis comegam a se agregar mais até a formacgao do codgulo (CRABBE, 2004).

A quimosina (EC 3.4.23.4) oriunda do abomaso de bezerros é tida como o
coagulante mais bem estabelecido nesses processos. Entretanto, o uso dessa fonte enzimatica
tem sido desestimulado devido a fatores como a reducdo na disponibilidade de animais,
crescimento dos consumidores adeptos de dietas vegetarianas e razdes culturais e religiosas
(JACOB; JAROS; ROHM, 2011; RICCERI; BARBAGALLO, 2016; SHAH; MIR; PARAY,
2014). Dessa forma, coalhos microbianos, recombinantes e vegetais se destacam como
alternativas interessantes nos processos de manufatura de queijos.

Concentrando-se nos coagulantes vegetais, ¢ notéria a sua utilizac@o histérica na
producdo de alguns tipos de queijos (O'CONNOR, 1993). Por exemplo, extratos de Cynara
sp. sdo utilizados como coalhos na producdo dos queijos portugueses Serra e Serpa, e dos
queijos espanhdis Pedroches, La Serena, Torta del Casar, Los Ibores e Flor de Guia. J4 em
Nigéria e Benin, extratos de Calotropis procera sao tradicionalmente utilizados para este fim
(SHAH; MIR; PARAY, 2014).

Um parametro relevante na escolha de um coalho promissor, é a razdo da
atividade coagulante pela atividade proteolitica geral (MCA/PA). Um alto valor MCA/PA
favorece a obtengcdo de queijos de qualidade (WEI et al., 2016). Contudo, um problema
comum encontrado nas proteases vegetais € a excessiva atividade proteolitica geral, a qual
resulta numa razao pequena, podendo gerar queijos com sabor e textura indesejaveis. Por isso,

a aplicacao de moléculas de uma fonte vegetal qualquer nem sempre € vidvel.
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Figura 2 - Representagdo esquemadtica das micelas de caseina durante a coagulag¢do do leite na producio de

queijos.
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Fonte: Adaptada (BASICS..., 2017; LU et al. 2015).

(A) Organizagdo das micelas de caseina. A micela de caseina é formada por um interior de caseinas o ¢ 3
sensiveis ao célcio, envoltas por uma camada externa de k-caseina insensivel. A adi¢do de protease ao meio,
representada pela quimosina, promove a clivagem da k-caseina e a geragdo de para-k-caseina, a qual interage
com os fons cdlcio permitindo a agregacdo de micelas adjacentes e a formacdo da coalhada. (B) Detalhe das
pontes de fons cédlcio formadas entre micelas de caseina adjacentes. As linhas pontilhadas representam a
superficie das micelas de caseina.

1.3 Morinda citrifolia L. (noni) e seus usos industriais

Morinda citrifolia L. é amplamente conhecida no ocidente como noni ou fruta
queijo, sendo algumas de suas denominagdes no oriente Indian mulberry, nuna, mengkudu e
nhaut (CHAN-BLANCO et al., 2006). Essa espécie é uma das mais conhecidas e estudadas
da familia Rubiaceaec (RAZAFIMANDIMBISON et al, 2010). Originada da Micronésia, M.
citrifolia L. se expandiu pantropicalmente pelo globo e hoje também € encontrada em
diversos estados brasileiros (CORREIA et al., 2011; RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010).

A figura 3 mostra os aspectos gerais da drvore e das partes dessa espécie.
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Figura 3 - Aspectos gerais de Morinda citrifolia L. e seus frutos, flores, folhas e sementes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O principal interesse da comunidade cientifica atual pelo noni advém do uso
histérico de partes da planta na medicina tradicional de polinésios e havaianos (ABBOTT;
SHIMAZU, 1985; MCCLATCHEY, 2002). Nesse contexto, diversas propriedades
farmacoldgicas de compostos derivados do noni tém sido pesquisadas, principalmente de seus
compostos secunddrios. Por exemplo, metabdlitos secunddrios nas folhas mostraram atividade
antimicrobiana (KOVENDAN et al., 2014); nos frutos apresentaram acdo anti-inflamatéria
(SANG et al., 2002; YU 2004), antifingica (ELKINS, 1998; WANG et al., 1999; HONG-
CAI et al., 2014) e anticincer (KAMATA et al., 2006); nas raizes foram identificados
potencial antioxidante e antidislipidémico (MANDUKHAIL; AZIZ; GILANI, 2010; MOHD
ZIN et al., 2007). Recentemente, foi também isolada das sementes de noni a primeira
molécula proteica associada a atividades analgésica e anti-inflamatéria (CAMPOS et al.,
2016; CAMPOS et al., 2017).

Contudo, a drea farmacoldgica ndo é o tnico setor do mercado no qual essa

espécie se insere, sendo as industrias de alimentos, verde e cosméticos também relevantes
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(ASSI et al., 2015). Algumas das potencialidades do noni nesses mercados sdo listadas a

seguir:

Conservante — A atividade antioxidante e a presenca de hidroxitolueno butilado em
folhas, frutos e raizes de M. citrifolia taitiana promoveram acdo conservante em
alimentos (ZIN; ABDUL-HAMID; OSMAN, 2002).

Probiotico — O suco fermentado de noni adicionado de Bifidobacterium longum ou
Lactobacillus plantarum se mostrou uma bebida probidtica (WANG et al., 2009).
Alimento funcional — O consumo em curto prazo do suco filtrado de M. citrifolia
ampliou a biodisponibilidade das isoflavonas de soja em ensaios com ratos Wistar
(FALLAS-RAMIREZ; HERNANDEZ; VAILLANT, 2018).

Inseticida — Extratos das folhas mostraram atividade inseticida em diferentes
concentragdes para os vetores de maldria, dengue e filariose (KOVENDAN et al.,
2012).

Reagente quimico — Antraquinonas extraidas das raizes de noni foram utilizadas
como reagentes em andlise espectrofotométrica por fluxo de injecio (TONTRONG;
KHONYOUNG; JAKMUNEE, 2012).

Suco — O suco obtido dos frutos fermentados de noni possui comercializacio bem
estabelecida (ASSI et al., 2015).

Aditivo em ragdo animal — Em patente protegida mundialmente com numero
WO02007084983, sdo apresentadas formulagdes de M. citrifolia com ragdo animal. A
invencdo clama a adi¢do de extratos de variadas partes da planta a racdo visando
melhorar o funcionamento fisiolégico dos animais (TAHITIAN NONI INT INC,
2007).

Cosmético — Formulacdes contendo componentes dos frutos do noni foram
elaboradas para producdo de protetor solar. O produto encontra-se protegido no

territério chinés com patente de numeracdo CN106214579 (CHAO et al., 2016).

1.3.1 Proteases de noni

Embora a maioria dos estudos se concentre em moléculas do metabolismo

secundério, a literatura traz alguns relatos de proteases extraidas dos frutos de noni

(GOLDEN; SMITH-MARSHALL, 2012; ISMAIL; RAZAK, 2014). Foram analisados tanto

os extratos brutos de frutos verdes e maduros (ISMAIL; RAZAK, 2014), quanto uma protease
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semelhante a bromelina parcialmente purificada (GOLDEN; SMITH-MARSHALL, 2012).
Em ambos o0s casos, ndo € claro a parte exata dos frutos utilizada para recuperagdo das
peptidases analisadas. Outro ponto a ser observado € que os estudos mencionados nao
contemplam possiveis aplicacdes dessas moléculas.

Considerando as importantes fungdes que proteases podem desempenhar para a
industria de alimentos, em trabalho realizado no Laboratério de Aplicacdo Biotecnoldgica de
Algas e Plantas da Universidade Federal do Ceara, Farias (2016) aprofundou a investigacao
das proteases dos frutos de M. citrifolia L. e mostrou sua efetiva atuagdo como coagulante na
producdo de queijo do tipo coalho. Os aspectos principais do trabalho desenvolvido por Farias
sdo descritos abaixo:

A partir do pericarpo, porcdo sem sementes equivalente ao puré dos frutos, foi
obtido um extrato bruto denominado de extrato do puré de noni (EPN). Esse material €
composto de proteinas com massas moleculares estimadas entre 53 e 15 kDa (FIGURA 4).
Sua atividade proteolitica em ensaio com substrato azocaseina mostrou-se significante, cerca
de 910 U/mg/min, com valores 6timos de atividade em pH 6,0 e a 50 °C. Ressalta-se que uma
unidade de atividade proteolitica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para aumentar a absorbancia em 0,01 a 420 nm. Além disso, uma andlise de estabilidade do
extrato liofilizado mostrou que 86,17% da atividade proteolitica foi mantida ap6s 12 meses de
armazenamento a -20 °C.

Ensaios com inibidores especificos mostraram que EPN € composto
principalmente por proteases cisteinicas (inibi¢do de 98%), confirmando os achados de
Golden e Smith-Marshall (2012). Futuramente, esse material também mostrou perda de sua
atividade proteolitica quando incubado a 50° C por 30 min, representando uma vantagem para
a producdo de queijos, uma vez que essas enzimas sdo facilmente degradadas por
aquecimento apds o processo de coagulacdo do leite, evitando a protedlise excessiva e a
liberacdo de peptideos quem conferem sabor amargo durante a maturacao dos produtos.

As proteases de EPN apresentaram atividade coagulante de leite da ordem de
238,80 U/ml, em pH 6,5 a 37 °C. Quando em presenca dos inibidores de protease cisteinicas
(E-64: trans-epoxisuccinil-l-leucilamido(4-guanidino)butano 0,18 mM; e iodoacetamida 0,10
mM), a coagulagdo do leite por EPN ndo ocorreu, confirmando que suas proteases cisteinicas
sdo as responsdveis pela coagulacdo do leite. Sua razio SMCA/PA (1.124,31 + 24,94), bem
como perfil de hidrolise de «-caseina, foram equipardveis a de coalhos comerciais.
Adicionalmente, foi produzido um queijo coalho com a propor¢do de 20 mg de proteina para

cada litro de leite. Utilizando os compostos L-cisteina e cloreto de calcio, foi possivel a
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chegada ao ponto de corte da coalhada em apenas 8 min de reagdo. O queijo apresentou
aspecto e rendimento semelhantes ao controle produzido com coalho comercial, reforcando a

ideia que esse coagulante vegetal é uma alternativa promissora na producgdo de queijos.

Figura 4 - Perfil proteico do extrato do puré de noni (EPN) em eletroforese em
gel de poliacrilamida (12,5%), condi¢cdes desnaturantes e ndo redutoras.
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Fonte: Farias (2016).

As massas do marcador sio mostradas em kDa. (MM: marcador de massa
molecular; 1: EPN 100 pg de proteinas. Amostra para eletroforese preparada por
meio de precipitagdo com TCA-Acetona).

Diante dos excelentes resultados obtidos, a aplicacdo das proteases do puré de
noni na produgdo de queijos foi tema de uma patente depositada no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial em 20/01/2017 (N° do registro BR1020170012646).

Contudo, sabe-se que o depdsito de uma patente € somente 0 primeiro passo para
a aplicacao real no mercado de alimentos. Assim surgiram os questionamentos que orientaram
esse trabalho:

e O extrato do puré¢ de noni seria um ingrediente alimentar seguro?

e Em que formato esse coagulante vegetal poderia ser comercializado?

e Considerando a patente depositada, qual o cendrio de inovacdo com o uso de
proteases? E proteases vegetais?

e Quais as tendéncias de investimento do mercado em novos coalhos para uso na

manufatura de queijos?
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1.4 Objetivos gerais

Dessa forma, o presente trabalho foi organizado em duas se¢des principais, cada
uma relacionada a um dos objetivos abaixo:
e Analisar a seguranga das proteases do extrato do puré de noni como novo produto
para a industria de alimentos, especialmente no ambito de fabricacdo de queijos.
e Analisar os investimentos do setor tecnoldgico em peptidases por meio de busca de
patentes, com foco em peptidases vegetais, e suas aplicagdes no processo de

produciao de queijos.
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2 SEGUNDO CAPITULO - COMPROVACAO DA SEGURANCA ALIMENTAR DAS
PROTEASES DO PERICARPO DOS FRUTOS DE NONI

2.1 Caracterizacao do problema e justificativa

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige que novos
alimentos e ingredientes alimentares tenham sua seguranca de consumo confirmada antes de
sua introducdo no mercado. Para este fim, a ANVISA disponibiliza um guia com normas bem
estabelecidas, o Guia para Comprovacdo da Seguranca de Alimentos e Ingredientes

(RESENDE et al., 2013). Por defini¢do da agéncia um novo alimento ou ingrediente é:

Novos alimentos ou novos ingredientes sdo os alimentos ou substincias sem
histérico de consumo no Pais, ou alimentos com substincias ji consumidas, que,
entretanto, venham a ser adicionadas ou utilizadas em niveis muito superiores aos
atualmente observados nos alimentos utilizados na dieta regular (ANVISA, 1999).

Sabe-se que o noni ndo possui histérico de consumo nas regides brasileiras
(ANVISA, 2008). Seu cultivo no pais € recente, tanto que somente em 2010 foi emitido pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) - Agroindustria Tropical o primeiro
comunicado cientifico relacionado a produgdo de mudas dessa espécie (SOUSA et al., 2010).

Junto a isso, a ANVISA também dispde de uma resolucdo especifica envolvendo
M. citrifolia, a qual exige a comprovacgdo de sua seguranca como alimento. Em 2007, foram
avaliados diversos relatos de caso disponiveis na literatura, os quais associaram o consumo de
suco de noni a efeitos adversos a saude, como danos ao figado. Também se considerou que a
quantidade e os tipos de estudos acerca da seguranca de uso dessa espécie sdo insuficientes
para garantir o seu consumo pela populacdo brasileira. Consequentemente, foi proibida a
utilizacdo do noni como alimento ou ingrediente alimentar no Brasil até que os requisitos de
seguranca exigidos sejam atendidos e que seja feito o devido registro na agéncia (ANVISA,
2008).

Considerando o exposto, mesmo que as proteases do puré de noni sejam
comprovadamente efetivas na producao de queijos tipo coalho (FARIAS, 2016), nem todas as
informagdes requeridas pela ANVISA foram investigadas. Dessa forma, a primeira parte do
presente trabalho concentrou-se em atender a algumas das etapas exigidas para exploragdo
desse potente material vegetal como futuro produto alimentar.

Para isso, utilizou-se os procedimentos contidos no Guia para Comprovacao da

Seguranca de Alimentos e Ingredientes. Resumidamente, as etapas de identificacdo do perigo,
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caracterizagcdo do perigo, avaliagdo da exposi¢do e caracterizacdo do risco sdo recomendadas
para avaliacdo geral do risco de um novo ingrediente. Cada sessdo € composta por subtopicos
que especificam as andlises necessarias, como por exemplo composi¢cdo centesimal,
caracterizacao fisico-quimica e testes de toxicidade. Essas servem de base para a elaboragao
de relatério técnico cientifico a ser encaminhado para ANVISA como parte do pedido de
regulamentacdo de um novo produto.

Os passos desse guia especifico sdo adequados porque as proteases do extrato do
puré de noni se enquadram na categoria de novo ingrediente alimentar. E também devido a
possibilidade de gerar dados que atendam as preocupagdes contidas no informe técnico n°® 25
sobre o consumo de noni (ANVISA, 2008). Diante disso, este capitulo tem como objetivos

especificos os seguintes pontos:

e Apresentar o produto alimentar e descrever a sua formulacao.
e Avaliar a composi¢ao quimica do extrato do puré de noni.
e Investigar o padrdo de digestibilidade in vitro do extrato do puré de noni.

e Avaliar a toxicidade subcronica em roedores do extrato do puré€ de noni.

2.2 Metodologia

2.2.1 Identificacdo do perigo

O extrato do puré de noni foi obtido segundo descrito por Farias (2016).
Brevemente, os frutos maduros foram separados das sementes com o auxilio de uma peneira
para obteng@o do puré. O puré fresco foi posto em contato com o tampao fosfato de sédio 50
mM, NaCl 150 mM, pH 7,0 na proporcado de 1:5 (m/v), sob agitacdo, durante 1 h a 4 °C. Em
seguida, o extrato obtido foi filtrado, centrifugado e o sobrenadante foi dialisado contra dgua
destilada em membrana de cut off 12 kDa. A etapa de diélise foi realizada com o objetivo de
remover pequenos metabdlitos secundérios presentes nos frutos de noni, os quais conferem a
esse material odor desagraddvel. Assim, o material dialisado apresentou-se sem odor e foi
denominado de extrato do puré de noni (EPN), sendo utilizado para quantificagao de proteinas
(BRADFORD, 1976) e para determinacdo de atividade proteolitica (XAVIER-FILHO et al.,

1989). Por fim, EPN foi liofilizado e armazenado a -20 °C até a utilizacao.
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Para identificacao do perigo foi feita a descricao detalhada do extrato do puré de
noni, incluindo sua denominagdo, formulacdo e composi¢cdo quimica. Por se tratar de um
ingrediente alimentar, também foi analisado a digestibilidade de EPN com pepsina (E.C.
3.4.23.1) in vitro.

O estudo da composicao quimica do extrato do puré de noni foi realizado a partir
do produto em sua forma liofilizada. As metodologias escolhidas para andlise foram
carboidratos totais segundo adaptacdo do método Dubois feita por Albalasmeh, Berhe e
Ghezzehei (2013), umidade de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (1985) e cinzas pelo guia
da Association of Official Analytical Chemists (1996).

Em adicdo, foi feita a determinagdo do contetido de proteina solivel de EPN por
meio do método de Bradford (1976). Amostras do extrato liofilizado (5,8 mg cada), datadas
de trés periodos diferentes, foram ressuspensas separadamente em 2 ml de dgua destilada. As
solugdes obtidas foram quantificadas em triplicata.

Para simulacdo da digestdo gastrica das proteases do puré de noni foi utilizada
metodologia descrita por Sathe (1993). Foram preparados 12 ml de EPN (1,2 mg/ml) em
solu¢do de HC1 10 mM, pH 1,8, e incubados a 37 °C por 10 min. Em seguida, foi recolhida
uma aliquota de 2 ml referente ao tempo O h e entdo adicionados 2,2 ml de pepsina (1,0
mg/ml), preparada em HCl 10 mM, pH 1,8, a amostra incubada. Aliquotas de 2 ml nos
tempos de incubacdo 0,5, 1, 2, 3 e 4 h foram retiradas, misturadas com o mesmo volume de
tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, e entdao aquecidas a 100 °C durante 5 min para inativacdo da
pepsina. Albumina sérica bovina (BSA) (1,0 mg/ml) em HCl 10 mM, pH 1,8, foi utilizada
como controle, sendo aliquotas recolhidas nos tempos O h e 2 h. O grau de hidrdlise foi
avaliado através de eletroforese em gel de poliacrilamida (15 %) em condi¢des desnaturantes
e nao redutoras, de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970), corado com

Coomassie Brilliant Blue R-250.
2.2.2 Caracterizagdo do perigo
2.2.2.1 Estudos toxicologicos: toxicidade subcronica em roedores
Foram utilizados 30 camundongos Swiss (Mus musculus), machos e fémeas
(nuliparas e ndo gravidas) entre 20 — 30 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade

Federal do Ceard. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, temperatura de 22

+ 3 °C, com umidade relativa de 30 — 70%, aclimatados durante cinco dias antes da realizacao
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dos experimentos, recebendo racdo e dgua a vontade durante todo o periodo de
acompanhamento. Os ensaios foram realizados em conformidade com a diretriz brasileira
para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos — DBCA (CONCEA,
2016), e o projeto foi aprovado pela Comissio de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal do Ceard, com o protocolo 108/17.

Para avaliag@o da toxicidade subcronica de EPN foi seguido o Guideline 408 da
OECD (1998). Os animais foram distribuidos em dois grupos, especificados abaixo, e tratados
por gavagem, diariamente, durante 90 dias:

e Grupo Controle: tratado com o veiculo de EPN, solucdo salina 0,9%; Composto por 5
machos e 5 fémeas.

e Grupo EPN 5 mg/kg: tratado com a dose de 5 mg de proteinas de EPN por quilograma
do animal, com EPN ressuspenso em solucdo salina 0,9%; Composto por 10 machos e
10 fémeas.

Os camundongos foram pesados e tiveram o consumo de ragdo verificado a cada
trés dias. Adicionalmente, sinais de toxicidade como alteracdes em pele, pelo, olhos e
membranas mucosas, ocorréncia de secrecdes e excregdes, excessivo comportamento de
limpeza, mudangas na postura da marcha e resposta a manipulagdo foram monitorados
diariamente.

No nonagésimo dia de experimento, os animais foram deixados em jejum
overnight e no nonagésimo primeiro dia foram anestesiados com solu¢do de xilazina-
quetamina 7,5 mg/kg + 90,0 mg/kg para coleta de sangue e, em seguida, eutanasiados por
deslocamento cervical. Foram coletados rins, coragcdo, pancreas, pulmdes, figado, intestino
delgado, estdbmago e baco para medida do peso fresco relativo. Os exames hematoldgicos
foram realizados utilizando analisador automadtico e avaliaram os niveis de eritrocitos,
hemoglobina, hematdcrito, volume globular médio (V.G.M.), concentracao de hemoglobina

globular média (C.H.G.M.), proteina total plasmaética, plaquetas e leucdcitos.

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Identificacdo do perigo

2.3.1.1 Denominagdo do produto e formulacdo
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O produto proposto é denominado de extrato do puré de noni (EPN) na sua forma
em po. Sua atuacdo como coagulante vegetal se deve ao pool de proteases nele contido
(FARIAS, 2016).

A elaboragdo de uma formulacdo para o produto foi considerada importante para
garantir que a atuagdo de EPN fosse 6tima na coagulacdo de leite. Para isso, foi feita a
utilizacdo de dois coadjuvantes de tecnologia alimentar. O primeiro corresponde ao
aminodcido L-cisteina, que é um agente que permite a reducdo do tempo de coagulacdo do
leite. Enquanto o segundo € o cloreto de célcio, o qual participa fornecendo os ions Ca®*
necessarios para a conexao entre as micelas de caseina no leite, possibilitando a formagdo de
codgulos (CRABBE, 2004). Embora fons cdlcio sejam componentes naturais no leite, uma
grande porc¢do de Ca® se torna insoltvel e é precipitada durante a etapa de pasteurizacdo.
Portanto a adi¢do de cloreto de célcio na fabricacdo de queijo também € importante para
restabelecer o papel desse fon na formacdo dos codgulos (MOUDRA et al., 2017; NASSU;
MACEDO; LIMA, 2006). Por fim, tanto a L-cisteina quanto o cloreto de célcio sdo
considerados seguros pela ANVISA para compor produtos alimenticios (ANVISA, 2005).

O principio ativo do novo ingrediente sdo as proteases cisteinicas contidas em
EPN, visto que este perde sua propriedade coagulante do leite quando as proteases estdo em
presenca de inibidores especificos (FARIAS, 2016).

Dessa forma, o produto foi elaborado no formato de um kit contendo dois sachés
(FIGURA 5). O primeiro contém L-cisteina e EPN e o segundo comporta cloreto de célcio.
As proporcdes do principio ativo e dos coadjuvantes apresentadas a seguir sdo baseadas na
informacdo de que cada litro de leite bovino pasteurizado gera 100 g de queijo. Para cada 100
g de queijo do tipo coalho sdo necessdrias as seguintes quantidades dos componentes da
formulacao:

I. 50 mM de CaCl, (5,547 g)
II. ~ 0,0036 g de L-cisteina + 0,020 g de proteinas de EPN liofilizado

Destaca-se ainda que sio necessarios 10,3 g de puré dos frutos para a obtencado de
0,02 g das proteinas de EPN.

Brevemente, o modo de uso do kit consiste em: aquecer brandamente, cerca de 40
°C, um litro de leite pasteurizado; dissolver o conteido do primeiro saché no leite (FIGURA
5A); dissolver o conteddo do segundo saché em 3 ml de dgua potdvel, cerca de meia colher de
cha (FIGURA 5B); adicionar o coagulante diluido ao leite; manter o leite em aquecimento e

repouso até a formacdo da coalhada, a qual j4 pode ser observada a partir de 8 min de
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coagulacdo. As etapas posteriores sdo comuns aos queijos produzidos com coagulantes

enzimdticos e podem ser consultadas em Aratjo et al. (2012).

Figura 5 - Representagdo dos rétulos do kit coagulante vegetal baseado no extrato do puré de noni (EPN).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Sachés elaborados para produgdo caseira de uma por¢do de 100 g de queijo. (A) Saché contendo o
coadjuvante cloreto de cdlcio. Este é o primeiro a ser adicionado ao leite pasteurizado durante a
manufatura do queijo. (B) Saché contendo o coadjuvante L-cisteina e o coagulante EPN. Contetido a ser
diluido em 3 ml de dgua potdvel com posterior adicdo ao leite previamente aquecido contendo cloreto
de célcio.

2.3.1.2 Composicao quimica e digestibilidade com pepsina

O estudo dos alimentos do ponto de vista de composi¢do quimica é denominado
de Bromatologia. As caracteristicas bromatoldgicas sdo importantes parametros para o
acompanhamento da qualidade do produto e o fornecimento de informagdes sobre possiveis
riscos contidos no alimento ou ingrediente. Essas andlises se concentram nos componentes
presentes geralmente em maior quantidade nos alimentos, como 4dgua, lipideos, proteinas,
carboidratos e minerais (BOLZAN, 2013).

O perfil de composicdo quimica de EPN é mostrado na tabela 1. Foi observado
que o conteido de carboidratos, cinzas e umidade representa cerca de 85% do material
liofilizado.

Observou-se que o componente mais abundante de EPN sdo os carboidratos,

representando mais de 50% da massa do novo ingrediente. O fato de carboidratos
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constituirem a reserva energética principal em frutos e também o modo simples de extracao
utilizado para obteng@o de EPN, apontam a coeréncia do resultado encontrado (GUTIERREZ
et al., 1976). Esses dados também se assemelham a Correia et al. (2011), os quais reportam
que os carboidratos sdo os principais constituintes da matéria seca da polpa de noni.

O contetdo de umidade de EPN liofilizado ainda foi significante, cerca de 10%.
Enquanto o teor médio de cinzas representou 18,93%, o qual reflete a por¢do inorganica e
resistente a volatilizagcdo de uma amostra.

A importancia das proteinas de EPN se deve ao fato de que dentre essas estd
presente a por¢cdo de proteases responsdvel pela atividade tecnoldgica da amostra. O conteddo
de proteinas soliveis correspondeu a 6,15% (+ 3,01) da massa de EPN dissolvida. Nota-se
uma variacao relevante no teor de proteinas das diferentes extragdes. Sabe-se que o perfil de
expressao de proteinas em uma planta pode variar naturalmente dependendo das mudancgas
abidticas nas diferentes épocas do ano, o que pode explicar o desvio observado para EPN

(ALEXANDERSSON et al., 2014; CORREIA et al., 2011).

Tabela 1 - Composi¢do quimica do extrato do puré de noni

liofilizado.
Parametro Valores (g/100g)"
Carboidratos totais 57,79 5,76
Umidade 9,95 +0,76
Cinzas 18,93 + 0,04

Fonte: Elaborada pelo autor.

'Valores referentes a relacio em gramas do parimetro
analisado por cem gramas de EPN. Resultados expressos
em média + desvio padrio.

Buscando analisar o padrido de processamento das proteinas de EPN apds a
ingestdo, foi realizada simulacdo de digestdo géstrica in vitro. Esse tipo de andlise também se
mostra interessante por indicar a presenca de possiveis alérgenos proteicos, 0s quais sao
geralmente estaveis as enzimas € ao pH do estobmago humano (ASTWOOD, LEACH;
FUCHS, 1996). Observou-se que logo apés 30 min de incubacdo com pepsina as bandas
proteicas deixaram de ser visualizadas ou diminuem consideravelmente em intensidade, o
mesmo padrdo foi observado apds 1, 2, 3 e 4 h de reacdo (FIGURA 6). A digestdo do controle
BSA ap6s 2 h confirmou que a solucdo de pepsina utilizada se encontrava ativa. Dessa forma,
mesmo que as proteinas de EPN sejam encontradas em sua forma integra no queijo produzido,

essas moléculas sdo digeridas a pequenos peptideos ou a aminoécidos ainda no estdmago.
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Figura 6 - Gel SDS-PAGE (15%), em condi¢des desnaturantes e ndo redutoras, do
ensaio de digestibilidade com pepsina das proteinas do extrato do puré de noni.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

BSA 0 h: BSA (6 pg) integra; BSA 2 h: BSA (6 ng) apés 2 h incubada com pepsina;
EPN 0 h: extrato da polpa de noni (27 pg) integro; EPN 0,5-4 h: extrato da polpa de
noni apds 0,5, 1, 2, 3 e 4 h incubado com pepsina (27 pg); MM: marcador de massa
molecular.

2.3.2 Caracterizagdo do perigo

2.3.2.1 Estudos toxicologicos: toxicidade subcronica em roedores

Testes de toxicidade subcrdnica juntamente com genotoxicidade in vitro € in vivo
sd0 0s mais importantes na investigacao de seguranca alimentar, pois a partir dos resultados
obtidos € determinado se testes complementares sdo necessarios (RESENDE et al., 2013). A
ANVISA recomenda a utiliza¢do de protocolos reconhecidos mundialmente para a conducdo
da avaliacdo toxicolégica, como os da Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD). Para toxicidade subcronica, orienta-se a utiliza¢do de modelos animais
roedores e ndo roedores, porque a combinacido de resultados possibilita uma previsdo mais
confidvel dos possiveis efeitos em humanos. De forma a iniciar os estudos toxicoldgicos
necessarios a comprovacdo da seguranca do extrato do puré de noni, esse trabalho se
concentrou na investigacdo de toxicidade subcronica em camundongos segundo orientacdes

do Guideline 408 da OECD (1998). Ressalta-se que somente EPN foi considerado para essa
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andlise devido ao fato de que os outros componentes da formulacdo, L-cisteina e cloreto de
calcio, sdo considerados seguros para compor produtos alimenticios (ANVISA, 2005).

Primeiramente, as amostras utilizadas nessa anélise foram padronizadas de acordo
com a quantidade de proteinas de EPN, visto que as proteases coagulantes de leite se inserem
nesse grupo. Em seguida, o valor inicial de 5 mg/kg para a dose foi escolhido, baseando-se no
consumo médio de queijo pela populagdo brasileira.

Previsdes mostram um consumo médio de queijo per capita de 8 kg no Brasil,
para o ano de 2017 (CARVALHO; VENTURINI; GALAN, 2015; MINTEL, 2014).
Considerando isso, o valor didrio médio de consumo por pessoa seria de 21,91 g de queijo.
Sabendo que em 1 kg de queijo sdo utilizados 200 mg das proteinas de EPN, tem-se que para
a média de consumo didrio brasileira seriam necessarios 4,38 mg dessas proteinas. Assim, um
brasileiro adulto de 70 kg consumiria uma dose equivalente a 0,06 mg/kg diariamente. Diante
disso, a dose de 5 mg/kg de EPN apresenta-se como cerca de 83 vezes maior do que a média
de consumo diario do brasileiro.

Observando os resultados obtidos, tem-se que ndo ocorreu mortalidade dos
animais que receberam o veiculo ou o extrato do puré de noni durante os 90 dias de
tratamento. Alteracdes em massa corpérea de machos e fémeas tratados em comparagdo a seu
respectivo controle (FIGURA 7), bem como alteracdes no padrdao de consumo de ragcdo (dados

ndo mostrados) e mudangas em sinais clinicos, ndo foram observadas.

Figura 7- Variacdo da massa corpdrea dos animais tratados na toxicidade subcrdnica.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Acompanhamento da massa média dos camundongos machos e fémeas tratados oralmente com o
extrato do puré de noni ou solu¢do salina, diariamente, durante 90 dias. EPN 5 mg/kg: animais
tratados com 5 mg das proteinas de EPN por kg de massa corpérea. Controle: animais tratados
com o veiculo (salina 0,9%).

A determinagdo do peso fresco relativo dos 6rgdos é um importante componente
nos testes de toxicidade em doses repetidas, pois pode revelar indicios de alteracdes 6rgao-
especificos (SELLERS et al., 2007). Na presente andlise, a necropsia a olho nu dos animais
nao mostrou alteracdes nos 6rgaos retirados. Ao passo que o peso fresco relativo dos 6rgaos
nao mostrou diferencas do grupo tratado em relacdo ao controle para a maioria desses, com
excecdo do estdbmago para as fémeas e dos intestinos delgados de machos e fémeas (TABELA
2). Sabe-se que variacOes nas massas de por¢Oes gastrointestinais sdo comuns (SELLERS et
al., 2007). Ademais, a abertura dos estdmagos das fémeas, e de todos os outros animais, ndo
revelou a presenca de tulceras. Logo, as alteracdes observadas podem ndo estar associadas
sinais de toxicidade. Para obter interpretacdes mais acuradas, sdo necessdrios os resultados de
andlises histopatolégicas conduzidas por profissional qualificado, as quais ndo fizeram parte

desse trabalho, mas serdo conduzidas em um momento posterior.

Tabela 2 - Peso fresco relativo dos 6rgdos (%) dos camundongos tratados com o extrato do puré de

noni 5 mg/kg.
Controle EPN 5 mg/kg
Machos Fémeas Machos Fémeas

Rins 1,31+0,14 1,00£0,07 1,34+0,12 0,98+0,09
Coragdo 0,43+0,02 0,39+0,03 0,41+0,05 0,39+0,05
Pancreas 0,40£0,04 0,42+0,05 0,37+0,07 0,47+0,11
Pulmdes 0,43+0,02 0,46+0,04 0,47+0,04 0,52+0,14
Figado 3,52+1,04 3,06+0,13 3,27+0,06 3,28+0,26
Intestino delgado  2,01+0,06 2,26+0,41 1,63+0,22* 2,65+0,27*
Estdmago 0,55 £0,04 0,75+0,06 0,61+£0,07 0,86+0,07*
Bago 0,14+0,01 0,48+0,63 0,17+£0,04 0,19+£0,02

Fonte: Elaborada pelo autor.

Dados expressos como média + desvio padrdo. Teste t ndao pareado (p < 0.05).

Diferencas

significativas para o respectivo controle sio indicadas com (*).

Os resultados das andlises hematoldgicas sdo mostrados na tabela 3. Para a
maioria dos parametros avaliados, nao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos de machos e fémeas e seus respectivos controles. Percebeu-se, contudo, um aumento

estatisticamente significativo na concentracdo de hemoglobina globular média (C.H.G.M.) e
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de proteina total plasmédtica nas fémeas tratadas com EPN 5 mg/kg. Futuramente, a contagem
diferencial de leucdcitos demonstrou um padrao diferente na distribuicdo de segmentados e
linfécitos nos animais machos que receberam o extrato.

Os niveis de C.H.G.M. relacionam a quantidade de hemoglobina em um volume
de hemdcias. Embora o valor médio (37,06%) para o grupo das fémeas tratadas com EPN
tenha sido maior que o das fémeas do controle (34,94%), ambos os grupos encontram-se fora
dos valores de referéncias para a espécie (de 30,4 a 33,0%).

Em relacdo a proteina total plasmatica, observou-se que a média das fémeas que
receberam o extrato foi maior (5,6 g/dl) do que o seu controle, e que todos os grupos
apresentaram médias inferiores aos valores de referéncia para camundongos (7,0 a 8,4 g/dl),
incluindo os controles. Contudo, os resultados encontrados estio em acordo com o valor
médio de proteina total plasmatica descrito por Branco et al. (2011) para os camundongos
Swiss sauddveis oriundos do biotério central da Universidade Federal do Ceara (5,8 g/dl).
Portanto, a menor concentracdo de proteinas plasmaticas € provavelmente um fator intrinseco
aos animais utilizados, ndo possuindo relacdo com sinais de toxicidade. Nota-se ainda que,
nesse cendario, as fémeas tratadas com EPN apresentam esse parametro dentro da normalidade.

Por fim, a distribuicdo de leucécitos entre neutrdfilos segmentados (59,6%) e
linfécitos (39,3%) nos machos (EPN 5 mg/kg) também se mostrou distinta dos padrdes de
referéncia para a espécie, os quais sao de 12-38% para segmentados e 60-75% para linfocitos.

Mesmo diante das variagdes pontuais observadas no hemograma, ndo € possivel
relacionar esses resultados a efeitos téxicos advindos da ingestdo didria do extrato do puré de
noni. Isso porque a interpretacdo desses dados exige que seja feita uma correlacdo criteriosa
com os resultados de outras andlises, como dados bioquimicos, avaliacdo histopatoldgica,
observacoes clinicas e necropsia (WEISS; WARDROP, 2010, p.80). Assim, apds a realizacao

das andlises bioquimicas e histopatoldgicas, todas as informagdes serdo reanalisadas.

Tabela 3 - Andlise hematoldgica dos animais tratados com EPN 5 mg/kg na toxicidade subcronica, com
contagem total e diferencial de leucdcitos.

Controle EPN 5 mg/kg
Machos Fémeas Machos Fémeas
Eritrocitos 8,99+0,36 8,78+0,92 8,89+0,63 8,44+0,63
(x10°/mm3)
Hemoglobina (g/dl) 14,37+0,43 14,32+0,87 14,59+0,85 14,43+0,67

Hematdcrito (%) 40,50£1,29 41,00+3,39 40,40+3,06 39,00£3,24
V.G.M. (1) 45,00£1,51 46,76+1,97 45,42+2,05 46,14+2,24
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C.H.G.M. (%) 35,45+1,15 34,94+1,36 36,124124  37,061,71%
Proteina total 5.100,34 4.84+0.43 5162031 5,60+0,28*
plasmadtica (g/dl)
Plaquetas 682,50+189,56 731,404240,74 845.80+143,99 869,22+139,32
(x10°/mm?3)
Leucdcitos 9,13+3,17 6,40+2,42 12,1243,82 9,85+3,55
(x10°/mm”)
Mielécitos (%) 00 00 0+0 0+0
Metamiel6citos (%) 0+0 0+0 0+0 0£0
Bastdes (%) 0,25+0,50 0+0 00 00
Segmentados (%)  41,25+8,88  28,00+13.45  59,6049,97*  37,78+11,45
Linfécitos (%) 572548,18  64,20£16,63  39,30£9,95%  62,11%11,67
Eosinéfilos (%) 00 00 0,10+0,31 00
Basofilos (%) 00 00 00 00
Monécitos (%) 1,25+0,96 1,60+1,51 1,00+1,56 0,1120,33*

Fonte: Elaborada pelo autor.

V.G.M: Volume Globular Médio. C.H.G.M.: Concentracdio de Hemoglobina Globular Média. Dados expressos como
média + desvio padrio. Teste t ndo pareado bicaudal (p < 0.05). Diferencas significativas para o respectivo controle sao
indicadas com (*).

A literatura traz o relato de alguns estudos de toxicidade com extratos variados
dos frutos de noni. Andlises de toxicidade dérmica (KHAIRULLAH et al., 2014), prenatal
(WEST; SU; JENSEN, 2008), reprodutiva (MULLER efr al, 2009), subcronica oral
(HADIJAH; NORMAH; TARMIZI, 2008; ROSLY et al., 2011; WEST; SU; JENSEN, 2009),
aguda oral (HADIJAH et al., 2003) e cronica oral (SHALAN; MUSTAPHA; MOHAMED,
2017) em animais sdo encontradas. Contudo, destaca-se que nenhum desses estudos padroniza
as doses escolhidas pela quantidade de proteinas soliveis no material, diferentemente do
estudo com EPN. Podendo essa ser feita pelo contetido de polissacarideos (MULLER et al.,
2009), pelo peso do material bruto apds secagem (ROSLY et al., 2011) ou por dilui¢do do
puré do fruto (HADIJAH; NORMAH; TARMIZI, 2008; WEST; SU; JENSEN, 2009). Além
disso, o material de andlise ndo € processado como no presente trabalho, visto que as
publicacdes utilizam altas temperaturas para obtencdo de suas amostras € nenhum realiza
etapa de didlise. Os resultados observados também se mostram distintos, com alguns extratos
nao provocando altera¢des nos parametros observados (KHAIRULLAH et al., 2014; ROSLY
et al., 2011; WEST; SU; JENSEN, 2009; WEST; SU; JENSEN, 2008) e outros apresentando
mudancas (HADIJAH; NORMAH; TARMIZI, 2008; MULLER et al., 2009). Dessa forma, o
estudo de toxicidade realizado com EPN mostra-se como um trabalho relevante em

complemento as andlises semelhantes existentes sobre os frutos de noni.
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2.4 Conclusoes

Como esperado de um extrato aquoso de frutos, o componente mais abundante no
produto foram os carboidratos. As proteinas do extrato do puré de noni foram tomadas como
base para as andlises realizadas por representarem a por¢do em que O principio ativo para
coagulacdo de leite estd contido. A toxicidade subcronica inicialmente ndo indicou
anormalidades na dose avaliada. De modo complementar, a andlise das proteinas de EPN
mostrou que essas sao susceptiveis a digestdo com pepsina, indicando a auséncia de proteinas
alergénicas e a digestdo das proteases ainda no estdbmago dos animais. Considerando também
as orientagdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, outras doses precisam ser

realizadas para possibilitar a visualizacdo de efeitos dose resposta.
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3 TERCEIRO CAPITULO — PROSPECCAO TECNOLOGICA DE PATENTES
RELATIVAS A PROTEASES NA PRODUCAO DE QUELJOS

3.1 Caracterizacao do problema e justificativa

A prospeccdo tecnolégica consiste num amplo conjunto de estratégias que
objetivam gerar informacdes para avaliar o desenvolvimento de uma drea, identificando
problemas, possibilidades e pontos futuros de inovacao (AMPARO; RIBEIRO; GUARIEIRO,
2012; MAYERHOFF, 2008). Esse desenvolvimento engloba tanto producdes cientificas
quanto tecnolégicas (KUPFER; TIGRE, 2004). Os resultados que advém desses estudos
podem ser importantes influenciadores em empresas e, também, na criagdo de politicas
publicas pelos governos (OLIVEIRA; QUENTAL, 2012).

Como exemplos de estudos prospectivos abrangentes € possivel citar os projetos
“PROSPECTAR?”, organizado pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia brasileiro no ano 2000
e considerado o primeiro estudo prospectivo nacional (OLIVEIRA; QUENTAL, 2012), e o
“Rotas Estratégicos Setoriais” conduzido pela Federacao das Industrias do Estado do Ceara
(FIEC) em 2015, voltado para o estado cearense (FIEC, 2016). Ambos reuniram profissionais
do setor académico, industrial, governo e grupos de pesquisa para discutir sobre pontos
considerados estratégicos no desenvolvimento do pais, apontando possibilidades de
crescimento futuro.

Além dos valiosos resultados desses debates, as prospec¢des geralmente sao
complementadas com levantamento de outros dados relevantes sobre o tema em questao. Por
exemplo, informacdes de mercado, pesquisa, desenvolvimento e inovagdo, podendo este
ultimo ser acessado por meio de andlise de patentes.

As informacodes agregadas em patentes geram colecdes atualizadas e de qualidade
sobre novas tecnologias e inovagdes (HONG, 2004). Com isso € possivel avaliar os rumos do
mercado em andlise, assim como os tipos de inventores e as principais regidoes de origem e
concentracao de investimento tecnoldgico.

Diante do exposto e do tema do presente trabalho, considerou-se relevante
investigar qual investimento tem sido feito pelo setor tecnolégico de inovagdo em peptidases,
com atencdo especial para peptidases vegetais, e suas aplicacdes no processo de produgdo de
queijos. Para isso, a andlise de patentes foi escolhida como estratégia. Assim, esse capitulo

conta com os seguintes objetivos especificos:
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o Investigar o estado da arte da producdo tecnoldgica mundial e brasileira acerca de
proteases e proteases vegetais, em especial, no setor alimenticio.

e Avaliar o perfil dos principais depositantes de patentes.

e Analisar o cardter inovador do uso das proteases do extrato do puré de noni na
producdo de queijo a nivel mundial e nacional.

e Analisar a tendéncia do mercado em absorver novos coagulantes para producdo de

quetijos.

3.2 Metodologia

As buscas por patentes foram conduzidas em dois bancos de dados, um mundial e
outro nacional, no periodo entre 07 e 18 de outubro de 2017. Para avaliacdo do cendrio global
foi escolhida a cole¢do mundial do European Patent Office (EPO), por meio da ferramenta de
busca Espacenet. Enquanto que o panorama nacional foi avaliado com buscas na plataforma
online do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI).

Para cada plataforma, foram realizados dois tipos de buscas. Um geral, com foco
em proteases e proteases vegetais, e um especifico, concentrado em proteases e proteases
vegetais aplicados na tecnologia de fabricacdo de queijos. Para todas as pesquisas foram
utilizados caracteres de truncagem, visando abranger variagdes das palavras-chave,
operadores booleanos para a combinacdo adequada dos termos de busca, e filtros para a data
de publicacdo - intervalo de 20 anos compreendido entre 01 janeiro de 1997 até 08 de outubro

de 2017 - e para Classificacdo Internacional de Patentes (IPC) - A23 ou C12.

3.2.1 Buscas gerais: proteases e proteases vegetais

Na plataforma Espacenet, disponivel em <https://worldwide.espacenet.com/>, foi
selecionada a aba de busca avangada, sendo escolhida a op¢do “Worldwide - collection of
published application from 100+ countries”, e as seguintes palavras-chave foram digitadas no
campo “titulo ou resumo”, acompanhadas dos filtros especificados anteriormente:

o (protease# OR peptidase#)
o ((protease# OR peptidase#) AND plant)
Na base de dados do INPI para busca de patentes, disponivel em

<https://gru.inpi.gov.br/pePl/jsp/patentes/PatenteSearchBasico.jsp>, foi selecionada a opg¢ao
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busca avangada e inseridos os filtros previamente descritos. No campo “resumo” foram
escritas as palavras-chave no seguinte formato:

e (protease* OR peptidase*)

o (protease* OR peptidase*) AND (vegeta*)

3.2.2 Buscas especificas: proteases e proteases vegetais aplicadas na tecnologia de
Jabricacao de queijos

Para recuperar os dados referentes a aplicacdo de proteases na tecnologia de
fabricacdo de queijos, a estratégia utilizada consistiu na combinacio de sindnimos de protease
com algum outro termo relacionado a palavra queijo. Foram seguidos os mesmos passos e
filtros das buscas gerais no sitio Espacenet, sendo escolhido um dos seguintes termos
adicionais: rennet, cheese#, milk clotting, dairy ou food industry; e INPI, com os termos
adicionais equivalentes: coalho, queijo*, coagulante leite, laticinio* ou inddstria de alimentos.

Combinacdes de palavras-chave utilizadas no Espacenet:

e (enzyme# OR protease# OR peptidase#) AND (termo adicional)
e (enzyme# OR protease# OR peptidase#) AND (plant#) AND (termo adicional)

O termo “enzima” foi adicionado como sindnimo extra de protease nessa etapa
por se tratar de uma pesquisa mais restrita, fator que reduz o nimero de resultados ndo
relacionados com o escopo da busca. Em funcdo de a plataforma INPI permitir apenas a
combinacdo de quatro palavras-chave por vez, foram realizadas buscas separadas com os
termos enzima¥*, protease* e peptidase* em combinac¢do com as outras palavras.

Combinagdes de palavras-chave utilizadas no INPI:

e (enzima*/protease*/peptidase™) AND (termo adicional)
e (enzima*/protease*/peptidase*) AND (vegeta*) AND (termo adicional)
Os resumos de cada patente recuperada foram analisados, sendo os resultados

repetidos e ndo relacionados com a tecnologia de fabricacdo de queijos desconsiderados.

3.3 Resultados e Discussao

Existem vdarias maneiras de se obter informacdes sobre as patentes depositadas em
uma jurisdi¢do. Uma opg¢do € a consulta no 6rgdo nacional de um pais. Geralmente, as nacdes
possuem um departamento para o registro de patentes em seu territério, cada uma possuindo

regras e procedimentos especificos. Alguns paises contam com plataformas digitais que
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promovem o livre acesso as patentes neles depositadas, tal como ocorre no Brasil. Enquanto
outros apenas permitem consultas via solicitacdo, disponibilizam listas mensais online ou
possuem revistas de patentes para compra, como Uruguai, Bolivia e Grécia, respectivamente
(PATENT..., 2017). Outra alternativa é a busca de patentes em bases de dados mundiais
desenvolvidas por agéncias como World Intellectual Property Organisation (WIPO) e
European Patent Office (EPO). No WIPO, por meio da ferramenta Patentscope, sao
fornecidos dados de colecdes de variadas nagdes, as quais totalizavam quase 66 milhdes de
patentes até 25 de outubro de 2017 (WIPO, 2017). Ja a ferramenta Espacenet desenvolvida
pelo EPO contém uma colecdo mundial de patentes com informacdo de mais de 100 paises,
totalizando mais de 100 milhdes de patentes até 28 de outubro de 2017 (EUROPEAN
OFFICE, 2017). Portanto, para buscas em jurisdi¢cOes especificas seria mais apropriada a
consulta na respectiva agéncia nacional e para o levantamento de dados sobre o estado da arte
de uma tecnologia mundialmente, Patentscope e Espacenet se mostram como bases de busca
valiosas.

No presente trabalho, a plataforma do INPI foi utilizada para recuperacdo de
dados dos depdsitos de patentes feitos no Brasil. Adicionalmente, os dados mundiais de
patentes foram obtidos por meio da ferramenta Espacenet, devido a boa abrangéncia e
acessibilidade dessa plataforma, a qual permite ao usudrio a exportacdo dos resultados obtidos
para uma andlise mais efetiva.

Ap6s a defini¢ao dos bancos de dados apropriados, a escolha de critérios de busca
¢ fundamental, pois diferentes resultados podem ser obtidos devidos aos variados modos de
delineamento. Alguns dos filtros disponiveis aplicados nesta prospeccdo de patentes foram:
intervalo temporal, palavras-chave e numeracdo na Classificacdo Internacional de Patentes
(IPC). Primeiramente, escolheu-se o intervalo de 20 anos, a contar da data da primeira
publicacdo, para a contemplacdo de patentes majoritariamente ativas. Posteriormente, as
palavras-chave foram escolhidas com base no tema da pesquisa, considerando também os seus
sindbnimos comuns. Finalmente, a definicdo do IPC mostrou-se interessante, uma vez que esse
agrupa cada patente em temas especificos padronizados internacionalmente, possibilitando a
realizacdo de pesquisas mais acuradas. Diante disso, foram escolhidos os IPCs A23
(alimentos ou relativos a alimentos; seu tratamento, ndo coberto por outras classes), da grande
area A de Necessidades Humanas, e C12 (bioquimica; cerveja; bebidas destiladas; vinho;
vinagre; microbiologia; enzimologia; mutacdo ou engenharia genética), da categoria C de

Quimica e Metalurgia (IPC PUBLICATION, 2017).
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3.3.1 Buscas gerais

Ao todo foram encontradas 3.181 patentes no Espacenet € 221 no INPI na busca
por proteases. Adicionalmente, incluiram-se os resultados dos mesmos tipos de pesquisa
realizados no Patentscope, o qual resultou em 15.823 processos. Para proteases vegetais,
foram encontrados nimeros de processos consideravelmente menores, sendo 78, 15 e 546 em
Espacenet, INPI e Patentscope, respectivamente (FIGURA 8). O grande nimero de processos
incluindo proteases indica o interesse mundial na aplicacdo tecnoldgica dessas enzimas, ao
passo que a pequena quantidade de patentes envolvendo proteases de plantas revela que ha
espaco a ser explorado pelas fontes vegetais.

Muito embora o volume de informagdes obtido tenha sido bem mais expressivo
no repositério do WIPO, essa plataforma ndo se mostrou prética para o armazenamento e
estudo dos dados. Isso porque, diferentemente do Espacenet, a plataforma Patentscope ainda
ndo possui ferramentas que possibilitem a exportagdo dos resultados encontrados. Sendo

assim, para as andlises posteriores foram somente consideradas as bases de Espacenet e INPL

Figura 8 - Resultados das buscas gerais de patentes acerca de proteases e
proteases vegetais em cole¢cdes mundiais de patentes e no banco de dados
brasileiro.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Em azul e em laranja tem-se as palavras-chave utilizadas nas buscas em seu
formato em portugués, utilizadas no repositério do INPI. Para as buscas nas
colecdes mundiais de Patentscope e Espacenet, foram utilizados termos
equivalentes na lingua inglesa. Os nimeros em destaque correspondem a
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quantidade de patentes relacionadas a proteases vegetais (barra azul) em
cada uma das bases de dados.

3.3.1.1 Buscas gerais no Espacenet

No tema proteases, foram analisados os 500 primeiros resultados obtidos no
Espacenet ordenados por data de publicacdo, com a dltima publica¢do datando de marco de
2012. As patentes foram organizadas de acordo com a jurisdicdo em que se encontravam
protegidas (FIGURA 9A) e com os dez depositantes com maior quantidade de patentes
(FIGURA 9B).

A distribui¢@o por jurisdi¢do de protecdo indica a dimensdo da atratividade dos
territorios para os investidores em tecnologia. Nota-se que somente em China e Estados
Unidos estdo protegidas mais da metade das tecnologias encontradas.

O mercado chinés tem sofrido uma expansdo dramdtica nos seus depdsitos
nacionais de patentes, tanto por depositantes chineses quanto por estrangeiros, desde que
elaborou sua primeira legislagdo em patentes no ano de 1986. Desde entdo, a sua lei de
patentes passou por algumas emendas, e a taxa de crescimento anual de depdsitos alcangou o
patamar de 23% (HU; JEFFERSON, 2009; LI, 2012). Sabendo disso, o interesse na protecao
das inovacdes envolvendo proteases no territério chinés pode ser explicado.

Por sua vez, os Estados Unidos figuram como um dos maiores mercados da
atualidade, atrds apenas da China.

Outras das patentes encontram-se protegidas em 19 nagdes, distribuidas em Asia,
Oceania, Europa, América Central e do Norte e Africa do Sul. Aparentemente, a América
Latina ndo parece ser muito atrativa a aplicagdes com peptidases.

Dentre as patentes recuperadas, observa-se ainda que algumas foram protegidas
por meio de tratados internacionais. Trinta e oito processos, marcados como WIPO, estdo
protegidos internacionalmente por meio do tratado Patent Cooperation Treaty (PCT), o qual
atualmente conta com a participagdo de 152 nagdes (PCT..., 2017). Enquanto outros 14,
denominadas de EPO, foram protegidos sob a convencdo regional European Patent
Convention (EPC), a qual conta com 39 estados europeus (MEMBER..., 2017).

Os depositantes de patentes podem ser empresas publicas ou privadas, governos,
universidades, centros de pesquisas e individuos (HONG, 2004). No tépico de proteases,
60,2% dos depdsitos partiram de empresas, 23,8% de universidades e 16% de institutos de
pesquisa ou pessoas fisicas. O grande nimero de empresas mostra o interesse dessas em

explorar o potencial inovador advindo do uso de peptidases. Em adi¢@o, a participacao de
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universidades, embora menor, ainda € significativa. Isso indica o empenho da academia para a
transformacgdo do conhecimento em produtos que possam de fato atingir o mercado.

Em relacdo aos principais depositantes, a empresa estadunidense Danisco do setor
alimenticio, pertencente ao grupo DuPont, apresenta investimento considerdvel no potencial
tecnolégico de proteases, sugerindo a importancia dessas moléculas nesse setor. O grupo
DuPont € um dos maiores participantes no mercado global de enzimas (PANDEY et al.,
2017).

Uma vez que, inicialmente, o Brasil ndo foi identificado como jurisdi¢do de
protecdo, foi verificado se este seria encontrado como depositante por meio de andlise dos
nimeros de prioridade. Constatou-se entdo a existéncia de um depodsito via PCT pela empresa
Cristdlia produtos quimicos e farmac€uticos LTDA. Datada de maio de 2012 e com niimero
de publicacao WO 2013/177647, a patente tem como titulo “Meio de cultura para bactérias do
género Clostridium livre de componentes de origem animal e processo para producdo de
sobrenadante contendo uma ou mais proteases com atividade colagenolitica e gelatinolitica”.
A referida patente tem como principais dreas de aplicacdo a microbiologia e a biotecnologia,
sendo seu foco a produgao de um meio de cultura favoravel a recuperagao de proteases. Esse
exemplo mostra que as patentes encontradas podem ser relacionadas a proteases de modo
indireto, ou seja, essas moléculas nao fariam parte da inovacao em si, mas seriam beneficiadas

pela nova tecnologia.
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Figura 9 - Divisdo das 500 primeiras patentes recuperadas no Espacenet com a busca geral por proteases.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

(A) Jurisdicdo de protegdo, ou seja, local em que a patente se encontra protegida. Os paises listados estdo
ordenados em sentido horario no grafico, comegando do maior nimero de patentes encontrado para o menor. A
China € a primeira regido representada, contando com 188 patentes. (B) Dez principais depositantes. Os niimeros
indicam a quantidade de patentes encontradas.

Por sua vez, a pesquisa acerca de proteases vegetais também teve todos os
resultados analisados quanto a jurisdicdo de protecdo e depositantes. Semelhante ao cendrio
das proteases, Estados Unidos e China sdo os principais mercados de protecdo, seguidos das

patentes protegidas mundialmente via PCT (FIGURA 10A).
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Novamente, a maior por¢do das patentes € originada em empresas (67,9%), com
participacdo de fundagdes de pesquisa ou pessoas fisicas (19,3%) e universidades (12,8%).

Embora a empresa DuPont apareca liderando o ranking de depositantes nessa
categoria, a companhia conta somente com 6 patentes, o que demonstra que as patentes

recuperadas se encontram distribuidas entre variados depositantes (FIGURA 10B).

Figura 10 - Divisgo das patentes recuperadas no Espacenet com a busca geral por proteases vegetais.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

(A) Jurisdicdo de protegdo, ou seja, local em que a patente se encontra protegida. Os paises listados estdo
ordenados em sentido horario no grafico, come¢ando do maior miimero de patentes encontrado para o menor. Os
Estados Unidos € a primeira regifio representada, contando com 27 patentes. (B) Dez principais depositantes. Os
nimeros indicam a quantidade de patentes encontradas.
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3.3.1.2 Buscas gerais no INPI

Ainda que o Brasil ndo tenha se mostrado uma jurisdicdo atrativa para prote¢ao
nas buscas no Espacenet, sabe-se que as patentes depositadas via PCT também possibilitam a
protecdo das tecnologias no territdrio brasileiro, visto que este é um pais associado. Para
confirmacdo disso, as buscas gerais na plataforma do INPI forneceram informacdes mais
precisas sobre o interesse dos depositantes em proteger tecnologias no Brasil.

Os resultados das buscas no INPI com as palavras-chave proteases e proteases
vegetais sdo apresentados nas figuras 11 e 12. Mais da metade das patentes depositadas no
Brasil sobre proteases sdo originadas dos Estados Unidos. Sendo os proximos depositantes
expressivos o EPO e a Dinamarca, esse dltimo principalmente devido a empresa Novozymes
(FIGURA 11A). Curiosamente, nenhuma patente de origem brasileira foi encontrada no
banco do INPI no tema da presente pesquisa. Fendomeno semelhante foi observado em
levantamento feito pela Federacdo das Industrias do Estado do Ceara acerca das patentes
depositadas no Brasil no tema de Biotecnologia, onde a origem dos depdsitos era
internacional com WIPO, EPO e Estados Unidos como depositantes principais (FIEC, 2016).
Sabe-se que esse tipo de fendmeno em nada se relaciona a falta de profissionais qualificados,
pois um numero considerdvel de mestres e doutores € formado anualmente com
especializacdo em enzimas (DAIHA et al., 2016).

Dessa forma, uma possivel explicacdo para a auséncia de depdsitos brasileiros €
que os depositantes brasileiros podem estar concentrando sua contribuicdo na geracdo de
conhecimento através de artigos cientificos. Dados do Senado Federal mostram que o Brasil
participa com 2,4% da producdo cientifica mundial, enquanto que as solicitacdes de patentes
somam somente 0,2% da produgio tecnoldgica global (EM DISCUSSAO!..., 2012). Outra
op¢do € a escolha de proteger a informacdo tecnoldgica por meio de segredos industriais
(HONG, 2004).

Assim como na plataforma Espacenet, os depositantes sdo majoritariamente
empresas (88,2%), com alguma participacdo de fundacdes de pesquisa ou pessoas fisicas
(7,3%) e universidades (4,5%). Nota-se que a participagdao de universidades € muito menos
expressiva. Por se tratarem de institui¢des estrangeiras, € possivel que o custo envolvido no
processo de protecdo tecnoldgica ndo compense a prote¢do fora do seu territério de origem.
Para empresas isso ndo seria um problema, pois estas, principalmente as multinacionais,

possuem filiais em diversos paises.
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A principal empresa depositante, com 28 patentes, € a Novozymes (FIGURA
11B). Novozymes ¢ uma multinacional dinamarquesa especializada no desenvolvimento de
tecnologias enzimdticas, a qual atualmente lidera o mercado mundial de enzimas (GLOBAL
MARKET INSIGHTS, 2017; PANDEY et al., 2017). Em 2011, foram inaugurados
laboratérios de pesquisa e desenvolvimento no Parand, Brasil (NOVOZYMES..., 2011). Com
isso, pode-se entender o interesse desta companhia em proteger suas invengdes também no

territorio brasileiro.

Figura 11 - Divisdo das patentes recuperadas no INPI com a busca geral por proteases.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
(A) Regido de origem de protecdo. Os paises listados estdo ordenados em sentido horario no grafico, comegando
do maior nimero de patentes depositado para o menor. Os Estados Unidos € o principal depositante encontrado,
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contando com 116 patentes. (B) Dez principais depositantes. Os nimeros indicam a quantidade de patentes
encontradas.

As poucas patentes com utilizagdo de proteases vegetais no INPI sdo oriundas de
sete regides (FIGURA 12A), sendo um terco delas advindas da Dinamarca por meio da
multinacional Novozymes (FIGURA 12B). Somente dois dos depositantes sdo universidades.
Considerando os resultados anteriores que mostram o significante interesse em proteases, vé-

se que o potencial das proteases vegetais € ainda pouco explorado mundialmente.

Figura 12 - Divisao das patentes recuperadas no INPI com a busca geral por proteases vegetais.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

(A) Regido de origem de protegdo. Os paises listados estdo ordenados em sentido horério no grafico, comecando
do maior niimero de patentes depositado para o menor. A Dinamarca é o principal depositante encontrado,
contando com 5 patentes. (B) Depositantes. Os nimeros indicam a quantidade de patentes encontradas.
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3.3.2 Buscas especificas

Nessa etapa foram procuradas patentes especificas de proteases aplicadas no
processo de fabricacdo de queijos nas bases Espacenet e INPL. Apds andlise de titulos e
resumos, foram excluidos os resultados repetidos e considerados somente os pertencentes ao
escopo da pesquisa. Os resultados encontrados com a combinacdo das palavras-chave
escolhidas antes da aplicagdo dos critérios de exclusio mencionados sdo apresentados no
quadro 2. Ao todo foram obtidos 690 resultados no banco de dados mundial com a busca por
proteases, contudo foram recuperadas apenas 18 patentes no escopo da pesquisa. Para
proteases vegetais, de 32 resultados obtidos, trés foram recuperados. J4 na plataforma
brasileira, dos 10 processos de patente encontrados envolvendo proteases, somente um esta
realmente relacionado com a producdo de queijos. Para proteases vegetais ndo foram

encontrados resultados.

Quadro 2 - Resultados das buscas por patentes de proteases e proteases vegetais aplicadas na fabricacdo de queijos
antes da exclusdo de documentos néo relacionados ao escopo da pesquisa.

milk clotting/ Jfood industry
rennet/ cheese# dairy/ )
coagulante /industria de
coalho /queijo* laticinio*
leite alimentos
protease#/ INPI: 0 INPL: 1 INPIL: O INPL: 1 INPI: 0
protease* Espacenet: 0 | Espacenet: 0 | Espacenet:2 | Espacenet: 1 Espacenet: 16
peptidase#/ INPI: O INPI: O INPI: O INPI: 0 INPI: 0
peptidase* Espacenet: 0 | Espacenet: 0 | Espacenet: 0 | Espacenet: 0 Espacenet: 4
engyme# INPI: 0 INPI: 0 INPIL: 0 INPI: 7 INPI: 1
/enzima* Espacenet: 8 | Espacenet: 8 | Espacenet: 12 | Espacenet: 53 | Espacenet: 586
plant# protease#/ INPI: O INPI: O INPI: O INPI: O INPI: 0
protease* vegeta* | Espacenet: 0 | Espacenet: 0 | Espacenet:1 | Espacenet: 0 Espacenet: 0
plant# peptidase#/ INPI: O INPI: O INPI: O INPI: O INPI: 0
peptidase* vegeta* | Espacenet: 0 | Espacenet: 0 | Espacenet: 0 | Espacenet: 0 Espacenet: 0
plant# enzyme#/ INPI: 0 INPI: O INPI: O INPI: O INPI: 0
enzima* vegeta* Espacenet: 1 | Espacenet: 1 | Espacenet: 1 | Espacenet: 4 Espacenet: 24

Fonte: Elaborada pelo autor.

Sdo apresentados os termos chave utilizados para as buscas em inglés e portugués, acompanhados dos
operadores de truncagem das bases de dados Espacenet (#) e INPI (*). #: usado para palavras com grafias um
caractere de diferenca. *: usado para substituir um conjunto de caracteres. Nas areas de cor cinza tem-se 0s
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termos relacionados a producdo de queijo; nas de cor verde os relacionados a proteases; e em lilds os
relacionados a proteases vegetais. O nimero de patentes encontradas em cada base de dados com as
combinagdes realizadas é mostrado na regido central do quadro.

Dos processos recuperados pelo Espacenet, os Estados Unidos aparecem mais
uma vez como principal regido de protecio (FIGURA 13A), sendo variados os paises de
origem das patentes com proteases na producdo de queijos. Das trés patentes utilizando
proteases vegetais, duas sao protegidas via PCT e uma é protegida na Espanha (QUADRO 3).
Seus paises de origem, de acordo com o nimero de prioridade, sao Portugal e Espanha. O
interesse dessas nacdes em inovagdo no uso de coagulantes de fonte vegetal pode ser
relacionado ao uso historico de extratos de plantas na produgdo de varios de seus queijos

tradicionais (O'CONNOR, 1993).

Quadro 3 - Patentes recuperadas no Espacenet na busca por proteases vegetais na producio de queijo.

. . = Pais de origem .
Titulo Jurisdicao de protecao do depésito Depositante
Produgdo por leveduras de proteases
asparticas originadas de plantas com L Instituto de Cinema
atividade proteolitica e coagulante em Mundial via PCT Portugal Aplicada e Tecnologia]
leites de ovelha, vaca e cabra
Biocant Associacdo de
Proteases aspdrticas Mundial via PCT Portugal Transferéncia
Tecnoldgica
Co.agulante vegetal em po e sua Espanha Espanha Universidade de
aplicacdo na produgdo de queijos Cordoba

Fonte: Elaborada pelo autor.
Jurisdi¢ao de protecdo € o local em que a patente se encontra protegida. PCT: Patent Cooperation Treaty, tratado
que possibilita a protecao mundial de patentes via um tinico processo.

O documento encontrado no INPI refere-se a uma formulacio liquida contendo
uma peptidase aspdrtica do fungo Rhizomucor miehei, amplamente utilizado no preparo de
coalho microbiano, e sua aplicacdo na manufatura de queijo. Como ja esperado, a patente € de
origem estrangeira. Seu nimero de identificagdo é PI 0709829-4, e o depdsito foi efetivado
pela companhia europeia DSM IP Assets B.V. via tratado internacional.

Percebe-se que a patente depositada pelo grupo de pesquisa deste trabalho de
monografia (BR1020170012646) e outras patentes elaboradas por pesquisadores do
departamento (BR1020150129963) ndo foram recuperadas na busca por proteases vegetais na

manufatura de queijo. Isso acontece porque a busca no INPI ndo permite a recuperacdo de
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processos em andlise e também devido ao periodo de sigilo de 18 meses apds o depdsito,

comum em diversos paises (HONG, 2004).

Figura 13 - Distribui¢do das 18 patentes encontradas no Espacenet na busca por proteases na producio de queijo.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
(A) Divisdo das patentes recuperadas por jurisdicdo de protecdo, ou seja, local em que a patente se encontra
protegida. (B) Divisdo das patentes recuperadas por regides depositantes.

Diante de todos os dados expostos na prospec¢do tecnoldgica, torna-se claro o
interesse do mercado mundial em tecnologias que englobam peptidases. O pequeno volume

de informagdes em proteases vegetais revela que esse tipo de fonte possui um enorme
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potencial a ser explorado, sendo este ponto uma oportunidade de crescimento para o grande
mercado de enzimas.

Juntando isso a crescente importancia do setor alimenticio, verificaram-se poucas
inovagdes com coagulantes para producdo de queijo. Portanto, esse ramo também se mostra
como um ponto de futuro desenvolvimento tecnoldgico tanto no Brasil quanto globalmente.

Dessa forma, a patente desenvolvida no Laboratério de Aplicacao Biotecnoldgica
de Algas e Plantas com as proteases do extrato do puré de noni confirma-se como uma

inovagdo relevante e possui espaco para ser absorvida pelo mercado mundial de proteases.

3.4 Conclusoes

Do ponto de vista da anélise do mercado pela prospeccdo de patentes, verificou-se
a significancia do mercado de enzimas proteoliticas pelo volume de patentes encontradas e
também se revelou que as empresas sdo os principais interessados nessas inovagoes. Ademais,
o mercado de queijos pareceu limitado em questdo de inovagdo, sendo o produto formulado
um forte candidato para atuacdo no setor. O interesse de investir em tecnologias que
abrangem proteases também ¢ estimulado pela auséncia de patentes de origem brasileira
depositadas no INPI. Logo, o pais ainda possui grande potencial de crescimento nesse ramo

de desenvolvimento.
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