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RESUMO

Enzimas sdo proteinas capazes de acelerar reagGes quimicas e podem ser organizadas em seis classes
de acordo com seu sitio ativo. Na Classe 3 estdo as proteases, enzimas que atuam na hidrélise de
ligacbes peptidicas e indispenséveis na coagulagdo, digestdo de alimentos e até mesmo o
melhoramento de produtos industrializados, como em detergentes, medicamentos e couro por
exemplo. Por agir em muitas reacdes, as proteases se tornam uma grande aliada das industrias de
alimentos que utilizam essas enzimas para otimizarem seus produtos, modificando seu sabor, cor,
forma, textura ou até mesmo a funcionalidade nutricional. O objetivo desta revisdo é descrever
caracteristicas das proteases e 0 modo como elas sdo aplicadas em alguns ramos da industria de
alimentos. No setor de carnes as proteases sao frequentemente utilizadas no amaciamento de carnes,
sua acdo de ocorre na degradacdo de proteinas presentes em todo o sistema conjuntivo. Autores
afirmaram a eficiéncia de proteases de origem vegetal sobre as miofibrilas e o sarcdmero carne de
frango e de bacteriana de carne bovina. Para a producéo de queijos as proteases sdo pecas fundamentais
na etapa de coagulacéo do leite para que ocorra normalmente o processo de fabricacdo. Na panificagdo
0 uso de proteases € bastante voltado para a degradag&o do gliten proteina que concede dureza a massa,
foi constatado que seu uso aumenta a viscosidade da massa, diminui a dureza, melhora a textura e o
sabor do produto. J& na industria cervejeira as enzimas com atividade proteolitica sdo utilizadas para
deixar o produto menos turvo, ou seja, na clarificacdo, na maturagdo do sabor e até mesmo na
quantidade de espumas formadas pela bebida. Pesquisadores também testaram o uso de proteases na
gradacdo do gluten presente na cerveja e constataram que a enzima foi capaz de diminuir o teor de
gluten. Os dados observados demonstram que as proteases sdo bastante eficazes quando aplicadas em
alimentos, suas propriedades podem agir em VAarios aspectos do produto levando a inovagGes,
mudangas, melhoramentos e agregacéao de valores.
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PROTEASES NA BIOTECNOLOGIA DE ALIMENTOS

RESUMEN

Las enzimas son proteinas capaces de acelerar reacciones quimicas, segun su accion durante estas
reacciones, las enzimas se organizan en seis clases. En la Clase 3 se encuentran las proteasas, enzimas
capaces que poseen caracteristicas que les permiten ser Utiles en diversos eventos como la coagulacion,
digestion de alimentos e incluso la mejora de productos industrializados, como detergentes,
medicamentos y cuero por ejemplo. Al actuar en muchas reacciones, las proteasas se convierten en un
gran aliado de las industrias alimentarias que utilizan estas enzimas para optimizar sus productos,
cambiando su sabor, color, forma, textura o incluso funcionalidad nutricional. Algunos de los
principales sectores de la industria alimentaria que utilizan proteasas durante el proceso de fabricacion
de sus productos son los lacteos, carnes, cervezas y en panaderia. EIl propoésito de esta revision es
describir las caracteristicas de las proteasas y como se aplican en algunas ramas de la industria
alimentaria. En el sector carnico, las proteasas se utilizan a menudo en el ablandamiento de la carne,
su accion se produce en la degradacidn de las proteinas presentes en todo el sistema conjuntivo. Los
autores afirman la eficacia de las proteasas de origen vegetal sobre las miofibrillas y la carne de pollo
sarcOmera y de las bacterias de la carne bovina. Para la produccion de queso, las proteasas son partes
esenciales en la etapa de coagulacion de la leche para que el proceso de fabricacion ocurra
normalmente. En horneado, el uso de proteasas estd muy enfocado a la degradacion de la proteina del
gluten que le da a la masa su dureza, se encontré que su uso aumenta la viscosidad de la masa,
disminuye la dureza, mejora la textura y sabor del producto. En la industria cervecera se utilizan
enzimas con actividad proteolitica para hacer el producto menos turbio, es decir, en la clarificacion,
en la maduracion del sabor e incluso en la cantidad de espumas formadas por la bebida. Los
investigadores también probaron el uso de proteasas en la clasificacién del gluten presente en la
cerveza y encontraron que la enzima podia disminuir el contenido de gluten. Los datos observados
demuestran que las proteasas son bastante efectivas cuando se aplican a los alimentos, sus propiedades
pueden actuar en varios aspectos del producto dando lugar a innovaciones, cambios, mejoras y
agregacion de valores.

Palabras Clave: Peptidasas, biotecnologia, industrias de alimentos y bebidas.

ABSTRACT

Enzymes are proteins capable of accelerating chemical reactions, according to their action during these
reactions, enzymes are organized into six classes. In Class 3 are proteases, capable enzymes that have
characteristics that allow them to be useful in various events such as coagulation, food digestion and
even the improvement of industrialized products, such as detergents, medicines and leather for
example. By acting in many reactions, proteases become a great ally of the food industries that use
these enzymes to optimize their products, changing their taste, color, shape, texture or even nutritional
functionality. Some of the main sectors of the food industry that use proteases during the
manufacturing process of their products are dairy products, meats, beers and in bakery. The purpose
of this review is to describe characteristics of proteases and how they are applied in some branches of
the food industry. In the meat sector, proteases are often used in meat tenderization, their action occurs
in the degradation of proteins present in the entire conjunctive system. Authors affirmed the efficiency
of proteases of vegetal origin on the myofibrils and the sarcomere chicken meat and of bacterial of
bovine meat. For cheese production, proteases are essential parts in the milk coagulation stage so that
the manufacturing process normally occurs. In baking, the use of proteases is very focused on the
degradation of the gluten protein that gives the dough its hardness, it was found that its use increases
the viscosity of the dough, decreases the hardness, improves the texture and flavor of the product. In
the brewing industry, enzymes with proteolytic activity are used to make the product less cloudy, that
is, in clarification, in the maturation of the flavor and even in the amount of foams formed by the drink.
Researchers also tested the use of proteases in the grading of gluten present in beer and found that the
enzyme was able to decrease the gluten content. The observed data demonstrate that proteases are quite
effective when applied to foods, their properties can act in several aspects of the product leading to
innovations, changes, improvements and aggregation of values.

Keywords: Peptidases, biotechnology, food and beverage industries.
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INTRODUCAO

Enzimas sdo proteinas especializadas cuja funcdo é principalmente a catélise de
reacOes. As enzimas podem ser proteinas especificas, nas quais uma das suas funcbes é a
catalise de reac0es, portanto, essa propriedade torna as enzimas alvo de diversos estudos para
sua aplicacdo em industrias de diferentes setores. Dentre as enzimas de maior interesse
comercial, as proteases, também chamadas de peptidases ou proteinases que tem como
principal funcdo de catalise em reacdes de clivagem de proteinas, atuando nas suas ligacdes
peptidicas e agindo por meio da hidrélise. Essas enzimas no organismo estdo envolvidas em
varios processos como a digestdo de alimentos, ativacdo de outras enzimas, coagulacdo
sanguinea e também o transporte de proteinas atraves da membrana. Algumas caracteristicas
das proteases podem as classifica-las em diferentes grupos, essas caracteristicas incluem: sob
qual pH a atividade da protease se expressa melhor, as substancias presentes em seu sitio
ativo, em quais tipos de liga¢des quimicas ou em qual local da ligag&o irdo ocorrer as clivagens
realizadas por cada protease. Por estarem presentes em varios eventos biolégicos, as proteases
podem ser encontradas em inimeros organismos (KERMASHA & ESKIN, 2021).

As fontes das proteases podem ser diversas, como, plantas, animais e microrganismos.
Em plantas geralmente essas enzimas se encontram no latex e nas sementes dos vegetais. Che
et al., (2021) detectou a presenca as proteases do tipo endopeptidases asparticas e serina
carboxipeptidases na semente de Sesamum indicum, o gergelim e sua acdo na degradacéo das
proteinas presentes na soja, amendoim, leite bovino e até mesmo do préoprio gergelim. Em
animais podem ser encontradas dentro do seu organismo ou no caso de animais pegonhentos
elas estdo presentes em suas peconhas. A vibora Echis pyramidum endémica no nordeste da
Africa e na Peninsula Arabica possui um veneno que pode desencadear diversas problematicas
na salde de um individuo como, a desregulacdo na coagulacdo sanguinea, a formacdo de
edemas e a perda excessiva de sangue que pode levar a morte, todos esses efeitos sdo
potencialmente estimulados devido a presenca de proteases no veneno, isso levou El-Yamany
e colaboradores (2020) a investigarem a desintoxicacdo do veneno através da aplicacédo de
raios gama sobre as metaloproteases presentes na peconha, ao final da pesquisa os autores
constataram grande sucesso no uso das metaloproteases produzidas pela vibora como antidoto
contra o veneno de Echis pyramidum. A producdo de proteases por microrganismos é bem
diferente das demais, a producédo acontece a partir de biotransformacoes realizadas durante o
bioprocesso. Um estudo recentemente publicado pelos autores Mukhia, Kumar, A. e Kumar,
R. (2021) demonstrou que as proteases extracelulares produzidas pela bactéria gram-negativa

Chryseobacterium polytrichastri conseguiram hidrolisar as proteinas presentes soja levando
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a obtencdo de peptideos com grande agdo antioxidantes que quando integrados na dieta
proporcionam diversos beneficios a salde além daqueles proporcionados por seus valores
nutricionais.

Comparando as trés fontes de proteases, a microbiana se torna a mais interessante por
ser mais vantajosa por apresentar uma producao rapida, numerosa e de baixo custo (HARISH
& UPPULURI, 2018; RAZZAQ et al., 2019; TAVANO et al., 2018). Essa propriedade
bioldgica permitiu que estudiosos utilizassem as peptidases em varios setores industriais como
em farmacos, formulacdo de detergentes, industrias de couro, cervejaria e alimentos. Na
indUstria alimenticia, as proteases possuem uma gama de utilidades devido a sua capacidade
de alterar diversas propriedades dos alimentos como a solubilidade, teor de emulsificagéo,
interacdes peptidicas, formacdo de espuma, sabor e textura, logo, por esses motivos as
industrias alimenticias sdo as maiores consumidoras de enzimas comerciais (GRAND VIEW
RESEARCH, 2019; TAVANO et al., 2018).

Portanto, com a expansdo do conhecimento sobre as propriedades das proteases ocorre
um crescimento no nimero de estudos sobre suas aplicacdes em laboratérios visando sua
aplicacdo em escala industrial, gerando diferentes pesquisas nos mais variados setores
alimenticios. Dessa forma, o objetivo desta revisdo é descrever algumas propriedades das
proteases, como ocorre a sua agao nos alimentos em que estdo presentes e a discusséo de

algumas pesquisas correlacionadas ao assunto.

FUNDAMENTACAO TEORICA
Enzimas

Enzimas sdo moléculas organicas que realizam reacbes de catalizacdo ocorrendo
alteracdo na velocidade de uma reacdo quimica. Elas sdo essenciais ao funcionamento dos
organismos Vivos, estdo envolvidas em atividades que mantém o equilibrio do individuo tais
como a digestdo, producdo e gasto de energia, crescimento celular, equilibrio hormonal e
outros. As enzimas sdo constituidas por proteinas o que as fazem ter uma estrutura rica e
complexa, mas mesmo sendo tdo completa em alguns momentos as enzimas necessitam do
auxilio de outras substancias para poderem realizar suas agoes, essas sdo conhecidas como
coenzimas (componentes quimicos) e cofatores (componentes organicos). A quantidade de
enzimas ja descobertas é enorme o que como varias outras substancias levou a necessidade de
uma classificacdo, apesar de terem em suas estruturas proteinas e aminoécidos as enzimas
foram classificadas de acordo com sua acdo, o que levou a criagdo de seis classes de enzimas,
sendo elas: Classe 1 (oxidorredutases), Classe 2 (transferases), Classe 3 (hidrolases), Classe 4
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(liases), Classe 5 (isomerases) e Classe 6 (ligases). Na nomenclatura das enzimas ocorre muito
a ambiguidade pelo fato de enzimas diferentes serem capazes de executar as mesmas agoes,
isso levou a uma nomenclatura mais detalhada onde a enzima deve ter um namero “EC”
determinado pela Enzyme Commission, ao total 0 nome da enzima tera quatro numeros: o
namero de sua classe, 0 nimero de sua subclasse, 0 nimero de sua sub-sub-classe e seu
namero especifico, e ao final a nomenclatura da enzima ficara “EC A.B.C.D” (ENZYME,
2021; NELSON E COX, 2018).

Proteases

Como supracitado na Classe 3 das enzimas estdo as hidrolases (EC 3.b.c.d), seu prefixo
“hidro” foi definido por enzimas atuarem através de hidrdlise, onde a presenca de uma ou
mais moléculas de agua (H20) irdo desencadear a quebra de outras moléculas. Elas estdo
presentes em VAarios eventos bioldgicos, como por exemplo na producdo de glicose, onde
durante a glicogénese uma enzima que catalisa a hidrélise de ésteres de fosfato (glicose-6-
fosfatase) realiza a desfosforilacdo da Glicose-6-fosfato convertendo-a em uma molécula de
fosfato e outra de glicose (Figura 01) (RODWELL et al., 2021). Por sua vez as hidrolases sao
separadas em subclasses, a classificacdo ocorre de acordo sobre qual ligagdo quimica sua a¢do
ird ocorrer, essa separa¢do levou a origem de doze subclasses de hidrolases, como pode ser
visto na Tabela 01 (ENZYME, 2021).

Figura 01: Mecanismo de ac¢éo de uma hidrolase onde ocorre a conversdo da Glicose-6-fosfato em moléculas
distintas de Fosfato inorgénico e Glicose.

glicose-6-fosfatase

) P +

Fosfato
Glicose-6-fosfato inorgénico Glicose

Fonte: Prdpria (2021).

Tabela 01: Subclasses das hidrolases de acordo com o local onde ocorre a reagéo quimica.

Subclasse Local de atuagdo
3.1 LigacOes éster
3.2 Glicosilases
3.3 Ligacdes éter
3.4 Ligacdes peptidicas
3.5 Ligacdes carbono-nitrogénio
3.6 Anidridos acidos
[5]
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3.7 Ligacdes carbono-carbono
3.8 Ligacdes halogenadas
3.9 Ligacdes fosforo-nitrogénio
3.10 Ligacdes enxofre-nitrogénio
3.11 Ligacdes carbono-fésforo
3.12 Ligacdes enxofre-enxofre
3.13 Ligacdes carbono-enxofre

Fonte: Adaptado de Enzyme, apenas para fins ilustrativos (2020).

Na subclasse 3.4 das hidrolases estdo presentes enzimas que atuam sobre ligagdes
peptidicas, dentro desse grupo estdo as proteases (EC 3.4.-.-) enzimas que capazes de
hidrolisar as ligaces peptidicas entre os aminoacidos presentes nas proteinas (Figura 02a).
Essas sdo subdivididas em dois grandes grupos de acordo com o local de sua acéo, quando a
quebra da ligacéo entre os aminoacidos ocorre na extremidade N-terminal (aminopeptidases)
ou C-terminal (carboxipeptidases) (Figura 02c) as proteases sdo classificadas como
exopeptidases (EC 3.4.11.- até EC 3.4.19.-), quando a acdo ocorre sobre ligacdes peptidicas
internas (Figura 02b) as proteases sdo denominadas endopeptidases (EC 3.4.21.- até EC
3.4.99.-) (ANGELDO, 2010). Outra classificacdo dentro do grupo das proteases é realizada de
acordo com as substancias presentes em seu sitio ativo (local onde ocorre a reacdo enzimatica),
levando essa caracteristica em consideracdo, o banco de dados exclusivo de proteases
MEROPS, classifica as proteases entre as familias: aspartico (A), cisteina (C), glutdmico (G),
metalo (M), asparagina (N), misto (P), serina (S), treonina (T) e desconhecido (U) (MEROPS,
2019; MURI, 2014). Além dessas classificacdes as proteases podem ainda serem divididas de
com o seu pH 6timo, onde teremos as proteases acidas, neutras e alcalinas.

Figura 02: A — Representacdo de uma molécula de gluten; B — Hidrdlise do glaten realizada por
endopeptidases; C — Clivagem do gliten realizada por exopeptidases.

Extremidade Aminoacid Ligagdes Extremidade
aminoterminal o peptidicas carboxiterminal
H,N —O—A—Q—Q-A-O— COOH

Endopeptidase
digere as ligagbes
peptidicas intermas

terminais para liberar os inod

[;opeptidase digere as ligagoes pept[dica}

idas
(Au' e } (c‘,'- ip ridzm)
o

Iou,o | +H,
/ \
= [ coou] | [ coom ]
N )
e =3
OIS peptideos menores Peptideo

Fonte: Boa formula, 2020.
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As proteases sdo enzimas que estdo presentes em diversos seres vivos, elas podem ser
produzidas por animais, vegetais e até mesmo por microrganismos. Como as proteases estdo
presentes em varios eventos biologicos, as proteases de origem animal e vegetal geralmente
se encontram nos organismos dos individuos ou em produtos gerados por eles. Nos animais,
podemos encontrar proteases nas pegonhas de serpentes, no corpo de crustaceos e no trato
digestivo de peixes (LIU et al., 2019; NEUMANN et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020).

A utilizagéo de animais como fontes de proteases pode sofrer desvantagens caso seja
necessario o sacrificio do animal e consequentemente a necessidade do aval de comités de
éticas para obtencdo da enzima, porém essa fonte pode ser a solugdo para o uso de residuos
solidos gerados por algumas industrias como o mercado da pesca, jA& que a estudos
demonstram o uso das visceras de peixes como fonte de proteases (SILVA et al., 2021). Vérias
proteases ja foram encontradas, extraidas e utilizadas a partir do sistema digestivo de animais,
entre elas a pepsina, a tripsina e a quimiotripsina (GURUMALLESH et al., 2019).

Em plantas, as proteases geralmente sdo detectadas em seus “produtos” COMO as
sementes e o latex. Para a extracdo dessas enzimas em plantas é necessario mao de obra
especifica para 0 manejo e também a dependéncia de fatores ambientais como o clima,
umidade, temperatura e sazonalidade temporal 0 que leva a processos de extracdo mais longos,
trabalhosos e dependentes (MUSIDLAK et al., 2020; SILVA et al., 2020).

Diante dessas caracteristicas sobre a obtencdo de proteases a partir de animais e
plantas, os microrganismos demonstram ser a fonte mais econdémica e rapida. A producdo de
compostos bioativos, como as proteases, por microrganismos se da através de processos
fermentativos em que geralmente hd apenas a necessidade de um substrato e condi¢Ges
favoraveis ao crescimento do organismo e a producgdo de biomoléculas, o que pode facilmente
ser controlado durante a fermentacdo. Ao realizar uma breve pesquisa em bancos de dados
cientificos, foi observado que cientistas ja produziram proteases a partir de fungos, bactérias
e cianobacterias (ELLEUCH et al., 2021; OSMOLOVSKIY et al., 2021; SHAFIQUE et al.,
2021). Alguns organismos produtores de proteases pertencentes as trés fontes supracitadas,

estdo descritas na Tabela 02.

Tabela 02: Organismos ja utilizados como fontes de proteases.

Fonte Produtores Classificacao Referéncias
Arthrospira sp. Cisteino Protease ELLEUCH et al., 2021
. . CHIMBEKUJWO,
Microrganismos — »corgillussp. ~ Protease Acida ~ JAAFARU & ADEYEMO,
2021
[7]
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Bacillus sp. Serina protease YANG et al., 2021
Penicillium sp. Protease aspartica GUO et al., 2021
PseudS(:)monas Serina protease IQBAL et al., 2018

Streptomyces sp.

Protease alcalina

SARKAR &
SUTHINDHIRAN, 2020

Bothrops sp.

Serina protease

KUNIYOSHI et al., 2019

Centropomus sp.

Serina protease e
Metaloprotease

LOPEZ et al, 2021

N Cupiennius sp. Serina protease LANGENEGGER et al.,
Animais 2018
Echis sp. Metaloprotease EL-YAMANY et al., 2021
MacroEFr;achlum Exopeptidase SILVA et al., 2020
Cichla sp. Serina protease OLIVEIRA et al., 2020
Calotropis sp. Cisteino protease SILVA et al., 2020
Gliricidia sp. Cisteino protease SILVA et al., 2020
Euphorbia sp. Serina protease URS et al., 2021
Plantas Serina e Cisteino
Moringa sp. WANG et al., 2020
protease
Solanum sp. Protease aspartica IBANEZ et al., 2021

Fonte: Propria (2021)

Aplicacdes biotecnoldgicas das proteases

Devido a suas atividades e propriedades, as proteases ou peptidases, como também
podem ser definidas, foram as primeiras enzimas a serem exploradas economicamente. A
empresa americana especialista em consultoria e pesquisa de mercado, Grand View Research,
publicou um relatério em 2019 no qual estimou-se que o0 mercado mundial de enzimas atingiu
a partir de 2020, e com previsdo para até 2027 de US$ 14,9 bilhdes. As enzimas chegam
atingir até 60% de uso entre as industrias, sdo utilizadas nos mais diversos setores, as proteases
por sua vez estdo presentes nos mais variados ramos industriais, como: na inddstrias de
alimentos durante o amaciamento de carnes; em inddstria farmacéutica no desenvolvimento
de medicamentos; na industria de produtos limpeza como na potencializacdo de detergentes;
na industria de couros durante de remocdo de pelos; no ramo da estética como no
procedimento peeling (PATYSHAKULIYEVA, 2021).

O relatério da Grand View Research, que estudou a aplicacdo de enzimas em VAarios
ramos industriais, também demonstrou que entre tais industrias, as que mais fazem uso de

enzimas sdo as industrias bebidas e alimentos (Figura 03).
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Figura 03: Gréfico representando a utilizagdo de enzimas por diversas industrias.

l U.S. industrial enzymes market size, by application, 2016 - 2027 (USD Billion)

2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027
B Alimentos e bebidas ¥ Detergentes M Alimentagdo animal B Biocombustiveis ® Téxteis @ Papel
de celulose ' Nutricdo e farmacia ' cosméticos e cuidados pessoais Esgoto  Outros

Fonte: Adaptado de Grand View Research, 2019.

A inddstria alimenticia protagoniza uma incessante, e até mesmo necessaria, busca por
inovacbes e melhorias em seus produtos. Muitas das solugdes biotecnoldgicas alcangadas,
como a melhoria do sabor e aspectos de produtos nos setores de carnes e queijos, envolvem a
aplicacdo de proteases que sdo utilizadas em diversas fungdes a fim de melhorar aroma, o
sabor, a funcionalidade do produto, a textura e a sua qualidade nutricional. Entre 0s mais
diversos produtos das industrias alimenticias as proteases sdo aplicadas em laticinios, bebidas

alcoolicas, molhos, sementes, massas, ra¢cdes animais e outros (SILVA et al., 2017).

METODOLOGIA

Para a construcdo dessa revisdo descritiva foram realizadas pesquisas nos bancos de
dados cientificos Scienc Direct e Scielo. Para o desenvolvimento do trabalho foram feitas
pesquisas distintas dos descritores: enzymes, enzyme application, proteases, protease
application, food industry and food biotechnology. A procura de artigos foi realizada fazendo
combinagOes de descritores, sendo eles: [protease] and [cheese], [protease] and [beef],
[protease] and [bread making], [protease and beer] e [protease] and [application] and [food
or drink]. As obras publicadas de 2010 a 2021 e que mais se encaixavam com a tematica da

revisao foram selecionadas e descritas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Carnes
No mercado de carnes a aplicacéo de proteases se torna comum quando o objetivo é a
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modificacdo da textura e sabor da carne, principalmente pelo interesse de agregar valores as
pecas de carnes que possuem pequenos valores no comércio. A classe das cisteina-proteases
é a mais frequentemente utilizadas para o amaciamento de varios tipos de carnes, no sitio ativo
dessas proteases estdo presentes 0s aminoacidos cisteina, acido aspartico e histidina que irdo
atuar nas extremidades ou no meio interno das ligacbes peptidicas. As cisteinas de origem
vegetal sdo as mais preferidas, entre elas estdo a papaina (EC3.4.22.2), actinidina
(EC3.4.22.14), bromelaina (EC3.4.22.32), zingiberina, (EC3.4.22.67) e ficain (EC3.4.22.3)
(BOTINESTEAN et al., 2021; CRUZ et al., 2020; GAGAOUA et al., 2020; JUN-HUI et al.,
2020; Ll et al., 2021; ZHU et al., 2018).

Para que ocorra a modificagdo na estrutura da carne essas enzimas irdo desestruturar,
principalmente, as proteinas miofibrilares e as sarcoplasmaticas (GAGAOUA et al., 2020). O
uso de proteases vegetais em carne de aves de corte foi 0 objetivo da pesquisa realizada por
Cruz et al. (2019) a fim de determinar a maciez, fragmentacdo miofibrilar e rendimento pos-
cozimento do peito de frango. As proteases foram extraidas do rizoma de Zingiber officinale
Roscoe (gengibre) oriundos da Regido Sudeste do Brasil, local também de onde foram obtidos
0s cortes de peito de frango (espécie ndo informada). Com o extrato bruto foi realizada a
atividade proteolitica da enzima através de método colorimétrico. Para avaliacdo da acdo de
degradacéo da protease uma concentragdo de 5% do extrato foi injetada na carne de frango, e
com isso foram determinados o indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI), o comprimento dos
fragmentos miofibrilares (MFL) e o comprimento do sarcomero. A maciez foi avaliada por
método de forca de cisalhamento mecénico e a perda de peso foi calculada comparando o peso
inicial e o final. Como resultados a pesquisa demonstrou, 76.05 de MFI, 4.54um de MFL e
1.35 de comprimento do sarcomero (um). Isso demonstra que a aplicacao de proteases obtidas
do gengibre foi capaz de degradar as miofibrilas (Figura 4), o que levou a reducdo da forga de
cisalhamento e ndo houve reducdo significativa no rendimento do peito de frango apos o

cozimento.

Figura 4: Fragmentacdo da miofibrila e reducdo do MFL.

gy,

Fonte: Adaptado de Cruz et al. (2019).
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Em alguns processos a aplicacdo de proteases para fins de amaciamento de carnes
ocorre sobre uma proteina presente no tecido conjuntivo, o colageno. Formado por uma tripla
hélice de proteinas, o coldgeno é uma proteina fibrosa que proporciona sustentacéo,
elasticidade e resisténcia a varias estruturas, principalmente aos musculos o que caracteriza
uma rigidez maior a carne que pode ser desfeita a partir da acdo de clivagem de proteases
colagenoliticas (EC 3.4.21.-) sobre o colageno (RODRIGUEZ et al., 2018). Sorapukdee et al.
(2020) realizou um estudo sobre a capacidade de microrganismos proteases com potencial na
degradacédo do colageno. Na pesquisa os autores realizaram uma triagem sobre a capacidade
de 400 espécies de Bacillus sp. produzirem proteases com atividade colagenolitica. Entre essas
espécies estudadas apenas 20 foram capazes de produzir protease com atividade colagenolitica
acima de 0,5 U/mL. As espécies Bacillus subtilis e B. siamensis foram as escolhidas para
terem a capacidade colagenolitica de suas enzimas testadas sobre o tenddo de Aquiles, o
colageno intramuscular e a proteina miofibrilar de carne bovina. As metodologias realizadas
demonstraram que as proteases colagenoliticas produzidas por B. subtilis e B. siamensis foram
capazes de degradar tanto o coldgeno como a elastina de todas as estruturas utilizadas,
comprovando o sucesso na aplicacdo de proteases produzidas por essas bactérias no
amaciamento de carnes. Oliveira et al., (2016) realizaram um levantamento sobre a presenca
de proteases em varias espécies de peixes, crustaceos, poriferos e equinodermos. As proteases
observadas pelos autores eram do tipo metalo e serinocolagenases. As metalocolagenases sao
capazes de degradar a matriz extracelular do colageno sendo elas, as colagenases verdadeiras
que clivam a tripla hélice do colageno e as gelatinases hidrolisam os colagenos desnaturados
e as gelatinas. Ja as serinocolagenases sdao capazes de degradar os tipos I, 1l e 11l da tripla
hélice do colageno. Pelo autor foram citados os géneros Novoden sp., Pagrus sp.,
Rhopaloeides sp., Raja sp., Gadus sp., Carcinus sp., Pseudopleuronectes sp., Thunnus sp.,
Macrobrachium sp., Scomber sp., Chionoecetes sp. Nesses individuos e varios outros
oriundos do pescado normalmente as proteases sdo encontradas em suas visceras digestivas,
nos musculos, na cabeca, nas barbatanas, na cauda e visceras reprodutivas. Os autores também
perceberam que no ramo alimenticio essas proteases sao empregadas na musculatura de peixes

auxiliando nas etapas de remocdo da pele e extragdo do colageno.

Panificacéo
No setor de panificagdo as proteases mais utilizadas sdo de fonte vegetal e

microbiologicas. As acOes dessas proteases consistem na degradacdo, por hidrolise, da
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proteina gluten, ele est4 presente em varios gréos e sua finalidade de uso na panificagdo visa
a obtencdo de uma massa consistente e viscosamente elastica que proporcione a retencdo de
ar (DAHIYA et al., 2020). O gluten ¢ constituido pela juncdo de outras duas proteinas: a
glutelina e a gliadina, a rede formada pelas ligacbes de dissulfeto e caso o numero dessas
ligacBes for superior ao ideal ocorre uma dificuldade da manipulacdo da massa devido a alta
rigidez. Uma alternativa para a solugdo desse problema é o emprego de proteases durante a
fermentacao da massa, onde as enzimas irdo hidrolisar as ligacdes peptidicas do gluten, dando
mais maciez e menos densidade a massa o0 que facilita seu manuseio e melhora sua aparéncia
(JAYAWARDANA et al., 2021). A liberacdo dos grupos carboxila (COOH) e amina (NH2)
pelas hidrélises realizadas nas extremidades C- e N-terminal acaba agregando ao sabor da
massa a partir do momento em que tais compostos irdo reagir com agucar presente no meio,
um efeito resultante da Reacdo de Maillard, onde sob calor os aminoacidos e o acUcar
interagem dando cor e sabor a massa (FRANCISQUINI et al., 2017).

Sarabhai et al. (2021) estudou a aplicacdo de enzimas, entre elas as proteases, sobre
as caracteristicas de pao feito a partir de milho. Os pédes foram preparados com Setaria
parviflora (milho rabo de raposa), 0,05 e 0,1g / 100g de cada enzima (inclusive proteases) e
outros ingredientes. Apos assados, os pdes foram triturados e liofilizados para serem
submetidos a estudos de propriedades reoldgicas, colagem da farinha no pao, as caracteristicas
da massa, textura e outros. Os autores em seus resultados demonstraram que, a adi¢do de
proteases diminuiu a viscosidade da massa de 404 Pa's para 154 Pa's, o que gerou uma maior
elasticidade a massa; a matriz proteica que envolve os granulos de amido foi degradada pela
acdo de proteases; o angulo de fase (8) foi diminuido pela protease; a adi¢do de proteases
também melhorou a aceitabilidade do produto, seu aroma e sabor. Ap6s o estudo foi concluido
que, entre as enzimas protease, glicose oxidase e xilanase as de atividade proteoliticas foram
eleitas as melhores para 0 melhoramento do pdo de forma feio com milho rabo de raposa
(Figura 05).

Figura 05: Pdo de milho rabo de raposa sem gliten com diferentes concentraces de enzimas. A -

controle, B - glicose oxidase (0,059/100g), C - glicose oxidase (0,19/100g), D - xilanase (0,059/100g), E -
xilanase (0,1 g/100g), F — proteases (0,05g/100g), G - protease (0,1g/100g) com base no peso da farinha.

D E
Fonte: Sarabhai et al., 2021.
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Laticinios

No setor de fabricagdo dos mais variados tipos de queijos a proteases protagonizam
alguns eventos do processo como a coagulacdo e a maturacdo do queijo. O objetivo da
coagulacao no processamento de queijos € a concentracao do leite e a retencéo de gorduras,
frequentemente para esses processos é utilizado um composto denominado coalho, que tem
como componentes as proteases, quimosina e pepsina (ARBITA et al., 2020).

Antigamente conhecida como “renina (EC 3.4.4.3.)” a quimosina (EC 3.4.23.4) pode
ser extraida da secre¢do estomacal de ovinos, plantas ou microrganismos. Assim que extraida
a quimosina encontra-se em seu estado inativo (quando em pH neutro) e posteriormente (em
meio &cido) se transforma na quimosina que tem atividade proteolitica ativa. A quimosina age
no processo de coagulacédo do leite, sua acdo é sobre a caseina desestabilizando suas micelas
a fim de romper a k-caseina, mais precisamente onde estdo os aminoacidos fenilalanina o
metionina (Figura 06). A pepsina, por sua vez, possui uma atividade menos especifica,
clivando qualquer ligacdo que apresente residuos de valina, fenilalanina, leucina ou tirosina.
Apdbs a coagulacdo existem varias outras etapas no processo de fabricacdo do queijo, uma
delas é a etapa de maturacao onde ocorre varias reacdes quimicas sobre o coagulo, entre elas
a proteolise, que irdo influenciar no sabor, aroma e textura do produto (ENZYME, 2021;
RAJAGOPALAN, ALURU & SUKUMARAN, 2021).

Figura 06: Acdo das proteases sobre a caseina para coagular o leite durante a fabricacéo de queijos.

Atividade coagulante
(fratura especifica)

Atividades proteolitica
(rompimento ndo especific)

&= 5
3’; Micela
£ taseina

co. 3 *Amargos R
G A = Sabores y
i :é: indesejdveis
Toer * Menor rendimento
Produgdo de peptidos

Fonte: Adaptado de Lacto-Lab.

Paludetti et al. (2020) avaliou os efeitos da aplicagdo de proteases fungicas na
producéo de queijo do tipo cheddar. No leite foram adicionadas respectivas quantidades de
0,15 e 0,60 U/L de proteases produzida por Pseudomonas fluorescens. Apds 48h de

armazenamento do leite a 4°C o queijo foi fabricado. Foi constatada alta atividade proteasica
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durante todo o processo de armazenamento, porém durante a fabricacdo do queijo a atividade
diminuiu, o que pode ter sido influenciado pela diferenca de pH entre os dois processos. A
enzima degradou duas proteinas a B-caseina e a k-caseina, porém ndo foram afetados o
rendimento do queijo e a recuperacdo de gordura e proteinas. Comparados com o queijo
controle (sem adicdo de proteases), 0s queijos com ambas as concentragcdes supracitadas
demonstraram altos niveis de aminoécidos livres. Com isso, a pesquisa comprovou que as
proteases podem modificar os aspectos do queijo e também podem aumentar seus valores

nutricionais.

Cervejas

A producéo de cervejas data aproximadamente 2100 a.C, acredita-se que a producgéo
da bebida foi um acidente, mas que deixava o0 povo Sumério feliz. Ao passar de geracdo em
geracgdo e entre varias etnias, a cerveja hoje é uma das bebidas mais consumidas no mundo
(SILVA & PINHEIRO, 2018). O processo de cerveja inclui cerca de doze etapas no qual
durante um deles ocorre a aplicacdo de proteases, na maturacdo. Logo ap6s a etapa de
fermentacdo ocorre a maturacdo, a etapa visa 0 armazenamento do produto sob baixas
temperaturas. E um momento que pode demorar dias ou semanas dependendo do tipo de
cerveja, visando a clarificacdo e a maturacao do sabor. A presenca de um grande quantitativo
de leveduras faz com que o liquido fique muito turvo. S6 uma filtracdo ndo € o suficiente para
adiminuicdo da turbidez, e a partir disso sdo aplicadas as proteases. As enzimas com atividade
proteolitica irdo na hidrélise de peptideos impedindo que eles se insolubilizem e formem a
turvacdo (PIMENTA et al., 2020). Apesar de ser uma das bebidas mais consumidas no mundo,
algumas pessoas evitam consumi-las devido ao seu teor de glaten. Assim como na panificacao
na industria cervejeira, as proteases também podem ser aplicadas com o intuito de degradacéo
do glaten (ROTOLO, 2019). Benucci et al. (2019) testou o uso da prolil endopeptidase de
origem microbiana na reducéo do teor de gluten de cervejas. Proteases produzidas pelo fungo
filamentoso Aspergillus niger foram imobilizadas em granulos a quitosana e adicionadas a
cerveja com malte de cevada. A imobilizacdo aumentou a estabilidade térmica da protease, a
quantidade de 728 mL/min foi o suficiente para diminuir o teor de gliten de 65 mg/kg para
19 mg/kg apos 9 horas de vazdo e para 15 mg/kg ap6s 10h de tratamento. Demonstrando assim
0 sucesso da aplicagéo de proteases também na reducdo da quantidade de glaten na cerveja.

CONCLUSOES
De fato, é notdrio o tdo quanto a agéo de clivagem através de hidrolise faz das proteases
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as enzimas mais exploradas comercialmente. Entre os inimeros setores industriais existentes,
0s setores de bebidas e alimentos sdo os que mais utilizam essas enzimas durante seus
processos de fabricagdo, e essa posi¢cdo ndo so segue a mesma durante os Gltimos cinco anos
como esta prevista para seguir intacta nos préximos seis anos. Buscando a melhoria de seus
produtos, as industrias de carnes utilizam as proteases principalmente no seu amaciamento o
que consequentemente leva a mudancas do aspecto, sabor e na consisténcia das carnes, sendo
essas mudancas cobicadas a agregar valores a certos tipos de carnes que geralmente nao séo
tdo valorizadas devido a suas caracteristicas. Sem as proteases 0s processos de fabricacao de
laticinios seriam incompletos ja que as etapas de coagulacdo e a maturacdo do queijo, por
exemplo, é totalmente depende da acdo de determinadas enzimas proteoliticas. Mas também,
o0 setor de laticinios faz uso das proteases afim de aumentar os valores nutricionais de seus
produtos. As industriais de panificacdo e cervejas utilizam as proteases com um foco comum,
a diminuicdo ou até mesmo zerar a quantidade da proteina gliten nos produtos, visto que tal
proteina pode causar algumas problemaéticas a saide humana como o excesso de peso e males
ao intestino delgado. Todas essas aplicacdes biotecnoldgicas das proteases ressaltam ainda
mais 0 seu recorrente uso industrial visando a producdo e melhoramento de bebidas e
alimentos, confirmando também a importancia das inimeras pesquisas cientificas que
comprovam as a¢des biotecnolégicas das proteases e claro a necessidade de mais pesquisas
descrevendo novas fontes de peptidases, suas caracteristicas e seus potenciais nos mais

variados setores industriais.
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