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ENZIMAS

NA FABRICACAO DE
PRODUTOS LACTEOS

O setor de lacteos é um tradicional usudrio de
enzimas.Além da sua utiliza¢do na coagulaciao do

leite para fabricacio de queijo, a indUstria de lacteos
também faz uso de enzimas como lipases, proteases
nao-coagulantes, amino peptidases, lisozima, lactase,

e lactoperoxidase. Algumas destas aplicagdes sao
tradicionais, como por exemplo, a lipase para realcar o
sabor, enquanto outras sao relativamente novas, como
a hidrolise da lactose para acelerar a maturagao dos
queijos, controlar a deterioragdo microbioldgica, e
alterar a funcionalidade das proteinas.
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HISTORIA E DEFINICAO

As enzimas foram descobertas no
século XIX, aparentemente por Louis
Pasteur (1822-1895), que concluiu que
a fermentagao do agticar em élcool pela
levedura é catalisada por fermentos. Pas-
teur postulou que esses fermentos (as
enzimas) eram inseparaveis da estrutura
das células vivas do levedo, declarando
que “a fermentagao alcodlica é um ato
correlacionado com a vida e organizagao
das células do fermento e nao com a sua
morte ou putrefa¢io”.

Em 1878, Wilhelm Kiithne (1837-
1900) empregou pela primeira vez o
termo “enzima” para descrever este fer-
mento, usando a palavra grega ev{upov,
que significa “levedar”. O termo passou
a ser mais tarde usado apenas para as
proteinas com capacidade catalitica,
enquanto que o termo “fermento” se
referia a atividade exercida por orga-
nismos vivos.

Em 1897, Eduard Buchner (1860-
1917) descobriu que os extratos de leve-
do podiam fermentar o agticar em alcool
e provou que as enzimas envolvidas na
fermentacio continuavam funcionando
mesmo quando removidas das células
vivas. Esta descoberta valeu-lhe o Prémio
Nobel de Quimica em 1907.

Restava determinar qual a natureza
das enzimas. Alguns afirmavam que
as proteinas, associadas a atividade
enzimdtica, apenas eram o suporte da
verdadeira enzima e, por si proprias,
incapazes de catdlise.

Em 1926, James Batcheller Sum-
ner (1887-1955) purificou e cristali-

ADITIVOS & INGREDIENTES

N
~



ADITIVOS & INGREDIENTES

N
[--}

ENZIMAS

zou a urease, mostrando tratar-se de
uma proteina pura, e fez o mesmo,
em 1937, para a catalase. A prova
final foi feita em 1930, com o estudo
de trés enzimas digestivas, a pepsina,
a tripsina e a quimotripsina. John
Burdon Sanderson Haldane (1892-
1964) escreveu um tratado intitulado
“Enzimas”, onde continha a notével
sugestdo de que as interagdes por
ligagoes fracas, entre a enzima e seu
substrato, poderiam ser usadas para
distorcer a molécula do substrato e
catalisar a reagdo. A cristalizac¢ao de
enzimas purificadas permitiu que as
suas estruturas moleculares pudessem
ser examinadas por cristalografia de

grupo prostético pode ser separado da
proteina por métodos brandos, como
por exemplo, a didlise. Em alguns
casos, as enzimas podem estar ligadas
a moléculas organicas de baixo peso
molecular, ou fons metalicos, cuja fun-
¢do ¢é ativar as enzimas a eles ligados,
denominados cofatores.

As enzimas sao substancias solidas,
mas dificeis de serem cristalizadas de-
vido a complexidade de suas estruturas
quimicas. Com algumas excegdes, sao
soltiveis em 4gua e alcool diluido e,
quando em solug¢do, sao precipitadas
pela adicdo de sulfato de aménio,
alcool ou acido tricloroacético. Sao
inativadas pelo calor e esta, talvez, seja

raios X, o que aconteceu primeiro com
a lisozima, uma enzima que existe na
saliva, lagrimas e na clara de ovo e
destrdi a parede celular de bactérias.
Comecgaram assim a bioquimica e
biologia estruturais, que se esforcam
por compreender o funcionamento das
enzimas a nivel atémico.

Quimicamente, as enzimas Sao
proteinas com uma estrutura quimica
especial, contendo um centro ativo,
denominado apoenzima e, algumas
vezes, um grupo nao protéico, deno-
minado coenzima. A molécula toda
(apoenzima e coenzima) é dado o nome
de haloenzima.

Dependendo do tipo de ligagio, o

a propriedade mais importante desses
compostos em relagdo a tecnologia de
alimentos.

As enzimas sdo classificadas em
seis principais classes: oxidoredutases,
transferases, hidrolases, liases, isomera-
ses ¢ ligases. Cada classe ¢ dividida em
subclasses que identificam a enzima em
termos mais especificos e que sao re-
presentadas pelo segundo algarismo. O
terceiro algarismo define com exatidao
o tipo de atividade enzimética e o quarto
¢ o nimero da enzima dentro da sua
subclasse. As enzimas podem também
ser designadas por nomes que obedecem
a uma sistematica e sio constituidos de
duas partes: uma indicando o substrato

e a outra indicando a natureza da rea-
¢d0. Como essa nomenclatura também
¢é complexa, as enzimas sio geralmente
identificadas por nomes triviais, ja em
uso ha muito tempo.

As reagdes quimicas que se proces-
sam no organismo sao de diferentes
tipos e necessitam de catalisadores
diferentes. Essas reagoes sio catalisadas
por enzimas diferentes, fato que serviu
de base a classificacao das enzimas,
agrupando enzimas que catalisam as
mesmas reagdes em uma mesma classe.

As enzimas sdo extremamente
eficientes. Nos processos industriais,
a agao especifica das enzimas permite
obter altos rendimentos com um mini-
mo de subprodutos indesejaveis.

Uma molécula de enzima pode cata-
lisar a transformacao de muitas molécu-
las do substrato, por exemplo, a enzima
catalase, encontrada abundantemente
no figado, ¢ tio eficiente, que em um mi-
nuto uma molécula desta enzima pode
catalisar a separa¢do de cinco milhoes
de moléculas de peréxido de hidrogénio,
em 4gua e oxigénio.

Ao contrario da maior parte dos
catalisadores inorganicos, as enzimas
trabalham em condigdes fisicas e qui-
micas apropriadas de pH, temperatura,
tempo, concentragoes de substrato,
enzimas e cofatores; presenga ou ausén-
cia de {ons ativadores ou inibidores. A
eficacia de cada enzima depende de ter
suas condigoes ideais respeitadas dentro
de certos limites, senao serdo ineficazes
ou serao destruidos reversivel ou irrever-
sivelmente. Muitas enzimas funcionam
otimamente a uma temperatura de 30°C
a 40°C e em ambientes com pH neutro
(pH=T7). Para certas aplica¢oes foram
desenvolvidas enzimas que aceitam
temperaturas de trabalho mais elevadas,
lembrando que a maioria das enzimas
sdo desnaturadas sob temperaturas
acima de 100°C. E por este motivo, que
se costuma dizer que 0s processos enzi-
maticos sio economizadores potenciais
de energia e que eles também poupam
investimentos em equipamentos espe-
ciais, resistentes a altas temperaturas,
pressao ou corrosao.

As enzimas podem ser de origem
animal, vegetal e bacteriano, poden-
do ser produzidas, utilizando-se de
técnicas simples ou associadas - de

homogeneizacdo e centrifugagao di-
ferenciada; de extragao e precipita¢io
fracionada; de maceragio e precipita-
¢ao; de exsudacdo, filtracao e secagem;
de produgio de crescimento bacteria-
no; de fermentagdo, ete. Por exemplo,
numa producdo de enzimas para fins
comerciais, usando a fermentagao in-
dustrial, as condigbes sio totalmente
assépticas, o “caldo” de fermentagao é
super aquecido para formar um meio de
nutrientes completamente estéril, que
sera convertido nas enzimas desejadas
pela agdo de microorganismos sele-
cionados, na presencga de oxigénio. Os
microorganismos sao bactérias, fungos
ou leveduras, que podem conter cada
um, mais de 1.000 enzimas diferentes.
Por este motivo é necessario um longo
periodo de estudos em laboratoério,
para isolar e selecionar o melhor micro-
organismo capaz de produzir a enzima
desejada com altos rendimentos.

A escolha do “caldo” do micro-
organismo e das condi¢oes operacionais
determinarao o tipo e o rendimento
da enzima. Aplicam-se processos de
centrifugagio, filtragio e precipitagiao
para separar as enzimas e remover
outras particulas sélidas do caldo de
fermentagao. A biomassa resultante da
filtragao contém os residuos de microor-
ganismos e matérias-primas, formando
um composto que, as vezes, como ja foi
mencionado, pode ser um 6timo fertili-
zante natural.

O ciclo completo de produgao, entre
esterilizagao, fermentagdo e extragio,
leva de 2 a 10 dias.

As principais enzimas utilizadas em
produtos lacteos sao apresentadas na
Tabela 1.

A RENINA, ENZIMA
MAIS TRADICIONAL DO
SETOR LACTEO

A preparagio enzimatica mais conhe-
cida utilizada pelo setor lacteo é o
coalho, nome coletivo dado as prepa-
raghes comerciais contendo proteases
acidas extraidas de tecidos animais. De
fato, a produgio de queijo com o uso
de enzimas exdgenas data de 6000 a.C.

O coalho natural, chamado renina,
é uma enzima proteolitica secretada
pela mucosa gastrica do 4° estdmago
dos bezerros antes do desmame. Esta
secre¢do ¢ produzida na forma de um
precursor inativo, a pro-renina, que em
meio neutro nao tem atividade enzima-
tica, mas em meio acido transforma-se
rapidamente em renina ativa. O coalho
possui duas enzimas: a quimosina e a
pepsina. A primeira € o componente
principal a qual, apds o desmame, tem
sua produgdo reduzida, passando a
pepsina a ser o componente majoritario.

A atividade proteolitica do coalho é
exercida principalmente sobre a caseina
e em menor grau sobre as outras protei-
nas. Realiza duas a¢oes fundamentais:

o A primeira agao do coalho ¢é pro-
vocar a desestabilizagao das micelas de
caseina, rompendo a k-caseina em um
ponto determinado de sua molécula: o
enlace peptidico entre o aminoacido
fenilalanina e seu vizinho, a metionina.
Geralmente a forga do coalho é medida
através da eficacia ao romper as ligagoes
peptidicas, a¢do que produz a coagula-
¢do do leite. Na caseina kappa existem
164 ligagoes peptidicas que podem ser
atacadas, além de outras que existem

TABELA 1 - PRINCIPAIS ENZIMAS UTILIZADAS EM LACTEOS

Enzimas

Exemplos de aplicacdes

Proteinases acidas

Coagulacdo do leite.

Acelerac@o da maturac@o de queijos; tirar o amargor; queijo
Proteinases neutras e peptidases | enzimaticamente modificado (EMC); producao de alimentos
hipoalergénicos a base de leite.

Acelera a maturacao do queijo; queijo enzimaticamente modifi-
Lipases cado (EMC); modifica o sabor do queijo; produtos com gordura
lactea estruturalmente modificada.

Beta-galactosidase (lactase)

Produtos de soro de leite com lactose reduzida.

Lactoperoxidase

Esterilizacao a frio de leite; substituto do leite para bezerros.

Lisozima

Substituto de nitrato para queijos de coalho e queijos com
burracos (e. g. Emmental).

Transglutaminase

Gelagdo de caseinas e proteinas de soro de leite.

ENZIMAS

nas outras fracoes da micela.

« O segundo papel do coalho ¢ de
hidrolisar essas ligagoes segundo uma
ordem especifica, que é caracteristica da
enzima utilizada. Esta a¢do secundaria
sobre as proteinas comega lentamente
depois da coagulagio e continua duran-
te a maturagao do queijo.

Os coalhos comerciais estdo pre-
parados para ter uma determinada
capacidade coagulante denominada
“for¢a”. Expressa-se como a relagio
entre o volume de leite coagulado por
unidade de volume de coalho, em condi-
¢oes determinadas. Assim, as unidades
Soxhlet indicam o n° de litros de leite
coagulado por um litro de coalho em
40 minutos (2.400 segundos) a 35°C. A
equacio abaixo ¢ utilizada para calcular
a forga do coalho:

F=2400xV/Txv

Nesta equagao, F é a forga do
coalho, Vo volume de leite, T o tempo de
coagulagio em segundos ¢ v, o volume
de coalho.

Um dos diversos fatores que influen-
ciam a coagulagdo enzimatica é a dose
de coalho utilizada. Nas mesmas condi-
¢oes, a quantidade de coalho adicionado
influencia proporcionalmente a veloci-
dade de coagulagio e as propriedades
reoldgicas (firmeza) da coalhada.

A temperatura também exerce um
papel importante na coagulagio. As con-
digoes 6timas para a agao do coalho sao
entre 40°C e 42°C, ja que em temperatu-
ras inferiores a 10°C e superiores a 65°C,
nao se produz coagulagao. A tempera-
tura influi sobre o fendmeno global da
coagulagio e afeta de diferentes formas
cada uma das fases. A fase primaria de
agao enzimadtica sobre a k-caseina pode
ser produzida, inclusive, a temperaturas
inferiores a 10°C; ja a fase secundaria,
mais sensivel, necessita temperaturas
superiores para que se produza a coa-
gulagao propriamente dita.

O pH influi sobre a velocidade de
coagulagio e a consisténcia da coalhada.
No meio alcalino, o coalho é inativado
e o leite nao coagula. Ao contrario, um
abaixamento de pH facilita a agido do
coalho sobre a caseina, pois a acidez
reduz sua carga elétrica, diminuindo
a estabilidade da micela. O pH 6timo
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para a a¢do do coalho é 5,5. Em con-
digoes idénticas, a duracio média de
coagulagio ¢ de cerca de 200 segundos
a pH 6,6-6,7; 50 segundos a pH 6,1; ¢
30 segundos a pH 5,7.

A concentragao do fon Ca* também
influencia a coagulagio. Nio intervém
na fase enzimatica, somente na fase se-
cundaria, a da coagulac¢ao propriamente
dita. Quando o contetido de Ca*™* é anor-
malmente baixo, a coagulagio ¢ lenta
e se obtém uma coalhada branda. Para
evitar este defeito adiciona-se CaCl,.

O contetdo de fosfato calcico coloi-
dal também ¢é importante no processo
de coagulagio, principalmente no que
se refere a tensao do gel.

Com o aumento da produ¢ido mun-
dial de queijo, a demanda de coalho
sofreu um aumento. Ao mesmo tempo, o
prego do coalho subiu consideravelmen-
te. Em parte pelo custo crescente para
a extragao e pela redugio de animais
lactantes disponiveis. Como consequén-
cia desta situagido, ocorreu um enorme
interesse pelo desenvolvimento e utiliza-
¢40 de substitutos para o coalho animal.

Os primeiros coagulantes utilizados
como substitutos foram uma mistura
de renina e pepsina bovina, extraida de
animais sacrificados com mais idade
ou de terneiros que tiveram alimenta-
¢do mista. Depois foram empregados
preparados a base de coalho de vaca e
pepsina porcina, compostos de pepsina
bovina pura ou mesclada com pepsina de
porco. As comunidades judias utilizam
pancreatina e pepsina de frango. Todas
estas enzimas de origem animal sdo
instaveis a pH neutro e alcalino e sao
inativadas pela ac¢ao da luz.

Também se utilizam enzimas coa-
gulantes extraidas de diversos vegetais,
como alcachofra, meloes, figos, ete. Os
resultados obtidos ndo sio satisfatérios
porque a agio proteolitica destas enzi-
mas é muito intensa.

Os coalhos de origem microbiana
passaram entdo a ser utilizados cada
vez mais como substitutos dos coalhos
animais. Sdo preparados extraindo-se
as enzimas coagulantes produzidas por
alguns microorganismos. Os melhores
resultados sdo encontrados com os
mofos do género Mucor, mais especifi-
camente, Mucor miehei.

Na pritica, independentemente do

tipo de coalho utilizado, recomenda-
se nao dilui-lo até o momento de sua
utilizagio, especialmente o de origem
animal, o qual é muito instavel a pH
neutro ou alcalino. Nao deve ser adicio-
nado até a total dissolucio do cloreto de
calcio. Deve ser armazenado a frio e em
recipiente opaco. Durante sua manipu-
lagdo deve-se evitar agitacdo excessiva
e formagao de espuma.

Na coagulagdo mista ¢ obtida uma
coalhada com propriedades intermedia-
rias, com caracteristicas diferentes das
coalhadas obtidas por um tinico método
de coagulacio. O percentual de coalho e

a acidificagao podem variar dependendo
do tipo de queijo que se deseja fabricar.

Obtém-se coalhadas mistas pela
agdo do coalho sobre um leite mais
ou menos 4cido e por acidificagao de
um gel obtido enzimaticamente. En-
tre outros efeitos, no primeiro caso, a
acidez diminui o tempo de coagulagio
enzimdtica e, no segundo, a coalhada
enzimdtica sofre uma progressiva des-
mineralizagio.

ENZIMAS DE
COAGULAGAO DO
LEITE, COALHOS E
COAGULANTES

A primeira preparagdo comercial
padronizada de coalho foi desenvolvida

e comercializada pela Chr. Hansen A /S,
na Dinamarca, em 1874, e provavelmen-

te foi a primeira enzima comercial de
qualquer tipo. Desde entéo &, por defi-
ni¢do, um extrato do abomaso (cAmara
do estdbmago, onde ocorre a digestio) de
ruminantes, contendo principalmente
quimosina, enzima especifica para a
hidrélise da x-caseina e para a desesta-
bilizagao da caseina. No entanto, depen-
dendo da idade dos bezerros a partir do
qual é extraido, o coalho pode conter
maior ou menor quantidade de pepsina,
outra protease 4cida com uma ampla
gama de substrato de caseina. Tanto a
quimosina como a pepsina, assim como
todas as enzimas coagulantes do leite

utilizadas na tecnologia de fabricagdo
do queijo, sdo classificadas como pro-
teinases asparticas pela Comissio de
Enzimas (Ensyme Commission - EC)
sob o namero 3.4.23. Atualmente,
como existem no mercado varios tipos
e fontes de enzimas de coagulagiao do
leite, a Federagdo Internacional de
Lacteos (International Dairy Federa-
tion - IDF) decretou oficialmente que
a definicdo do nome de “coalho” seja
reservada para as preparacoes enzima-
ticas do estdbmago de ruminantes, e as
outras enzimas de coagulagao do leite
(principalmente as microbianas) sejam
nomeadas “coagulantes”. Na opiniao
dos tecnélogos, quanto a fabricagdo
do queijo, os coalhos e coagulantes sio
mais tteis categorizados por sua ori-
gem, ndo apenas para distinguir fontes
animais, vegetais, preparagdes microbia-

nas ¢ OGM, mas também para
selecionar a enzima mais
adequada para qualquer
variedade de queijo espe-
cial. Esse ¢ um aspecto
muito importante da
tecnologia de fabricagao
do queijo, que afeta a
producio do queijo, a
vida de armazenamento
e sua qualidade final,
quanto ao sabor/textura
apos a maturagao. A Ta-
bela 2 apresenta a relagdo
de coalhos e coagulantes
disponiveis.

Dos coalhos animais, o de
bezerro é amplamente considerado
como a enzima ideal para coagulagio
do leite para fabricacio de queijo. Essa
preferéncia decorre da tradicional
familiaridade com o produto, mas tem
também uma base cientifica sélida de
que o coalho de bezerro possui tipica-
mente 80% a 90% de quimosina (CE
3.4.23.4). Isso significa que a maioria da
quebra de caseina no queijo ¢ dirigida
muito especificamente a k-caseina para
coagular o leite, € nio a outras caseinas.

Ovinos, caprinos e suinos podem
fornecer preparagdes de coalho enzi-
maticamente semelhantes ao coalho de
bezerro, mas nao ideais para a coagula-
¢a0 do leite de vaca. A pasta de coalho
é uma forma mais bruta de coalho, feita
a partir dos estdbmagos maceradas do

|

Estémagos
de bezerros

bezerro, cordeiro ou cabri-
to, que contém lipase pré-gastrica,
para adicionar sabor picante ao queijo.
E muito usada nos queijos italianos
tradicionais.

Muitas plantas produzem proteina-
ses que servem para coagular o leite. No
entanto, coagulantes vegetais nio sao
produzidos em escala comercial, mas
somente localmente (principalmente
em Portugal) para a produc¢io de queijo
artesanal.

O coagulante microbiano mais conhe-
cido e mais utilizado é produzido a
partir de Rhisomucor miehei (veja
Tabela 2). A preparagdo comercial é
uma mistura de aspartil proteinases
(CE 3.4.23.23), comercializada em trés
tipos. A nativa, enzima nao modificada

(tipo L), é muito estavel ao
calor e hidrolisa todas as
caseinas, e ndo apenas
a Kx-caseina. Embora
tenha sido usada com
SuCesso em uma varie-
dade de queijos leves,
mais suaves, sua agio
proteolitica nao especi-
fica reduz os rendimen-
tos em queijos duros e
semi-duros, causando
amargor em queijos
de longa maturagao. A
resisténcia térmica da
enzima é também uma
potencial desvantagem nas
fabricas de queijos, nas quais
o soro do leite ¢ processado como
ingrediente alimenticio. O tratamento
térmico e o processamento nio elimi-
nam a atividade do coagulante e podem
causar degradacdo das proteinas em
outros produtos alimenticios, onde a
proteina de soro de leite é um ingre-
diente complementar (por exemplo,
salsichas, tortas de carne, sopas).

Para superar esses problemas, os
produtores de enzimas lacteas desenvol-
veram versoes do coagulante R. michei
(TL e XL) que se destroem no calor,
utilizando oxidagdo quimica para mo-
dificar as cadeias laterais de metionina.
Essas enzimas podem ser desnaturadas
por pasteurizagao do soro, e sao geral-
mente menos proteoliticas do que a

TABELA 2 - PRINCIPAIS TIPOS E FONTES DE ENZIMAS DE COAGULAGAO DO LEITE (COALHOS E COAGULANTES) UTILIZADAS NA PRODUGAO DE QUEIJOS

_ Two [ Fowe [ Encimals) componentels)

Coalho de bezerro;

Berili b, Estdmagos de bovinos

Quimosina A e B,
pepsina e gastricina

Alta propor¢ao de k-caseina: hidrolise da caseina; maxima produtividade;
textura e sabor tradicional em queijos de massa dura e semi-dura.

ENZIMAS

Estomagos de bezerros,

Pt sl cabritos e ovelhas

idem ao coalho de bezerro
+ lipase pré-géstrica

Otima coagulacdo e rendimento, com produgdo de sabor picante.

Coalho de ovinos e Estdmagos dos animais
suinos correspondentes

Coagulante vegetal Cynara cardunculus Ciprocina, cardosina Produzido localmente, em pequena escala para queijo artesanal.

Coagulante Miehei

Quimosina, pepsina

e gastricina correspondentes.

Proteinase aspaértica

Nao é amplamente utilizado; melhor uso com leite dos animais

A enzima nativa do tipo L é muito estavel ao calor e proteoliticas na fabri-

Tipo L, TLe XL e de R. mucor cacao de queijos duros; também produzido como desestabilizado ,TL e XL.
Coagulante Pusillus Rhizomucor pusillus Proteinase aspartica Prop,ne(_iades semelhantes ao tipo de enzima L-miehei, porém mais
de R. mucor sensiveis ao pH.

Coagulante Parasitica | Cryphonectra parasitica

Proteinase aspartica

C. parasitica como o Emmental.

Muito resistente ao calor; uso limitado a queijos de alto cozimento,

Quimosina produzida
por Fermentagao
(Chymax™; Maxiren™)

*Kluyveromyces lactis;
*Aspergillus niger

Quimosina de bezerro

Idéntica a quimosina de bezerro em todos os aspectos.

* Geneticamente modificados para expressar as copias do gene pré-quimosina do bezerro.
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proteinase nativa. Esses coagulantes sdo
uma boa alternativa para a quimosina
produzida por fermentagao utilizada na
fabricagio de queijos “vegetarianos”,
mas a textura do queijo torna-se mais
rapidamente quebradiga do que aquela
do queijo feito com quimosina natural.
Além disso, o perfil de sabor dos queijos
de massa dura feitos com coagulante
fungico nao é o mesmo do que o do
queijo feito com quimosina.

A alternativa para o coalho de bezer-
ro mais utilizada na indtstria queijeira
no mundo inteiro é a quimosina produzi-
da por fermentacao, FPC (Fermentation-
Produced Chymosin). E produzida por
fermentagao em larga escala de Kluyve-
romyces lactis ou Aspergillus Niger, ge-
neticamente modificados. Em ambos os
casos, o microorganismo foi modificado
geneticamente, com a incorporagio do
gene da pro-quimosina do bezerro no or-
ganismo hospedeiro como um promotor
adequado para assegurar a sua secreg¢ao
eficiente no meio de crescimento. A
enzima é relativamente fécil de colher e
purificar a partir da cultura, ao contrério
do sistema de produgao anterior, que uti-
lizava Escherichia coli ¢ a proquimosina
era empacotada em corpos de inclusio,
solubilizada, isolada, purificada e tratada
com 4cido para produzir uma quimosina
geneticamente ativa.

AS LACTOPEROXIDASES

Alactoperoxidase é uma enzima que
faz parte da familia das peroxidases. Foi
descoberta no leite, em 1929, quando
se constatou que sob certas condigoes,
o leite nao se contaminava. Foi identi-
ficada e estudada por B. Reiter e K.M.
Pruitt (Biochemistry of peroxidase
system: antimicrobial effects). A lacto-
peroxidase produz principalmente o
composto hipotiocianeto, a partir do
tiocianato, que estd em equilibrio com a
funcio acida, HOSCN. O hipotiocianeto
é conhecido por ter uma agio sob os
grupos SH dos microorganismos.

Os principais compostos antimicro-
bianos gerados pela lactoperoxidase sao
compostos conhecidos por serem bacte-
ricidas ou bacteriostaticos, dependendo
do tipo de bactéria (gram+, Gram-). Os
antimicrobianos (OSCN, OI') gerados sio
geralmente viruscidas e fungicos (OI).

Essa enzima ndao somente tem
propriedades antioxidantes para a
detoxifica¢io do perdxido de hidrogé-
nio, como também permite a produ-
¢d0 de compostos antimicrobianos.
E capaz de catalisar rea¢bes na
presenca de peréxido de hidrogeno,
de iodo, de bromo e de tiocianato,
produzindo assim os compostos de
hipotiocianato (OSCN"), hipoidito
(OI) e hipobromito (OBr). Essa enzima
possui um nticleo férrico e nao suporta
os tratamentos térmicos. Por isso, pode
ser usada como indicador de um trata-
mento térmico do leite. Sem a presenga
dos cofatores iodo, tiocianato e bromo,
ela detoxifica o perdxido e produz o que
se costuma chamar de inibigao suicida
(se destroi na catalise).

Exemplo de reacgao (detoxifica¢do
do peroxido e catalise do tiocianato) :

H,0, + SCN = OSCN' + H,0

A maior parte da lactoperoxidase
disponivel é extraida do leite de vaca
ou do soro do leite, onde esta presente
em grandes quantidades (50 mg/1). As
concentragdes mais importantes foram
observadas no porquinho-da-india. Tam-
bém esta presente em todas as mucosas.
Em particular, pode ser encontrada
na saliva, nas lagrimas, no mucus dos
pulmébes e na mucosa vaginal.

O sistema lactoperoxidase (lacto-
peroxidase-tiocianato-percarbonato) ¢é
reconhecido pelo Codex Alimentarius
como sendo uma alternativa a refrige-
racdo do leite porque permite, a 37°C,
conservar o leite sem contaminagdo

microbiana. Assim, dependendo das
condigdes climaticas vigentes no pais,
ativando essa fungao pode-se transpor-
tar o leite em longas distancias, em
temperatura ambiente. A lactoperoxi-
dase tem sido objeto de varios estudos
visando sua utilizacdo como meio de
controlar o desenvolvimento da acidez
e mudangas de pH durante a estocagem
resfriada de iogurte.

A lactoperoxidase também esta sen-
do estudada quanto a possibilidade de
ser utilizada como conservante natural.
E usada no tratamento de frutas, como
as mangas, por exemplo. Em combina-
¢d0 com outros conservantes, a lactope-
roxidase ¢ usada como ingrediente em
pasta de dente para combater caries.

Funciona muito bem em sinergia
com a lactoferina e lisozima.

AS ENZIMAS PARA
MATURACAO DE
QUEIJOS

Como ¢é o caso da maioria das boas
idéias cientificas, a transferéncia de tecno-
logia de processos para a fabrica¢ao
de produtos exclusivos, muitas vezes,
apresenta desafios imprevistos. E assim
o foi para aqueles que tentaram colocar
enzimas proteoliticas em queijo. A Figu-
ra 1 ilustra as etapas da fabricacio de
queijos de massa dura e semi-dura que
podem ter pontos de adi¢ao de enzimas
para o amadurecimento. Este esquema
se aplica a qualquer enzima, mas as
implicag¢oes do processo sio mais graves
no caso das proteinases, dai a énfase.

A adi¢ao de proteinase no queijo,

FIGURA | - POSSIVEIS PONTOS DE ADICAO DE ENZIMAS DURANTE A

FABRICACAO DE QUEIJOS
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para quebrar a caseina, é necessaria
em quantidades muito pequenas por-
que, assim como todas as enzimas, as
proteinases sdo catalisadoras ¢ uma
pequena quantidade ird converter uma
grande quantidade de substrato. Isso
¢ bom do ponto de vista da eficiéncia
de custos e da conversao, mas significa
misturar gramas de enzimas ativas com
toneladas de queijo.

Colocar uniformemente as enzimas
na complexa matriz tridimensional que
é 0 queijo ja é, por si 86, suficientemente
dificil, mas o problema da distribuigdo
das quantidades tdo pequenas esta longe
de ser trivial.

A adigido de enzimas no leite para
fabricagdo de queijo no ponto a, como
mostra a Figura 1, seria logisticamente
ideal, pois nesse ponto também adicio-
na-se a cultura starter e o coalho, sendo
tudo cuidadosamente misturado. No
entanto, ao contrario dos outros com-
ponentes da receita, as proteinases de
amadurecimento comegam rapidamen-
te a remover os peptideos soliveis das
caseinas. Esses peptideos sao perdidos
no soro de leite quando a coalhada é
separada, causando perdas inaceitaveis
para a produgio de queijo. Além disso,
o colapso precoce das caseinas quebra
sua estrutura ordenada, evitando a
devida formacédo de gel, e tornando
a coalhada macia e impraticavel nos
estdgios posteriores da acidifica¢io da
coalhada, antes da salga e prensagem

do queijo. Adicionando-se, ainda, a estes
problemas a perda de enzimas adiciona-
das ao soro de leite (com uma taxa de
cerca de 95%), fica claro que a adigao de
proteinases diretamente no leite nao é
uma opg¢ao. Se as preparagoes de pepti-
dase fossem extremamente baratas,
poderiam ser adicionadas nesse ponto,
mas a maioria dos grandes fabricantes
de queijo comercializa seu soro como
concentrados para serem adicionados
a diversos alimentos, devido a sua fun-
cionalidade. Qualquer carga de enzima
de amadurecimento deveria entdo ser
retirada ou destruida, antes do soro de
leite ser processado e comercializado.

A microencapsulagdo da enzima é a
solugdo dbvia para o problema acima,
para proteger as caseinas do leite e
garantir o seu aprisionamento fisico na
matriz de gel da coalhada. As opgoes
incluem amido, gordura ou capsulas de
gelatina, mas nenhum deles apresenta
um mecanismo de liberagao satisfatério
no caso dos queijos.

Os queijos semi-duros Gouda e
Edam sao fabricados por um processo
que inclui uma etapa de “lavagem” da
coalhada, no qual a mesma ¢é lavada em
agua quente, reduzindo a sua acidez ¢
contribuindo para um queijo de sabor
mais suave. Embora essa fase (ponto b
na Figura 1), e o proprio ponto onde a
coalhada é macia (ponto ¢) oferecem
uma nova oportunidade para introdu-
zir uniformemente enzimas na matriz
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do queijo, ambos criam problemas de
amolecimento prematuro da coalhada,
reducdo de produtividade/rendimento
e perda de enzimas “nao inclusas” na
coalhada. Os queijos de coalhada lavada
sio salgados por salmoura e néo por sal
convencional, por isso poderia se pen-
sar que o ponto ¢ (veja Figura 1) seria
um 6timo ponto de adigao de enzimas;
contudo, as pesquisas indicam que a
penetragdo das enzimas em salmoura,
na textura do queijo prensado, seria
muito baixa, descartando assim este
caminho, tornando o coalho de queijo
lavado muito dificil de ser tratado com
enzimas de amadurecimento.

Nas variedades de queijo salgados
com sal seco, como o Cheddar, a adigao
de enzimas junto com o sal em coalha-
das moidas (ponto d, imediatamente
antes da prensagem para formar blocos
de queijo) foi originalmente proposta
para fabricacao de queijos... em escala
laboratorial. No entanto, esta técnica é
dificil de ser adaptada aos equipamen-
tos automatizados de salga em fabricas
com produgio de larga escala e, embora
as enzimas pudessem ser granuladas e
misturadas com o sal seco, trata-se de
um processo caro para um ingrediente
barato (sal), e por isso nao é muito
utilizado.

Como pdde ser observado, a area
que envolve a tecnologia da adig¢do de
enzimas necessita de novas idéias. Por
exemplo, hd conhecimentos suficientes
em enzimologia molecular aplicada para
a elaboragéo de matrizes e materiais de
apoio para a criagao de microparticulas
complexas de enzimas, que possam
tanto liberar como metabolizar amino-
acidos, acidos graxos e agiicares para se
obter os conhecidos compostos de sabor
e aroma desejados. Tais conhecimentos
ja existem e sio aplicados em outros se-
tores, porém, no campo da maturagio de
queijo ou affinage como falam os técni-
cos franceses, ainda é a mae natureza e
o0 tempo que sd0 os grandes atores nesse
processo de amadurecimento.

LISOZIMA

A lisozima é uma enzima desco-
berta pelo médico escocés descobri-
dor da penicilina Alexander Fleming
(1881-1955), em 1922. Sua estrutura
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QUEIJO ENZIMATICAMENTE MODIFICADO OU EMC
(ENZYME-MODIFIED CHEESE)

Queijos enzimaticamente modifica-
dos n3o sdo realmente queijos do ponto
de vista do consumidor do alimento. Sdo
ingredientes aromatizantes de queijos,
utilizados em snacks, molhos, sopas e
outros. Para a produgido de queijo en-
zimaticamente modificado é necessario
a escolha de enzimas apropriadas e sua
aplicagdo sob condig¢bes 6timas de tem-
peratura e pH. A maioria das pesquisas
nesta area tem sido sobre as lipases. A
escolha da lipase é critica porque cada
lipase tem uma especificidade para
hidrolise, determinando assim o perfil de
acidos graxos livres em EMC. As lipases
mais utilizadas sdo de origem microbiana.
A maioria das lipases microbianas apre-
senta especificidade pela posigdo | ou 3
do triglicerideo, onde os acidos de cadeia
curta sdo encontrados, que caracterizam
os queijos naturais.

Com base nos resultados de um es-
tudo sobre a contribuigdoo da lipdlise em
alguns tipos de queijo enzimaticamente mo-
dificado (Enzyme-modified cheese techno-
logy. Journal of Dairy Science., v. 70, p.
1761-1769, 1987) conclui-se que o perfil
ou intensidade do aroma foi proporcional
ao grau de lipolise e liberagio de dcidos
de baixa massa molecular. Enquanto as
lipases apresentam papel principal na de-
terminagdo do aroma de muitos queijos,
a atividade proteolitica é importante para
contribuigdo do aroma em queijos duros,
como o cheddar, segundo a classificagao
da literatura.

O EMC é geralmente feito a partir
de pasta de queijos elaborada a partir
de queijos do mesmo tipo. A matéria-
prima para o fabricante

(40% a 45% de solidos), pasteurizados por
10 minutos a 72°C e, em seguida, resfriados
por tratamento enzimatico. A temperatura
de incubagio para o tratamento enzimdtico
depende das reagdes de sabor que se deve
usar para a fabricagdo do produto. Por
exemplo,uma temperatura de 25°Ca 27°C é
apropriada para fabricar um produto com sa-
bor de queijo faixa azul,a partir de um mofo
de cultura Penicillium roqueforti, para crescer
e metabolizar os dcidos graxos do leite em
metilcetonas caracteristicas. No entanto, é
necessario um pré-tratamento da pasta a
40°C ou 45°C, com uma lipase, para gerar
suficientes cadeias curtas e médias de dcidos
graxos livre para o rapido desenvolvimento
do sabor de queijo faixa azul.

Apos o periodo de incubagdo, a enzima
deve ser inativada para interromper a reagio e
garantir a estabilidade do aroma (veja Figura 2)

Os emulsificantes e estabilizantes mais
comuns utilizados na produgdo da EMC in-
cluem mono- e diglicerideos, fosfatos, acido
citrico e goma xantana. Normalmente, os
antioxidantes sio adicionados na forma de
Sleos vegetais e vitaminas lipossoluveis (e.g.
tocoferdis). Os sabores basicos gerados en-
zimaticamente podem ser complementados
com compostos de aromas idénticos aos
naturais de grau alimenticio, como aldeidos,
lactonas e dlcoois, ou refinados por fer-
mentagdo por culturas licteas de bactérias
lacticas e de mofos.

Os queijos enzimaticamente modifica-
dos aromatizados tipo Cheddar, Parmesio,
Romano, Suico e Gouda requerem um
tratamento enzimdtico composto, utili-
zando lipases, proteases e peptidases, para
desenvolver um equilibrio entre as notas

caracteristicas de salgado, picante e
lipolisada. A escolha da temperatura
de incubagdo (ou temperaturas) é
fundamental para o equilibrio dessas
notas de sabor, mas geralmente estio
na faixa de 40°C a 55°C. Esse intervalo
também ¢é regido por um compromisso
entre a necessidade de um periodo de
incubagido curto, de alta temperatura
para a eficiéncia do processo e redugio
da deterioragido microbioldgica, por um
lado, e a necessidade de evitar a tempe-
ratura de desnaturagio das enzimas. Os
produtores de EMC gostariam de ter
enzimas microbianas mais robustas, que
pudessem produzir os bioquimicos de
sabor das matérias-primas em algumas
horas e a temperaturas de até 70°C.No
entanto, isso poderia criar problemas de
shelf life e utilizagdo em fungio de uma

atividade enzimdtica residual no produto.

Atualmente, os produtos EMC s3o pas-
teurizados a 72°C por 30 minutos, ap6s
a incubagdo da enzima, para destruir a
atividade residual e eliminar os micro-
organismos de deterioragao.

As EMCs podem ser liofilizadas ou
acondicionadas em pasta com diferentes
conteldos de dgua, dependendo da pre-
feréncia do cliente e da utilizagdo de uso
nos alimentos.

O uso de queijo enzimaticamente
modificado pode resultar em economia
nos custos de materia-prima, na formu-
lagdo de alguns produtos uma economia
superior a 50% da quantidade de queijo
natural pode ser alcangada substituindo
por uma pequena quantidade de queijo
enzimaticamente modificado.

de EMC é um queijo FIGURA 2 - PROCESSO DE PRODUGAO DE QUEIJO ENZIMATICAMENTE MODIFICADO
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tridimensional foi definida por David
Chilton Phillips (1924-1999), em 1965,
quando conseguiu uma imagem com
uma resolugio de 2 angstrom (200pm).
Howard Florey (1898-1968) e Ernst B.
Chain (1906-1979) também estuda-
ram as lisozimas; embora nio tivessem
muito éxito nesse campo, trousseram
bastante progresso no desenvolvimento
da penicilina, completando o trabalho
de Fleming.

A lisozima € uma proteina globular
formada de residuos de aminoacidos
(129 no ser humano) que pode ser
encontrada em algumas secregoes (la-
grimas, saliva, leite materno, mucus ...)
e na clara de ovo. E também produzida
pelas bactérias e por outros organismos.
Ela digere certos carboidratos de alto
peso molecular; assim as bactérias que
contém esses carboidratos na estrutura
de sua parede celular desintegram-se
ou partem-se sob a agio da lisozima. A
lisozima destréi o esqueleto glicosidico
do peptideoglicano, ou seja, destréi a
camada protetora de muitas bactérias.

A sua agio se deve a hidrolise das
ligagoes glicosidicas beta 1,4 entre
residuos do acido N-acetilmuramico
(Mur2Ac) e N-Acetil-D-glucosamina
(GleNAc) num pepitideoglicano

A enzima usa um mecanismo de
catalise covalente e catalise acida geral,
promovendo duas reagbes de desloca-

mento nucleofilicos sucessivos. Ela se
liga a seis residuos de Mur2Ac e GleNAc
que se alternam num peptideoglicano
tipico de bactérias, como o PDP ID 1
LZE. A ligacao clivada ¢ aquela entre
0 4° ¢ 5° residuos que foram ligados
pela enzima. Existem dois mecanismos
propostos para esta reag¢ao. O primeiro
deles, proposto por Phillips e colegas,
leva em consideragio um mecanismo
SN1, que atualmente nao é mais aceito.
O mecanismo mais aceito atualmente,
proposto por Stephen Withers e colegas,
leva em conta um mecanismo SN2. Nes-
te mecanismo, o 4° e 5° residuos entram
no sitio ativo da enzima, e o aminoécido
Asp52 da lisozima ataca o carbono ano-
mérico do Mur2Ac. Este ataque libera o
par de elétrons do carbono da GleNAc,
que se liga a um hidrogénio cedido
pelo Glu35. Neste ataque, a ligagio é
clivada, e a GlcNAc (junto com o resto
do peptideoglicado ligado a ela) agora
¢ liberada da enzima, que ainda esté
ligada covalentemente ao Mur2Ac. Esta
ligagao é quebrada com o ataque da
agua, que cede um -OH ao Mur2Ac e
um H ao Glu35, restaurando a enzima e
liberando o restante do peptideoglicano.

As lisozimas comerciais de grau ali-
menticio sao oriundas da albumina do ovo.

A lisozima é usada pelos fabricantes
de queijos como agente de controle de
deterioragéo, defeitos texturais apre-
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sentando fissuras e burracos irre-
gulares causados por fermentagio
butirica em variedades de queijos
de massa dura e semi-dura, como
Gouda, Grana Padano, Emmental,
Gryyere, Danbo e outros. Tradicio-
nalmente, esse defeito, causado
por Clostridium tyrobutyricum no
leite cru, tem sido controlado pela
adigao de nitrato de potassio. Mas,
essa pratica esta sendo eliminada
por ser associada a produgao de
carcinogenos e, por isto, a lisozima
tornou-se o agente de controle pre-
ferido. O Clostridium tyrobutyricum
é um formador de esporos e, como
tal, nao pode ser eliminado por
pasteurizagio, dai a necessidade de
tratar o leite por outros métodos. A
lisozima mata as celulas vegetativas
e também elimina o crescimento
de esporos em queijo. Embora a
lisozima iniba também as bactérias
acido-lacticas usadas como starters no
processo de fabricagdo de queijos, elas
sdo menos sensiveis do que as bactérias
Clostridium ¢ uma dose de enzimas de
500 unidades/ml ¢ suficientemente
seletiva (as preparacdes comerciais
de lisozima contém cerca de 20.000
unidades/mg).

A lisozima também inibe o cres-
cimento de Listeria monocytogenes
em iogurtes e queijos frescos de alta
acidez (<pH 5,0), mas o efeito nio é
suficientemente consistente para se
basear nele na producao comercial de
produtos a base de leite fermentado
e, em todos os casos, uma alta acidez
é normalmente suficiente em si para
inibir esses patogénos.

TRANSGLUTAMINASE

Com a disponibilidade de prepara-
¢oes de transglutaminase comerciais de
origem microbiana (proteina-glutamna-
glutamiltransferase; EC 2.3.2.13)
ocorre um interesse crescente na sua
aplica¢do como agente de gelagio de ca-
seina e proteina de soro de leite, embora
isto ndo seja uma tecnologia que ja seja
amplamente difundida. Mesmo assim, a
transglutaminase € eficiente na redugao
da sinerese em géis de leite acido e tam-
bém tem sido estudada como meio de
melhorar a textura e shelf life de iogurte.
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LIPASE

FIGURA 3 - APLICACOES DE LACTASE NO PROCESSO DE HIDROLISE DA LACTOSE DO SORO
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curta a média e de derivados
quimicos de acidos graxos liberados da
gordura de leite por lipases. O substrato
de matéria-prima para a fabricagio de
gordura de leite lipolisada é ou leite con-
densado ou 6leo de manteiga emulsiona-
do, para maximizar a drea superficial da
gordura para ativar a lipase. As lipases
sdo adicionados e deixadas em contato
com o substrato a temperatura 6tima
(para as enzimas utilizadas), até o sabor/
aroma requeridos ser alcangado, ou até
que um valor pré-determinado de grau
de acidez seja atingido, correspondendo
a uma liberagdo mensuréavel de acidos
graxos pela lipase.

O produto é pasteurizado, liofilizado
(ou ajustado de outra forma para um
teor de solidos padrio) e embalado.
Os produtos de gordura de leite lipoli-
sada incluem coberturas de chocolate
e xaropes, aromas de manteiga para
margarina, cremes e molhos artificiais,
flavorizantes para branqueadores de
café e aditivos saborizantes de queijo.

O tipo de lipase utilizada na pro-
dugio de LMF depende da aplicagao
alimenticia na qual se pretende usa-
lo. Geralmente, bons produtos LMF
para uso em produtos cozidos podem
ser fabricados usando preparagoes a
base de lipase pancreatica, esterase
pré-gastrica de cordeiro e cabrito, e
fungos/mofo de lipases de Aspergillus
niger, Geotrichum e Penicillium ro-
queforti. Algumas lipases bacterianas
também sdo adequadas (Achromobacter
lipolyticum ¢ Pseudomonas), mas as
LMF para uso em panifica¢io nao devem
ser preparadas com lipases de Achromo-
bacter, Penicillium ou Geotrichum, para
evitar sabores ensaboado € mofo/bolor;

as esterases pré-gastricas também pro-
duzem uma propor¢do demasiadamente
elevada de 4cido butirico para fabrica-
¢io de pao, no qual tendem a produzir
notas aromdticas de rango.

Modificagao intra- e intermolecular
de gordura lactea por lipase catali-
sada. A interesterificacao quimica,
acidélise, alcodlise e transesterificagio
tém sido usadas por muitos anos para
modificar as propriedades fisicas/fun-
cionais da gordura do leite, mas recen-
temente, a tecnologia usando as lipases
tem substituido a tecnologia quimica,
propiciando um processamento mais
preciso e mais “limpo.

Em particular, substitutos de gor-
dura do leite tém sido preparados
como substitutos parciais da gordura
do leite em alimentos para bebés. No
entanto, o fracionamento da gordura
por métodos fisicos ainda é a op¢do
comercial preferida para a modifica¢do
da gordura do leite em aplicagoes para
produtos lacteos.

LACTASE

A lactase em forma de tabletes (por
exemplo, Lactaid®), mastigaveis ou nio,
é comercializada como um medicamen-
to in vitro para a intolerancia a lactose,
uma condi¢iao generalizada causada
por uma deficiéncia de lactase no trato
digestivo, tendo como sintomas, ¢6li-
cas abdominais, flatuléncia e diarréia,
devido ao actimulo de lactose no limen
intestinal. Os tabletes de lactase da
Lactaid® fornecem lactase ativa ao in-
testino para quebrar a lactose ingerida
e aliviar os sintomas da intolerancia.

O xarope hidrolisado de soro de leite
¢é produzido a partir do soro de leite,
subproduto da fabricac¢do de queijos e
produgio de caseina. A etapa de hidroli-
se pode ser sobre 0 soro em si, ou sobre 0
permeado do processo de ultra filtragao
(UF), usado para fazer o concentrado
protéico de soro. O permeado da UF
ainda contém algumas proteinas do
soro, mas é enriquecido com lactose. B
concentrado com 15% a 20% de sélidos
totais, desmineralizado, normalmente
por troca ibnica, através de eletrodialise
ou nanofiltrag¢io, sendo, entédo, aquecido
em fun¢do do tipo de tratamento de
lactase a ser utilizado. A etapa de hidro-
lise pode ser por enzima imobilizada
em reator de coluna, utilizando lactase
(Aspergillus Orysae). Os reatores com
enzimas imobilizadas podem alcangar
90% de hidrolise de lactose, enquanto
que o processo tradicional por lotes
(yeast lactase) atinge apenas 70%. No
entanto, ambos os processos produzem
glicose livre e galactose suficiente para
adocgar o produto, sendo essa proprie-
dade alcangada pela evaporacao do
hidrolisado, a 60% de so6lidos totais,
para fabrica¢do do xarope final. Um
diagrama tipico do fluxo desse processo
¢é apresentado na Figura 3.

O xarope de soro de leite é viscoso
devido a alta concentragio de glicose e ga-
lactose, sendo comercializado e utilizado
dessa forma. E usado na fabricacdo de ali-
mentos para substituir o leite condensado,
acucar e leite desnatado em muitos pro-
dutos, como sorvetes, sobremesas lacteas
e molhos. O xarope é também um exce-
lente ingrediente caramelo, bem como
adocante/ligante em barras de cereais.
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