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Enzimas
A chave da biotecnologia

Beneficiando-se da evolucao da biotecnologia, em particular da
engenharia genética, as enzimas tém evoluido muito nas suas
funcionalidades tecnoldgicas, convertendo-se em mais uma
alternativa de ingrediente disponivel para a indistria de alimentos.

ENZIMAS INDUSTRIAIS

As enzimas podem modificar e
melhorar as propriedades funcio-
nais, nutricionais e sensoriais de
ingredientes e produtos e, portan-
to, encontram ampla aplicagao no
processamento e produgao de todos
os tipos de produtos alimenticios.

Na produgao de alimentos, as
enzimas oferecem vérias vantagens.
A primeira e mais importante é
que as enzimas sio usadas como
alternativa a tecnologia tradicional
baseada em produtos quimicos,
podendo substituir substancias
quimicas sintéticas em uma ampla
gama de processos. Isso permite
vantagens no desempenho ambien-
tal dos processos, diminuindo os

niveis de consumo de energia ¢ a
biodegradabilidade dos produtos.
Além disso, como as enzimas sio
mais especificas em sua a¢io do que
0s reagentes quimicos, 0s processos
catalisados por enzimas apresen-
tam menos reagdes colaterais e
subprodutos (produtos residuais).
O resultado sao produtos de maior
qualidade e menos polui¢do. As en-
zimas podem catalisar reagdes sob
condigdes muito suaves, permitindo
condigoes de processamento que
nao destroem atributos valiosos dos
alimentos e dos seus componentes.

A inddstria de enzimas como
a conhecemos hoje é o resultado
de um rapido desenvolvimento

visto principalmente nas taltimas
quatro décadas, gragas a evolugao da
biotecnologia moderna. As enzimas
encontradas na natureza tém sido
usadas desde a Antiguidade na fa-
bricagdo de produtos alimenticios.
Esses processos dependiam de en-
zimas produzidas por microorganis-
mos de crescimento espontineo ou
enzimas presentes em preparagoes
adicionadas, como rimen de bezer-
ros ou mamao. As enzimas nunca fo-
ram, portanto, usadas em nenhuma
forma pura ou bem caracterizada.
O desenvolvimento de processos
de fermentagao durante a tltima
parte do século passado, visando
especificamente a produgao de




enzimas por meio de cepas de
produgao selecionadas, tornou
possivel a fabricagdo de enzimas
com preparacoes purificadas e bem
caracterizadas, inclusive em larga
escala. Esse desenvolvimento per-
mitiu a introdugido de enzimas nos
mais variados processos industriais.

O uso de tecnologia de genes
recombinantes melhorou ainda
mais os processos de fabricagio e
possibilitou a comercializagio de
enzimas que antes nao podiam ser
produzidas. Além disso, os dltimos
avangos na biotecnologia moder-
na, introduzindo a engenharia de
proteinas ¢ a evolugio dirigida,
revolucionaram ainda mais o desen-
volvimento de enzimas industriais.
Esses avancos tornaram possivel for-
necer enzimas sob medida, exibindo
novas atividades adaptadas as novas
condi¢oes de processo, permitindo
uma expanséo adicional do seu uso
industrial. O resultado disso é uma
indistria altamente diversificada
que ainda est4 crescendo em termos
de tamanho e complexidade.

A indtstria alimenticia utiliza
mais de 55 produtos enzimaticos
diferentes no processamento de
alimentos. Esse nimero aumenta
a medida que se descobrem novos
métodos de como aproveitar a
extraordinaria diversidade do mun-
do microbiano e obter novas enzi-
mas que sao importantes no pro-
cessamento de alimentos.

A maioria das enzimas indus-
triais utilizadas atualmente sao
de acao hidrolitica, sendo utiliza-
das para a degradagio de viarias
substancias naturais. As proteases
continuam a ser o tipo de enzima
dominante, devido ao seu extensivo
uso na industria de laticinios. Va-
rias carboidrases, principalmente
amilases e celulases, usadas nas
inddstrias de amido e de panificagio
representam o segundo maior
grupo.

A BIOTECNOLOGIA NA
PRODUGAO DE ENZIMAS

Abiotecnologia ¢ definida como
qualquer aplicagao tecnoldgica que
utiliza sistemas bioldgicos, organis-
mos vivos ou seus derivados para
fabricar ou modificar produtos ou
processos para uso especifico.

Os ingredientes alimenticios
sdao substancias utilizadas para
aumentar o valor nutricional,
alterar a consisténcia e melhorar o
sabor. A biotecnologia aplicada ao
processamento de alimentos faz uso
de inoculantes microbianos para
melhorar propriedades como sabor,
aroma, prazo de validade, textura
e valor nutricional dos alimentos.
O processo pelo qual os microorga-
nismos e suas enzimas provocam
essas mudancgas desejaveis nos
materiais alimenticios ¢ conhecido
como fermentagao. O processo de

fermentagao também é amplamente
aplicado na produ¢do de culturas
microbianas, enzimas, sabores,
fragrancias, aditivos alimenticios e
uma variedade de outros produtos
de alto valor agregado.

As enzimas sao catalisadores
bioldgicos usados para facilitar e
acelerar reagoes metabdlicas em
organismos vivos. Sao proteinas e
requerem um substrato especifico
para sua atividade. As suas condi-
¢oes de catalisa¢dao estio dentro
de limites estreitos ¢ temperatura
6tima, condicoes de pH e concen-
tragdo de oxigénio. A maioria das
enzimas ¢ desnaturada a tempera-
turas acima de 42°C. No entanto,
algumas enzimas bacterianas sdo
tolerantes a um intervalo de tem-
peratura mais amplo.

Hoje, bactérias e fungos sao
explorados e utilizados para a
produ¢do comercial de uma diver-
sidade de enzimas. Virias cepas de
microorganismos foram seleciona-
das ou geneticamente modificadas
para ampliar a eficiéncia com a
qual se produzem enzimas. Na
maioria dos casos, os genes modi-
ficados sdao de origem microbiana,
embora também possam ser de
diferentes reinos. Por exemplo, o
DNA que codifica a quimosina, uma
enzima encontrada no estdmago
dos bezerros, que gera a coalhada
do leite durante a producao de
queijo, foi clonada com sucesso
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em leveduras (Kluyveromyces
lactis), bactérias (Escherichia
coli) ¢ fungos (Aspergillus niger).
A quimosina produzida por esses
microorganismos recombinantes
¢ atualmente produzida comercial-
mente ¢ amplamente utilizada na
fabricacao de queijos.

A produgio industrial de enzi-
mas por microorganismos envolve
o cultivo de microorganismos em
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enormes tanques, onde as enzimas
sdo secretadas no meio fermentati-
vo como metabdlitos da atividade
microbiana. As enzimas assim pro-
duzidas sao extraidas, purificadas e
utilizadas como auxiliares de pro-
cessamento na inddstria alimenti-
cia e para varias outras aplicagoes.
As enzimas purificadas sio isentas
de células ¢ nao contém outras
macromoléculas, como o DNA.

As tecnologias genéticas nio
apenas melhoraram a eficiéncia
com a qual as enzimas podem
ser produzidas, mas aumentaram
sua disponibilidade, reduziram
seus custos e melhoraram sua
qualidade. Além disso, através da
engenharia de proteinas, ¢ possivel
gerar novas enzimas com estrutu-
ras modificadas que conferem no-
vas propriedades desejadas, como
melhor atividade ou estabilidade
térmica ou, ainda, a capacidade de
trabalhar em um novo substrato ou
em um pH mais alto.
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A evolugio dirigida ¢ um dos
principais métodos atualmente utili-
zados pela engenharia de proteinas.
Esta técnica envolve a criagao de um
grande ntimero de novas variantes
enzimaticas por mutagao genética
aleatéria e, subsequentemente, a sua
seleg¢ao para identificar as variantes
melhoradas. Este processo ¢ realizado
repetidamente, imitando, assim, 0s
processos naturais de evolucio.

ENGENHARIA GENETICA
MELHORANDO A
QUALIDADE

O uso de enzimas em aplica¢oes
alimenticias existe ha séculos.
Alguns dos primeiros exemplos fo-
ram o uso de enzimas que ocorrem
naturalmente no substrato fonte,
como a d-amilase, que estd natu-
ralmente presente nos graos usados
para a fabrica¢do de cerveja. As
enzimas também foram extraidas de
fontes vegetais e animais e, mais tar-
de, produzidas microbianamente,
onde eram os produtos naturais da
cultura microbiana. Hoje, a maioria
das enzimas ainda é produzida mi-
crobialmente; no entanto, muitas
das enzimas ndo sio mais enzimas
nativas, mas versoes projetadas. A
engenharia de proteinas permite
que as propriedades da enzima
sejam otimizadas para uso especi-
fico. Atualmente, muitas das suas
aplicagoes s6 sdo possiveis com o

uso desses produtos especializados.

Os organismos geneticamente
modificados (OGMs) estdo desem-
penhando papéis cada vez mais
importantes no processamento
de alimentos. A criacdo de OGMs

envolve o uso de tecnologias de
DNA recombinante, algumas vezes
chamados de engenharia genética,
modificagao/manipulagdo genética
ou processamento de genes.

A tecnologia de DNA recombi-
nante é considerada como um dos
maiores avangos do século XX e
estabelece as bases para a biotecno-
logia moderna, englobando en-
genharia de proteinas, engenharia
celular e engenharia metabdlica.
Usando esta tecnologia, pode-se
clonar um tinico gene para facilitar
a produc¢do do produto génico, que
pode ser uma proteina ou uma
enzima; reorganizar varios genes
em um estado de fusdo para bio-
conversoes eficientes; manipular os
genes das vias metabdlicas de um
organismo para produzir, de forma



eficiente, um produto especifico; e
criar células clonadas que podem
ser cultivadas. Uma vez isolado, o
gene pode ser alterado ou modifi-
cado por varios métodos, a fim de
“sintonizar” a proteina que codifica,
dando-lhe propriedades mais dese-
javeis. Alternativamente, um gene
pode ser dividido aleatoriamente e
recombinado para gerar uma mis-
tura de genes, que contém versoes

alteradas ou mutantes do gene ori-
ginal. Essa mistura de genes pode,
entao, ser rastreada ou selecionada
para produtos alvo com as proprie-
dades desejadas.

A tecnologia de DNA recom-
binante envolve o isolamento de
um gene alvo, conectando-o a um
portador, transformando-o em outro
organismo e usando esse organismo
para propagar o produto génico;
esse processo também ¢ chamado
de "clonagem".

O organismo doador, ou seja,
o organismo que fornece o gene
de interesse, pode ser derivado de
fontes de mamiferos, plantas ou,
na maioria dos casos, de microor-
ganismos. A escolha de um doador
adequado depende dos requisitos
especificos para a propriedade
do produto génico, podendo ser
encontrado através de processo de
rastreio concebido para localizar o
gene de interesse ou através de pro-
cesso de correspondéncia de DNA

realizado no DNA do genoma com
informagao de sequéncia gendética
parcial conhecida.

Além do organismo doador,
um fator elementar é o organismo
hospedeiro. Um hospedeiro é o or-
ganismo no qual o gene alvo pode
ser replicado, transcrito ¢ poste-
riormente traduzido no produto de
interesse. Na maioria dos casos, o
organismo hospedeiro ¢ escolhido

devido a sua facil reproducao. Pode
ser células de mamiferos, células
vegetais ou um sistema de insetos.
A escolha do organismo hospedeiro
correto € muito importante para
a expressao bem-sucedida de um
gene alvo. Embora, infelizmente,
nao existam regras definidas a esse
respeito, tem sido geralmente es-
tabelecido que a expressio génica
homéloga, ou seja, genes de uma
origem expressa no mesmo orga-
nismo ou intimamente relacionado,
é a melhor escolha. No entanto,
um vasto nimero de expressoes
heterdlogas obtidas na bactéria E.
coli suportam a conclusao de que é
um hospedeiro bastante universal. A
escolha de um hospedeiro nao pode
ser separada da escolha de um vetor.

O vetor ¢é o transportador, ou
seja, ¢ capaz de transportar o gene
alvo e replica-lo nas células hospe-
deiras correspondentes, tendo a
propriedade de se integrar no cro-
mossomo do hospedeiro. O vetor
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mais vulgarmente utilizado é o DNA
plasmidico circular de dupla hélice
fechado. Geralmente, contém uma
regiao para replicagao e tipicamente
alguns genes resistentes a antibié-
ticos como marcadores de sele¢dao
¢ multiplos locais de restrigao para
emenda ¢ jungao com genes alvo;
pode-se também utilizar um cosmi-
deo (moléculas de DNA circulares
extracromossomais que combinam
as vantagens de um plasmideo com
a de um bacteriofago). Um vetor de
transporte possui a caracteristica de
funcionar em multiplos hospedeiros
de diferentes géneros.

Um gene alvo pode ser isolado
do organismo doador por clona-
gem shotgun (método usado para
sequenciamento de fitas longas de
DNA) ou usando primers projetados
a partir de sequéncias conhecidas
do gene alvo. Essas sequéncias
podem ser deduzidas a partir de
sequéncias de aminoacidos N-termi-
nal (amino-terminal) ou internas da
proteina correspondente. Um gene
alvo pode também ser sintetizado
com base no conhecimento das
sequéncias conhecidas.

A descoberta de um grupo de
enzimas (endonucleases ou enzimas
de restrigao) que clivam ou emen-
dam moléculas de DNA de hélice
dupla marcou o inicio da tecnologia
do DNA recombinante.

As enzimas de restrigao sio ne-
cessarias porque podem clivar molé-
culas de DNA em locais especificos,
produzindo extremidades coesivas
ou extremidades cegas, dependendo
do padrao de a¢ao da enzima. As mo-
léculas de DNA podem ser reunidas
por uma ligase, que ¢ capaz de ligar
segmentos de genes diferentes com
sequéncias complementares em
conjunto, por exemplo, para ligar o
gene alvo isolado a transportadores
plasmidicos.

Outra enzima importante na ma-
nipulagdo do DNA ¢é a polimerase,
usada na amplificacao de moléculas
de DNA por uma reag¢do em cadeia
da polimerase (PCR). As moléculas
de DNA de cadeia dupla iniciais sao
desnaturadas pela primeira vez pelo
calor para moléculas de DNA de
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filamento dnico, que servem como
moldes. Iniciadores com sequéncias
complementares sao emparelhados
ao DNA molde na presenca das
unidades construtoras da molé-
cula de DNA, isto é, trifosfatos de
desoxinucleésidos de quatro tipos
e outros elementos necessarios,
tais como tampoes e ions; a reagao
enzimatica é realizada repetidamen-
te através de ciclos de recozimento
desnaturante com uma quantidade
aumentada de moléculas de DNA
apos cada ciclo. As polimerases sao
enzimas estdveis a altas tempera-
turas (> 90°C), permitindo que a
reagao seja realizada automatica-
mente através de um termociclador,
sem a necessidade de adicionar
mais enzimas ao longo dos ciclos.
O desenvolvimento da PCR tornou o
processo de clonagem mais preciso
e eficiente.

A introducao de moléculas de
DNA recombinante em células
hospedeiras pode ser feita, atual-
mente, através de trés métodos. O
primeiro é usar células competentes
de E. coli. As células hospedeiras sao
cultivadas e tratadas com cloreto
de cdlcio, o que permite que as
¢élulas absorvam DNA estranho

a uma frequéncia de tipicamente
107-10? coldnias por grama de DNA
plasmidial superenrolado (molécula
de DNA bicatenario que estd retorci-
da ou sofre giros sobre si mesma, de
tal modo que o eixo da dupla hélice
propria do DNA nédo segue uma
curva plana, mas que forma outra
hélice, uma super-hélice).

Outro método envolve expor as
células e moléculas de DNA a um
campo elétrico (eletroporagao).
Este método ¢ usado em DNA trans-
formador em bactérias e células
eucaridticas com frequéncia tipica
de 10°-10' colonias por grama de
DNA com bactérias.

O terceiro método envolve o
uso de células de protoplasto, ge-
radas pelo tratamento de células
com polietilenoglicol ou sacarose e
lisozima, permitindo que as células
absorvam DNA estranho a uma
frequéncia mais baixa de 10°107
colonias por grama de DNA plas-
midial superenrolado. A frequéncia
de transformagio depende do esta-
do das células ¢ das condi¢oes de
tratamento.

Uma vez que um DNA recom-
binante ¢ introduzido na célula
hospedeira, as células sdo cultivadas

¢ colocadas em pla-
cas de 4gar, frequen-
temente contendo
produtos quimicos,
como antibiéticos,
para facilitar a sele-
¢do de clones recom-
binantes. ColOnias
com o gene neces-
sario podem ser ras-
treadas, selecionadas
ou confirmadas pelo
ensaio de ativida-
des enzimaticas, de-
tecgao de proteinas
com anticorpos ou
hibridizagao in situ
com sondas deriva-
das de sequéncias de
DNA conhecidas.
Uma vez que um
DNA recombinan-
te ¢ introduzido na
¢élula hospedeira
e o0 organismo
recombinante isolado, sao
necessdrias tecnologias de
fermentagido ou de cultura celular
para a expressdo 6tima do gene
clonado. A compreensao do metabo-
lismo do organismo recombinante
ou sistema celular ¢ as caracteris-
ticas dos elementos reguladores,
tais como promotores de genes ¢
reguladores, siao essenciais. Técni-
cas tradicionais para o cultivo de um
organismo sob 6timas condi¢oes de
produgao também sio aplicaveis.
A tecnologia de DNA recombi-
nante provou ser uma ferramenta
poderosa na produgao eficiente de
uma enzima alvo. As praticas de
tecnologia evidentemente trouxe-
ram méritos na redu¢io das necessi-
dades de energia e matérias-primas
usadas na fabricagdo de enzimas,
reduzindo assim os custos de pro-
ducao. Como resultado, enzimas
usadas como biocatalizadores tor-
naram-se facilmente disponiveis e
iss0, por sua vez, facilita a aplicagao
de enzimas em vdrias inddstrias.
No entanto, além do fator custo e
disponibilidade, outros problemas
com enzimas sao encontrados.
Originadas de formas vivas, as
enzimas geralmente s6 funcionam



em substratos especificos sob
condigoes especificas, o que nem
sempre se ajusta a real situag¢ao
da industria; por exemplo, uma
enzima muitas vezes nao ¢é robusta
o suficiente, ou seja, ndo funciona
nas condi¢oes de pH exigidos ou
perde sua funcionalidade facilmen-
te a uma temperatura elevada, pH
extremo ou quando em contato
com solventes. As vezes, uma reagio
nao funciona bem simplesmente
porque a enzima nao ¢ o candidato
certo, o que significa que nio pode
reconhecer o substrato de maneira
eficiente ou a velocidade de reagao
estd muito baixa. Para resolver esses
problemas, uma alternativa ¢ ras-
trear recursos naturais de microor-
ganismos até que a enzima certa
seja encontrada. Neste caso, ¢é ne-
cessaria uma variedade de recursos
microbianos confidveis ¢ condigoes
adequadas de cultivo. Outra opgao é
tentar modificar o que ja estd a mao
para melhorar as suas propriedades,
processo chamado de "engenharia
de proteinas". Devido as caracteris-
ticas especificas das enzimas nao é
possivel manipular livremente uma
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proteina em seu estado conforma-
cional ou sua estrutura primdria
sem perder as fungoes fisicas. En-
tretanto, gragas as tecnologias de
DNA recombinante, a modificagao
de uma proteina ou enzima pode ser
feita a nivel genético. O gene que
codifica a proteina pode ser alterado
de tal forma que um aminoécido ou
acidos especificos sejam trocados
por outros aminoacidos. Alternati-
vamente, novos aminoacidos podem
ser inseridos ou excluidos. O gene
alterado ¢é expresso em um hospe-
deiro adequado ¢ os portadores mu-
tantes do gene modificado podem
ser rastreados ou selecionados para
propriedades adequadas.

A escolha de estratégias ¢ mé-
todos para obter uma enzima com
as propriedades desejadas depende
de quanto se sabe sobre a proteina
existente e qual propriedade alvo é
requerida. Se uma enzima foi puri-
ficada, sua informacdo estrutural
foi obtida (através de cristalografia
de raios X ou RMN) e o sitio ativo
foi claramente entendido, pode-se
postular precisamente quais ami-
nodcidos sdo cruciais para realizar
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as reacdes cataliticas ou manter
a enzima estdvel. Nesse caso, os
métodos de mutagénese racional
sdo melhor empregados, sendo os
mais comumente usados também
chamados de mutagénese dirigida,
incluindo saturagdo ¢ mutagéne-
se. Por outro lado, se a estrutura
tercidria de uma enzima ndo tiver
sido determinada, os métodos de
mutagénese aleatéria sdo a tnica
escolha.

O uso de técenicas de engenharia
genética para melhorar a eficiéncia
e a qualidade da producgio e
desenvolver novos produtos apre-
senta claras vantagens para a indas-
tria e para os consumidores, com
grandes melhorias na producio de
enzimas, gerando melhores produ-
tos € processos.

PRINCIPAIS ENZIMAS
MICROBIANAS APLICADAS
NO PROCESSAMENTO DE
ALIMENTOS

A aplicacdo de microorganis-
mos, como bactérias, leveduras
e principalmente fungos, pela
industria alimenticia levou a uma
indastria de alimentos altamente
diversificada, com ativos econd-
micos relevantes. As enzimas que
decompoem moléculas complexas
em unidades menores, como car-
boidratos em agiicares, sio substan-
cias naturais envolvidas em todos
0s processos bioquimicos. Devido
as especificidades das enzimas,
cada substrato possui uma enzima
correspondente.

Embora plantas, fungos, bacté-
rias e leveduras produzam a maioria
das enzimas, as produzidas por fon-
tes microbianas sao mais vantajosas
do que seus equivalentes de origem
animal ou vegetal. As vantagens in-
cluem menores custos de produg¢io,
possibilidade de produg¢ao em larga
escala em fermentadores indus-
triais, ampla gama de caracteristi-
cas fisicas e quimicas, possibilidade
de manipulagio genética, auséncia
de efeitos provocados pela sazona-
lidade, rdpido desenvolvimento de
cultura e uso de métodos nio one-
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rosos. Tais caracteristicas tornam as
enzimas microbianas biocatalizado-
res adequados para varias aplicagoes
industriais.

As enzimas microbianas de-
sempenham papel significativo em
diferentes processos alimenticios,
devido a facilidade de produgdo
e disponibilidade. Sao usadas
principalmente pela indastria ali-
menticia para otimizar o processo,
melhorar a eficiéncia, qualidade,
prazo de validade e, o mais impor-
tante, para alcangar as caracteris-
ticas organolépticas desejadas do
produto final. Enquanto lactase,
lipase, protease, transglutamina-
se, asparaginase ¢ pectinase sao
amplamente empregadas para
remover a lactose, amadurecer o
queijo, amaciar a carne, minimi-
zar a formacao e a clarifica¢io da
acrilamida, outras enzimas como
fitase, lacase, complexo de xilanase
e celulase estio ganhando impor-
tAncia em vdrias tecnologias de
processamento de alimentos para
melhorar a biodisponibilidade de
minerais, minimizar odores, esta-
bilizar bebidas e na producao de
nutracéuticos.

As enzimas auxiliam nas rea¢oes
de catalisagao e aceleragio, poden-
do ser obtidas de diferentes fontes,
ou seja, animais, plantas e microor-
ganismos; nao sao toxicas e podem
ser inativadas uma vez que a rea¢do
desejada tenha sido completada.
A inativacio enzimdtica previne
mudangas desfavoraveis (aparéncia
e propriedades organolépticas) no
produto final, ji que a atividade
enzimatica continua ¢ evitada.

Em geral, as enzimas sdo utili-
zadas para trés finalidades, como
aditivo, como ingrediente e para
favorecimento de processos re-
lacionados a laticinios, carnes,
panificagdo, bebidas fermentadas
€ 8ucos.

A indtstria de processamento
de alimentos usa cerca de 29% do
total de enzimas produzidas, sendo
que 58% dessas enzimas sdo obti-
das de fungos ¢ 28% ¢ 5% de bacté-
rias e leveduras, respectivamente.

Os produtos lacteos represen-

tam uma area ampla na inddstria
de alimentos, que produz uma
grande variedade de produtos,
como leite, queijo, manteiga, sor-
vete e iogurte, e onde a principal
fun¢do das enzimas microbianas é
melhorar o processo ou caracteris-
tica dos produtos finais, tais como
sabor, cor, consisténcia, composi-
¢do, aparéncia ¢ estrutura.

Um dos principais focos da indtis-
tria de laticinios ¢ o desenvolvimento
de produtos sem lactose. O indice de
intolerancia a lactose varia de acor-
do com a origem étnica; 5% entre
norte-europeus, norte-americanos e
australasianos (habitantes da regiao
que inclui a Australia, a Nova Zelan-
dia, a Nova Guiné ¢ algumas ilhas
menores da parte oriental da Indoné-
sia), cerca de 17% britanicos e mais
de 50% na América do Sul, Africa e
Asia. Os produtos isentos ou com
baixa lactose permitem que pessoas
intolerantes consumam leite fer-
mentado com baixo teor de lactose,
sorvetes e bebidas lacteas. A lactose
¢é removida por hidrélise parcial pela
B-amilase ou hidrélise completa pela
lactase. A enzima lactase hidrolisa
a ligagao glicosidica, resultando na

uniéo do hidrogénio no oxigénio ¢ do
carbono OH- livre, obtendo glicose ¢
galactose.

Entre outras enzimas, as pro-
teases dcidas, como a quimosina,
sdo empregadas como coagulantes
na fabricacdo de queijos. A quimo-
sina representa cerca de 20% a 30%
dos coagulantes do leite usados
em todo o mundo. As proteinases
favorecem o amadurecimento do
queijo, acelerando a hidrolise de
proteinas, que ¢ o evento bioquimi-
co mais importante nesse estdgio
e tem alto impacto na textura e no
sabor. Adicionalmente, as pepti-
dases sao usadas para remover o
amargor produzido pelas protei-
nases durante o amadurecimento.
As transglutaminases ajudam na
ligagao cruzada de ligagoes pepti-
dicas e aumentam as propriedades
funcionais dos produtos lacteos.
As lipases sao utilizadas para o de-
senvolvimento de sabores caracte-
risticos. Estas enzimas hidrolisam
os 4cidos graxos de cadeia curta,
diminuindo a formacio de 4cidos
graxos trans ¢ obtendo cerca de
15 a 30 vezes mais sabor do que o
processo tradicional.
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Os tipos de queijo dependem do
processo de maturagdo, o que confe-
re textura e aroma caracteristicos.
No amadurecimento, as lipases
desempenham papel importante
na hidrélise de triglicérides, digli-
cerideos, monoglicerideos, acidos
graxos e glicerol para dcidos graxos
livres, responsaveis pelo desenvol-
vimento caracteristico do sabor.
O processo de amadurecimento
com lipases ¢ cerca de duas a cinco
vezes mais rapido. No entanto, ¢é
importante otimizar a quantidade
de enzima adicionada ¢ sua ativi-
dade enzimatica, pois altos niveis
de lipase podem levar a rancidez e
redugio no rendimento.

Os produtos cdrneos sao uma
importante fonte de proteinas
alimentares ¢ também de minerais
e vitaminas. A melhora das caracte-
risticas organolépticas ¢ um enorme
desafio para a indistria da carne. O
amaciamento da carne pelo uso de
enzimas proteoliticas ajuda a evitar
o uso de produtos quimicos ¢ sal-
mouras. Embora a transglutaminase
seja amplamente utilizada, a papai-
na ¢ a ficina também encontram
aplicagao nessa area. Esta enzima

também ¢ usada no processamento
de alimentos para aumentar o valor
nutricional, pois pode adicionar
aminodcidos essenciais em matrizes
de proteinas. Além disso, ajuda na li-
gacao de pequenos pedacos de carne,
criando pecas maiores; melhora a
textura, a firmeza e a elasticidade;
emulsifica e homogenciza os pro-
dutos cdrneos, como as salsichas,
levando a uma maior qualidade ¢
a mais variedades. Também permi-
tem o uso de matérias-primas de
baixa qualidade, como o colageno,
aumentando seu valor nutricional
ao suplementar com aminodcidos
deficientes. Juntamente com as
proteases, a termolisina ¢ utilizada
para produzir proteina alimentar
¢ acelerar o amadurecimento de
salsichas secas.

As principais caracteristicas
dos produtos de panificagio sdo
suavidade, frescor e cobertura cro-
cante no pao. Além de compensar
as variagoes na farinha, as enzimas
microbianas sao importantes para
melhorar o sabor e contribuem
para mais de um quarto do mercado
mundial de panificacdo. As lipoxi-
genases embranquecem a farinha e
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fornecem propriedades viscoelasti-
cas 4 massa, enquanto a d-amilase,
a lacase, a xilanase, a protease ¢ as
lipases aumentam a elasticidade e
qualidade da massa, através da for-
magao de uma estrutura homogé-
nea e fina. Além disso, proporciona
cor, miolo, maciez, frescura, prazo
de validade, maior volume ¢ menor
sabor aos produtos finais.

A reagio de Maillard pode gerar
descoloragdo durante o cozimen-
to, mas o uso de glicose oxidase
previne essas mudangas desfavo-
raveis ¢ ainda reduz o tempo de
fermentagao. A¢iicares juntamente
com asparagina contida na farinha
produzem acrilamida através da
reagio de Maillard. A asparaginase
inibe a formacao de acrilamida
durante o cozimento pela hidrélise
da asparagina livre em acido aspar-
tico, o que nio favorece a rea¢ao
de Maillard. A concentragdao de
acrilamida diminuiu em 95% sem
afetar as caracteristicas sensoriais
dos produtos finais.

Por outro lado, as fitases sdo
utilizadas para aumentar o volume
e melhorar a textura do pao. Além
disso, reduzem o contetido de fita-
tos nos paes, bem como o tempo de
fermentagao da massa sem afetar
o pH, a viscosidade e a mastigabi-
lidade. As proteases de sulfidrila
também melhoram a elasticidade
¢ a firmeza da massa, bem como
as propriedades viscoelasticas, a
retengao de gas e as proprieda-
des termofixas dos produtos de
panifica¢ao. As transglutaminases
também aumentam a elasticidade e
o volume (aumento de 14% em re-
lagao aos métodos tradicionais). A
transglutaminase ¢ usada em con-
junto com a lacase para a obtengao
de paes sem gliten. Enfim, o uso
de enzimas melhora significativa-
mente o prazo de validade e reduz
o endurecimento do pao.

Em bebidas fermentadas, como
o vinho ¢ a cerveja, as principais
preocupacdes sdo a otimizac¢ao do
processo, a melhoria do rendimen-
to e a manuteng¢do ou aprimora-
mento de cor e sabor. As enzimas
contribuem com esses fatores e
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também reduzem as calorias da
cerveja e os niveis de enxofre, além
de melhorarem a clareza do vinho.
Especificamente, as proteases sul-
fidrilas aumentam a clareza; ¢ o
acetolactato descarboxilase remove
o odor da manteiga na cerveja,
causada pela presencga de diacetil
como produto de fermentacdo. As
B-glucanases sao utilizadas para
reduzir a viscosidade da cerveja;
e as pectinases desempenham
papel importante no vinho ¢ na
cerveja, facilitando as etapas de
extragdo e filtragdo, melhorando
o rendimento do suco, o sabor, o
odor ¢ o processo de clarificagao.
Embora as pectinases com baixa
atividade estejam naturalmente
presentes nos sucos de frutas e ve-
getais, as enzimas microbianas sao
utilizadas, principalmente, devido
a sua estabilidade e resisténcia as
condi¢oes de fermentacao.

No caso de bebidas aromatiza-
das, como suco de frutas e verduras,
os pontos cruciais de fabricag¢do
estao relacionados a estabilidade,
qualidade, clarificagao, viscosidade
e rendimento durante a elaboragao,
qualidade criticas para a aceitagao
do consumidor.

O primeiro passo na elaboragiao
do suco é a maceragao de frutas e
vegetais ¢ as enzimas empregadas
nesse processo siao as pectinases,
as celulases e as hemicelulases,
também conhecidas como enzimas
de maceragao, as quais catalisam
a degradagido de heteropolissacari-
deos, como celulose e pectina, em
aguicares simples e, assim, aumen-
tam o rendimento. Além do seu uso
na extragiao de suco, as celulases
aumentam a estabilidade ¢ a textu-
ra, diminuindo a viscosidade em
néctares e purés. J4 as pectinases
ajudam a manter a estabilidade da
mistura, diminuindo a viscosidade
¢ a turbidez de néctares e polpas.
As lacases sio amplamente empre-
gadas na produ¢do de sucos para
diminuir o sabor proveniente de
compostos fendlicos e para aumen-
tar a estabilizagdo das bebidas. As
peroxidases também siao emprega-
das para eliminar cores e sabores

indesejados. As transglutaminases
ajudam a manter a vida ttil ¢ a
frescura por mais tempo, facilitando
o desenvolvimento de filmes pro-
teicos que atua como uma barreira
em frutas e legumes. Outra enzima
importante ¢ a naringinase, que
remove o amargor do suco citrico,
além de possuir propriedades an-
tioxidantes e manter a estabilidade
¢ as caracteristicas organolépticas
do produto.

Atualmente, o valor nutricional
dos produtos alimenticios ¢ uma
caracteristica muito importante
para os consumidores. Enzimas
como a a-galactosidase ¢ as fitases
sao usadas como melhoradores
alimenticios, especialmente em
produtos originarios de legumino-
sas e cereais.

O fitato é bem conhecido por
seu cardter antinutriente por meio
de quelagao de cétions bivalentes e
multivalentes e por sua ligagiao com
proteinas carregadas positivamente
e, com isso, reduz a biodisponibi-
lidade desses nutrientes. A fitase
ajuda na desfosforilagio eficiente do
fitato, liberando minerais e, assim,
aumentando sua biodisponibilidade
€ nutrigao.

Os adogantes representam uma
grande area de oportunidade para as
enzimas; amilases e glucoamilases
catalisam a hidrdlise do amido com
uma taxa de conversdo de cerca
de 95%. As invertases auxiliam na
redugio da intensidade de dogura
e a termolisina é empregada na
produgao de aspartame.

Os alimentos hipoalergénicos
oferecem outra area potencial
de desenvolvimento de mercado.
Alimentos como trigo, amendoim,
soja, grao de bico, leite e ovos
possuem proteinas antigénicas que
podem causar reagoes alérgicas. As
enzimas mais especificas e eficien-
tes, como as proteases, actinase,
alcalase e neutrase ajudam a reduzir
os alérgenos, proporcionando bene-
ficios para a sadde.

Outra aplicagdo das enzimas
na indastria de alimentos estd no
monitoramento dos parimetros de
qualidade de processos. O uso de

enzimas como biossensores ajuda
na monitoracao ¢ detecedo dos com-
postos alvo, combinando fortemen-
te elementos de reconhecimento
biologico e transdutores fisicos. O
primeiro biossensor foi desenvolvido
em 1962, mas somente em 1967
foi relatado o primeiro biossensor
enzimatico bascado em glicose
oxidase, usado para monitorar a
fermentagdo de vinho e cerveja.
Existem outros biossensores enzi-
maticos destinados a determinacdo
de frutose, lactose, acido lactico,
acido malico e acido acético.

Os nutracéuticos, substincias
ou parte de alimentos que pro-
porcionam beneficios a saade,
ganharam importancia mundial. A
potencial aplicag¢do de diferentes
enzimas para a produgio de nu-
tracéuticos ¢ um vasto campo de
exploracao. O xilooligossacarideo
¢ um nutracéutico produzido da
biomassa lignocelulésica, usado
como adogante artificial. A xilanase
é empregada para extrair xilana
(hemicelulose) e obter xilooli-
gossacarideo. A B-galactosidase é
usada para hidrolisar a lactose a fim
de obter oligossacarideos de leite,
que sdo benéficos para melhorar o
sistema de defesa em bebés.

As enzimas também podem con-
tribuir para manter a seguranca e
o prazo de validade dos alimentos,
controlando as populagdes micro-
bianas. A lisozima, por exemplo, é
um agente antimicrobiano natural
empregado em alimentos, uma
vez que previne o crescimento
de bactérias gram-positivas em
queijos e aumenta o controle de
deterioragio em vinhos, cervejas,
carnes ete., além de prolongar a
vida 1til. O uso de enzimas, como a
slicose oxidase, como antioxidante
também ajuda a aumentar o prazo
de validade dos alimentos. Podem
ser usadas para remover oxigénio
e espécies reativas de oxigénio, re-
duzindo, assim, os hidroperdxidos
lipidicos. Outra enzima envolvida
na conservagio de alimentos ¢ a
transglutaminase, eficiente na con-
servagio de carnes ¢ na prevengao
da sua contaminacao.



INOVACOES
BIOTECNOLOGICAS

Desde a primeira apli-
cac¢ao de enzimas deriva-
das de origem vegetal ou
animal, os enzimologistas
¢ biotecnologos continuam
a desenvolver uma gama
cada vez mais sofisticada
de enzimas para aplicagoes
especificas em alimentos.
Para citar apenas alguns
exemplos, seus produtos
permitem a remogao ou a
minimizag¢do de produtos
quimicos usados para pro-
cessamento de alimentos,
minimizagdo de residuos,
facilidade de processos
que podem ser impratica-
veis ou antiecondmicos,
melhora da nutri¢ao ¢ da textura e
prolongamento da vida atil.

Este ¢ apenas o comecgo da era
das enzimas industriais, que esta se
preparando para colocar enzimas
conhecidas para novos usos e novas
enzimas descobertas ou adaptadas,
para catalisar reagoes inexploradas.

Abiotecnologia é¢ uma ferramen-
ta importante para a busca mais
refinada de microorganismos com
ativos comerciais. £ necessario o
isolamento de novas espécies de
varios e diferentes habitats; micro-
organismos adaptados a essas con-
di¢oes podem ter grande potencial
biotecnoldgico.

Avangos recentes em gendmi-
ca, metagenOmica, protedmica,
sistemas eficientes de expressao e
téenicas emergentes de DNA recom-
binante facilitaram a descoberta
de novas enzimas microbianas da
natureza (através do genoma ¢ do
metagenoma) ou pela criagao (ou
evolu¢do) de enzimas com proprie-
dades cataliticas aprimoradas. A
tecnologia de DNA recombinante
¢ um método muito ttil sob trés
aspectos: aumenta a produgio de
uma enzima microbiana durante o
processo de fermentacio; fornece
enzimas com novas propriedades
adequadas para processos indus-
triais, como termostabilidade e

capacidade de operagio fora da faixa
normal de pH; e produz enzimas a
partir de microorganismos deriva-
dos de animais e vegetais.

As tecnologias de sequencia-
mento de DNA avangaram muito
nos altimos anos e um progresso im-
portante em genes que sintetizam
proteinas e, assim, determinam
que sua fungdo em organismos foi
alcangada.

Genomas de varios microorga-
nismos foram sequenciados, incluin-
do aqueles que sdo importantes
para a indastria de alimentos, como
Saccharomyces cerevisiae, Bacillus
subtilis, Lactococcus Latis, Lactoba-
cillus acidophilus, Lactobacillus sp
e Streptococcus thermophilus. Estes
genomas revelaram varios novos
genes, a maioria dos quais codifica
enzimas.

Os microorganismos sao produ-
tores potenciais de enzimas tteis
para a induastria de alimentos ¢ as
ferramentas biotecnoldgicas estao
disponiveis para a selecio e obten-
¢do de cepas que ampliam a pro-
dugio de enzimas em larga escala.

Atualmente, as enzimas sdo
usadas em diversos produtos e pro-
cessos alimentares e novas regioes
de aplicagio estdo sendo continua-
mente introduzidas. Evidéncias
mostram claramente que esforgos
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de pesquisa dedicados estao sendo
feitos consistentemente para tornar
essa aplicagio de agentes bioldgicos
mais efetiva e diversificada. A imo-
bilizagdo de enzimas tem sido uma
ferramenta chave de suporte para
tornar as proteinas adequadas para
aplicacdo em alimentos, a0 mesmo
tempo em que permite a melhoria
de suas capacidades cataliticas.

O uso de enzimas microbianas
no processamento de alimentos
adquiriu grande importincia nos
ultimos anos e a lista de suas po-
tenciais aplicagoes esta crescendo.
Além de aumentar o valor nutricio-
nal, qualidade e prazo de validade de
produtos alimenticios, as enzimas
como biossensores e para produgio
de nutracéuticos é uma area de
interesse. Além da otimizag¢dao do
processo, melhorando as caracteris-
ticas organolépticas e o rendimento,
a aplicagdo de enzimas permite a
redugdo do impacto ambiental ¢
a toxicidade dos residuos ¢ dguas
residuais geradas pela indtstria
alimenticia. Além disso, os avangos
na engenharia metabolica de micro-
organismos direciona para novos e
eficientes sistemas de engenharia
de enzimas, que podem ajudar a
transformar a indtstria de alimen-
tos em um processo sustentével, or-
ganico e ambientalmente amigavel.
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