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Enzimas proteoliticas ou proteases
DEFINICAO:

+ Catalisam a quebra das ligacdes peptidicas em
proteinas liberando peptideos e aminoacidos.

» Pertencem a
— classe 3 = hidrolases,
— subclasse 3.4 = peptideo-hidrolases ou peptidases.

+ Diferem entre si quanto a estrutura e pH de atividade
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Apresentam um alto grau de especificidade em
relagdo aos aminoacidos envolvidos na ligacdo e a
sua posicao na molécula.
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Uso industrial de proteases

TABLE 1.5
Industrial Sectors in Which Protease Enzymes are Applied

APLICA (;C) ES

Laundry detergent additive Promotes catalytic degradation of protein-based clothing stain
Leather manufacture To dehair animal hides and to soften (bate) leather

Cheese manufacture To coagulate casein

Meat processing To tenderize meat

Beverage industry Stabilization of some beers

Baking To alter dough characteristics

Fonte: Shanley and Walsh — Applied enzymology: an overview — in Diretory of
therapeutic enzymes, 2006

Uso de proteases na Industria de Alimentos DETERGENTES

Fabe 3 Use of Protesttie Envsmes i Food Procesing » 1960 = protease alcalina produzida por
Faod Puspose ofsion Bacillus licheniformis (subtilisina Carlsberg)

Baked goods Softening action in doughs, Cut mixing time, increase extensibility of doughs. Improve texture, - 4
ey and loa voume. Liberate famyias foi incorporada a detergentes em po.
Brewing Body, flavor, and nutrient development during fermentation. Aid in filtration and clarification
Chill-proofing. —
Cereals Modify proteins o increase drying rate, improve product handling characteristics. Production ‘ Tempera[ura otima=45a 650(:; pH 9al2 ‘
of miso and tofu.
Casein coagulation. Characteristic flavor development during aging.

during fermentation.

Action on bes
1 .

Hoje a industria de

ct conversion to feeds.

ive aids, particularly for

Fish Solubilization of fish protein concentrate. Recovery of oil and proteins from inedible parts 2 P
Legumes Hydrolyzed protein products. Removal of flavor. Plastein formation detergentes e a malor
Meats Tenderization. Recovery of proiein from bones. :
Milk Coagulation in rennet puddings. Preparation of soybean milk. consumidora de
Protein hydrolysates Condiments such as soy sauce and tamar sauce. Bouillon. Dehydrated soups. Gravy powders. 11

Processed meats. Special diets. proteases!!

Antinutrient factor removal ~ Specific protein inhibitors of proteolytic enzymes and amylases. Phytate. Gossypol. Nucleic
acid

Wines Clarification®

" Conversion of zymogens to enzymes. Fibrinogen to fibrin. Collagen biosynthesis. Proinsulin to

Na sequéncia vem a
industria de alimentos!

In vivo processing
insulin. Macromolecular assembly

'In large part caused by than proteolytic enzymes

*Representative example

(Whitaker, 2003)

Proteases: curiosidades Proteases: curiosidades

* Recentes acordos mundiais para uso de tecnologias

+ Possuem aplicacéo comercial, n&o poluentes:
— entre os trés maiores grupos de enzimas industriais — Proteases usadas em larga escala no tratamento do couro, em
— responsaveis por 60% da venda internacional de enzimas. sztslgggtéjlgao aos compostos toxicos e poluentes até entdo
* Estéo envolvidas em processos bioldgicos essenciais: + Na indUstria farmacéutica, as proteases séo usadas em
- coagulagéo sanguinea, pomadas cicatrizantes e tém um uso potencial para
~ morte celular _ outros medicamentos.
— diferenciacdo de tecidos. — VER: artigo — OLIVEIRA, LF. Alim. Nutr. V.12, p. 215-226,
2001 — Avancos do uso da bromelina na area de alimentacéo e
saude

* Também participam no catabolismo de proteinas, tanto
nas vias degradativas como nas biossintéticas.

* Proteases hidrolisam as proteinas em peptideos e
aminoacidos, facilitando a sua absorgao pelas células;
devido a seu papel despolimerizante, as enzimas
extracelulares tém um papel importante na nutri¢&o.
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Proteases: curiosidades

* O Aspartame é um dipeptideo (acido aspartico e
fenilalanina, unidos por ligacéo peptidica)
— Em torno de 200 vezes mais doce do que sacarose.

— Pode ser sintetizado quimicamente ou enzimaticamente.
« Sintese quimica é muito cara e é necessario preservar a
estereoespecificidade.
« Sintese enzimatica — mais indicada = naturalmente preserva a
estereoespecificidade.

— Uma metaloprotease neutra = Thermolisina (Bacillus
thermoproteolyticus) é usado para sua produg&o.

« Sob condigdes controlada a protease realiza a sintese do peptideo a uma
taxa maior do que a hidrdlise.

Fonte: Shanley and Walsh — Applied enzymology: an overview— in Diretory of
therapeutic enzymes, 2006

Watch a Novozymes protease
attack stains containing protein

novozymes/gj

CARACTERISTICAS
GERAIS

pH DE ATUAGCAO DE PROTEASES

Enzima pH 6timo
pepsina 15-25
tripsina 7,0-8,0
renina 5,5
plasmina 6,5-8,0

CLASSIFICACAO

ENDOPEPTIDASES

1. MODO DE AGAQ AMINOPEPTIDASES
EXOPEPTIDASES
CARBOXIPEPTIDASES

EC 3.4.21 = SERINA-PROTEASES

EC3.4.22 - CISTEINA PROTEASES
ou PROTEASES SULFIDRILICAS

2. NATUREZA QUIMICA

PROTEASES ' !
S0 SITIO CATALITICO EC3.4.23 = PROTEASES ACIDAS
CLASSIFICAGAQ ou ASPARTICAS

EC3.4.24 = METALO PROTEASES

CLASSIFICAGAO DE ACORDO
COM O MODO DE ACAO
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Endopeptidases EXOPEPTIDASES

» Somente nos finais das cadeias polipeptidicas na

. . . regido N ou C terminal:
» Preferencialmente nas regifes internas da cadeia
polipeptidica, entre as regides N e C terminal. + Regido amino terminal livre (N) (aminopeptidases) liberam:
— um aminoacido livre, R HHO
— um dipeptideo ou | 1 Lol |
— um tripeptideo. NG O—Y |
I |
Ry
* Regido carboxiterminal livre (C) (carboxipeptidasks)
liberam: R H A
lll, H H f') — um amino&cido livre ou | } |
X_T_?_E_N—?—C—Y | — um dipeptideo. x_llq_?_ﬁ_N
HHO R, H HO R,

CLASSIFICACAO DE ACORDO COM
NATUREZA QUIMICA DO SITIO CATALITICO

1. SERINA PROTEASE
Possuem um residuo de serina em seu centro ativo.

CLASSIFICACAO DE ACORDO %5 pasetan u st e cooads o s o st
catalitico.
CO M A NATU R EZA Q U | M | CA DO 3.  PROTEASE ASPARTICA (protease acida)
-, -, . Tém duas unidades de &cido aspartico no seu centro catalitico
SITIO CATALITICO

4. METALO-PROTEASES
Dependem de jons metalicos divalentes no seu mecanismo catalitico

As enzimas cujo mecanismo de acéo ndo esta completamente
elucidado s&o classificadas no subgrupo EC. 3.4.99

1. PROTEASES SERICAS ou

""'"“"‘"’”"1’ ”’"”"""m\ SERINA PROTEASES
R - L R TP

HI —Nb r G

N‘F‘% {5 SER-195 L 7 Aminoacido serina presente no sitio ativo

MH,+
-__.-'[:]
H,C—C—C™
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oH 0

Chymotrypsin subrstrale

Trypsia subsirate
Binding pocket

Binding pocket
serine proteases aspartic proteases
(EC 3.4.21) (EC 3.4.23)
Schematic substrate binding sites in chymotrypsin, trypsin,

Ex.: quimotripsina e subtilisina
pH70a11,0
Apresentam baixa especificidade de substrato.
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2. PROTEASES SULFIDRILICAS
ou CISTEINA PROTEASES

A presencga do grupo sulfidrila (SH) na molécula
da enzima é essencial para sua/atividade

Maioria de origem vegetal
Muito utilizadas na industria de alimentos
pH étimo: 6,0 — 7,5

Estabilidade térmica: 60 — 80°C

Ex.: papaina, bromelina e ficina

3. PROTEASES ACIDAS ou
PROTEASES ASPARTICAS

Valores 6timos em pH acidos.

Pepsina, renina (quimosina), proteases
microbianas

Utilizadas como agentes coagulantes na
fabricacdo de queijo

Utilizadas na producdo de molho de soja

4. PROTEASES METALICAS ou
METALO-PROTEINAS

Requerem um metal para sua atividade

Podem ser neutras ou alcalinas

Inibidas por quelantes de metais (ex.: EDTA)
Encontradas em tecidos animais e
microrganismaos

Carboxipeptidades e aminopeptidases

Ex.: colagenases de Clostridium hystoliticum e elastases

de Pseudomonas aeruginusa e termolisina de Geobacillus
stearothermophilus

FONTES
F
PRINCIPAIS
CARCTERISTICAS

ORIGEM
MICROBIANA

PROTEASES DE ORIGEM
BACTERIANA

Extracelulares
Termorresistentes
Especialmente quando produzidas por
microrganismos psicrotréficos
Bacillus cereus e Geobacillus stearothermophilus
produzem proteases muito termorresistentes
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CondicOes de atividade

« BACTERIANA:
— Proteases neutras = pH 5,0 a 8,0 e baixa estabilidade
térmica
— Proteases alcalinas = pH 8,0 a 11,0 e temperaturas
entre 50 a 60°C e baixa especificidade ao substrato

+ FUNGICA:
— Um Unico fungo pode produzir diferentes proteases
(ex.: Aspergillus oryzae).
— Atividade em pH de 4,0 a 11,0 e temperatura étima
em torno de 40°C, inativadas a 50°C.

ORIGEM
VEGETAL

Enzimas proteoliticas de plantas
usadas no amaciamento da
carne:

e bromelina
« ficina

* papaina

BROMELINA

1. BROMELINA - (EC 3.4.22.4)

encontrada no abacaxi, bem como
em outras espécies da familia
Bromeliaceae.

Ocorréncia: talo e fruto do abacaxi
(Ananas comosus)

Composic¢ao: mistura de 4
proteases com acdes distintas,
dependentes do pH

Aplicagéo: amaciamento de
carnes e clarificacdo da cerveja

BROMELINA - FONTE

* No Brasil, sdo cultivadas cinco espécies de Ananas e uma de
Pseudoananas.

+ Dos cultivares de interesse fruticula (Ananas comosus), as
mais conhecidos sao o Pérola, Hawai e o0 Smooth caienne;
— segundo BALDINI et al. (1993), a espécie Ananas vermelho-do-mato

(Ananas bracteatus, var. typicus) mostrou ser uma fonte promissora de
bromelina.
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BROMELINA - FONTE

» A presenca da enzima bromelina depende da
fase de crescimento da planta, sendo que ela
ndo é encontrada quando a planta é muito
jovem ou muito velha.

— Acredita-se que esta enzima, nestas fases, seja
transformada em uma outra proteina com funcéao
metabdlica diferente, como enzima produtora de
sabor e aroma (BALDINI et al., 1993).

* O abacaxi € o Unico fruto que possui
concentracdes, relativamente, altas de
proteases, no estado maduro

COMPOSICAO

Rowan et. al. (1990) descreve a presenga de quatro
proteases principais presentes em abacaxis (Ananas
COMOsUS):

— bromelina do fruto,

— bromelina do talo,

— ananaina e

— comosaina.

A bromelina do fruto tem uma atividade proteolitica maior
que a bromelina do talo em diversos substratos protéicos e
sua atividade é maxima em pH 8,0 e a temperatura de
70°C.

A bromelina do talo apresentou atividade maxima a 60°C
epH7,0.

A forma da bromelina comercialmente encontrada é a
bromelina do talo.

UTILIZACAO

A bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua atividade
proteolitica:

— industrias alimenticias

— industria farmacéuticas

— industria cervejeira

— industria téxtil

Pode-se mencionar sua utilizagdo em:

— amaciamento de carnes,

— clarificagédo de cervejas,

— fabricagao de queijos,

— preparo de alimentos infantis e dietéticos,

— Pré-tratamento de soja,

— no tratamento do couro,

— tratamento da |a e da seda,

— tratamento de distlrbios digestivos, feridas e inflamacées,
— Preparo de colageno hidrolisado, etc.

PAPAINA

2. Papaina

» A papaina é obtida do fruto verde do mamoeiro (Carica
papaya).

» Ha muito tempo, os nativos de paises tropicais
deixavam as carnes duras de molho no suco da fruta
("leite" de mamao), ou as esfregavam com pedagos da
fruta verde, ou as embrulhavam nas folhas do
mamoeiro, por uma noite, antes da cocgao.

Os amaciantes industrializados sdo mais conhecidos,
facilmente encontrados e de custo relativamente baixo e
utilizagao pratica, evitando-se assim o uso de frutas
ricas em papaina.

Papaina
Ocorréncia: latex do fruto verde do
mamao (Carica papaya), além de suas
folhas e talos

Possui alta atividade proteolitica.

E faciimente inativada por oxidagao
(necessidade de agentes redutores como
sulfeto de hidrogénio, cianeto de
hidrogénio, etc).

Extraida principalmente como fruto
prensado das folhas e talos

Aplicagoes: clarificagdo da cerveja,
amaciamento de carnes, auxiliar da
digestao
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CONCENTRACAO NO FRUTO

» No mamao e no figo, tanto a papaina
como a ficina, somente séo encontradas
em altos niveis quando o fruto esta
verde;

+ Com o completo amadurecimento, a
concentracdo de proteases praticamente
desaparece.

PAPAINA - ACAO

+ Causa hidrélise geral de todos os componentes
estruturais do muasculo da carne bovina.

* Sua penetragao € baixa (de 0,5 a 2,0 mm),
necessitando-se, assim, a perfuragcdo da carne
durante sua preparacéo, para que esta enzima
penetre mais faciimente na carne.

+ A maior acdo da papaina ocorre durante a
coccdo da carne (a temperatura de 60-80°C).

CURIOSIDADES

* A producéo de papaina é uma excelente op¢éo para o
produtor de mamao, mas tem sido praticamente
ignorada, seja por desconhecimento do seu valor
comercial, seja por desconhecimento da tecnologia de
produgéo.

» O mercado internacional da papaina vem crescendo nos
Ultimos anos, tanto em quantidade como em valor, uma
vez que ela é a enzima proteolitica mais potente
existente para usos industriais, ndo possuindo
substituto.

+ Na industria farmacéutica vem sendo utilizada associada
com um curativo para acelerar o processo de
cicatrizag&o.

FICINA

3. FICINA

Ocorréncia: latex de certas
espécies de Ficus

Agente anti-helmintico (digere os
ascarideos)

Economicamente inviavel (requer
extracdo de grande quantidade
de matéria vegetal)

Aplicacdo: amaciamento de
carnes e clarificacdo da cerveja

Ficina

« Aficina é uma enzima proteolitica obtida do latex de

figos imaturos (Ficus carica).

« Atua sobre as proteinas estruturais da carne.

» Varios estudos foram realizados nas décadas de 50 e

60, mostrando as qualidades da ficina como amaciante
de carnes.

« O seu método de aplicacdo mais usado é através de

injec6es antemortem da solucéo de enzima na veia
jugular 15-20 minutos antes do abate, sendo o0 método
mais eficiente para se obter carnes macias devido a
circulacéo fazer a melhor distribuicdo da enzima pelo
corpo do animal.
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Acéo das enzimas papaina e bromelina sobre carne

Fonte: KIM e TAUB. Food Chemistrv. v. 40, p. 337-343. 1991.
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Peso molecular

- Densitogramas correspondentes ao perfil do SDS-PAGE das proteinas
extraidas de carne com papaina e bromelina. (A-» actina; M-» miosina)

ORIGEM
ANIMAL

RENINA

RENINA OU QUIMOSINA (Coalho)

E uma protease géstrica acida

Ocorréncia: suco gastrico do
abomaso de bezerros

Extraida principalmente de fetos
bovinos nos ultimos meses de
gestacao

Comercializada na forma liquida,
em p6 ou em pastas

Aplicacdo: fabricacdo de queijos
e preparacao de pudins

RENINA

» Enzima é extremamente especifica e quebra
apenas a ligagéo entre os aa. 105 e 106;

» Quando o animal cresce, a quimosina é
substituida pela pepsina (ndo é especifica);

COAGULACAO ENZIMATICA

Phe r Met |
105 ‘- 106

K-caseina

Glico-macropeptideo
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PEPSINA

PEPSINA

» Ocorréncia: mucosa do estbmago na forma
de pepsinogénio.

»Tratamento com acido para ativacéo do
pepsinogénio a pepsina (pH abaixo de 5,0)

»Precipitagdo com etanol

»Secagem em baixa temperatura

PEPSINA

Consiste de uma Unica cadeia polipeptidica que
contém 321 aminoacidos

pH étimo: 1,8
Acima de 6,0 é rapidamente desnaturada
perdendo sua atividade

OUTRAS PROTEASES ANIMAIS
IMPORTANTES

* TRIPSINA
— Serina-protease secretada pelo pancreas

— S&o endopeptidases altamente especificas (ligacéo entre
LIS e ARG)

— pH 6timo entre 7,0 a2 9,0.

* QUIMOTRIPSINA

— Serina protease semelhante a tripsina, também
secretada pelo pancreas;

— Especificidade por ligagdes que envolvem aa aromaticos
(TIR, PHE e TRP).

— pH 6timo entre 7,0 a 9,0.

Acé&o da Quimotripsina

- VIDEO
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CURIOSIDADES:

» Proteases microbianas representam
aproximadamente 40% da venda total
mundial de enzimas.

* Proteases de origem microbiana sao
preferidas as enzimas de plantas e
animais, uma vez que elas possuem a
maioria das caracteristicas desejadas
para aplicacdo em biotecnologia.

CURIOSIDADES:

+ Proteases s&o encontradas em varios
microrganismos, como virus, bactérias,
protozoérios, leveduras e fungos.

A impossibilidade das proteases de plantas e
animais atenderem a demanda mundial de

enzimas tém levado a um interesse cada vez
maior pelas proteases de origem microbiana.

+ Os microrganismos representam uma excelente
fonte de proteases devido a sua grande
diversidade biogquimica e facilidade de
manipulacao genética.

CURIOSIDADES:

» A degradagao ¢ iniciada por proteinases
(endopeptidases) secretadas pelos microrganismos,
seguida de hidrolise posterior por peptidases
(exopeptidases) em um sitio extra- ou intracelular.

* Numerosas proteinases sao produzidas por
microrganismos distintos, dependendo da espécie, ou
mesmo por diferentes cepas de uma mesma espécie.

» Proteinases diferentes também podem ser produzidas
pela mesma cepa, variando as condi¢des de cultura.

CURIOSIDADES:

* A maioria das serina proteinases
comerciais, principalmente as alcalinas e
neutras, sdo produzidas por organismos
que pertencem ao género Bacillus.

+ As subtilisinas sdo enzimas
representantes deste grupo.
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