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Introducao

A tecnologia enzimatica é uma
ferramenta interdisciplinar
reconhecida como um
componente importante
para o crescimento industrial
sustentavel.

A expansao da utilizacao
de enzimas nos diversos
segmentos — COMO Nas
industrias (quimica,
farmacéutica e de alimentos),
na agricultura, no setor
energético, na saide humana e
animal — justifica o interesse
e a necessidade de estudos
sobre 0 tema.

A tecnologia enzimética ¢ uma ferramenta interdisciplinar
reconhecida pela Organizagao de Cooperagao Econdmica e
Desenvolvimento (OECD, do inglés Organisation for Econo-
mic Co-operation and Development) como um componente
importante para o crescimento industrial sustentavel (concept
of green chemistry). As enzimas sio empregadas em uma
vasta gama de segmentos, incluindo as industrias quimica,
farmacéutica e de alimentos, a agricultura, o setor energético,
a satide humana e animal, entre outros. A tecnologia enzima-
tica cumpre um papel estratégico para o desenvolvimento de
processos industriais sustentaveis, contribuindo para atender
aos desafios de protegio socioambiental e de mudanga climé-
tica global. Esse cendrio aponta para uma provavel expansio
da utilizagio de enzimas nos diversos segmentos industriais
nos préximos anos e justifica o interesse € a necessidade de
estudos sobre este tema. A Tabela 1.1 contém uma série de
exemplos da ampla e crescente utilizagao de enzimas em
varios setores industriais.

Tabela 1.1 Tecnologia enzimatica nas industrias — exemplos.

E!"v"'{"“fﬁ: B R Toe

B e % e vz e

Agropecudria Aditivos de racao
Produgdo de enzimas heterdlogas
Alimentos Enzimas usadas na preparacdo de alimentos
Nutracéuticos; ingredientes
Detergentes Novas enzimas de detergentes
Energia Alcool combustivel; biodiesel
Farmacéutica Compostos quirais
Engenharia de glicoproteinas
Enzimas como alvo de substancias farmacéuticas
Materiais Papel
Polimeros
Tecidos
Tratamento de couro
Quimica Biocatdlise
Compostos organicos O

Elaborada com base em Van Beilen e Li, 2002.



Enzimas podem ser de origem
vegetal, animal ou microbiana,
porém sua obtengao por rota
microbiana constitui a fonte
mais interessante de enzimas
industriais.

Atualmente, enzimas
microbianas vém sendo
obtidas por processos mais
facilmente escalonéveis, com
maior rendimento,
apresentam alta atividade
enzimdtica e sao adaptadas a
extremos de pH e temperatura
— compativeis com processos
industriais especificos.

Técnicas avangadas de
imobilizagdo enzimatica tém
permitido aumentar a vida
ttil e viabilizar o reciclo dos
biocatalisadores, tornando
05 processos enzimaticos
€conomicamente mais viaveis.

|r3dt]strias de alimentos, de
fagao, de papel, de couro, téxtil
€2 agricultura sao atividades
3propriadas a tecnologia
enzimdtica, pois seus produtos
COnsistem em biomoléculas
que sao produzidas,
*gradadas ou modificadas
POr processos enzimaticos.
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A grande heterogeneidade de aplicagoes estd direta-
mente relacionada a diversidade funcional das enzimas,
que podem ser de origem vegetal, animal ou microbiana.
No entanto, a obtengio de enzimas por rota microbiana
constitui a fonte mais interessante de enzimas industriais,
por diversas razdes, tais como: possibilidade de producio
em larga escala com elevado grau de pureza; obtencio
de alto rendimento e alta produtividade a partir da
otimizacdo das condi¢des dos processos fermentativos;
independéncia de condigdes climéticas (sazonalidade) e
gasto reduzido no uso de matérias-primas - uma vez que é
Possivel a utilizagdo de subprodutos como substrato para
0s processos fermentativos, sobretudo, residuos agroin-
dustriais. Adicionalmente, os avangos de ferramentas
modernas de biologia molecular e engenharia genética,
bioinformatica, expressio heter6loga de proteinas, entre
outras, tém contribuido significativamente para o aumen-
to da produtividade de enzimas microbianas, resultando
em processos mais facilmente escalonéaveis, com maior
rendimento, alta atividade enzimatica e caracteristicas
particulares de atividade em fatores extremos de pHe
temperatura - compativeis com processos industriais
especificos. As recentes ferramentas de metabolémica,
protedmica, metagenOmica, além de outras “Omicas”,
tém abordado questdes relacionadas ao metabolismo
microbiano, permitindo a compreensio da biossintese
de enzimas de forma mais especifica. Além disso, téc-
nicas avan¢adas de imobiliza¢do enzimitica também
tém permitido aumentar a vida util e viabilizar o reciclo
desses biocatalisadores, tornando os processos enzimé-
ticos economicamente mais viaveis. Algumas aplicag¢ées
enzimadticas estdo listadas na Tabela 1.2.

Destaca-se que as industrias de alimentos, de racio, de
papel, de couro, téxtil e a agricultura sdo bem apropriadas
a tecnologia enzimatica, uma vez que seus respectivos
produtos consistem em biomoléculas, que sdo produzidas,
degradadas ou modificadas por processos enzimaticos
(Figura 1.1).
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Tabela 1.2 Recentes avancos na tecnologia enzimatica -i

mpacto nas aplicacdes,

i

Adaptagéo de tecnologias a Sintese de isomeros especificos (composto ativo) em
novas legislacoes farmacos

Organismos modificados geneticamente
Redugdo da polui¢ao ambiental

Biocatalise combinatdria Polimerizagao enzimatica

Glicosilagdo de compostos bioativos
Bioeletrocatalise Biossensores, biorreatores e células de biocombustivel
Determinacdo da estrutura Determinagdo estrutural e da localizacao de sitios ativo e
proteica alostéricos

Engenharia de bioprocesso Resolugao cinética dinamica
Biocatalise industrial

Técnicas de protecao de grupos por processos enzimaticos
Engenharia enzimética Evolugdo direta para aumentar a enantiosseletividade
Biocatalise

Novas atividades enzimaticas por modificagdo quimica

Enzimas artificiais

Engenharia metabdlica Metabélitos como substancias quimicas industriais

Genoma funcional Descoberta de enzimas
Genoma ligado a atividade enzimatica

Genoma de enzimas baseado na descoberta de substancias
ativas

Métodos de processamento Descoberta de enzimas e aumento de sua atividade

Enzimas imobilizadas

Métodos de screening

Andlise global das atividades de proteinas
Fermentacao sélida continua

Purificaio de proteinas

Produco e purificacdo de
proteinas

Novos desenvolvimentos em biosseparacdo
Elaborada com base em Van Beilen e Li, 2002,

o

As enzimas sio catalisadores bioldgicos que apr esentamm

Caracteristicas de atuagio extremamente importantes, uma
vez que:

« Podem am?.r em condi¢des amenas de reagao (temperd”
tura, pressio e pH neutro)
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Glicanases
(EC3.2.1.6)

Dextranases
(EC3.2.1.11)

Amilases (EC 3.2.1.1)
+ glicomilases

(amiloglicosidases)

Celulases
(EC 3.2.1.4)

g [ Acidos
ectinas " | galacturénicos

Peptideos e
aminoacidos

Proteases
(EC 3.4.22)

' Acidos graxos
e glicerol

Lipases
(EC 3.1.1)

Pectinases
B (EC 3.2.1)
Figura 1.1 Macromoléculas hidrolisadas por enzimas utilizadas na industria de alimentos. A. Polissa-
carideos (carboidratos). B. Proteinas, lipideos e 4cidos nucleicos. Adaptada de Wiseman et al., 1998.

Tém alta especificidade (regiosseletividade, seletividade
de substrato, seletividade de grupo funcional e estereos-

seletividade)
Como catalisadores biolégicos, o Proporcionam um ambiente reacional nio agressivo ao
enzimas apresentam as meio ambiente
seguintes caracteristicas

importantes: atuam em
condigées amenas de reagdo;
tém alta especificidade; sio
ambientalmente amigaveis,
com alta eficiéncia catalitica.

« Apresentam alta eficiéncia catalitica.

Essas caracteristicas sdo importantes quando comparadas
aos métodos quimicos de sintese organica e de processos
industriais ndo enzimaticos. Considerando tudo isso, nio
surpreende que a quantidade de aplicagbes comerciais de
enzimas venha crescendo a cada ano.

Classificacdo e nomenclatura

Embora existam diversas propostas de sistematizacio de
enzimas com base na natureza quimica do substrato (car-
boidratos, proteinas, nucleotidios) ou na estrutura quimica
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A Enzyme Commission (EC)
recomenda duas formas de
nomenclatura de enzimas:
uma sistematica e outra trivial
— composta por nomes que ja
vinham sendo usados.

da enzima (flavoproteinas, hemoproteinas), as formas majs
comuns para designar as enzimas consistem em descrever ,
classificacdo (p. ex., EC 1.2.1.3) e/ou nomear o substrato e
natureza da reagio (p. ex., aldeido desidrogenase).

Em 1955, durante o International Congress of Biochem-
istry realizado em Bruxelas (Bélgica), criou-se a primeira En.
zyme Commission (EC), que, por sua vez, recomendou em sug
primeira publicagio, de 1961, duas nomenclaturas de enzimas,
uma sistematica (de acordo com regras claras e definidas) e ou-
tra trivial (mais subjetiva e de maior conveniéncia — nomes que
j4 vinham sendo usados). Atualmente, a EC € organizada pela
International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB, 2018), sendo que a versio impressa mais recente da
sistematizacio de enzimas data de 1992 (NC-TUBMB, 2018)
e vem sendo atualizada por meio de suplementos publicados
on-line (em 2018 foi aprovado o suplemento 24).! Além disso,
a propria EC disponibiliza as instrugdes para a sistematizagao
de novas enzimas, visto que uma sutil alteragao na sequéncia

de aminoacidos pode ser suficiente para alterar a atividade ou
a especificidade de uma enzima.

Ha trés principios gerais para a designagio de enzimas:
(a) a nomenclatura de enzimas, especialmente aquelas com
o sufixo “-ase’, deve ser utilizada apenas para entidades
cataliticas Unicas, ou seja, ndo deve ser aplicada a sistemas
contendo mais de um agente catalitico; (b) a classificagao
e a nomenclatura das enzimas deve estar relacionada 3
rea¢do de catalise; e (c) as enzimas devem ser ag.{,rupad?-s
em fun¢ao da reagio catalitica e do substrato da reagao, de
modo a fornecer uma base para o nome individual de cada
enzima. Esses principios também devem ser empregados
para classificagdo e codificagio numérica das enzimas.

Os c6digos numéricos da sistematizagio de enzimas usam
o prefixo EC e contém 4 elementos (algarismos) que indicam
a classe, a subclasse, a subsubclasse e 0 nimero de série.

» O primeiro elemento indica a classe da enzima; dentré
as seis principais divisoes

IMonnanivel am chttn//arurae ches ~oacd o . T s 1



.................................

As enzimas sao divididas
em 6 classes, de acordo com
as reagdes que catalisam:
oxidorredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases
e ligases.
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* O segundo elemento indica a subclasse
* O terceiro elemento indica a subsubclasse

* O quarto elemento indica o niimero de série (ntimero
sequencial) da enzima em sua subsubclasse.

Logo, o primeiro elemento ser4 definido de acordo com
uma das 6 seguintes classes:

* Classe 1 - oxidorredutases: enzimas que catalisam reagdes
de oxidorredugio; oxidam e reduzem substratos pela
transferéncia de hidrogénio, oxigénio ou elétrons |

» Classe 2 - transferases: enzimas que catalisam a transfe-
réncia de grupos, por exemplo, metil ou glicosil, de uma
molécula doadora para uma molécula aceptora

 Classe 3 - hidrolases: enzimas que catalisam a cliva-
gem hidrolitica de C-O, C-N, C-C e outras liga¢des co-
valentes

o Classe 4 - liases: enzimas que catalisam a clivagem de
C-C, C-O, C-N e outras ligagdes covalentes por elimi-
nagio, levando assim a formagdo de ligag6es duplas e/ou
de estruturas ciclicas

o Classe 5 - isomerases: enzimas que catalisam altera¢des
(rearranjos) geométricas ou estruturais em uma molé-
cula, isto é, promovem a isomeriza¢do do substrato. De
acordo com o tipo de isomeria catalisada, essas enzimas
podem ser denominadas de racemases, epimerases,
cis-trans-isomerases, tautomerases, mutases ou cicloi-

somerases

« Classe 6 - ligases: enzimas que catalisam a ligagio (unido)
de duas moléculas pela formagio de liga¢oes covalentes.
Essa catdlise é vinculada a hidrélise da ligagio fosfato em
moléculas como adenosina trifosfato (ATP) ou guanosina
trifosfato (GTP).

Nas Tabelas 1.3 a 1.8 encontra-se, de forma mais deta-
lhada, a classificagdo das enzimas segundo suas subclasses
(segundo elemento).
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Tabela 1.3 Subclasse das oxidorredutases — classe EC 1.

Atua sobre grupos doadores de CH-OH (4lcool — aldeido)
Atua sobre grupos doadores de aldeido ou oxo (aldeido aromético — aromtico)

Atua em grupos doadores de CH-CH (5,6-diaminouracila — uracila)

| Atua em grupos doadores CH-NH, (alanina — piruvato)

| Atwaem grupos doadores de CH-NH

i (L-prolina — acido 1-pirrolino-5-carboxilico)

Atua em NADH ou NADPH (NADPH — NADP*)

. Atua em outros compostos nitrogenados como doador (nitrito — nitrato)
. Atua em grupos sulfurados (enxofre) como doador (sulfato de hidrogénio — sufito)

~ Atua no grupo doadores heme (ferrocitocromo ¢ —> ferricitocromo c)

Atua em difendis e substancias relacionadas (catecol — benzoquinona)

, " - Atua em perdxido como aceptor (dcido graxo + H,0, — dcido graxo
~hidroxilado)

Atua em hidrogénio como doador (H* + NAD* — NADH)

13 . Atua em doadores singulares (ndo emparelhados) com a incorporagdo de
s oxigénio molecular (p. ex., catecol + 0, — dis, cis-muconato)

Atua em doadores emparelhados com a incorporagao ou redugdo de oxigénio
_ molecular (timina + 2-oxoglutarato + 0, — 5-hidroximetiluracil + succinato)

1 Atua como aceptor em superdxidos (2 superéxido + 2 H* — 0, + H,0)

Oxida ions metdlicos (Hg + NADP* + H* — Hg?* + NADPH)

- Atua em grupos CH ou CH, (formiato + NAD* — €0, + NADH)

Atua em proteinas ferro-enxofre como doador (rubredoxina reduzida —
rubredoxina oxidada)

Atua na reducdo de flavodoxina como doador (flavodoxina reduzida —

. flavodoxina oxidada)

Atua em doadores de fosforo e arsénio (4cido fosfonico — fosfato)

. Atuaem reagdes de X-H + Y-H = X-Y (acetilfosfato + dissulfureto de tiorredoxina
| NH,* +H,0 — glicina + fosfato + tiorredoxina)

Atua em halogénios como doador (NAD* ou NADP*, como aceptor)

| Redugao de grupos C-0-C como aceptor (NADH ou NADPH, como doador)

Outras oxidorredutases (aceptor reduzido + i
P clorato — aceptor + dlorito)

Adaptada de BNC, 2018.
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Tabela 1.4 Subclasse das transferases - classe EC 2.

|%M Trans_feréncua de um grupo carbonico (arginina + glicina — ornitina +
|l guanidinoacetato)
R 22 . Transferéncia de grupos aldeidos ou cetdnicos (piruvato —s acetolactato)
- EC23 Aciltransferases (acetil-CoA + L-glutamato — CoA + w-acetil- L-glutamato
| EC2.4 Glicosiltransferases (2 glicose fosfatada — maltose + 2 fosfato)
- EC25 Transferem grupos alquila ou arila, outros grupos = metil (RX + glutationa —
: HX + R-S-glutationa)
EC2.6 Transferéncia de grupos nitrogenados (aspartato + oxoglutarato —
oxaloacetato + glutamato)
EC2.7 Transferéncia de grupos contendo fdsforo (ATP + glicose — ADP + glicose
fosfatada)
- EC28  Transferéncia de grupos contendo enxofre (tiossulfato + cianeto — sulfito +
; tiocianato)
EC2.9 Transferéncia de grupos contendo selénio (L-seril-tRNA + selenofosfato —

. -selenocisteinil-tRNA + fosfato)

EC2.10 | Transferéncia de grupos contendo molibdénio ou tungsténio (adenilil-
’ molibdopterina + molibdato — cofator de molibdeno + AMP + H,0)

Adaptada de BNC, 2018.

Tabela 1.5 Subclasse das hidrolases - classe EC 3.

EC3.1 Atua em ligagdes éster (éster carboxilico — dlcool + carboxilato)

K32 Glicosilases (amido — maltose)

EC33 Atua em ligacoes éter (s-adenosil-homocisteina — homodisteina + adenosina)
| EC3.4 Atua em ligagdes peptidicas (peptidases)

| EC35 Atua em ligages carbono-nitrogénio e outras ligagoes = ligagdes peptidicas
~ (asparagina — aspartato)

ﬁ( 3.6 " Atua em ligagdes anidridos contendo fésforo (difosfato — 2 fosfato)

E EC 3.7 Atua em ligagdes carbono-carbono (oxaloacetato — oxalato + acet'ato)

] EE 38 Atua em ligagdes de halogénios (bromo-cloro-metano —> formaldeido +

| brometo + cloreto) :

EEC3.9 Atua em ligagoes fosforo-nitrogénio (creatina fosfatada — creatina + fosfato)

m ligages enxofre-nitrogénio (sulfo-glicosamina —> glicosamina + sulfato)

- EC3.10 Atuae '
: —fosforo (fosfonoacetaldeido + H,0)—

CEC3.1 Atua em ligagdes de carbono
| acetaldeido + fosfato)
EC3.12 Atua em ligagoes enxofre-enxofre (tritionato — tiossulfato + sulfato)

K. fre (dissulfeto de carbono + H,0 — sulfeto

- EC3.13 Atua em ligagdes de carbono-enxo

de hidrogénio + C0,)

Adaptada de BNC, 2018.
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Tabela 1.6 Subclasse das liases - classe EC 4.
| Ligagéo carbono-carbono (o¥o-carboxilato — aldeido)

| Ligagdo carbono-oxigénio (H,C0,—(0,+ H,0)
Ligagdo carbono-nitrogénio (aspartato — fumarato + NH,)

Ligagdo carbono-enxofre (cisteina + sulfito — isteato + sulfeto de hidrogénio)

- Ligagdo carbono-halogénios (alanina clorada — piruvato + cloreto + NH,)
Ligagdo fésforo-oxigénio

(ATP — AMP)
Outras liases (protoporfirina IX + Fe*?— Heme B+ H)

Adaptada de BNC, 2018.

Tabela 1.7 Subclasse das isomerases — classe EC5.

~  Racemases e epimerases (L-alanina — p-alanina)

Cis-trans-isomerases (malato — fumarato)
lsomerases intramoleculares (gliceraldeido fosfatado —> fosfato de glicerona)

Transferases intramoleculares (mutases) (2-lisolecitina — 3-lisoleitina)
Liases intramoleculares (chalcona — flavona)

- Outras isomerases (benzil-isotiocianato — benzil tiocianato) i

Adaptada de BNC, 2018.

Tabela 1.8 Subclasse das ligases - classe EC 6.
Formagdo de ligagdes entre carbono e oxigénio (ATP + glicina + tRNA — AMP+
difosfato + glicil-tRNA)

zorAr;lagéo de ligagdes C-S (ATP + acetato + CoA — AMP + difosfato + acetil-
0

Formagdo de ligages C-N (ATP + aspartato + NH, — AMP + difosfato +
asparagina)

Formagdo de ligades C-C (ATP + piruvato + HC,” —> ADP + fosfato +
oxaloacetato)

Formagdo de ligagdes éster fosforico [(ribonucleotideo) -3'-fosfato + 5-hidroxi-
! (ribonucleotideo) + GTP —» (ribonucleotideo) ,_+ GMP -+ difosfato]

_F:ngm i;::gasfwz entre nitrogénio e metais (ATP + protoporfirina IX + Mg’
- —> ADP + fosfato + Mg-prot
g-protoporfirina IX + H*) G e

Adaptada de BNC, 2018.
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Mercado econdmico de enzimas e oportunidades

Biocatalisadores enzimaticos
530 alternativas mais “verdes”
a sintese quimica. Cerca de
40% dos processos quimicos
prejudiciais a0 meio ambiente
poderiam ser substituidos por
sistemas enzimaticos.

0 mercado de enzimas

industriais movimentou

US$ 8 bilhdes em 2017.

Grandes empresas

concorrem entre Si na
sintese de biocatalisadores
com diferentes atividades
especificas e desempenhos.

Atualmente, existe uma grande demanda por biocatali-
sadores enzimdticos que apresentem alto desempenho de
processo e que sejam alternativas mais “verdes” a sintese
quimica. Neste sentido, estima-se que 40% dos processos
que hoje exigem o uso de solventes quimicos potencialmente
prejudiciais a0 meio ambiente poderiam ser substituidos
por sistemas enzimdticos. Diante desse quadro, explica-se
o interesse pela busca de novas enzimas, bem como pelo
melhoramento no desempenho dos sistemas enziméticos
ja utilizados, e justifica-se a evolugdo no faturamento desse
setor nos ultimos anos.

Em 2004 o faturamento do mercado de enzimas indus-
triais movimentou US$ 2,3 bilhoes e foi previsto um cresci-
mento de 5,7% ao ano até 2014, em valor transacionado, e
até entao estimava-se que esse mercado pudesse atingir US$
4 bilhdes. Entretanto, seu faturamento superou a expectativa
e atingiu US$ 5 e 8 bilhoes, respectivamente, em 2015 € 2017.

O mercado global de enzimas industriais atualmente é
dominado por trés empresas multinacionais: Novozymes
(Dinamarca), DSM (Holanda) e DuPont (EUA), esta ul-
tima, ap0s adquirir participagdo majoritaria na Danisco
e sua divisio Genencor. Essas empresas concorrem entre
si na sintese de biocatalisadores com diferentes atividades
especificas e desempenhos, bem como pelo uso de direitos
de propriedade intelectual, pela capacidade de inovar, entre
outros fatores. De acordo com o relatério anual de 2017,
produzido pela Novozymes (que detém 48% do mercado
global de producdo de enzimas), quatro das suas cinco
divisoes cresceram nesse ano. Os principais segmentos
que contribuiram para esse desempenho foram “alimentos
e bebidas” e “bioenergia’, enquanto as vendas do setor de
“agricultura e raao animal” diminuiram, como um reflexo
do setor agricola, que perdeu forca no mundo neste mesmo
periodo, de forma geral. A Figura 1.2 representa o consumo
de enzimas industriais por conjunto de paises no mundo

em 2017.
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Ameérica do Norte
34%

Europa, Africa
e Oriente Médio
36%

Figura 1.2 Consumo de enzimas industriais por conjunto de paises em 2017. Adaptada de Winther

2017.

Os principais setores
consumidores de enzimas
industriais sao, em ordem

decrescente: “cuidados
domésticos e detergentes’,
“alimentos e bebidas’,
“bioenergia” e “agricultura e
racao animal”.

.................................

0 mercado de enzimas divide-se
em: enzimas industriais
(60%) e enzimas especiais —
terapéuticas, para diagndstico,
para quimica quiral e para
pesquisa (40%).

.................................

As proteases representam cerca
de 60% do mercado global de
enzimas industriais: peptidases
alcalinas > tripsinas > reninas
> outras peptidases.

Vale destacar que o crescimento orgéanico global, isto
é, o crescimento em razdo do aumento da sua produgioe
vendas, do volume de enzimas industriais comercializadas
pela Novozymes, em 2017, situou-se entre 4 e 6%, com
exce¢do da América Latina, que apresentou queda de 1%
para esse mesmo periodo, impactado, sobretudo, pela cri-
se no agronegocio. Os setores de “cuidados domésticos
detergentes”; “alimentos e bebidas”; “bioenergia’, “agricul
tura e ragdo animal”; e “enzimas técnicas e farmacéuticas’
representaram, respectivamente, 32, 28, 18, 15 e 7% das
vendas, ressaltando-se que enquanto as dreas de “alimentos
e bebidas” e “bioenergia” apresentaram um crescimento
organico de vendas de 9 e 11%, nessa ordem, o setor de
“agricultura e ra¢do animal” expressou um crescimento
organico de -3%.

O mercado de enzimas pode ser classificado em dois
grandes grupos: (a) enzimas industriais (enzimas técnicas
enzimas para industria de alimentos e enzimas para ragao
animal) e (b) enzimas especiais (enzimas terapéuticas,
enzimas para diagnéstico, enzimas para quimica quiral €
enzimas para pesquisa). Hoje, as enzimas de uso industrial
representam 60% do mercado mundial. As peptidases con-
figuram um dos grupos mais importantes de enzimas apli-
cadas em diferentes processos industriais e representam
cerca de 60% do mercado global de enzimas industriais



A aplicacdo industrial de
algumas enzimas é invidvel
por: baixa produtividade,
perda de atividade no
armazenamento, baixa
atividade em temperaturas e
solventes organicos especificos.

As dificuldades podem ser
superadas por: pesquisa em
screening de enzimas de
microrganismos extremdfilos,
aumento de rendimento
usando engenharia genética e
imobilizagao de enzimas.
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correspondendo a: peptidases alcalinas (25%), tripsinas
(3%), reninas (10%) e outras peptidases (21%).

As enzimas sio os (bio)catalisadores mais proficientes,
especialmente em relagdo aos catalisadores quimicos. No en-
tanto, mesmo apresentando alto poder catalitico, a aplicagdo
de certas enzimas em escala industrial nio é vi4vel em virtude
de problemas de robustez de produgio, armazenamento (per-
da de atividade), baixa atividade catalitica em determinadas
temperaturas e solventes organicos, entre outros. A fim de
Superar essas questdes, as principais estratégias consistem em:
screening de enzimas a partir de microrganismos do dominio
Archaea (grande parte é extreméfila), utilizacio de ferramen-
tas de engenharia genética (aumentando o rendimento e/ou a
produtividade de produtos génicos-alvo, tais como a expres-
sao0 acentuada de genes que codificam enzimas de interesse
industrial), desenvolvimento de técnicas de imobilizacio
enzimdtica, entre outros. Logo, h4 intimeras oportunidades
de pesquisa e desenvolvimento em enzimologia, que faz
com que haja uma tendéncia natural de crescimento desse
mercado, seja pela redugio dos custos de producio, seja pelo

surgimento de novas 4reas de aplicagdo ou pela descoberta
de novas enzimas.

Schmid et al. (2001) sinalizaram, em sua revisio, que
empresas como BASE, DSM e Lonza objetivavam, cada vez
mais, substituir processos quimicos por biotecnolégicos,
utilizando enzimas ou microrganismos. Dessa maneira,
essas empresas precisam adequar seus processos industriais
a utilizagao de enzimas ou microrganismos que apresentem
altos rendimentos e produtos de ficil recuperacio, aliados,
ainda, 4 redugdo de custos. Essa adequagio a um processo
novo pode ser monitorada pelo ciclo do biocatalisador,
ilustrado na Figura 1.3.

Oportunidades e aplicagoes das enzimas na

industria de alimentos

Na industria de alimentos, as enzimas podem ser uti-
lizadas em todas as etapas de produgao, isto ¢, desde a
matéria-prima até o produto final. Contudo, embora as
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Econémico/integragéo
Patente/legislagéo
Opinido publica

Recuperagéo °
de produto

Downstream

Recuperagéo
in situ

Estabilidade

*Biocatalisador

Produgdode Y ([ or

biqcatalisador

Condigdes

Imobilizagéo
de reagdo

{ Regeneragdo Fonte de carbono Célula [ Sequéncia,
do cofator Método apés modificada estruturae
produgéo: modelagem
Purificagédo \
Sistemas Formulagédo Processo de
multifasicos Estocagem engenharia

Enzima
metabdlica

Figura 1.3 Ciclo do biocatalisador. Adaptada de Schmid et al., 2001; Van Beilene Lj, 2002

................................. . . . . . ene.
Na indilstria de alimentos, as enzimas sejam os catalisadores mais eficientes paralf -
enzimas podem ser utilizadas ficiamento e fabricacio de diversos produtos alimen’”

jmolsssaie | apenss uma modesta quantidade € utiliada en 8
{ . . 1 es.
mais aplicadas hidrolases escala neste setor, a maioria da classe das hidegs ilases
como: amilases, proteases e guns exemplos das enzimas mais utilizadas s20: amie”
RO (a-amilase e glicoamilase), peptidases (papaind s
lina, renina e pepsina), pectinases e glicose-lsomz 0
ta I

Embora outras enzimas possam ser citadas n€S¢ " 4,
e sejam de uso corriqueiro na produgio de alimento,s' ef0
é um valor discreto, quando se leva em conta © ™ ., e
de enzimas ja estudadas. Assim sendo, 2 inddst”
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alimentos ainda pode ser extremamente favorecida com
a diversidade de fontes, aplicagées e com a expansio da
tecnologia enzimética em processamento de frutas e sucos,

0s principais campos de .
expansdo da tecnologia carnes e peixes, vinhos, cerveja, panificagio e confeitaria,
ek o R A 0 produgio de laticinios, hidrélise do amido e celulose, bem

estarao em: sucos, carnes
e peixes, vinhos, cervejas,
panificagdo e confeitaria,
produgao de laticinios,
hidrélise do amido e celulose,
bem como na produgdo de
ingredientes funcionais.

como na produgio de ingredientes e alimentos funcionais,
como prebiéticos e peptideos bioativos. As Tabelas 1.9 e
1.10 ilustram a atuagéo e a aplicagdo de enzimas de origem
vegetal/animal e microbiana, respectivamente, na industria
de alimentos.

Tabela 1.9 Enzimas provenientes de animais e plantas utilizadas na fabricacao de alimentos.

o-amilase Sementes de cereais Hidrolise do amido Panificagao; maltagem
(trigo, cevada)
B-amilase Batata-doce Hidrélise do amido Producdo de xaropes de alto
teor de maltose
Bromelina Abacaxi (Ananas sp.) Hidrélise de proteinas  Tenderizacao de carnes
Lipase/esterase Esofago de caprinos e Hidrélise de Realce do sabor em queijos;
ovinos; abomaso de triglicerideos modificacao da fun¢ao de
bezerro; pancreas de suino lipideos por interesterificagao
Lipo-oxigenase ~ Soja Oxidagao de acidos Melhoria da massa do pao
graxos insaturados na
farinha
Lisozima (lara de ovo Hidrdlise de Prevencdo do crescimento de
polissacarideos da (lostridium tyrobutyricum em
parede celular de queijos maturados
bactérias
Papaina Litex dos frutos verdesde  Hidrolise de proteinas  Tenderizacao de cames;
mamdo (Carica papaya) prevengao de turbidez em
cerveja
Pepsina Abomaso de bovinos Hidrélise da caseina Coagulagdo (atuagdo
secunddria) das caseinas paraa
produgdo de queijos; presente
com a quimosina como parte
do coalho
Quimosina Abomaso de bezerro Hidrolise de «-casefna  Coagulagdo das caseinas para a
(coalho) produgdo de queljos
Tiidins Bovina/suina Hidrdlise da proteina  Produgdo de hidrolisados para
P diversos usos

Adaptada de Food Ingredients Brasil, 2011.
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Tabela 1.10 Enzimas produzidas por rota microbiana e utilizadas na fﬁ'cv!bricar’célg‘ cje alimentg,

 Enzima

o-amilase

B-galactosidase
(lactase)

B-glicanase

Amiloglicosidase
Aminopeptidase
(atalase
Celulase
Cidodextrina-

glicanotransferase

Glicose isomerase

Glicose oxidase

Hemicelulose e
xilanase

Lipase e esterase

Fonte

Aspergillus spp.; Bacillus
spp.; Microbacterium
imperiale

Aspergillus spp.
Kluyveromyces spp.

Aspergillus spp.; Bacillus
subtilis

Aspergillus niger; Rhizopus
spp.

Lactococcus lactis;
Aspergillus spp.; Rhizopus
oryzae

Aspergillus niger,
Micrococcus luteus

Aspergillus niger,
Trichoderma spp.
Bacillus spp.

Actinoplanes missouriensis;
Bacillus coagulans;
Streptomyces lividans;
Streptomyces rubiginosus
Aspergillus niger;
Penicillium chrysogenum

Aspergillus spp.; Bacillus
subtilis; Trichoderma
reesei

Aspergillus spp.; Candida
spp.; Rhizomucor miehei;
Penicillium roqueforti:
Rhizopus spp.; Bacillys
subtilis

Atuagdo
Hidrdlise de amido na farinha
de trigo

Hidrélise da lactose do leite e do
soro de queijo

Hidrélise de B-glicanas em
mosto de cerveja

Hidrdlise de dextrina em glicose
(sacarificagdo)

Libera aminodcidos a partir

do N-terminal de proteinas e
peptideos

Decompde o perdxido de
hidrogénio em dgua e oxigénio
Hidrdlise da celulose

Sintetiza ciclodextrinas a partir
de dextrina

Converte glicose em frutose

Oxida glicose em dcido gliconico

Hidrdlise da hemicelulose

Hidrdlise e sintese de ésteres de
dcidos graxos

* Aplicagio em alimengyq

Aumento do volyme do péoh

s

n

Produtos para intolerantes

a lactose; redugo da
cristalizagao em sorvetes;
melhoria da funcionaliade do
concentrado proteico de soro;
fabricacio de lactulose e ge I
galactoligossacarideos

Melhoria da filtragdo, Prevenciy
de turbidez em cervejas

Produgdo de xarope de milho gy
alto teor de frutose; produio e
cervejas light

Reduz 0 amargor de hidrolisados
acelera a maturagdo de queijos

Tecnologia de remogdo de oxigénio
de embalagens, combinada com
glicose oxidase

Liquefagao da parede celular de
frutas na produgdo de sucos

Ciclodextrinas sao
microencapsulantes de grau
alimenticio para corantes,
saborizantes e vitaminas

Produggo de xarope de milho o
alto teor de frutose

Remogéo de oxigénio de
embalagens de alimentos: i
remogao da glicose da dar@ ded
para evitar 0 escurecimento

Melhoria da estrutura 0 miolo
de pao

Realce do sabor em queiiOlSj »
modificagdo da funge0 qeelfe e
por interesterificagad; sint

ésteres de aromas

(ot
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Tabela 1. 10 Enzumas produzidas por rota microbiana e utilizadas na fabrlcagao de alimentos. (Continuagdo)

N o e S,

= W T I BN T Y g g VTR VT iR Bk |
gima Fonte O i ' Aplicagaoemalimentos
Pectinases ASP?’?"”"S SPP-; Hidrélise da pectina Extragdo e clanﬁcagao de sucos
(pectinestearase @ Penicillium funiculosum de frutas
poligalacturonase)
Pululanase Bacillus spp.; Klebsiella Hidrdlise das ramificaes na Melhoria da eficiéncia da
Spp. estrutura do amido sacarificagao do amido
Protease Aspergillus spp.; Hidrdlise e protefnas Coagulagdo do leite para
Rhizomucor miehei; fabricagdo de queijos; produgao
Cryphonectria parasitica; de hidrolisados para sopas e
Penicillium citrinum; alimentos salgados; melhoria da
Rhizopus niveus; Bacillus massa do pdo

spp.

Adaptada de Food Ingredients Brasil, 2011.

A maioria dos microrganismos
ainda nao € conhecida ou
passivel de ser cultivada em
laboratdrio. Apenas cerca
de 1% das bactérias e virus
e menos de 5% dos fungos
sao cultivaveis por técnicas
dassicas.

Estudos que visem ao
desenvolvimento de novas
formas de cultura microbiana,
adescoberta de novas enzimas
a partir do conhecimento do
Metagenoma e 3 melhoria
do desempenho por meio de
métodos de evolugao dirigida
tendem a aumentar nos
préximos anos.

Ressalta-se que, embora a maior parte da produgio em
escala industrial de enzimas seja de origem microbiana,
estima-se que a maioria dos microrganismos ainda nio
seja conhecida ou passivel de ser cultivada em laboratério.
Pressupde-se que cerca de 1% das bactérias e virus e menos
de 5% dos fungos sejam cultivaveis por técnicas classicas.
Assim, ferramentas moleculares inovadoras que indepen-
dam do cultivo e/ou isolamento, tais como aquelas que se
baseiam em extragdo direta de 4cidos nucleicos de uma
amostra, combinada a técnicas de clonagem e sequencia-
mento, tornam possivel avaliar o potencial enzimatico de
consorcios microbianos até entio desconhecidos. Estudos
que visem ao desenvolvimento de novas formas de cultura
microbiana, 4 descoberta de novas enzimas a partir do co-
nhecimento do genoma dos organismos (metagenoma) e a
melhoria do desempenho desses biocatalisadores por meio
de métodos de evolugio dirigida (alternativa no campo da
engenharia genética de enzimas para aprimorar suas pro-
priedades funcionais) se revestem de interesse cientifico e
industrial e tendem a aumentar nos pr6ximos anos.

Consideragoes finais

Os dados apresentados neste capitulo demonstram a
importancia, o tamanho e a forca do mercado de produgio
de enzimas no mundo e justificam o interesse, percebido



18 Bioquimica de Alimentos | Teoria e Aplicagdes Praticas

No Brasil, 0 avanco da
tecnologia enzimatica é
beneficiado pela variedade
e abundanda de matérias-
primas renovaveis a serem
transformadas, por enzimas,
em produtos de alto valor
agregado.

Na indstria de alimentos,

a utilizagao de enzimas é
essencial para a obtengao de
novos produtos, a modificagao
de ingredientes e a formagao
de compostos altamente
desejaveis

Algumas enzimas podem
depreciar a qualidade do
alimento natural durante
0 processamento e
armazenamento, por isso
devem ser adequadamente
controladas.

nos ultimos anos, em pesquisa e inovagdo ness, dre
Complementarmente, destaca-se que as forcas nortegg,
ras que estimulam o desenvolvimento e a promogig deste
segmento incluem as exigéncias de uma sociedade Majg
consciente, que busca por novas rotas tecnoldgicas e pelo
uso de produtos ambientalmente corretos.

No Brasil, o avango da tecnologia enzimética é pote;.
cialmente beneficiado pela extensa variedade e abundang,
de matérias-primas renovaveis, passiveis de serem trap.
formadas, por via enzimdtica, em produtos de alto valy
agregado para setores estratégicos da economia. Uma dg
formas propostas de alcangar esse objetivo é pela utilizagio
de substratos de baixo custo para a produgio de enzimas
microbianas, uma vez que se estima que os substratos
sintéticos cldssicos possam representar de forma geral
cerca de 30 a 40% do total de custos em processos fermen-
tativos. Dentre esses substratos alternativos, os residuos
agroindustriais apresentam um excelente potencial de
utilizacio, uma vez que, além de contribuir para reduzir
os custos desse processo, minimizam o impacto ambien-
tal. Além disso, existe também no pais o conhecimento
de tecnologias para sintese de enzimas em larga escala e
para a otimiza¢do desses processos, bem como a maior
biodiversidade do mundo como fonte para screening de
novos biocatalisadores.

Na indistria de alimentos, mais especificamente, 2 utili-
zag@o de enzimas é essencial para a obtengio de novos pro-
dutos, modificado de ingredientes, formagio de compostos
altamente desejéveis, entre outros. Vale destacar que aagdo
de algumas enzimas nos alimentos também pode ocasiondl
consequéncias indesejéveis, depreciando sua qualidad&
As reagoes enzimiticas ocorrem nao somente no aliment0
natural mas também durante o seu processamento € armé”
zenamento, por isso devem ser controladas adequadamen’®
Neste contexto, este livro descreve as principais qlleSt‘.’es
referentes a aplicacio de enzimas em produtos alimenticios

= . 240 OS
e as reagdes enzimaticas que ocorrem naturalmente 7
alimentos.
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