Proteases: caracteristicas e aplicacao
em alimentos
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INTRODUCAO

e S0 também conhecidas como peptidases ou proteinases;
e Tem como principal funcao a hidrolise de proteinas;

e Estao envolvidas no processo de digestao, ativacao de enzimas e
no transporte de proteinas pelas membranas;

e Todas as proteases apresentam algum grau de especificidade em
relacao aos substratos;




Enzimas produzidas em escala comercial

e 759% sao hidrolases;

e Destas, 60% sao proteases;
\ 25% proteases alcalinas
v 10% quimiosina
\ 3% tripsina
v 21% outras proteases

e A industria de alimentos é a segunda maior consumidora de
proteases.



Hidrolise de proteinas

e Favorece a digestao e absorcao pelo organismo;

e Formacao de compostos responsaveis pelo aroma e textura
especificos;

e Proteases sao enzimas que pertencem ao grupo das Hidrolases;

o Catalisam a reacao de hidrolise das ligacoes peptidicas das
proteinas;

o Atividades também nas ligacoes éster e amida.



Acao das proteases
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Especificidade das Proteases

Hidrdlise limitada Hidrolise é intensa
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Classes de Proteases

Tabela 3.2 Classes de proteases.
(lasse Exemplo Aminodcidos do sitio ativo

Serina-protease Quimotripsina His", As.pm-?, Ser“f
Subtilisina Asp®, His®, Ser”

(isteina-protease  Papaina (ys®, His', Asp™®
Protease aspartica  Pepsina de Penicillium sp. Asp*, Asp*”
Metalo-protease Carboxipeptidase A bovina Zn, Glu?®, Try*®

Asp: dcido aspartico; Ser: serina; His: histidina; Cys: cisteina; Glu: glutamina; Try: triptofano; Zn: zinco.




Modo de acao das Proteases
As proteases sao classificadas pelo modo de acao pelo em dois grandes grupos:
e Exopeptidases (atuam nas extremidades da cadeia polipeptidica)

v Aminopeptidases
\ Carboxipeptidases

e Endopeptidases (agem nas ligagoes no interior da cadeia proteica)

Tabela 3 Classificacao de peptidases de acordo com o sitio ativo catalitico

Peptidases EC subclasses
Carboxipeptidases

Serina-carboxipeptidase 3416
Metalo-carboxipeptidase 3417
Cisteina-carboxipeptidase 3418
Endopeptidases

Serina-endopeptidase 3421
Cisteina-endopeptidase 3422
Aspartico-endopeptidase 3423
Metalo-endopeptidase 3424
Treonina-endopeptidase 3425
Endopeptidase com mecanismo catalitico desconhecido 3499

Fonte: Zanin e Moraes (2004)



¢ Exopeptidases

e Aminopeptidases

- Proteases que agem na extremidade N-terminal da cadeia polipeptidica;
- Liberam aminoacidos livres, dipeptideos ou tripeptideos.

e Carboxipeptidases

- Proteases que agem na extremidade C-terminal da cadeia polipeptidica;
- Liberam aminoacidos livres, dipeptideos ou tripeptideos.
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¢ Endopeptidases

Sao normalmente classificadas pela natureza quimica e por seu mecanismo
de acao em 4 grupos

e Serina-proteases (EC 3.4.21)

- Presenca do aminoacido serina no sitio ativo;
- Inibidas irreversivelmente:
*3,4-dicloroiscocumarina (3,4-DCI)
*Disopropilfluorofosfato (DFP)
*Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF)

- Exemplos: tripsina, gimotripsina e subtilisina.



o Cisteina-proteases ou proteases sulfidrilicas (EC 3.4.22)

- Apresentam em seu sitio ativo cisteina conjugada com histidina;

- Mais ativas em meios de pH neutro do que acido

- Ativadas na presenca de agentes oxidantes e substancia

- Reagem com grupo sulfidril, como p-cloromercuriobenzoato (PCMB)

- Exemplos: bromelina, ficina e papaina



e Proteases asparticas ou acidas (EC 3.4.23)

- Contém acido aspartico em seu sitio ativo;
- Inibidas por 1,2-epoxy-3-p-nitrofenoxipropano (EPNP) na presencga
de ions cobre;
- Maior atividade em pH baixo e maior afinidade por ligacoes que
envolvem aminoacidos apolares e aromaticos;
- Exemplos:

*Pepsina e a renina

*Proteases microbianas fungicas (géneros Aspergillus, Penicillium,

Rhizopus, Neurospora, Endothia e Rhizomucor)



o Metalo-Proteases (EC 3.4.24)

- Dependem de ions metalicos divalentes para sua atividade;

- Inibidas por agentes quelantes, como acido etilinodiaminotetracético
(EDTA)

Contém acido aspartico em seu sitio ativo;

- Inibidas por 1,2-epoxy-3-p-nitrofenoxipropano (EPNP) na presencca de
ions cobre;

- Maior atividade em pH baixo e maior afinidade por ligacoes que envolvem

aminoacidos apolares e aromaticos;



Fontes de proteases e principais caracteristicas

¢ Proteases Vegetais
e Muito empregadas na industria de alimentos;
e Consideradas seguras para consumo humano;
e Papaina, bromelina e ficina sao as mais importantes

(representam cerca de 5% do mercado mundial de proteases).




+ Papaina

o E uma cisteina-protease extraida do latex dos frutos do mamoeiro
(Carica papaya);
e Geralmente comercializada na forma de extrato bruto que contem:
* Papainas (QP-A)
* Quimopapaina (QP-B)
e Apresenta atividade proteolitica em valores de pH 5,0 a 9,0;

e Enzima permanece estavel até 90° C.




¢ Bromelina

o E uma cisteina-protease extraida do pendiinculo do fruto do
abacaxizeiro (Ananas comusus)

* Atividade otima pH 6,0 a 8,0

* Perda atividade > 70° C

USO:INTERNO 60 DOSES
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¢ Ficina

o Extraida do latex de diversas espécies do género Ficus;

* Apresenta maior atividade: pH 6,0 a 8,0

* Temperatura estavel até 60° C

* Baixa especificidade de substrato e hidrolisa ligacoes que envolve

diversos aminoacidos.




¢ Proteases Animais

As mais importantes comercialmente sao as proteases gastricas
(quimosina ou renina e pepsina) e as pancreaticas (tripsina e
quimotripsina);

¢ Quimosina ou renina

« E uma das proteases que apresenta maior valor para a indistria de
alimentos;

« E uma protease extraida do quarto estdmago (abomaso) de bezerros;

o Utilizada para elaboracdo de queijos. ma



¢ Proteases microbianas

o Sao excelentes fontes de enzimas em razao da grande diversidade
e producao em escala;

e No passado todas as enzimas comercializadas eram de origem
animal ou vegetal;

o Representam cerca de 40% do total utilizado no mercado de
enzimas.




¢+ Origem bacteriana

e A maior parte das proteases comerciais € produzida por bactérias dos
géneros Bacillus e Geobacillus.
e Proteases neutras:

* Ativas pH 5,0 a 8,0

* Baixa estabilidade térmica

* Preferéncia ligacoes hidrofobicas

e Proteases alcalinas:

*pH 8,0 a 11,0 — temperatura 50 a 60° C

* Baixa especificidade de substrato mais utilizadas na
industria de detergentes




¢ Origem fungica

o Uma unica espécie de fungo pode produzir diferentes proteases
(alcalinas, neutras e acidas);

o Extrato é obtido por fermentacao;
 Atividade proteolitica pH 4,0 a 11,0;
e Temperatura otima 40° C;

e Inativas a 50° C.




APLICACOES INDUSTRIAIS

¢+ Turvacao da cerveja

e Interacao de compostos fenolicos e polipeptidios provenientes do
malte e de cerais nao-maltados, que se insolubilizam em temperatura
baixa;

e A simples filtracao nao garante que nao ocorra nova precipitacao,
portanto é necessario tratamento com proteases;

e As proteases hidrolisam os peptideos e impedem que eles se
insolubilizem, evitando a turvacao;

o Em geral é usado papainas, pois tem baixa especificidade e
hidrolisam peptideos de diferentes fontes e tem baixo preco no
mercado;

e Em alguns casos, o uso de papaina vem sendo substituido pela
aplicacao de proteases microbianas.




+ Amaciamento de carne (tenderizacao enzimatica)

e A maciez é a caracteristica mais desejada em carnes;

e O método convencional de se atingir a maciez é por meio da
maturacao prolongada (10 dias a 4 semanas apos o abate);

o Uma possibilidade de acelerar esse processo é a aplicacao de
proteases que irao as proteinas da carne;

e As de origem vegetal sao as mais utilizadas (papaina, por exemplo);

e Em alguns casos, o uso de papaina vem sendo substituido pela
aplicacao de proteases microbianas.



¢+ Coagulacao do leite

e Se a hidrdlise do leite nao for limitada, havera a destruicao dos
coagulos, com perda da caseina para o soro;

e Historicamente a quimosina € a enzima mais utilizada neste
processo;

e A quimosina possui preco elevado e insuficiente para atender toda a
demanda do mercado;

e Uma possibilidade é utilizacao de proteases microbianas (Rhizomucor
mihei, R. pusillus, Aspergillus oryzae e Endothia parasitica) que
apresentam especificidade semelhante a da quimosina;



Proteases: caracteristicas e aplicacao em alimentos

¢+ Maturacao de queijo

e As importantes modificacoes de textura e aroma no queijo sao
devidas, principalmente, a presenca de proteases que geram
peptideos, aminoacidos, aminas, compostos sulfurados e tio-ésteres;

e Adicao em queijos do tipo Cheddar




+ Panificacao

o As farinhas de trigo para uso industrial sao classificadas de acordo

com seu conteudo de proteinas:

* Variam de 5 a 20%

* Essa variacao deve-se a fatores genéticos. Ambientais e de
manejo do trigo.

e Fracao proteica do trigo: chamada gluten

* A forca do gluten é uma funcao da concentracao dessas proteinas
e da sua composicao

* Formada por dois constituintes basicos:
* Glutelina — proteina fibrilar se dispoem em forma de rede
* Gliadina — proteina globular que interage com a glutelina
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msmm, agitacao
(sovagem)

formacao de
pontes

dissulfeto

Gliiten (gliadina + glutening)



e A rede de gluten é formada por ligacoes do tipo de dissulfeto e
quanto maior o numero dessas ligacoes mais dificil sera trabalhar a
massa;

e A quantidade de proteina na farinha e a proporcao de seus
constituintes determinam as caracteristicas de extensibilidade e de
elasticidade da massa e do produto final;

o Uma massa de pao que contem pouco gluten gerara um produto
pouco macio incapaz de se expandir pela acao do gas produzido pelo
fermento quimico.



o As propriedades do gluten e reducao da sua forca pode ser feito
pela adicao de metabissulfito de sddio que torna a farinha mais
adequada a finalidade desejada (producao de bolos, biscoitos, etc);

e A utilizacao deste produto é regulamentada por legislacao
especifica para cada pais;

o Uma alternativa é utilizar proteases;

e As proteases modificam a rede proteica pela quebra das ligacoes
Peptidicas;
e A extensao da quebra depende do tipo de protease utilizada, sua
concentracao e do tempo de reacao:

* Fornece produto mais macio

* Menor densidade

* Aparéncia agradavel

* Eliminina o sabor (after taste) provocado pelo metabissulfito.
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O Custo da Alimentacao sem Gluten no Brasil

5

'L-‘:-i-’"

FARINHA (1)  FARINHA (2)

&

TErL

=

o,

GRANOLA/
CEREAIS
MATINAIS
. \"
FII.RA BOLO

Produto

™ Contém Gliten

™ Nio Contém Gliten



¢ Valor proteico das farinhas

e Uso de proteases em farinhas com alto teor proteico, dara
origem a produtos com valor nutricional;

e Em biscoitos do tipo cracker o uso de proteases de A. oryzae permite
a abertura homogénea da massa e evita deformacao do pao no forno;

e Producao de bolos e waffers, que exigem farinhas com baixo
contetido de proteinas o uso de proteases vegetais pode substituir a
aplicacao de metabissulfito de sodio



¢ Sintese de aspartame

e O aspartame é o nome comercial do adocante de baixa caloria formado
pelo dipepetideo do acido L-aspartico e pela L-fenilalanina esterificada
por um grupo metil;

e Seu poder edulcorante é cerca de 200 vezes maior que o da scarose;

e O isomero de aspartame formado pelo acido L-aspartico e pela D-
fenilalanina apresenta sabor amargo;

e Uso de proteases imobilizadas de Bacillus thermoproteolyticus

(termolisina) |
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Sera disponibilizado material texto na plataforma
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