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Obtencdo de Enzimas para a
Industria de Alimentos

* Gustavo Molina * Franciele Maria Pelissari
¢ * Ana Paula Dionfsio * Glaucia Maria Pastore

Este capitulo pretende estimular o aprendizado e compreensao de questées relacionadas 4 obtengao
de enzimas de interesse industrial, em especial:

1. Diversidade de enzimas e a importancia de sua obtengdo.

2. Fontes vegetais, animais e microbianas para obtencao de enzimas.

3. Mecanismos e etapas envolvidas no processo industrial da produgéao de enzimas.

4. Engenharia genética e biotecnologia moderna como ferramentas para melhorias no processo de
obtengéo de biocatalisadores.

Introducgao

€ Biotecnologia: fonte de enzimas para a industria de alimentos

A industria de alimentos emprega uma grande diversidade de produtos derivados de plantas
¢ animais como base de seus processos, levando a uma grande variedade de produtos dispo-
niveis ao consumidor. A biotecnologia, que tem sido usada no processamento de produtos
alimenticios ha mais de 8.000 anos, oferece diversas ferramentas para melhorar a transfor-
magdo de matérias-primas em produtos finais e colabora diretamente para o aumento desta
diversidade e disponibilidade.

Atualmente, esta técnica afeta a indstria de alimentos na diminuigdo de custos, otimiza-
¢do de processos e na melhoria de produtos e ingredientes, bem como em sua funcionalidade,
valor nutricional e propriedades sensoriais. Muitos destes beneficios estdo diretamente as-
sociados ao emprego de enzimas (que possuem uma grande diversidade de agio catalitica e
podem ser especificas para cada aplicag4o), ao desenvolvimento de culturas starter e novos
biocatalisadores melhorados geneticamente.

O envolvimento de enzimas no processamento de alimentos é considerado tio antigo
quanto a propria histéria da humanidade; elas tém sido empregadas ha muitos séculos para
a produgdo de uma grande variedade de produtos, como a cerveja e o queijo. Os primeiros
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relatos deste tipo de produgao estdo relacionados as enzimas naturalmente presentes nos substratos,
como as a-amilases presentes nos proprios graos empregados na produgdo de cerveja, por exemplo.

Em contrapartida, atualmente, sabe-se que as enzimas podem ser obtidas de uma grande di-
versidade de fontes vegetais, animais e microbianas (este topico seré desenvolvido no decorrer do
capitulo). Em consequencia desta grande diversidade nas formas de obtengdo, as enzimas passaram
a ser muito difundidas na fabricagdo e processamento de diversos produtos; apenas a industria de
alimentos utiliza mais de 55 diferentes produtos enziméticos. Este nimero tende a aumentar con-
forme as descobertas da diversidade dos micro-organismos € a possibilidade de obtengdo de novas
enzimas, responsaveis pelo incremento no processamento de alimentos.

Desta forma, ressalta-se a importancia da produgdo e obtengéio de enzimas para a drea de proces-
samento alimentos, bem como para a indistria de uma forma geral.

€nzimas microbianas industriais

Histérico

A utilizagdo de enzimas microbianas no processamento de alimentos nio € um tema recente, visto
que processos tradicionais foram o ponto de partida para o desenvolvimento de processos industriais
de producdo de enzimas com base em fermentagdes de volumes elevados.

O primeiro relato de produgdo industrial de enzimas utilizando micro-organismos ocorreu no
século XIX, mas apenas ap6s a Segunda Guerra Mundial estes processos tornaram-se significantes.

Os estudos pioneiros envolviam micro-organismos como Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Bacillus licheniformis, capazes de produzir quantidades significativas de enzimas que eram aplic-
veis a uma grande variedade de produtos e, aparentemente, demonstravam ser seguras.

No Japéo, por exemplo, missé e saqué tém sido produzidos por muitos séculos utilizando As-
pergillus oryzae, enquanto Aspergillus sake era empregado na degradagio de arroz para produgio
de koji. Neste ultimo alimento, um grande niimero de enzimas era importante para a sua produgio,
incluindo amilases, proteases e fitases.

Os processos de fermentagio microbiana foram também desenvolvidos para a produgio de acido citri-
co e amino4cidos (ver Capitulo 10), ainda antes do mercado de enzimas industriais realmente amadurecer.

A introdug@o de linhagens geneticamente modificadas s6 aconteceu por volta de 1980, e foi res-
ponsavel por ditar um novo panorama na produgdo de enzimas. A partir destes avangos, foi possivel
transferir genes de um organismo que n#o era adequado a um determinado processamento industrial
para um hospedeiro (ver Capitulo 19), permitindo a produgdo de grandes quantidades de enzima de
uma forma segura. Em paralelo, as tecnologias de engenharia de proteinas desenvolviam novas rotas
e possibilidades para obtencdo e expressdo de enzimas de importancia industrial.

As vantagens associadas 4 produgo industrial de enzimas microbianas ficaram evidentes, pois
criaram solugdes efetivas e ecologicamente mais favoraveis, quando comparada as demais formas
de produgio. Por isso, com o passar do tempo, as enzimas passaram a ser a chave para o sucesso de
muitos processos industriais, 0 que aumentou ainda mais o rigor na pesquisa e no desenvolvimento
de processos industriais para obten¢do de enzimas.

Panorama € aplicagdes

A partir de uma constante evolugdo da produgio e aplicacdo de enzimas, marcada pelo desenvolvi-
mento de novos processos e aplicagao de novos biocatalisadores, o sucesso industrial proporcionado
pelas enzimas pode ser atribuido a alguns beneficios-chave oferecidos pela sua aplicago. A combi-
nagdo de sua fungdo catalitica, especificidade ¢ habilidade de trabalhar sob condigdes razoavelmente
brandas (diminuindo as perdas de atributos dos alimentos) as tornam o catalisador ideal para uma
grande variedade de aplicagdes.

As enzimas s#o utilizadas como alternativas as tecnologias tradicionais, ou seja, substituem com
frequéncia os agentes quimicos, por apresentarem menos rea¢des paralelas e produtos intermedia-
rios, e contribuirem para a redugdo do impacto ambiental, poluigdo, utilizagdo de dgua, matéria-
-prima e energia usada na fabricagéo de produtos alimenticios e outros.
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Atualmente, a produgio de enzimas pode ser considerada como o ponto central da indstria bio-
tecnolégica moderna, O mercado das tradicionais enzimas continua em ascens3o enquanto as novas
descobertas nesta drea impulsionam o aumento de produgdo e utilizagdo de novos biocatalisadores.

Os produtores industriais de enzimas vendem estes catalisadores para as mais diversas apli-
cagdes. O valor estimado do mercado mundial no ano de 2009 foi de aproximadamente US$2,2
bilhes. Deste montante, os principais setores sdo: detergentes (30%), téxteis (12%), amido (12%),
panificagdo (11%), biocombustiveis (9%) e ragio animal (8%). De fato, estas sdo consideradas as
principais aplicagdes industriais das enzimas, responsdveis pela utilizagio de aproximadamente
80% de toda a produgdo industrial. _

As enzimas industriais sdo preparadas e comercializadas em sua forma bruta, como parcialmente pu-
rificadas ou altamente purificadas, para fins analiticos ou de diagnsticos. As enzimas empregadas indus-
trialmente podem ser derivadas de uma grande variedade de fontes de plantas, de animais ou microbianas.

As enzimas microbianas podem ser extracelulares, como as proteases, que respondem por uma
grande parcela do montante de vendas deste mercado, ou intracelulares, como a glicose oxidase.
Usualmente, as enzimas intracelulares permanecem associadas as célul?s e por isso tém que ser
liberadas, a menos que o préprio micro-organismo seja usado como catalisador. _

Apesar das dificuldades relacionadas as enzimas de caréter intracelular e dos maiores custos as-
sociados a este processo, a indtstria demonstra grande capacidade para contornar estas dificuldades,
tendo em vista que um grande niimero de enzimas intracelulares € utilizado nos processamentos de
alimentos. Um exemplo caracteristico é a glicose isomerase, catalisadora da produgao de xarope
com alto teor de frutose (HFCS, do inglés high fructose corn syrups).

Estes biocatalisadores podem nio apenas ser utilizados em processos quimicos, mas também em
processos fisicos e mecanicos. Um exemplo cldssico da utilizagdo de enzimas em reagdes quimicas
é 0 emprego de amilases na substituigdo de 4cidos durante a hidrélise do amido. Além disso, o uso
de enzimas capazes de degradar celulose ao invés de pedra-pomes, tradicionalmente utilizada para
desbotar e desgastar o denim (matéria-prima para a fabricagdo de jeans), € um exemplo perfeito da
utilizag3o de enzimas em substituigio a processos mecanicos. O emprego de alguns tipos de protea-
ses termorresistentes permite ainda a execugdo de processos fisicos mais drésticos, pois esta classe
pode suportar condi¢3es extremas de temperatura e pressio.

Com os recentes avangos na biotecnologia, a gama de aplicagdes de enzimas torna-se maior a
cada dia. Um dos progressos mais consideraveis € que ja podem ser aplicadas em processos que an-
tigamente eram considerados comercialmente invidveis e que tornaram-se competitivos com 0s pro-
cessos sintéticos. Por exemplo, diversas companhias tém desenvolvido enzimas capazes de realizar
a conversdo de material celulésico em etanol, que podem ser misturados aos combustiveis. Outros
exemplos incluem o uso de tecnologias enziméticas na produgéo de agticares a partir do amido, que
colaborou com a produgio de xaropes de milho com alto teor de frutose e impulsionou a expansio
de um mercado altamente rentdvel.

Os avangos na biotecnologia e na gendmica tém colaborado para a descoberta de novas fontes de
enzimas e com a produg@o de novas linhagens para comercializagdio. A maioria das enzimas indus-
triais € produzida por micro-organismos modificados (por técnicas de DNA recombinante) devido
as seguintes razdes:

1. Maiores niveis de expressdo.

2. Maior grau de pureza (% de proteina enzimética x% outros componentes).

3. Técnicas de DNA recombinante foram responsaveis por uma abertura para a engenharia de pro-
teinas enzimaticas.

4. Producéo mais barata (em razio dos fatores acima citados).

5. Enzimas podem contornar alguns problemas envolvidos com a utilizagio de micro-organismos
como catalisadores, baixos niveis de expressdo ou possivel patogenicidade.

A engenharia pode incrementar as propriedades das enzimas no que diz respeito a, por exemplo,
resisténcia a oxidac#o, maior toleréncia aos tratamentos e processamentos, diferenciago na especi-
ficidade ao substrato, aumento na estabilidade ao armazenamento.
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As técnicas de DNA recombinante também podem colaborar com as pesquisas que visam a
aplicagiio das enzimas obtidas dos micro-organismos conhecidos como extreméfilos. Estes micro-
-organismos sdo capazes dc crescer ¢ se desenvolver sob condigdes extremas, em contraste com o0s
meséfilos. Imagina-se que estes micro-organismos sdo capazes de produzir enzimas em condigdes
diferentes dos demais grupos, ou mesmo produzirem enzimas com diferentes propriedades, capazes
de manter estabilidade a elevadas temperaturas e atividade a valores extremos de pH.

Na sequéncia, este capitulo visa abranger e discutir as etapas e principios envolvidos na pro-
dugio destas enzimas, de acordo com a sua origem, abordando principalmente a sua obtengdo pela
fermentagdo microbiana.

€nzimas microblanas Industrials

* Histérico: a utilizaglio de enzimas é considerada tio antiga quanto a histéria da humanidade, mas
o primeiro relato da produgfio industrial utilizando micro-organismos ocorreu no século XIX.

" Micro-organismos ploneiros: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Bacillus licheniformis.

* Engenharia genética: a introdugéio de linhagens geneticamente modificadas s6 aconteceu
por volta de 1980 e mudou o panorama da obtengéo de enzimas.

* Importincia de sua obtengfio: visto que as enzimas s3o utilizadas como alternativas as tec-
nologias tradicionais ¢ possuem uma grande diversidade de aplicagdes, a produgdo destes bio-
catalisadores pode ser considerada como o ponto central da industria biotecnolégica moderna.

Obtencao de enzimas

A seguir, as principais formas de obtengo de enzimas industriais serdo estudadas em maiores de-
talhes. Foram divididas a partir de suas fontes vegetais, animais ou de fermentagdes microbianas.

Fontes tradicionais € processos para produgao industrial de enzimas

Tradicionalmente, as enzimas empregadas na area de alimentos tém sido obtidas através de um
grande nimero de fontes naturais, como as provenientes da extragéo de vegetais € animais. A Tabela
15.1 compreende uma série de enzimas de importincia industrial, sua fonte de obteng@o e aplicagdo
em alimentos.

A papaina, proveniente de materiais vegetais, ¢ uma protease amplamente empregada no proces-
samento de carne. Esta enzima tem sido extraida do mamoeiro em sua forma bruta, mas cada vez
mais esta disponivel com qualidade e pureza superior.

De modo similar, mas extraida de fontes animais, a quimosina bovina foi amplamente empre-
gada na fabricagdo de queijo. Esta enzima tem sido extraida do estomago de bezerros na forma
bruta e hd muito tempo ¢ produzida em escala industrial. Esta enzima pode ser considerada como
um exemplo da evolugdo desta drea, pois constantemente o processo de sua obtengdo passou por
desenvolvimentos que alcangaram a obtengdo de um produto mais puro e, com o advento do DNA
recombinante, foi uma das proteases que passou a ser produzida por micro-organismos.

Entretanto, a produgdo de enzimas baseadas na extragio de fontes animais e vegetais esta rela-
cionada a uma série de inconvenientes, pois geralmente as matérias-primas utilizadas sio limitadas,
o contetido de enzimas disponivel é consideravelmente baixo e estes fatores limitam sua expanso.
Desta forma, para o processamento das fontes animais e/ou vegetais, haveria necessidade de uma
quantidade substancial disponivel para se obter o conteido e pureza necessarios ao produto enzi-
matico final. Em muitos casos, as préprias matérias-primas ocasionam sérias preocupagdes sobre a
seguranga do produto enzimético e, além disso, a qualidade e composi¢io destes materiais podem
ser muito varidveis, aumentando a complexidade do processo de extragdo enzimatica.

Todas estas limitagdes aos processos de produgdo de enzimas, principalmente aos que se baseiam
em extragdo, tornaram necessarios processos de produgdo enzimdtica alternativos. Desta forma, a
obtengio pela fermentagio microbiana comegou a ganhar destaque, até tornar-se um padriio industrial.
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Tabela 15.1 Enzimas provenientes de animais e plantas, empregadas nas tecnologias de fabricagdo de
alimentos.

Enzima Fonte Acao no alimento Aplicagoes em alimento
' o-amilase Sementes de ceteais,como  Hidrélise de amido para Panificagdo, fabricacio de
| trigo e cevada oligossacarideos cerveja
B-amilase Batata doce Hidrélise de amido para Produg&o de xarope de
maltose malte
Papaina Latex de mamao verde Hidrélise de proteinas em Amaciamento da carne,
alimentos e bebidas preven¢ao da turvagdo a frio |
na fabricagdo de cerveja |
Bromelina Suco de abacaxi e do caule ' Hidrdlise de protefnas em Amaciamento da carne
musculos e tecido conjuntivo
Ficina Latex de frutos de figo Hidrélise de protelnas em Semelhante a bromelina
musculos e tecido conjuntivo e papaina, mas ndo é
amplamente usada devido
ao custo
Tripsina PAncreas de bovinos/sulnos Hidrélise de proteinas em Produgao de hidrolisados
alimentos de aromas alimentares

(substituldo por proteinases
microbianas)

Quimosina Abomaso de bezerros Hidrélise de caselna Coagulagdo do leite na
(coalho) fabricagao de queijo
Pepsina Abomaso de bovinos Hidrdlise de caseina e Usualmente presente com
hidrélise da casefha em quimosina como parte do
queijos coalho
Lipase Eséfago de caprinos Hidrdlise de triglicerideos Realce de saborem
e ovinos,abomaso de (gordura) queijos; modificacdo da
bezerro, pancreas de porco fungdo de gordura por
interesterificagdo
Lipo-oxigenase .- Soja:. Oxidagdo de 4cidos graxos Melhorias da massa do pao
S insaturados em farinhas
Lisozima Clara deovo Hidrélise de polissacarideos  Prevengdo do estufamento
das paredes celulares tardio em queijos causado
bacterianas por bactérias esporuladas
Lactoperoxidase = Soro de queijo, colostro de .  Oxidag#o do fon tiocianato  Esterilizagao a frio de leite
bovino em hipotiocianato
bactericida

A Tabela 15.2 representa a grande diversidade de enzimas microbianas empregadas na area de ali-
mentos, bem como sua fonte de obtengfo e aplicac¢o.

O processo industrial para obten¢do de enzimas microbianas, de forma geral, pode ser mais bem
controlado e padronizado quando comparado aos casos de utilizagdo de matérias-primas sazonais.
Além disso, o processo industrial para obtengfio de enzimas microbianas permite o emprego de
matérias-primas baratas e acessiveis, como amido, xarope de glicose, glicerol, extrato de levedura
e uma variedade de sais inorgénicos. Outra considerag3o é que as questdes de seguranga, relativas
as enzimas de origem animal, ndo estdo presentes em processos microbianos, a menos que os com-
ponentes do meio ndo sejam de origem animal. Entretanto, um grande nimero de consideragdes
relacionadas 4 seguranga deve ser considerado no processo de fermentago microbiana.

A Figura 15.1 representa um fluxograma comparativo, exemplificando as diferengas majoritdrias
entre as varias formas de obtengdo de enzimas, a partir de fontes vegetais, animais e microbianas.
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Tabela 15.2 Fontes para obtencdo e aplicagio de enzimas microbianas na industria de alimentos.

(Continuagdo)

Enzima

Fonte

Agéo no alimento

Aplicacao em tecnologia de
alimentos

a-amilase Aspergillus spp. Hidrélise do amido de Amolecimento da massa,
Bacillus spp. trigo aumento do volume do péo,
Microbacterium ajuda na produgéo de agtcares
imperiale para fermentagdo de leveduras
a-acetolactato Bacillus subtilis Converte acetolactato em  Redugso do tempo de
acetoina maturagao do vinho,
contornando a necessidade da
descarboxilase de fermentacdo
secundéria do diacetil para
acetoina
Amiloglucosidase  Aspergillus niger Hidrolisa dextrina Uma fase de produgéo do xarope
Rhizopus spp. de amido em glicose de milho de alto teor de frutose,
(sacarificagao) producio de cervejas light
Aminopeptidase Lactococcus lactis Libera aminoécidos livres  Hidrélise de protefnas para
Aspergillus spp. a partir do N-terminalde  acelerar a maturagao do queijo
Rhizopus oryzae proteinas e peptideos
Catalase Aspergillus niger Decompde peréxido de Tecnologia para remogédo de
Micrococcus luteus hidrogénio em dgua e oxigénio, combinado com
oxigénio glicose oxidase
Celulase Aspergillus niger Hidrélise da celulose Liguefagdo de frutas na
Trichoderma spp. produgao de sucos
i Ciclodextrina Bacitlus spp. Sintetiza ciclodextrinasa  Ciclodextrinas sao
glucanotransferase partir de amido liquefeito  microencapsulantes comestiveis
de cores, sabores e vitaminas
B-galactosidase Aspergillus spp. Hidrélise da lactose Formulagao de produtos para
(lactase) Kiuyveromyces spp. do leite em glicose e individuos intolerantes a lactose,
galactose redugdo da cristalizagao em
sorvetes, fabricacdo de lactulose
' B-glucanase Aspergillus spp. Hidrélise de B-glucanos Auxiliares de filtragao, prevencio
Bacillus subtilis em malte de cerveja da turvagéo na producao de
cerveja
Glicose isomerase  Actinoplanes Converte glicose em Produgdo de xarope de milho
missouriensis frutose rico em frutose (adogante de
Bacillus coagulans bebidas)
Streptomyces lividans
Streptomyces
rubiginosus
Glicose oxidase Aspergillus niger Oxida glicose em cido Remogdo de oxigénio de
Penicillium glucénico embalagens de alimentos,
chrysogenum remogdo de glicose da clara de
OVO para evitar o escurecimento
Hemicelulase e Aspergillus spp. Hidrdlise de hemicelulose  Melhoria do pdo através da
xilanase Bacillus subtijlis (polissacarideo néo melhora da estrutura do miolo
Trichoderma reesej amildcea insoldvel

presente em farinhas)

=
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Tabela 15.2 Fontes para obtengio e aplicagdo de enzimas microbianas na industria de alimentos.
(Continuagdo)

Enzima Fonte Acao no alimento Aplicagao em tecnologia de
alimentos
Lipase e esterase  Aspergillus spp. Hidrélise de triglicerideos ~ Aprimoramento do sabor de
Candida spp. em 4cidos graxos e produtos de queijo; modificagdo
Rhizomucor miehei glicerol; hidrélise de alquil ~ da funcéo de gordura por
Penicillium roqueforti éster em acidos graxos e interesterificagdo; sintese de
Rhizopus spp. alcool - ésteres de aroma :
Bacillus subtilis
Pectinase Aspergillus spp. Hidrélise da pectina Clarificagdo de sucos de frutas
(poligalacturonase)  Penicillium funiculosum por despectinizagéo
Pectinase Aspergillus spp. Remove grupos metflicos - Tecnologia de despectinizacao
das unidades de galactose . usando pectinase
da pectina
Pentosanase Humicola insolens Hidrélise de pentosanas Melhoria da massa de pao
Trichoderma reesei (polissacarideo nao
amilaceo soltivel presente
na farinha de trigo)
Pululanase Bacillus spp. Hidrdlise das ligagdes Sacarificacdo do amido (melhora
Klebsiella spp. 1-6 das ramificagdes na da eficiéncia)
estrutura do amido
| Protease Aspergillus spp. Hidrélise da x-caseina; Coagulagdo do leite para
! (proteinase) Rhizomucor miehei hidrélise de proteinas fazer queijo;, produgao de
Cryphonectria parasitica. alimentares de origem hidrolisados para sopas e
. Penicillium citrinum animal e vegetal; hidrélise  alimentos salgados; melhora da
~ Rhizopus niveus do gltiten de trigo massa do pdo
. Bacillus spp.
 Quimosina Aspergillus awamori Hidrélise da x-caseina Coagulagdo do leite para
: . Kluyveromyces lactis : preparo de queijo

Na sequéncia, serdo abordados alguns detalhes sobre as formas de obtengédo de enzimas ¢ as etapas
envolvidas nos processos especificos, e o principal alvo sera discutir a produg@o por fermentagdes
microbianas.

Enzimas obtidas a partir de fontes animais

As enzimas provenientes de fontes animais de importincia comercial s3o quase exclusivamente pro-
teinases, extraidas de tecidos intestinais ou glandulas, como as do pancreas. Apesar de atualmente
sua aplicago ser restrita, alguns processos de larga escala ainda a mantém como preferéncia, como
as obtidas a partir do estdmago de bezerros e empregadas na coagulagio do leite. Até 0 ano de 1998,
estas enzimas representavam cerca de 10% da venda global deste mercado.

Fontes para extracdo € obtengdo de enzimas

Geralmente, o tecido apropriado para a extragfo de enzimas é imediatamente extraido apds o abate
de animais saudéveis, apto para o consumo humano e com certificado veterindrio, a seguir ¢ rapida-
mente congelado e transportado a planta de processamento. Durante o descongelamento, o material
é picado grosseiramente e, depois de descongelado, é submetido & moagem ou fragmentagio com-
pleta enquanto ainda estd completamente gelado.

Usualmente, o material ¢ extraido com dgua ou solugio tampio adequada, enquanto os residuos
insoliveis s3o extraidos por filtragdo ou centrifugagéo.



-Biotecnologia de Alimentos

---------------------
------
l .

Fonte animal Fonte vegetal Micro-organismos
l l A4 l
Rompimento Enzimas Enzimas
Intracelulares | Extracelulares

Ext
[acho F’ermeabilizaqao ]

| )

Filtragdo

Concentragdo

A

Purificagdo

Figura 15.1 Sequéncia de etapas envolvidas no isolamento de enzimas.

No caso da obtengéo de enzimas pancredticas, como pepsina ¢ renina puras, a extragio requer a
utilizagdo de um tamp@o diluido para manter a méxima atividade enzimatica e limitar a solubiliza-
¢do de outros componentes teciduais. A primeira fragdo separada dos tecidos é tratada de forma a
se obter as enzimas desejadas ou para precipitar os demais componentes, permitindo a manutengio
das enzimas na solugdo. Neste estagio podem ser empregados alguns sais, como sulfato de aménio
ou s6dio, em concentragdes especificas. Uma purificagdo maior pode ser conseguida repetindo-se o
processo de adigdo de sais, ou pela adigdo de solventes como etanol e acetona. Apds estes tratamen-
tos, o precipitado de enzimas pode ser seco sob vicuo (ver Capitulo 7).

Durante todo o processo de extragdo, deve-se cuidar para manter o extrato enzimatico sob baixas
temperaturas ¢ evitar mudangas drasticas de pH ou a concentragio dos reagentes adicionados. Isto
pode ser conseguido utilizando liquidos gelados e sob constante homogeneizagao.

Finalmente, é essencial assegurar que as preparagdes sejam mediadas nos valores 6timos de pH
que assegurem a estabilidade enzimdtica durante toda a cadeia de processamento e armazenamento.

-
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€Enzimas obtidas a partir de fontes vegetals

As enzimas obtidas a partir de fontes vegetais so de grande importéncia para o processamento de
alimentos, entretanto a sua obteng#o na quantidade e qualidade necessdrias pode ser dificultada
por diversas razdes. As limitagdes impostas pelos ciclos da agricultura, as perdas relacionadas a
doengas, pragas ou condigdes climaticas desfavoréveis, sdo alguns dos exemplos que dificultam
a expansfio dos processos existentes, e principalmente o desenvolvimento de novos processos que
dependem, sobretudo, destas fontes.

Bromelina, ficina e papaina sdo enzimas de plantas com aplicagdes cléssicas para a industria
(Tabela 15.1). O processo geral de obtengdo de enzimas vegetais serd estudado na sequéncia.

Fontes para extragéo € obtengao de enzimas

Diversos vegetais podem ser fontes para a extragio de enzimas. Alguns cereais maltados so fontes
de carboidrases importantes, sendo as mais comuns as a- ¢ B-amilases obtidas de graos de soja.

Estas enzimas podem ser extraidas de cereais pela aplicagio de um sistema de maceracdo efi-
ciente na industria de bebidas fermentadas, devendo-se tomar cuidado para reduzir a temperatura 2
um limite que garanta a minimizag4o de sua inativagio enzimatica. Os cereais sio moidos e mistura-
dos em 4gua quente, entre 40 e 50 °C. Depois de um periodo de tempo nesta faixa de temperatura, o
liquido & drenado e concentrado por evaporagdo a vacuo ou ultrafiltragio por membranas. A separa-
¢0 e purificagdo das duas amilases podem ser conseguidas com a elevago de temperatura a 60 °C,
faixa na qual a B-amilase é mais facilmente inativada, ou com abaixamento no valor de pH, inferior
a 4, responsével pela inativagio de a-amilase.

Alguns cereais também podem ser fontes de lipo-oxigenases, utilizadas na panificagdo. Apesar
de sua importéncia reconhecida, sua aplicagio industrial nfo se mostrou muito vantajosa em razao
dos altos custos de extragio e purificagdo da enzima.

Uma enzima notavel obtida a partir de plantas é conhecida como rabano-de-cavalo, um cata-
lisador-chave em muitos sistemas de diagnéstico e testes de monitoramento, empregado tanto em
alimentos quanto em setores médicos.

Um grande niimero de enzimas com aplicagdes mais especificas podem ser extraidas de tecidos
de plantas, inclusive enzimas obtidas a partir de frutas citricas capazes de degradar a pectina, alguns
tipos de lipase de sementes e a-galactosidase obtida por meio da extragdo de gréos de café.

Principais etapas envolvidas na extracdo de enzimas
a partir de tecidos animais € vegetais

Para a coleta de material, deve-se ter em consideragdo a identificagio precisa das espécies de plantas
ou a sele¢io da parte adequada do animal, e este deve estar seguro para 0 consumo humano.

O transporte e armazenamento, antes da extragdo, devem prevenir o crescimento de contami-
nantes, proliferagdo de micro-organismos e minimizar a perda das enzimas de interesse. A secagem
cuidadosa dos tecidos vegetais permite que o material seja acondicionado por diversos meses. En-
tretanto, o congelamento do material animal € o mais apropriado.

A preparagio do material para ser submetido & extragdo requer que o material seja moido e tritu-
rado em uma solugdo tamp3o aquosa adequada e, geralmente, mantido sob baixas temperaturas, ao
redor de 0 a 4 °C. Os equipamentos variam conforme o método escolhido e podem ser desenvolvidos
com pequenas modificagdes nas plantas tradicionais de processamento de alimentos.

A extrag3o de enzimas consiste na principal etapa do processo. As purificagdes primérias envolvem
a adig3o de diversos sais ou solventes responséveis pela precipitagdo. A etapa de purificagdo mais refi-
nada envolve sucessivas precipitagdes, com possivel utilizagio de técnicas para remover as impurezas.

Para a comercializagdo do produto é necesséria a concentragdio e padronizagdo da enzima. A
padronizagio por ser conduzida pela diluigdo do concentrado com produtos adequados como sais,
lactose, amido, maltodextrina ou aglicares. Produtos liquidos devem ser concentrados rigorosamen-
te por ultrafiltragio seguida da padronizagdo do material, permitindo a preservagdo ¢ aumento na
concentragio de sélidos e diminuindo a atividade de 4gua do sistema, além de prevenir contra a
prolifera¢do microbiana.

)
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Producao industrial de enzimas a partir de fontes microbianas

Na sequéncia, serdo descritas algumas etapas dos processos envolvidos na produgdo industrial de
enzimas. Entretanto, muitos principios envolvidos sdo pouco detalhados e especificos, visto que este
mercado ¢ altamente competitivo e todos os fatores relacionados a natureza da produgio enzimatica
tornam-se altamente confidenciais.

Desenvolvimento de processo de fermentag&o microblana

As enzimas alimentares sdo produzidas por meio do mesmo processo empregado para a obtengio
de enzimas para outras finalidades. Em sintese, o processo consiste no tratamento da matéria-prima,
fermentagdo de linhagem selecionada, recuperagdo da enzima, purificagio e formulagdo final, como
obscrvado na Figura 15.2, que representa um esquema simplificado da produgo de enzimas micro-
bianas'. Em teoria estas sio etapas independentes, mas sdo vistas como altamente interdependentes
pelos produtores de enzimas.

A fermentacdio ¢ considerada como a principal etapa da produgdo. Neste passo, empregam-se
culturas microbianas visando & geragdo das enzimas desejadas. Inicialmente, esta cultura deve ser
propagada, em um meio de cultura apropriado e em condigdes especificas, para gerar a quantidade
suficiente da enzima de interesse. Esta enzima pode ser produzida em conjunto com o crescimento
do micro-organismo ou, em outros casos, em uma fase diferente, onde o crescimento microbiano ja
esteja retardado ou mesmo finalizado.

O grande objetivo de qualquer cientista/profissional da drea ¢ desenvolver um processo que pos-
sa aliar a alta produtividade a um pequeno tempo de reago, mas na prética diversas nuances influen-
ciam e tornam os processos muito complexos e custosos. Caso o produto submetido ao processo de
recuperagao seja viscoso, contenha grande niimero de particulas em suspensio e/ou possua atividade
proteolitica alta, este produto dificultara o processo a jusante (também denominado de downstream),
fazendo com que o processo global n3o opere nas condigdes 6timas.

Nesta perspectiva, pode-se notar o grau de complexidade de um processo industrial de produgZo
enzimatica, causado pelo grande niimero de varidveis que influenciam no tempo, custo e rendimento.

€Etapas iniciais da producao industrial de enzimas

O design industrial implica no desenvolvimento de um processo que oferega alto desempenho e
rendimento. Apesar destes requisitos geralmente estarem associados 4 etapa da fermentag3o, a ela-
boragdo de um processo industrial ainda ¢ dependente de diversos outros fatores relevantes, devendo
levar em consideragéo desde as etapas iniciais do processo até as operagdes a jusante, como sepa-
racdo celular, isolamento do produto, purificagio enzimaética e formula¢do do produto final. A inte-
ragdo entre todas estas etapas pode resultar em efeitos significativos no desempenho do processo?.

Selecao, manutencao € armazenamento da cultura

Antes da possibilidade de realizar modificagBes genéticas nas linhagens utilizadas, sé era possivel
utilizar micro-organismos encontrados na natureza. Assim, os trabalhos relacionados a produgio de
enzimas se focavam em extensivos trabalhos de isolamento de micro-organismos com potencial pro-
dutor de enzimas. Entretanto, do ponto de vista tecnoldgico, esta estratégia estava distante do ideal,
pois, embora a produgio de enzimas de interesse pudesse ser obtida em pequena escala, muitos
micro-organismos falhavam no crescimento e produgio em grandes volumes. Além disso, nas con-
figuracdes industriais s6 € vidvel e prudente utilizar micro-organismos seguros, que n3o produzem
toxinas e néo tém potencial patogénico contra humanos, animais e plantas.

A selegdo da linhagem e o conhecimento de sua atividade s#io cruciais, pois, além da ati-
vidade enzimitica requerida, geralmente hd produgio de outras enzimas, que podem interferir
na aplicagdo do produto enzimético ou reduzir a sua estabilidade. As lipases, por exemplo, sio
indesejaveis no processamento de produtos ldcteos, pois sdo responsaveis pela hidrélise de tri-
glicerideos de 4cidos graxos e pela subsequente liberagdo de dcidos graxos como o butirico, que
confere alteragdes indesejéveis ao sabor e odor do produto. Algumas proteases ainda podem ser
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responséveis pela degradagiio enzimética do produto, levando a uma redugfo dramatica na esta-
bilidade final do produto.

Figura 15.2 Etapas envolvidas na produgéo de enzimas microbianas’.
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O processo de fermentagdo tem inicio com a sele¢dio e armazenamento da cultura. O método
mais comum ¢ por congelamento. As células podem ser armazenadas de diversas maneiras para
posterior utilizagdo, incluindo culturas congeladas em meio liquido, com adi¢do de crioprotetores
apropriados (como glicerol e dimetilsulféxido), ou em meios sélidos como édgar, em suspensdes
liofilizadas e suspensdo de esporos (ver Capitulo 4).

Nesta fase s#io tradicionalmente utilizados freezers mecinicos, em uma faixa de temperatura que
pode variar de —20 a 70 °C, nos casos de armazenamentos de curto prazo. Ja para armazenamentos
por maior periodo de tempo, empregam-se freezers de nitrogénio liquido, onde os frascos séo acon-
dicionados preferencialmente na fase de vapor.

Estes processos sdio importantes para permitir a alta viabilidade enzimatica e para manter o seu
fenotipo, mesmo quando estocados durante anos®.

Preparo do inéculo

Esta € uma etapa de grande importincia para a condugdo do processo e, portanto, devemos conside-
rar que a maioria das fermentagdes enzimaticas industriais é realizada em reservatorios que variam
de 30 a 300 m’. Esta parte dos equipamentos ¢ uma das mais caras de toda a planta de produgio.
Desta forma, para otimizar a produgo no biorreator principal, ocorre a prévia preparagio do inéculo
em recipientes intermedidrios de menor capacidade para redugdo do tempo requerido para o cresci-
mento no biorreator maior.

Em alguns casos, utiliza-se uma série de reservatdrios com capacidade crescente, como exempli-
ficado na Figura 15.3, em que tradicionalmente hd um aumento de 10 vezes em cada estagio. Este
processo € de grande importancia, principalmente no caso de linhagens que tém muitos requisitos
para seu crescimento.

A estrutura ¢ adaptada para transferir as linhagens diretamente dos recipientes menores para a
fermentaqao Entretanto, como estabelecido previamente, o processo € planejado de tal forma que
minimize os custos, o que pode implicar até mesmo na utilizagdo de um unico intermedidrio até o
inicio do processo de fermentagao.

As condig¢des empregadas no preparo do inéculo devem ser planejadas a fim de se obter um
crescimento rapido e eficiente. Estas mesmas condigdes sdo usualmente empregadas no inicio do
processo de fermentagdo. A transferéncia do material do fermentador intermedidrio para o principal
ocorre enquanto as células estdo na fase exponencial de crescimento.

ﬁﬁﬂ*ﬁ*

Figura 15.3 (a) cultura estoque; (b) reativagao da linhagem em escala de bancada; (c) reservatério ou série
de reservatérios com capacidade crescente; (d) fermentador principal.

()
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Fermentacéo

O resultado desejado em um processo de fermentagdo ¢ muitas vezes maximizar a taxa de sintese
enzimdtica ou a chamada produgdo volumétrica, sendo que ambos os fatores sdo altamente influen-
ciados pela planta do processo. A seguir, algumas etapas importantes para o processo de fermenta-
¢d0, que devem ser rigorosamente consideradas®”’,

Esterilizagéo

A esterilizagdo pode ser considerada como um dos requisitos basicos do processo de fermentacio
(quando se trabalha com culturas puras). Os micro-organismos estdo presentes em todos os tipos de
ambiente (no ar, solo e 4gua) e, como o objetivo principal é proporcionar o desenvolvimento de um
unico micro-organismo (cultura pura, responséavel pela produgdo da enzima de interesse), todos os
micro-organismos contaminantes devem ser mortos ou removidos antes que se inicie o processo de
produgdo enzimética. Isto pode ser conseguido por inativagdo pelo calor ou filtragdo. No caso de
utilizagdo do calor, a esterilizag#o pode ser alcangada pelo emprego de altas temperaturas (préximas
a 150 °C) por um curto espago de tempo (3 a 4 minutos) em uma operagdo continua, ou pelo uso de
temperaturas mais baixas (por volta de 121 °C) com um contato maior de tempo (20 a 60 minutos)
em operagdes de batelada. Meios que contém componentes insoliveis geralmente requerem esterili-
zagdo em batelada, enquanto os meios soliiveis podem ser mais adaptados 4 esterilizagdo continua.

Transferéncia de massa e calor

A maioria dos processos de fermentagio industrial para a produgdo de enzimas s3o processos aerdbi-
Cos, ou seja, requerem oxigénio como aceptor de elétrons para o fornecimento de energia a cultura.
Esta necessidade de oxigénio resulta em duas questdes especificas para os equipamentos emprega-
dos: transferéncia de massa de oxigénio e remog3o de calor.

Nos processos aerdbicos de fermentagiio, o calor é gerado através da transferéncia de forca do
motor agitador ao liquido, o que caracteriza um aquecimento mecanico. Além disso, o calor também
é gerado pelo micro-organismo durante o processo de respiragio do oxigénio (calor metabélico);
este processo geralmente prevalece em fermentagdes aerdbicas.

De maneira geral, todos os requisitos (pressdo, fluxo de ar e poténcia) aumentam a complexida-
de do equipamento, ¢ este deve contemplar uma série de requisitos, para fazer com que o processo
opere em suas condigdes 6timas para a produgio enzimatica.

Crescimento do micro-organismo

A linhagem microbiana necessita se multiplicar até ter concentragio suficiente para atingir a méxima
produgdo enzimatica, Para os processos industriais, € desejavel que a linhagem tenha uma taxa de
crescimento acelerada para maximizar a produgio da enzima.

Producao enzimatica
A produg@o de enzimas por micro-organismos pode ocorrer basicamente de trés formas:

® Produciio de enzima associada ao crescimento celular: quando a cultura estd em cres-
cimento ativo; seu crescimento rdpido resulta em rpida produgio de enzimas. Exemplo:
enzimas metabdlicas.

* Produgiio de enzima niio associada ao crescimento celular: quando as enzimas s3o produ-
zidas como metabdlitos secundérios, gerados em grande parte durante a taxa de crescimento
do micro-organismo, ou mesmo em condi¢des onde seu crescimento ja ndo estd mais ativo.
Exemplo; enzimas hidroliticas.

= Producdo mista de enzima: alcanga a producio de enzimas das duas formas. A maioria das
enzimas industriais produzidas atualmente ocorre desta forma.

Além disso, alguns micro-organismos s&o desenvolvidos especificamente para produgéo de en-
zimas através de indugo sob condigdes ndo associadas ao crescimento. Um exemplo € a protease

alcalina produzida por Bacillus subtilis, a-amilase de Bacillus licheniformis e a celobio-hidrolase de
Trichoderma reesei,
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Operagéao do sistema
Conforme visto no Capitulo 4, a fermentagéo pode ser operada de trés modos basicos:

Batelada
» Batelada alimentada
®*  Modo continuo

Processos envolvidos na fermentagéo

A produgéio industrial de enzimas pode empregar processos de fermentagio submersa ou semissli-
da. Em alguns casos, o proprio catalisador ditard qual a melhor opgéo quanto ao tipo de fermentagio
a ser utilizado, devido & produgo ineficaz e baixos rendimentos em alguma das rotas. Entretanto,
geralmente a natureza final do produto enzimético e o desempenho visado determinam o método®.

As enzimas obtidas a partir de culturas semissélidas sdo frequentemente consideradas misturas
complexas, muitas vezes incluindo amilase, proteinase e lipase em proporgdes reguladas de acordo
com as condigdes de cultivo. Caso seja necessario obter a atividade de uma tnica enzima, comumen-
te emprega-se a fermentagdo submersa.

Atualmente, a maioria dos processos industriais de obtengdo de enzimas emprega a fermentagio
submersa, tendo em vista que esta apresenta algumas vantagens sobre a fermentagdo semissolida,
que oferece mais riscos de contaminagdo, maior necessidade de espago e menores rendimentos.

A introdugio de micro-organismos geneticamente modificados tem alterado as maneiras tradicio-
nais de escolha do método de fermentagdio. No caso de linhagens modificadas contendo grande niimero
de genes codificados para a enzima requerida, ou com genes de enzimas indesejadas excluidos, podem
ser usados em qualquer sistema de fermentagio. A escolha destes devera ser uma das praticas da indus-
tria, ou em casos onde os dois sistemas sejam aplicdveis, devera se basear em questdes econdmicas,
facilidade de isolamento e purificagdo do produto enzimético, bem como na produtividade final.

Fermentagao semissdélida

A fermentagio semiss6lida é um exemplo do refinamento da produgdo original da produgio do ali-
mento oriental koji. Originalmente é empregada para produgio de enzimas fiingicas e tipicamente
usadas para producio de carboidrases n3o amildceas (como celulases, lactases e pectinases), protei-
nases, lipases e alguns tipos de enzimas degradadoras de amido, como a-amilases € gluco-amilases.

As principais caracteristicas deste sistema s@o a grande flexibilidade de escala e a simplicidade
da planta basica de produgdo. O cultivo do micro-organismo € feito em bandejas rasas, contendo
até 10 cm de profundidade de substrato, que podem ser materiais imidos como soja e arroz. Os
recipientes s3o empilhados em caixas ou salas apropriadas, que permitam o ar imido circular ao
longo do material. Além das técnicas bésicas, diversos avangos na produtividade foram alcangados
empregando aeragdo for¢ada, que utiliza camadas mais profundas de meio, chegando a 2 metros de
profundidade®.

E importante ressaltar que cada micro-organismo utilizado na produgdo de enzimas requer a
devida otimizagdo na composi¢éo do meio e condigdes precisas de cultivo. A quantidade de ar e a
temperatura de alimentago nas cimaras devem ser reguladas de forma a manter os niveis de umida-
de e remover o excesso de calor produzido ao longo da fermentag#o. Nos casos onde a fermentagio
se processa rapidamente, é necessdrio empregar um sistema de refrigeragio na estrutura da cimara.

O meio de cultura ideal deve ser preparado levando-se em consideragio quantidades adequadas
das fontes de carboidratos e proteinas, Na maioria dos casos, o rendimento de uma enzima particular
pode ser aumentado apenas pela adigéio de uma substéncia especifica, capaz de agir como estimulan-
te da produgdo. Em geral, estes substratos ndo sdo induziveis para a enzima, desde que a linhagem
produtora seja selecionada pela produc@o da enzima necessdria e especifica.

A esterilizagio do meio antes do indculo ¢ geralmente realizada pela inje¢do de vapor. Apds esta
etapa, o in6culo € realizado pela introdugdo da suspenso de esporos no meio, disposto nas bandejas
ou no fermentador.

Para maiores detalhes sobre sistemas de fermentagdo em estado sélido, veja o Capitulo 5.
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Fermentagdo submersa

A fermentagiio submersa tem sido muito empregada principalmente por causa dos menores custos
envolvidos na produg#o de grandes volumes de enzimas. Neste caso, a fermentagdo ocorre em fer-
mentadores de grande volume, chegando a 150 m’.

O meio de cultivo é composto por nutrientes e fontes baratas de nitrogénio, fosfato e elementos-
~trago (ver Extra 1 para mais informagdes sobre o meio de cultivo no final deste t6pico). Consideran-
do-se as questdes econbmicas, este meio ainda deve ser selecionado de forma a manter o crescimento
satisfatério da linhagem, ser de facil padronizagdo e ndo dificultar a separagéo do produto. A lista de
ingredientes ¢ diversa; como exemplo pode-se citar o amido e seus hidrolisados, xarope de milho
¢ hidrolisados de levedura. Além disso, o desempenho da fermentagdo é estimulado pela adigdo de
componentes particulares a cada micro-organismo.

Como na fermentag#o semissélida, a selegio dos componentes do meio de cultivo tem signifi-
cativa importincia, principalmente na recuperagdo enzimatica por processos downstream. Ensaios
preliminares sfio recomendados para ajudar na sele¢3o dos meios, para garantir a viscosidade, s6-
lidos totais, massa celular, conversio eficiente e balango de gases e espuma, selecionando os para-
metros de forma a manter o processo com méxima eficiéncia possivel. Em muitas fermentagdes, o
micro-organismo produz a enzima de interesse ao final da fase log, também conhecida como fase de
crescimento exponencial.

A Figura 15.4 esquematiza o processo global da fermentagio submersa. Este processo tem inicio
com o indculo da linhagem em um frasco contendo um meio de cultivo, sélido ou liquido. Apés seu
crescimento, h4 a transferéncia deste material para um fermentador de pequena capacidade, onde a
biomassa necessaria para o fermentador principal serd gerada. Nesta etapa ocorre a adaptagdo das
células ao meio e a utilizagdo dos nutrientes ao longo do processo.

Exaustor

Esterilizagao

Meio fermentado para

AR recuperagdo enzimatica

ompressor  Filtro Estéril

Figura15.4 Esquema simplificado de fermentacio submersa. A configuragao ilustrada permite fermenta-
éo continua, batelada e batelada alimentada.

AT e —
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Apds esta etapa, as células sdo transferidas para o fermentador principal, onde temperatura, pH
¢ oxigénio dissolvido sdo controlados para otimizar a produgéio enzimatica. Conforme citado, a
fermentagdo pode ser feita por batelada, batelada alimentada ou processo continuo e, apds seu tér-
mino, a mistura entre células, nutrientes e enzimas pode ser encaminhada ao processo a jusante da
fermentagdo, para purificagio e recuperagio dos produtos.

Extra I: Importancia do meio de cultivo'

® Caracteristicas fisico-quimicas do meio fermentativo: grande importancia para o cresci-
mento do micro-organismo e para o rendimento do produto.

Meios de composicio quimicamente definida: Meios com componentes quali ¢ quantitati-
vamente conhecidos; elevado custo. Exemplo: produgio de enzimas terapéuticas.

Meios de composiciio complexa: Utilizados na maioria dos processos, empregam matérias-
-primas industriais, como melago, aglicar n3o refinado e materiais amilaceos.

A matéria-prima pode representar até 75% do custo total de produgfo, sendo considerada
como um dos componentes mais importantes do processo. Desta forma, h4 um grande inte-
resse no aproveitamento de residuos agroindustriais como: bagago da cana-de-agticar, sabugo
de milho, palha de arroz, farelo de trigo etc.

Processos a montante (upstream) € a jusante (downstream) de fermentagao

Nesta secdo, serd discutida a importincia de um processo a jusante, ou downstream, apds a fermen-
tagdo, para permitir a recuperagdo a recupera¢do da enzima e preparo com finalidades comerciais. E
importante lembrar que os processos a montante (upstream) ji foram abordados neste capitulo, (ver
Etapas iniciais da produgdo industrial de enzimas) na forma das seguintes etapas:

® Estoque da cultura microbiana (ver Seleg3o, manutengio e armazenamento da cultura)
® Crescimento da linhagem e preparo do inéculo (ver Preparo do inculo)
® Fermentagdo e produgdo enzimatica (ver Fermentago)

O processo a jusante pode ser definido pelas etapas apresentadas na Figura 15.5, necessarias
para a obtengdo das enzimas comerciais na forma de um produto final que possa ser comercializado.

Depois de finalizada a fermentagao, o meio obtido ainda ndo est pronto para ser comercializado
como produto, pois contém diversos materiais como células vivas de micro-organismos, DNA e, por
causa da presenca de proteases e peptidases, as enzimas produzidas estdio sujeitas a degradagio. Des-
ta forma, a concentragéo de enzimas pode estar abaixo do necessério para sua aplicagdo por conter
possiveis interferentes. Por estas razdes, 0 meio fermentativo necessita ser processado visando a pu-
rificagdo do produto enzimatico, de tal forma que se torne resistente a condigdes de armazenamento
ndo controladas, seguro durante sua aplicagio e que possa trazer beneficios aos consumidores até
mesmo na relaggo custo-beneficio.

Muitas técnicas sdo empregadas para recuperagdo das enzimas na forma de um produto final.
A escolha das operagdes especificas a serem utilizadas é ditada ndo apenas pela natureza do meio
fermentativo, propriedades bioquimicas e biofisicas da enzima e grau de necessidade de refina-
mento dos produtos, mas também por considerag3es préticas, como a disponibilidade de algumas
operagdes e equipamentos necessarios no local da fébrica, possibilidade de reciclagem do material
e opg¢ao de eliminagdo de produtos indesejaveis.

AT ——
. Separagao Concentragéo S
Bl celular e purificagao >  Formulagao

Figura 15.5 Processo a jusante basico para recuperagdo de enzimas do meio fermentativo.
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Em seu nfvel mais bdsico, o processo a jusante apenas necessita da remogdo de células do meio
fermentativo e concentrago do filtrado, o suficiente para facilitar a formulagio do produto final.

Considerando que o método mais utilizado para a produgdo enzimética é a batelada alimentada,
que geralmente apresenta um tempo de processo total de 2 a 10 dias (variando de acordo com as
condigdes de processo e produto visado), os equipamentos empregados no processo a jusante tém o
tamanho ajustado de tal forma que todo o meio de cultura possa ser processado em 1 ou 2 dias. Para
que o processo tenha um ciclo de operago curto, a separagio celular e a concentragdo (em alguns
casos até mesmo a formulagio) sdo realizadas simultaneamente. Como consequéncia, 0s equipa-
mentos empregados no processo a jusante operam em modo constante ou com um ciclo rapido de
utilizago.

Separacéo celular

A recuperag#o da enzima do sistema de cultura é necesséria para assegurar que a preparagdo final
alcance os requisitos de pureza e estabilidade. Desta forma, o niimero de estégios e perda de ativi-
dade no decorrer do processo s3o minimizados. A ateng3io durante todo o processo de recuperagio
enzimitica deve ser maxima, para evitar a contaminago por micro-organismos prejudiciais ou por
substancias quimicas indesejaveis.

Como visto no capitulo 7, neste processo, podem ser empregadas uma série de operagdes distin-
tas, que devem ser escolhidas de acordo com o tempo total do processo e com as caracteristicas para
obten¢do do produto enzimitico. Como exemplo, a separagio celular continua pode ser feita por
centrifugacdo em decantadores, por microfiltragdo etc. Enquanto isso, filtros de tambor rotativo a
vacuo proporcionam filtrag3o semicontinua. A centrifugagao tem opgdes mais limitadas, usualmente
€ realizada por ultrafiltragio, com utilizagio de membranas sintéticas de peso molecular suficiente
para reter todas as enzimas de interesse. Em alguns casos, até mesmo a evaporagio pode ser uma
op¢do, apesar de ser um processo caro e incapaz de remover alguns sais dissolvidos ou impurezas
de baixo peso molecular.

No caso de separagio celular por filtrag3o, para facilitar o processo, sio adicionados materiais
auxiliares como floculantes, sais com capacidade de atuagiio como tampdo, 4cidos e bases para o
ajuste do pH. Estes materiais devem atender a todos os padrdes de seguranga alimentar estipulados
por 6rgdos reguladores e governamentais. Além disso, devem contemplar requisitos diversos como
restri¢des alimentares, caso da religido kosher, entre outros. De certa forma, todos os requisitos
envolvidos diminuem as possiveis fontes de matéria-prima e principalmente a flexibilidade de mu-
danga de materiais quando o produto ja foi aceito para fins alimenticios.

O produto resultante de um processo a jusante basico pode ser considerado um concentrado en-
zimatico bruto. Além da enzima de interesse, este concentrado contém componentes residuais soli-
veis e coloidais, provenientes da fermentagdo, e outros produtos resultantes da atividade metabélica
microbiana etc. Desta forma, dependendo do produto desejado, etapas posteriores de purificagdo
podem ser realizadas.

Purificagdo

Caso a especificagdo do produto enzimatico requeira baixas concentragdes de componentes nio
enzimaticos, torna-se necessario empregar uma ou mais técnicas de purificagfo. Este processo pode
ser simples, como alguns tipos de filtragdo para remogao de particulas coloidais, quanto caro e com-
plexo como outras técnicas mais refinadas, por exemplo, a cromatografia.

A remogéo de sais e outros sélidos permedveis pode ser realizada pela adi¢io de uma etapa de
diafiltragdo ao processo de ultrafiltrago. Algumas impurezas, como biopolimeros, podem ser redu-
zidas pela selegdo cuidadosa das condigdes empregadas durante o processo de separagdo celular:
PH, contetido de sais, tipo de floculante e meios de adi¢#o ao processo podem ter efeito significativo.

Caso estas alternativas ndo sejam o suficiente para a obtengo do produto de interesse, etapas de
purificagfo especificas sfio necessdrias ao processo. A primeira opg#o de purificagdo é a precipita¢do
de impurezas. Caso estas possam ser induzidas a formar uma fase sélida, podem entdo ser simples-
mente removidas por filtragio. Entretanto, a precipitagio da enzima desejada esta relacionada a
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técnicas especfficas, pois requer o envolvimento de pelo menos duas operagdes, uma para coleta do
precipitado e outra capaz de dissolvé-lo novamente e clarifica-lo. Os produtos enzimaticos mais lim-
pos so obtidos pela cristalizagdo da enzima, Por causa da alta seletividade na formag4o de cristal,
os sélidos formados neste processo chegam a um elevado grau de pureza.

A cromatografia € outra opgdo para produgéo de produtos enziméticos purificados. Entretanto,
esta ¢ uma das opgdes mais caras para este processo, mas pode ser economicamente vidvel para um
numero reduzido e especifico de produtos enzimaticos.

Para maiores detalhes sobre processos de purificagdo, veja o Capitulo 7.

Formulagao do produto enzimatico

O 1ltimo estdgio da produgio de enzimas via fermentagdo é a formulag#o do produto final. A enzima
resultante da concentragfio, obtida a partir da fermentagio e do processo a jusante, normalmente
ndo pode ser utilizada para aplicagdes alimenticias. As enzimas devem ser fornecidas de forma que
sejam aplicéveis para cada tipo de produto final desejado. Na verdade, as enzimas ndo necessitam
apenas da formulagio para permitir sua aplica¢do em alimentos, mas também para fpmeccr avidade
prateleira desejada durante o armazenamento das enzimas, antes de sua aplicagdo. E importante res-
saltar que todos compostos utilizados para a formulagao do produto enzimético, como os diluentes
¢ excipientes, devem ser também aceitaveis aos produtos alimentares. De modo geral, estas formas
podem ser basicamente s6lidas ou liquidas.

Formulagao de produtos sélidos

Para a obtengZo de produtos sélidos, o concentrado enzimatico liquido é primeiro misturado a exci-
pientes estabilizantes ou diluentes e, entio, submetido 4 secagem. Este processo pode ser realizado
através de secagem por spray ou por encapsulagio. Apesar de a primeira técnica de secagem ser
mais empregada, outros métodos, como a liofilizagio, podem ser utilizados e oferecer beneficios
adicionais aos produtos. Nesses casos, o custo deve ser sempre considerado.

Formulagdo de produtos liquidos

As enzimas podem ser utilizadas em sua forma liquida, porém, este tipo de formulagio pode ser
mais complexo, por tratar-se de sistemas mais dindmicos quando comparados com produtos sélidos,
por causa da presenga de alta quantidade de dgua no meio.

Alguns produtos usados como estabilizantes s3o carboidratos comuns, como sacarose e dextrose,
alcoois de agucar e alguns polidis. Estes compostos sdo responsaveis pela estabilizagio enzimatica,
pois sdo capazes de manter a estrutura da proteina e prevenir sua desnaturagio. Além disso, estes
materiais colaboram com a manuteng@o da solubilidade do produto. Quando adicionados em niveis
elevados, podem ajudar no controle da atividade de agua, que tem um papel importante no controle
do crescimento microbiano. Da mesma forma, alguns conservantes também podem ser adicionados
nas formulagdes.

O processo de formulagéo de produto liquido geralmente estd integrado ao processo a jusante.
Apds a concentragdo enzimatica, os estabilizantes sdo adicionados ¢ o produto submetido a filtrag3o,
com a finalidade de remover s6lidos insoliiveis e/ou para reduzir a carga microbiana no produto for-
mulado. O processo de filtragdo pode ser realizado utilizando-se equipamentos especificos para esta
finalidade, como filtro de tambor rotativo a vacuo, filtrag@o de profundidade etc.

Misturas

Muitos produtos utilizados para aplicagdo em alimentos contém mais de um tipo de atividade enzi-
matica. Os produtores de enzimas podem produzir estas misturas pela combinagio de intermediérios
ja formulados, como os solidos encapsulados ou submetidos & secagem por spray drying, ou liquidos
em proporg¢des definidas, Para misturas de produtos sélidos, é importante que os produtos interme-
diarios sejam similares em tamanho e densidade, Isto permite uma boa mistura ¢ homogeneidade,
ao mesmo tempo que reduz a probabilidade de segregacio durante o manuseio. Misturas liquidas
também sdo possiveis de se obter, mas a compatibilidade do produto intermedidrio ¢ de grande im-
portancia para evitar a criagéo de produtos instaveis.
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€Extra 2: Processo a jusante: diferengas na obtengao de enzimas Intra e
extracelulares

1. ‘Enzimas intracelulares:
». Processo: para enzimas intracelulates, apesar do sistema de fermentago ser semelhante

ao utilizado em enzimas extracelulares, 0 processo a jusante é consideravelmente mais

complexo. Isto porque a permeablhzaqﬁo celular torna-se importante em alguns, para

ocorrer a liberag8o das enzimas de interesse e sua posternor purificagdo. A alimentacio do

sistema com substincias especificas pode proporcionar um sistema continuo, com sepa-

rachio de uma parte das células para a extragdo de enzimas, Em outros casos, as enzimas:
desejaveis podem estar aderidas & parede celular ou 4 membrana interna das células, &
podem ser diretamente isoladas utilizando-se um sistema de imobilizag#o celular.

= Importincia: as enzimas intracelulares tém recebido grande aten¢#o nos processos in-
dustriais por conta das reages catalisadas serem mais especificas e seletivas.

. 'Apllcncﬁes:'utilizada em sistemas de diagndstico, reacdes de biotransformagdo altamente
especificas, industrias de quimica fina e farmacéutica.

2. Enzimas extracelulares:

* . Processo: a recuperacio de enzimas extracelulares estd associada a um processo mais
‘geral e menos complexo, sendo bem representada pelas etapas discutidas ao longo do
processo a jusante.

" Importincia: grande parte das enzimas utilizadas na industria de alimentos é de carater
- extracelular.
= Aplicacdes: sio 1mportantes para uma grande diversidade de processos e produtos.

'Obtenqao de enzimas

= Fontes de enzimas: s3o provementes de fontes naturais, como extragio de vegeta1s animais
e obtidas pela fermentat;ﬁo microbiana. Porém, a producﬁo de enzimas com base na extra¢do
de fontes animais ¢ vegetais € muito limitada, pois estd relacionada a uma série de inconve-
~ nientes: matérias-primas limitadas, baixo conteido de enzimas e custo elevado. -

iLObtenc;io de enzimas microbianas: apresenta uma série de vantagens, pois o processo pode
- ser mais controlado, ashmatenas-pnmas serem mais padromzadas e baratas.

Processo geral. ;amento e crescimento da linhagem, fermentagio em meio especifico,
. recuperagdo da enznma, punﬁcagﬁo e formulaggo final.

= Fermentacio: etapa mais importante para a produgo de enzimas.

= Processos envolvidos: fermentagdo semissélida (permite grande flexibilidade de escala e
- simplicidade da planta bésica de produgio) e fermentagio submersa (mais empregada indus-
trialmente, oferece 1 menor nsco de contannnacﬁo, menor necessidade de espago e apresenta
~ maiores rendlmentos)
2 f"f.’"*Operacﬁo do sustema. smtema contfnuo, batelada, batelada ahmentada (a forma mais empre-
- gada para produr;ﬁo mdustnal de enzimas). :

€ngenharia genética € o impacto na producdo de enzimas

Como seré estudado no capitulo 19, desde a década de 1980 as empresas produtoras de enzimas tém
utilizado a engenharia genética para melhorar a eficiéncia e qualidade de produgio, e no desenvol-
vimento de novos produtos.

O advento da tecnologia de DNA recombinante abriu um vasto leque de possibilidades para me-
Ihorias nos métodos de produgéo de enzimas empregadas na industria de alimentos. Conforme vere-
mos no capitulo 18, a vantagem mais evidente desta tecnologia ¢ a possibilidade de transferéncia de
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genes de qualquer micro-organismo, planta ou animal, para um organismo hospedeiro ¢ a melhoria
de diversas linhagens produtoras.

Os aspectos de seguranga e aprovagio relacionados ao desenvolvimento de uma nova linhagem
produtora sdo considerados tdo importantes quanto os aspectos técnicos envolvidos no sistema de
expressdo. Diversas questdes relacionadas a um sistema de expressdo, entre outras, podem ser abor-
dadas do ponto de vista regulatério, como:

A linhagem hospedeira tem um histérico seguro de uso?

O hospedeiro ¢ capaz de produzir metabdlitos téxicos?

O sistema ¢ baseado na secregfio de enzimas extracelulares ou acumulagio intracelular?
A linhagem ¢ esporulada e isto deve ser considerado?

Estas consideragdes sdo de grande importincia para a elaboragdo de um processo completo de
produgdo de enzimas. O histérico de uso seguro e sua capacidade ou ndo de produzir metabdlitos
toxicos sdo cruciais para que o produto possa ser reconhecido como GRAS (generally regarded as
safe), ou seja, como seguro, segundo a FDA.

No panorama atual, a engenharia genética tem contribuido e facilitado consideravelmente a pro-
ducdo de enzimas em larga escala, podendo suprir as necessidades da industria. Além de seu empre-
g0 propiciar novas tecnologias de produgio, é responsével por aumentar o desempenho e melhorar
as propriedades dos catalisadores e reduzir seu custo de produgo.

]

® Desde a primeira obteng4o de enzimas em escala industrial, os especialistas em enzimologia
e biotecnologia passaram a aprimorar e desenvolver novos processos para obtengdo de enzi-
mas. O envolvimento de técnicas eficientes e sofisticadas proporciona uma grande diversida-
de de enzimas produzidas, disponiveis para as mais diversas aplicagdes na area de alimentos.

" Alguns exemplos dos beneficios oferecidos pelas enzimas foram estudados nesta série de
biotecnologia, e o desenvolvimento de técnicas eficientes para sua obtengio tornou-se cada
vez mais importante, sendo considerado um processo em constante evolugio.

" Além disso, devemos lembrar que as técnicas mais recentes de engenharia genética e DNA
recombinante, voltadas para a obtengdo de enzimas, irfio permitir que os cientistas possam
manipular estas valiosas ferramentas para o beneficio da industria, produtos e consumidores.

? QUESTOES COMPLEMENTARES

15.1. Quando ocorreram os primeiros relatos da produgio industrial de enzimas ¢ quais os
micro-organismos envolvidos?

15.2. Por que a producdo de enzimas ¢ de grande importincia para a indistria?
15.3. Por que diversas enzimas industriais sdo produzidas por micro-organismos modificados?
Cite exemplos.

15.4. Quais sdo as trés fontes para obtengfio de enzimas? Para cada uma, cite trés exemplos de
enzimas de importéncia industrial e de onde sdo obtidas.

15.5. Quais as vantagens apresentadas pela obtengo de enzimas microbianas? Quais as difi-
culdades da extragdo de fontes vegetais e animais?

15.6. Quais as etapas envolvidas em um processo de fermentagéo microbiana?

15.7. Quais as principais diferengas entre o sistema continuo de fermentagio, batelada e bate-
lada alimentada?

R o s e
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15.8. Defina um processo a jusante e as etapas envolvidas,
15.9. Qual a importéncia da engenharia genética para o futuro da biotecnologia e para a pro-

dugfo de novas enzimas?

15.10.Quais as principais empresas mundiais produtoras de enzimas?
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