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O USO DAS ENZIMAS NA INDUSTRIA DE LATICINIOS:
UMA BREVE REVISAO

The use of enzymes in the dairy industry: a condensed review

Marciel Dela Justina'”, Mariléia Buss Dela Justina®, Everton Skoronski'

RESUMO

O principal objetivo do presente trabalho ¢ fornecer uma visdo geral sobre
os aspectos técnicos da utilizacdo de enzimas no processamento do leite. Enzimas
indicadoras de processo, como a fosfatase alcalina e a lactoperoxidase, sdo utilizadas
na validacdo do tratamento térmico do leite. Contudo, o desenvolvimento de
novas técnicas para controle microbioldgico do leite representa um desafio para
a manuten¢do da sua usabilidade. Novas fontes de enzimas coagulantes tém sido
estudadas. A imobilizagdo enzimatica tem sido estudada com o intuito de aumentar a
sua estabilidade, periodo de estocagem, e numero de usos na produgdo de laticinios. O
estudo da imobilizag¢do enzimatica ¢ realizado visando varias finalidades na indtstria
de laticinios, entre elas a coagulagdo e a hidrolise. O uso de enzimas encapsuladas
¢ importante para a maturagdo de queijos, prevenindo a deterioragdo de textura ou
de sabor durante este periodo.

Palavras-chave: enzimas do leite; lipdlise; proteodlise; coagulagdo do leite;
maturag¢do do queijo.

ABSTRACT

The main aim of this paper is to show an overview of the technical aspects
of enzymatic action in milk processing. Process indicator enzymes, just as alkaline
phosphatase and lactoperoxidase, have widely been employed in dairy factories
for thermal treatment validation. However, the development of new strategies for
microbiological control in milk represents a challenge for maintaining its usage. New
sources of milk clotting enzymes have been studied in order to replace the calves’
sourced enzymes and enhance the specificity for milk processing uses. Immobilization
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of enzymes also has been studied looking for improve usability, storage, and stability
of enzymes in dairy products manufacturing. Immobilized enzymes are studied to
be employed for several purposes in milk processing, just as clotting or hydrolyzing
agents. The use of encapsulated enzymes is important for cheese ripening, avoiding
taste or texture depletion along the ripening period.

Keywords: milk enzymes; lipolysis; proteolysis; milk curdling; cheese

ripening.

INTRODUCAO

O setor de alimentos é o que apresenta
maior demanda por enzimas de uso industrial
no mundo (GARG et al., 2016). Elas sdo em-
pregadas em varios segmentos da produgao
de alimentos, como panificagdo, bebidas,
suplementos dietéticos, entre outros. A alta de-
manda por enzimas na industria de alimentos
se da por sua alta especificidade em relagdo
ao substrato, pH, temperatura e pressdo, além
de alta atividade e graus de conversdao em
produtos de interesse (FERNANDES, 2010).
Especificamente na industria de laticinios as
enzimas desempenham um importante papel
tanto para a obtencao de resultados benéficos
como para a degradag@o de produtos de ori-
gem lactea. Isto se deve a composi¢ao do lei-
te, que proporciona condi¢des ideais para
reagdes bioldgicas, como as catalisadas por
enzimas. O objetivo deste trabalho ¢ apre-
sentar uma breve revisdo sobre a utilizagdo
de enzimas na producao de laticinios. Serdo
abordadas tanto as enzimas de ocorréncia
natural no leite como as adicionadas com
objetivos especificos, para fins tecnologicos,
como indicadores de processo, para a cura do
queijo e enzimas hidroliticas.

REFERENCIAL TEORICO

Fosfatase alcalina e o sistema lactope-
roxidase: controle do tratamento térmico
e da contaminacdo microbiana para

processamento de leite

O tratamento térmico do leite para in-

dustrializacdo ¢ um aspecto importante para
a manutencao de suas caracteristicas de qua-
lidade e higiene e para a obtengao de produtos
com shelf life estendido (WILINSKA et al.,
2007; TREMONTE et al., 2014; YU et al.,
2015; EGGER et al., 2016; SOSNOWSKI
et al., 2016). Neste contexto, enzimas de
ocorréncia natural no leite, como a fosfatase
alcalina e a lactoperoxidase, sensiveis ao
tratamento térmico, sdo largamente usadas
para monitorar o processo de pasteurizacao
(TRUJILLO et al., 2007; WILINSKA et al.,
2007; TAYEFI-NASRABADI et al., 2011;
DUMITRASCU et al., 2012; TREMONTE
et al., 2014; YU et al., 2015; EGGER et al.,
2016; SOSNOWSKI et al., 2016).

A fosfatase alcalina ¢ uma das mais
de sessenta enzimas de ocorréncia natural
no leite bovino (RANKIN et al., 2010;
INNOCENTE et al., 2014). No leite cru a sua
maior parte se encontra associada a membra-
na dos globulos de gordura do leite, na in-
terface agua/gordura, ja que ndo sdo soltveis
em gordura. Todavia, este fato leva a uma
maior atividade de fosfatase alcalina nos pro-
dutos ricos em gordura, quando comparado
aos produtos com baixo teor de gordura em
sua composicdo (RANKIN et al., 2010). A
maior importancia da fosfatase alcalina na
industria de laticinios ¢ relacionada a sua
termossensibilidade (RANKIN et al., 2010;
UPADHYAY; VERMA, 2014; KIM et al.,
2016). Isto se deve ao fato de ser a fosfa-
tase alcalina ligeiramente mais resistente
ao tratamento térmico do que as bactérias
patogénicas sobre as quais os processos de
pasteurizagdo sdo validados (RANKIN et al.,
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2010; CENI et al., 2016). O processo de pas-
teurizacdo deve diminuir a atividade desta
enzima em torno de quinhentas vezes, com-
parando ao leite cru, para garantir que o pro-
cesso de pasteurizacdo seja efetivo (CENI
et al., 2016).

Trés métodos principais sao empregados
para a pesquisa de fosfatase alcalina na in-
dustria de laticinios: colorimétrico, fluoromé-
trico e quimioluminescente (RANKIN et al.,
2010; KIM et al., 2016), todavia, o método
colorimétrico ¢ o mais largamente empregado.
Mesmo sendo rapidos, baratos e convenientes
os métodos colorimétricos podem levar a
resultados duvidosos, devido a subjetividade
na avaliag@o do desenvolvimento da cor (KIM
et al., 2016). Cada método apresenta as suas
vantagens e desvantagens, no entanto, esse
assunto ndo sera abordado neste trabalho.

Algumas interferéncias podem ocorrer
e influenciar a obtencdo de dados confiaveis
na avaliacdo da atividade da fosfatase alca-
lina para validag¢do dos processos de pasteu-
rizagdo. Estas interferéncias podem ser devi-
das a fatores composicionais, como teor de
gordura, que aumenta a atividade residual da
fosfatase alcalina, presenca de inibidores ou
potencializadores da atividade enzimatica,
aspectos metodoldgicos, presenca de fosfa-
tase alcalina de origem microbiana, entre
outros (RANKIN et al., 2010).

Os leites obtidos de diferentes fontes,
como cabras, ovelhas, vacas ou bufalas, po-
dem apresentar diferentes niveis de fosfatase
alcalina, contudo o tratamento térmico di-
minui a sua atividade de forma semelhante
(RANKIN et al., 2010). Comparando a fos-
fatase alcalina de leite de vaca, ovelha e cabra,
a enzima presente no leite de vaca apresenta
a menor resisténcia ao tratamento térmico,
enquanto a enzima oriunda do leite de ovelha
apresenta a maior termorresisténcia. Todavia,
para todos eles observa-se a diminui¢do da
atividade enzimatica em torno de 90% a 75 °C
por 90 segundos (LORENZEN et al., 2010).

Visando evitar a perda de nutrientes
ou das propriedades sensoriais dos alimen-
tos, tem surgido uma tendéncia ao consu-
mo de produtos minimamente processados
(TREMONTE et al.,2014; CENI etal., 2016).

Desta forma, tecnologias alternativas
a pasteurizagdo convencional tém sido de-
senvolvidas buscando garantir a seguranca
microbioldgica dos produtos de origem léac-
tea, ao mesmo tempo evitando qualquer
alteracdo em sua composi¢do nutricional ou
caracteristicas sensorais. A fosfatase alca-
lina tem sido estudada quanto a sua empre-
gabilidade como indicador de efetividade
também destas novas técnicas (PINHO et al,
2011; INNOCENTE et al., 2014; CENI
et al., 2016).

O uso de CO, supercritico como trata-
mento ndo térmico para o leite tem sido
estudado. Com a utilizagdo deste processo
observou a diminuigao na atividade enzimati-
ca da fosfatase alcalina em torno de 94,5%
nas condi¢des Otimas do experimento, bem
como significante reducdo na contagem de
Escherichia coli (CENI et al., 2016). Em
outro estudo, avaliando a utiliza¢do de trata-
mento com pulsos de luz, observou-se redu-
¢do de 3,2 log.UFC.mL"! na contagem bac-
teriana total e de 94% na atividade da fosfa-
tase alcalina. Os autores também observaram
que a fosfatase alcalina foi mais resistente
ao tratamento do que as bactérias indica-
doras, o que garante margem de seguranga
para a utilizacdo da enzima como indicador
(INNOCENTE et al., 2014). Também no
processo de homogeneizagao por alta pressao,
a fosfatase alcalina pode ser utilizada como
indicador de processo, uma vez que em
pressdo acima de 270 MPa (caracteristica
do processo) sua atividade ¢ completamente
inibida. Todavia, a perda de atividade ndo se
da propriamente ao emprego de alta pressao,
mas ao fato de haver aumento de temperatu-
ra do leite, devido ao intenso cisalhamento
ao que o mesmo ¢ submetido neste processo.
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Considerando, contudo, que grande parte dos
processos de homogeneizacao por alta pressao
atinge o nivel de 270 MPa para eliminagdo
da atividade bacteriana, a fosfatase alcalina
¢ também um bom indicador para a efetivi-
dade deste processo (PINHO et al., 2011).

A pesquisa de fosfatase alcalina ¢ tam-
bém importante para determinar se produtos
lacteos, como o queijo, foram produzidos com
leite adequadamente pasteurizado, ou entdo a
ocorréncia de contaminag@o pos pasteuriza-
¢do do leite utilizado (LORENZEN et al., 2010;
RANKIN et al., 2010; EGGER et al., 2016).
Estudos sugerem que queijos produzidos com
leite pasteurizado adequadamente apresentam
atividade de fosfatase alcalina ndo maior que
10 mU.g! enquanto queijos produzidos a
partir de leite cru ou termizado podem atingir
niveis de atividade em torno de 300 mU.g",
mesmo depois do periodo de cura (EGGER
etal., 2016). Todavia, existe também a possi-
bilidade da reativagdo da fosfatase alcalina
tanto no leite pasteurizado quanto nos produ-
tos obtidos a partir dele. Esta reativagdo pode
ser relacionada a presenca de ions de Mg, Ca
e Zn e das condigdes de pH, aquecimento ¢
armazenamento. Por outro lado, a presenga
de Co, Cu, Sn, oxigénio dissolvido ¢ EDTA
inibem a reativagdo da atividade enzimatica
(RANKIN et al., 2010). O leite UHT apresen-
ta uma especial tendéncia para reativacdo da
atividade da fosfatase alcalina (LORENZEN
et al., 2010; RANKIN et al., 2010).

A lactoperoxidase ¢ a segunda en-
zima mais abundante no leite bovino
(CAMPBELL; DRAKE, 2013), ocorrendo
em torno de 30 mg.L"! e representando
0,5% do contetdo proteico total do mesmo
(KUSSENDRAGER; HOOIJDONK, 2000).
E caracterizada pela presenga de um gru-
po heme no centro da molécula, sendo o
seu peso molecular em tordo de 78 kDa
(KUSSENDRAGER; HOOIJDONK, 2000;
CAMPBELL; DRAKE, 2013). O grupo heme
¢ ligado covalentemente a molécula e um

ion Ca age fortemente na manutencao de sua
conformacgdo estrutural (BOOTS; FLORIS,
2006; KUSSENDRAGER; HOOIJDONK,
2000). Estocagem sob condi¢des acidas cau-
sam perda de atividade por desnaturagdo
da enzima, contudo valores de pH bastante
altos, até 10,0, ndo causam perda de ativida-
de a temperatura ambiente. Seu pH 6timo
de atividade catalitica é entre 5,0 ¢ 6,0
(KUSSENDRAGER; HOOIJDONK, 2000).
E uma das enzimas mais termorresistentes
presentes no leite, sendo habil para manter
atividade total ou parcial em condigdes
de pasteurizacdo rapida (72-75 °C por 15
segundos). Perde sua atividade apenas acima
de 80 °C por mais de 2,5 segundos e, por
isso, ¢ empregada para monitorar se o leite
foi tratado termicamente em temperatura
acima da ideal (LORENZEN et al., 2010).
A exemplo da fosfatase alcalina, a
lactoperoxidase apresenta diferentes niveis
de termorresisténcia ao tratamento térmico,
de acordo com a origem do leite. Estudos
apontam que em temperaturas mais baixas
(70-75 °C) a lactoperoxidase de leite de
ovelha e cabra s3o menos termorresistentes
do que a presente no leite bovino. Todavia,
em temperaturas mais elevadas (77 °C), a
lactoperoxidase do leite de cabra se mostrou
mais termorresistente do que nos outros
dois tipos de leite testados (DUMITRASCU
et al., 2012). Outros autores observaram ati-
vidade residual de lactoperoxidase de 39, 53,
e 43% para leites de vaca, ovelha e cabra,
respectivamente, apds tratamento térmico a
75 °C por 28 segundos (LORENZEN et al.,
2010). As diferengas observadas entre os
diferentes tipos de leite podem ser devidas
tanto a composi¢ao do proprio leite (efeito de
matriz) quanto as propriedades moleculares
das enzimas (DUMITRASCU et al., 2012).
Embora apresentem uma importante
fungdo como indicadores de processo, a
lactoperoxidase apresenta outra importante
fun¢do na cadeia da producdo de laticinios,
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agindo como poderoso agente antimicrobia-
no. Sua maior fung¢do original no leite é ga-
rantir defesa contra infecgdes bacterianas em
mamiferos na infancia (KUSSENDRAGER;
HOOIJDONK, 2000; BOOTS; FLORIS,
2006; TAYEFI-NASRABADI et al., 2011;
DUMITRASCU et al., 2012; CAMPBELL,;
DRAKE, 2013), pela formagdo de haletos
oxidados reativos ou pseudo-haletos que exer-
cem agdo bactericida (KUSSENDRAGER;
HOOIJDONK, 2000; TAYEFI-NASRABADI
et al., 2011).

Para atingir este objetivo, a lactopero-
xidase integra um sistema maior, que envolve
a presenca de outros componentes, como
haletos ou pseudo-haletos (em maior parte
SCN -, mas também Cl1- ¢ Br-) e o perdxido
de hidrogénio (H,0,) (KUSSENDRAGER;
HOOIJDONK, 2000; BOOTS; FLORIS,
2006, CAMPBELL; DRAKE, 2013). O me-
canismo de acdo deste sistema complexo ¢
regulado por uma série de etapas que incluem
a reacdo entre o grupo heme com o peréxido
de hidrogénio, gerando um radical livre sobre
o grupo heme. Este radical livre promove a
oxidag@o do SCN - (ou dos ions haletos) for-
mando o composto (SCN), que, por hidrélise,
libera para o meio HOSCN (que se apresenta
em equilibrio com H* ¢ OSCN-), SCN-e H*
(Figura 1).

SCN'+H,0, ___LP o 0scN +H,0,or
2SCN +H0, __LP o (SCN),+2H,0
(SCN),+H,0 _____y HOSCN+H +SCN’

HOSCN (pKa=53) o——> H +O0SCN"

Figura 1 — Representagdo da oxidagdo do
tiocianato (SCN-) no sistema lactoperoxidase
(SEIFU et al., 2005)

Estas espécies quimicas agem nas mem-
branas citoplasmaticas das células micro-
bianas, pela oxidagdo de grupos proteina-SH
(causada pelo HOSCN ou pelo OSCN ),
rompendo-as e liberando seu conteudo interno
para o meio exterior, causando sua morte.
A oxidagao dos grupos proteina-SH pelo
HOSCN ou pelo OSCN - leva a formacao
de uma estrutura proteina-S-SCN que, por
hidrélise, é rompida em proteina-S-OH e
SCN-e H, restaurando o pseudo-haleto para
novo ciclo oxidativo (KUSSENDRAGER;
HOOIJDONK, 2000).

O ion tiocianato (SCN °) ocorre natu-
ralmente no leite bovino em niveis variando de
1 a 15 ppm. Devido a esta alta variabilidade, o
montante presente pode ou ndo ser suficiente
para ativagdo do sistema lactoperoxidase.
Todavia, o Codex alimentarius permite a
adi¢do de 15 mg SCN.kg"!' de leite para ga-
rantir a ativagdo do sistema (CAMPBELL;
DRAKE, 2013). Em estudo recente observou-
se a presenga de SCN - em niveis variando
de 1,0 até 5,3 ppm em leite bovino cru de
varias fazendas, abaixo do nivel permitido
pelo Codex alimentarius (YONG et al.,
2017). O peroxido de hidrogénio pode ocor-
rer naturalmente no leite em niveis suficien-
temente altos para garantir a ativagdo do
sistema lactoperoxidase, advindo da agdo
bacteriana sob condi¢des aerdbias ou entdo
necessita ser adicionado (KUSSENDRAGER;
HOOIJDONK, 2000).

Devido a sua acdo bactericida, o sis-
tema lactoperoxidase tem encontrado diversas
aplicagdes na conservagdo de produtos lac-
teos, principalmente em paises em desenvolvi-
mento que ndo dispdem de métodos mais ade-
quados para a preservacdo do leite. Enquanto
alguns autores apontam que a acdo oxidante
do sistema lactoperoxidase ndo age sobre os
constituintes do leite (KUSSENDRAGER;
HOOIJDONK, 2000), outros apontam a ocor-
réncia de aromas indesejaveis devido a oxi-
dag@o de grupos sulfidrilas (-SH) e de gor-
duras (CAMPBELL; DRAKE, 2013).

Rev. Inst. Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 73, n. 3, p. 172-184, jul/set, 2018



O uso das enzimas na industria de laticinios: uma breve revisdo 177

Um tratamento combinando a exposi¢ao
de leite cru a a¢do do sistema lactoperoxidase
e ultrassom atingiu inativagdo total da micro-
biota inicial do leite pela aplicagdo de pero-
xido: SCN - na propor¢do de 10:10 mg.L' e
tempo de exposi¢ao de 10 minutos a ultrassom
com amplitude de 125 um. Os autores tam-
bém citaram que embora atue rapidamente, o
tempo de agdo do sistema lactoperoxidase ¢
curto (SHAMILA-SYUHADA et al; 2016).
Avaliando a acdo isolada do sistema lactope-
roxidase, com aplicacdo apenas de peroxido
de hidrogénio e ions SCN -, observou-se di-
minui¢do imediata na contagem total de todas
as espécies de microorganismos avaliados no
estudo: psicrotroficos, Pseudomonas spp., En-
terobacteriaceae spp., bactérias acido laticas,
bactérias mesofilicas totais e mofo. Os niveis
de todas as espécies avaliadas permaneceram
abaixo dos niveis iniciais e permaneceram
estaveis até o final do periodo do experimento
(12 horas). (AY; BOSTAN, 2017).

A ativagdo do sistema lactoperoxidase
¢ também relacionada a melhora das ca-
racteristicas sensoriais e microbioldgicas
tanto de queijo de leite bovino (BOULARES
et al., 2011) quanto de leite de cabra (SEIFU
et al., 2004). Os dois autores citados obser-
varam menores contagens de contaminantes
bacterianos nos produtos e também menor
ocorréncia de lipolise e proteodlise nos pro-
dutos, mesmo apos o periodo de cura.

Enzimas coagulantes do leite: coagulacao
enzimatica tradicional e novas tendéncias

A caseina representa cerca de 80% do
conteudo protéico do leite. Apresenta-se sob
a forma de sistemas estaveis que permanecem
em suspensao coloidal no leite: as micelas de
caseina. Existem quatro tipos de moléculas
de caseina que sdo espacialmente organiza-
das nestas micelas: a_, a,, B € x caseina
em proporgdes de cerca de 4:1:3,5:1,5
(DALGLEISH; CORREDIG, 2012). A prin-

cipal fung¢@o da estrutura micelar é exatamen-
te promover a solubilizagdo e fluidizacdo
das moléculas de caseina, calcio e fosfato
(FARRELL et al., 2006). As quatro formas
de caseina sdo fosforiladas em residuos
especificos de serina e, dentre eles, a Kk-caseina
apresenta o menor nivel de fosforilacdo:
apenas um ou dois fosfatos em sua estrutura,
dependendo de variantes genéticos (FARRELL
et al., 2006; DALGLEISH; CORREDIG,
2012; O’RIORDAN et al., 2014). As o, o,
e P caseinas possuem 8 , 9-11 e 5 residuos de
serina fosforilados respectivamente e, devi-
do a este fator, sdo precipitados pela ligacao do
calcio a estes residuos. A k-caseina, devido ao
menor nivel de fosforilagdo, ndo € suscetivel
a precipitacao pelo calcio, contudo € capaz
de interagir com as caseinas insoluveis para
dar forma as micelas que compde o sistema
coloidal das proteinas do leite (FARRELL,
et al., 2006).

A k-caseina ndo participa na formacao
dos nanoclusters de fosfato de célcio. Devido
a isto, permanece disponivel para se associar
as demais formas de caseina por interagdes
ndo covalentes e compor a camada superficial
da micela, onde a maior parte da k-caseina
¢ encontrada (DALGLEISH; CORREDIG,
2012). A k-caseina parece formar uma camada
de “pelos” na superficie da micela, que
estabiliza a mesma contra a agregacdo, por
efeitos estéricos e eletrostaticos (GAUCHER
et al., 2007, DALGLEISH; CORREDIG,
2012; CHEN et al., 2016) (Figura 2). Esta
camada de “pelos” ¢ composta pelo casei-
nomacropeptideo, um peptideo com 64
aminoacidos que se estende da superficie da
micela para a solugdo circuncidante. O ca-
seinomacropeptideo ¢ a fracdo da k-caseina
que inicia no terminal C da metionina (o
residuo namero 106 na cadeia peptidica da
K-caseina) e termina no ultimo residuo da
cadeia, valina, na posi¢ao 169 (DALGLEISH;
CORREDIG, 2012; O’RIORDAN et al.,
2014).
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As enzimas coagulantes do leite eram
inicialmente extraidas dos estomagos de
bezerros, sendo compostas por uma mistura
de quimosina e pepsina, proteases asparticas,
em propor¢des de aproximadamente 80:20.
Enquanto a quimosina possui enorme ha-
bilidade em clivar o caseinomacropeptideo
da «-caseina, na ligagdo entre os residuos
Phe .-Met, ,, a pepsina possui uma atividade
menos especifica, clivando qualquer ligacdo
que apresente residuos de Phe, Tyr, Leu ou
Val (JACOB etal., 2011; YEGIN; DEKKER,
2013).

Praticamente todas as enzimas co-
mercializadas para a coagulagdo do leite sdo
proteases asparticas, obtidas de diferentes
fontes (ndo apenas estdmagos de bezerros)
(JACOB et al., 2011). O pH e a temperatura
influenciam fortemente a atividade destas
proteases para a coagulagdo do leite. As pro-
teases asparticas tendem a ter sua atividade
aumentada em pH acido. Especificamente
a quimosina possui sua maior estabilidade
em pH entre 5,3 ¢ 6,3. A temperatura 6tima
para coagulacdo do leite com a utilizagdo de
proteases asparticas ¢ dependente da fonte
de onde a enzima ¢é obtida. Para a quimosina
bovina, a temperatura 6tima se encontra na
faixa compreendida entre 30 e 40 °C. Alta

termorresisténcia de proteases asparticas po-
de causar a formacdo de sabores e aromas
indesejaveis nos queijos curados, devido
excessiva degradacdo das caseinas, caso nao
sejam inativadas durante o processamento.
Contudo, a maior parte da atividade enzima-
tica ¢ perdida durante a producdo dos quei-
jos, seja no processo de cozimento ou na
moldagem de queijos que passam pelo pro-
cesso de filagem (YEGIN; DEKKER, 2013).

Fontes para a substituicdo dos coagu-
lantes obtidos a partir de estdbmagos de
bezerros tém sido utilizadas, como fontes
microbianas e vegetais (JACOB et al., 2011;
YEGIN; DEKKER, 2013; LEMES et al.,
2016; SILVA et al., 2017). As enzimas obti-
das a partir destas novas fontes necessitam
preencher alguns requisitos que permitam
seu uso na industria de laticinios, como alta
atividade na coagulagdo do leite (por exem-
plo, alta especificidade sobre a k-caseina)
nas temperaturas ¢ pH de produg@o do quei-
jo, e termossenssibilidade para que nao
permanecam ativas nos produtos obtidos
(JACOB etal., 2011). Os coagulantes obtidos
através de microorganismos sdo muito in-
teressantes neste sentido, uma vez que pos-
suem alta estabilidade, rapido crescimento
dos microorganismos produtores, custo baixo,

a,, 0,, B excaseina

s2°

Calcium phosfate
nano-cluster

Figura 2 — Estrutura espacial da caseina (HRISTOV et al., 2016)
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grande diversidade bioquimica e possibilida-
de de facil modificagao genética, o que permite
a selegdo das alternativas mais adequadas para
cada aplicacdo (AHMED et al., 2016).

Técnicas de imobilizacdo de enzimas
coagulantes do leite tém sido estudadas e re-
portadas (ESPOSITO et al., 2016). Celulose
tubular, obtida a partir da deslignificagdo da
serragem apresentou-se como uma boa al-
ternativa de suporte para imobilizag¢ao da qui-
mosina por encapsulamento. Esta alternativa
se mostrou promissora, principalmente pelo
fato de a enzima imobilizada ter apresenta-
do boa performance até a sétima batelada
de coagulacdo (BAROUNI et al., 2015).
Uma enzima coagulante obtidas de Bacillus
subtilis MTCC 10422 foi imobilizada em
matriz de alginato e pectato, e apresentou
aumento na faixa de pH o6tima de atividade,
com atividade residual de 40% (em relacdo
a atividade inicial) apos dez bateladas
consecutivas (NARWAL et al., 2016). Uma
protease alcalina, com atividade coagulante
do leite, obtida da folha de Solanum melon-
gena (berinjela) foi imobilizada em silica e
na zedlita ZSM-5 por encapsulamento. Os
dois suportes apresentaram boa reusabilida-
de, mesmo apos doze bateladas consecutivas.
A imobilizacdo também melhorou as pro-
priedades de armazenamento, aumentando o
seu ciclo de vida, comparando com a enzima
livre (KUMARI et al., 2015).

As enzimas no processamento do leite:
produtos livres de lactose e queijo enzi-
maticamente modificado

A lactose ¢ o principal carboidrato na
composic¢do do leite, representando cerca de
5% da sua composi¢do massica. A maioria
das pessoas adultas apresenta algum nivel de
intolerancia a lactose, devido a diminuigdo
dos niveis de atividade da P-galactosidase
(lactase) depois dos primeiros anos de de-
senvolvimento do organismo. A producgdo

de produtos lacteos sem lactose objetiva
atender a esta demanda (PANESAR et al.,
2010; MATTANNA et al., 2012; PEREIRA
et al., 2012).

A utilizagdo da lactase para a hidrolise da
lactose ¢ um aspecto importante na industria
de laticinios, visando atender tanto a deman-
da dos consumidores intolerantes a lactose,
quanto aprimorar os processos pelos quais
os produtos lacteos sdo obtidos (PEREIRA
et al., 2012). Devido a sua baixa solubilida-
de, a lactose se cristaliza muito facilmente
nos produtos lacteos em que sua concentra-
¢do relativa seja aumentada, como no doce de
leite (KLEIN et al., 2010; PANESAR et al.,
2010). A lactase hidrolisa a lactose ¢ leva a
formacdo de dois monossacarideos: glicose e
galactose. Estas moléculas formadas possuem
menos tendéncia a cristalizagdo, devido a
sua maior solubilidade, possuem maior poder
adogante que a lactose e s3o melhor digeri-
veis pelo trato intestinal humano. Autores
afirmam que a hidrélise de 23,16% do con-
tetdo total de lactose do leite pela lactase,
a temperatura de 6 °C por um periodo de 5
horas preveniu a cristalizagdo do doce de lei-
te ao longo de todo o seu tempo de vida util
(KLEIN et al., 2010).

Embora o uso da lactase na industria de
laticinios seja feita majoritariamente na sua
forma livre, a imobiliza¢do desta enzima tem
sido proposta como uma boa alternativa. A
imobilizacdo tem sido relacionada ao aumen-
to da estabilidade enzimatica em relagdo ao
pH e a temperatura, a preven¢ao da perda de
atividade e a possibilidade de ser empregada
em processos continuos (ndo bateladas). A
imobilizagdo da lactase de diferentes fon-
tes (por exemplo, bacterianas e fungicas)
tem sido realizada em diversos suportes
como a quitosana, resina fenol-formaldeido,
ceramica porosa, celulose (por adsorcdo fi-
sica), alginato de célcio, hidrogel de alcool
polivinilico, gel de poliacrilamida, agarose
(encapsulamento), cascas de ovos, gelatina,
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silica gel, grafite e em algoddo (imobilizagdo
por ligacdo covalente). A lactase imobiliza-
da tem sido aplicada para os mais diversos
fins, como hidrélise da lactose do leite e
do soro de queijo e para a sintese de oli-
gossacarideos. As particularidades de cada
processo, relativas ao substrato ¢ a propria
enzima, devem ser levadas em conta na
escolha da enzima a ser utilizada. As lacta-
ses de origem fungica sdo mais adequadas a
substratos acidos, como o soro de queijo, por
exemplo, enquanto lactases bacterianas sao
mais adequadas para utilizacdo em meios de
pH neutro, como o leite ou na produgio de
doce de leite (PANESAR et al., 2010).

Mesmo tendo em mente todos os be-
neficios da utilizagdo da lactase na obtencao
de produtos lacteos, sua agdo proteolitica
secundaria pode causar a degradacgdo das
caracteristicas sensoriais e nutricionais do
leite armazenado por longos periodos (por
exemplo, acima de 60 dias). Este efeito ¢é
relacionado a liberacdo de residuos de ami-
noacidos livres do conteudo proteico do
leite. Adicionalmente, produtos da reacdo
de Maillard podem ser formados durante o
armazenamento ¢ serem detectados pelos
consumidores. Autores tém afirmado que a
atividade proteolitica secundaria da lactase
tem relag@o direta com o processo de adigao
direta da enzima a embalagem final do
produto, depois do processamento térmico
(para leites UHT). O leite que passa pelo
processo de hidrolise da lactose antes do
processamento UHT ndo apresenta este efeito
de degradagdo proteica causado pela agdo
proteolitica secundaria da lactase (DARIO
et al., 2016). Autores também observaram a
liberacdo de produtos da reacdo de Maillard,
aminoéacidos e aminas livres em leite UHT
em que se utilizou a lactase para hidrolise da
lactose, apos nove meses de armazenamento
(JANSSON et al., 2014).

A maturagdo do queijo ¢ um processo
bioldgico/bioquimico complexo que resulta

no desenvolvimento de sabores e texturas
especificos de cada tipo de queijo. Estas
caracteristicas especificas de cada tipo de
queijo sdo relacionadas principalmente ao
metabolismo dos residuais de lactose, lacta-
to e citrato na coalhada, a lipolise ¢ a pro-
tedlise. A lipolise no leite leva a liberacdo de
acidos graxos livres, principalmente os de
cadeia curta, durante a maturagdo e contribui
na formacdo de sabor e aroma. Lip6lise em
niveis excessivos leva a degradacdo destas
mesmas caracteristicas, principalmente a
formacdo de rancidez no produto. A lipolise
no queijo ¢ devido a presenca de agentes
lipoliticos de ocorréncia natural (lipase li-
poproteica) ou adicionados ao longo do
processamento, como o coagulante ou a
microflora do queijo (advindos de culturas
starter ou secundarias). Enquanto a lipdlise
atua principalmente na formagdo de sabor ¢
aroma, a prote6lise tem seu papel primordial
na formacdo da textura do queijo durante a
maturagdo, devido a hidrolise das micelas
de caseina. A protedlise também atua na
formacdo de sabor e aroma, pela liberagao de
peptideos curtos e aminoacidos que possuem
sabor e podem também ser precursores de
processos metabdlicos que originem com-
postos que confiram sabor e aroma ao
produto final. A principal fonte de agentes
proteoliticos que agem durante a maturacao
do queijo s@o o coagulante utilizado ¢ as
enzimas de origem natural do leite (como
a plasmina), que inicialmente quebram as
moléculas de caseina em peptideos de gran-
de e médio peso molecular, e também as
culturas starter e secundarias que hidrolisam
estas moléculas médias e grandes em formas
menores (MCSWEENEY, 2004).

Na busca por acelerar os processos de
maturagdo, o uso de enzimas livres € fre-
quentemente preferido em relag@o ao processo
tradicional, que, dependendo do produto,
pode levar longos periodos de tempo. Neste
contexto, a adi¢do de enzimas proteoliticas e
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lipoliticas diretamente ao leite ou a coalhada
¢ boa alternativa para acelerar este processo.
Contudo, esta adi¢do direta apresenta algu-
mas desvantagens, como a grande perda de
enzimas no soro, ma distribui¢do da enzima
na coalhada, entre outros. Além disto, a adi-
¢ao direta de lipases e proteases pode levar
a formacdo de sabor e textura indesejavel,
devido ao ataque direto excessivo sobre o
substrato pelas enzimas. Uma boa forma de
eliminar este efeito ¢ a utilizagdo de enzimas
encapsuladas ou micro encapsuladas. Desta
forma, as enzimas sao fisicamente separadas
do substrato, o que impede o ataque direto
nos estagios iniciais da maturagdo, sendo
gradualmente liberadas ao meio durante o
tempo de maturagio (GULER-AKIN et al.,
2012).

CONSIDERACOES FINAIS

As enzimas apresentam um papel de
grande importancia na industria de lati-
cinios. Mesmo sendo muito bem conhecida
a sua acdo sobre o leite e os produtos de
laticinios, novas fontes e métodos de uti-
lizagao tém sido estudados. Processos de
imobiliza¢do enzimatica tém sido sugeridos
como boas alternativas para a coagulagdo e
hidrolise, objetivando o aumento da ativi-
dade enzimatica, da estabilidade frente as
condigdes operacionais e de armazenamento,
e também promovendo a sua reusabilidade.
Além das enzimas adicionadas para algum
fim tecnolodgico, as enzimas de ocorréncia
natural no leite também apresentam grande
importancia na industria de laticinios, como
a fosfatase alcalina e a lactoperoxidase, que
sdo utilizadas como indicadores de processo
para validar a eficacia do tratamento térmico.
Estas enzimas tém sido estudadas também
como indicadoras de garantia da seguranca
microbiologica do leite em tratamentos al-
ternativas a pasteurizagdo convencional.
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