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Resumo
As enzimas sao grandes aliadas nos processos industriais de varios segmentos e

estao ganhando forca no mercado pelas varrias possibilidades de facilitar e melhorar
processos e produtos. Apesar deste crescimento ser observado em varios segmentos,
o de alimentos tem grande destaque devido as possiveis modificagdes em matérias-
primas e obtencao de produtos especificos. No setor lacteo, a produtividade e
funcionalidade dos produtos tém sido destaques quando se trata do uso de enzimas,
e a fosfolipase vem ganhando destaque pelos impactos positivos em leite e
derivados. Apesar de existir um nimero reduzido de trabalhos publicados, alguns
autores apresentam resultados positivos quanto ao uso da fosfolipase em lacteos,

principalmente em queijos de massa filada.
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1. INTRODUCAO

Classificam-se como enzimas, um grupo de proteinas produzidas pelos
organismos vivos, que tém a habilidade de acelerar os processos biogquimicos. Por
essa razao, muitas vezes sao chamadas de biocatalisadores. A acao das enzimas é
especifica, cada uma catalisa somente um tipo de reacao (Vidal & Netto, 2018).

Presentes em microrganismos, animais e vegetais, elas sao usadas direta ou
indiretamente pela humanidade ha milhares de anos, mas sua importancia so foi
reconhecida em meados do século XIX, quando cientistas descobriram como atuam.
Essa maior compreensdo possibilitou o emprego dessas proteinas especiais em
processos industriais de diferentes areas: médica, alimenticia, téxtil, quimica, de
papel e celulose e muitas outras. (Fernandes et al., 2007).

Atualmente, o mercado enzimatico vem apresentando um crescimento
significativo devido a ampla variedade de oferta em aplicagdes industriais. As
enzimas empregadas nas industrias de papel, couro e biocombustiveis tendem a um
aumento de producdo, porém sao as direcionadas a industria de alimentos que
representam grande parte desse mercado (Martins et al., 2019).

Para aplicagdo de enzimas em escala industrial, alguns fatores como,
especificidade, estabilidade de armazenamento, disponibilidade e custos devem ser
avaliados. Além desses, também deve ser determinado o potencial da enzima por
meio do pH, temperatura, potencial ibnico, tempo de reagao e substrato (Monteiro &
Silva, 2009).

No setor alimenticio, as enzimas tém papel importante, além do uso com o
objetivo de modificar matérias-primas e obter produtos especificos, elas podem
influenciar na composicao, no processamento e na deterioragao dos alimentos. A
Tabela 1 apresenta as principais enzimas utilizadas na industria de alimentos, sua

origem e aplicacdes (Silva et al., 2017).
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Tabela 1. Principais enzimas utilizadas nas industrias de alimentos.

Enzima Origem Aplicacao

_ Aspergillus niger, A. oryzae, Melhorador de massas e producao de

Amilase Bacillus subtulis, xaropes
Aspergillus niger, Preparacao de concentrados liquidos de

Celulase Trichoderma reesei café, clarificacao de sucos
Glicose ] o _ L
Oxidase Aspergillus niger Eliminagao da glicose dos solidos do ovo
Invertase  Sacharomyces cereviase Mel artificial
Lactase Sacharomyces fragilis Hidrolise da lactose

_ Aspergillus niger, Rhizophus -
Lipase Sabor ao queijo
spp, Mucor spp

Aspergillus niger, Rhizophus L _
Pectinase Clarificacao de vinho e de suco de frutas
spp, Penicillium

Aspergillus oryzae, Bacillus  Clarificacao de cerveja e amaciante de
Protease
subtilis carne

Fonte: Monteiro & Silva, 2009.

Dentre as industrias de alimentos, os laticinios contam tanto com as enzimas
naturais do leite, quanto as adicionadas no processo de producdao com objetivos
tecnoldgicos. A composicao do leite proporciona condigdes favoraveis para as
reacOes bioldgicas, as quais podem ser responsaveis por resultados benéficos ou
indesejaveis em produtos lacteos (Silva et al., 2018).

As proteases, lactases, transglutaminase e lipases, sao algumas enzimas
utilizadas no setor lacteo. As proteases sao utilizadas para coagulagdo do leite e
aceleracao no processo de maturacao de queijos. As lactases possibilitam a
fabricagao de produtos com reduzidos teores de lactose e as transglutaminase
auxiliam no melhoramento de textura (Sum, 2011). As lipases auxiliam na melhoria
de sabor no queijo.

Dentre os varios beneficios tecnoldgicos que as enzimas proporcionam nas

industrias, a melhoria na produtividade e funcionalidade dos produtos se destacam.
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Devido a gama de enzimas utilizadas no processamento de lacteos, esse artigo fara
um relato das fosfoslipases que sao lipases que atuam sobre os fosfolipideos do leite

e os beneficios tecnoldgicos advindos do uso da enzima.

2. FOSFOLIPIDEOS

Os lipideos estdo presentes no leite na forma de gldbulos esféricos
constituidos por uma camada, denominada membrana do gldbulo de gordura,
composta de proteinas, fosfolipideos, glicolipideos, esterodis e glicerideos (Tabela 2).
A membrana do glébulo de gordura protege o lipideo da acao enzimatica e impede
que os gldbulos se fundam ou floculem (El-Loly, 2011).

Os fosfolipideos representam cerca de 0,5-1% do total de gordura do leite e
estdo presentes majoritariamente (em torno de 65%) na membrana do glébulo de
gordura (Karahan & Akin, 2017). Os principais fosfolipideos sao as fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e esfingomielina aproximadamente na proporgao de 2:2:1,
respectivamente (Fox et al., 2015).

Os fosfolipideos tem papel de destaque nas propriedades tecnoldgicas pelas
suas propriedades emulsificantes, devido a composicdao da molécula ser composta de
uma parte hidrofilica e outra hidrofébica (Contarini & Povolo, 2013). No sorvete, a
presenca de fosfolipideos possibilita que aconteca a mistura de cristais de gelo e
agua na forma liquida. Em produtos aerados como glacé e coberturas batidas
proporciona aumento de volume (Casado et al., 2012; Karahan & Akin, 2017). Na
manteiga, os fosfolipideos estdo relacionados com a separacao de fases durante o
processo de batecdo e atua como agente de nucleacdo, auxiliando na formacao de
cristais menores de gordura (Karahan & Akin, 2017). No leite tem papel importante
na cristalizacdo da gordura o que impacta no aspecto sensorial e tecnoldgico de

creme de leite (Casado et al., 2012).
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Tabela 2. Composicdao da membrana do glébulo de gordura

Componentes mg/ 100g no gldbulo de % (m/m) na membrana
gordura
Proteina 900 41
Fosfolipideos 600 27
Cerebrosideos 80 3
Colesterol 40 2
Glicerideos neutros 300 14
Agua 280 13

Fonte: Fox et al., 2015.

Além da parte tecnoldgica, os fosfolipideos tém efeitos na prevencdo de
doencas cardiacas, cancer e inflamacao e infecgdes gastrointestinais. Estima-se uma
ingestao alimentar média de 2 a 8 g de fosfolipideos por dia por meio de graos de
cereais, sementes oleaginosas, ovos, peixes, carne bovina e leite. Dentre os
fosfolipideos, os esfingolipidios e seus produtos de digestdo (ceramidas e
esfingosina) sdao considerados como os compostos mais bioativos, sendo os
derivados do leite a principal fonte dos esfingolipidios (Contarini & Povolo, 2013). Por
estarem presentes majoritariamente no glébulo de gordura, os produtos com maior
teor de gordura como creme de leite, manteiga e buttermilk apresentam maior

quantidade dos fosfolipideos.

3. LIPASES

As enzimas que tém como substrato os lipideos podem ser diferenciadas em
lipases e esterases de acordo com o comprimento da cadeia de éster, natureza do
substrato (emulsificado ou nao) e cinética enzimatica. No entanto, os dois termos
sao utilizados sem distingdo na literatura cientifica (Thierry et al., 2017).

Para ocorrer uma acao lipolitica é necessario o rompimento da membrana que
pode ocorrer por acdo mecanica ou enzimatica pela fosfolipase e glicosidase. A lipase
catalisa a hidrdlise de ésteres para produzir acidos graxos livres, glicerol, diacilglicerol

e monogliacilglicerol. A ruptura do glébulo de gordura gera um aumento da
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=
superficie de contato e frequéncia elevando a eficacia da lipdlise (Nascimento et al.,
2016).

No leite, as lipases presentes atuam nas posicdes snl e sn3 dos triacilglicerdis
e podem ser de origem microbiana ou enddgena (naturalmente presente no leite). A
lipase enddgena nao resiste ao processo de pasteurizacao e € sensivel as proteases e
a oxidacdo. Ja as de origem microbiana, por serem mais resistente ao tratamento
térmico, requerem cuidado, pois a presenca de forma ocasional, pode causar
modificacdes indesejaveis em produtos lacteos com maior tempo de vida util (Vidal &
Netto, 2018).

Quando utilizadas com objetivo tecnoldgico, as lipases de origem microbianas
se sobressaem, pois sua produgdo se torna mais viavel e mais segura, por apresentar
alto rendimento, facilidade de manipulagao genética, variadas atividades cataliticas e
rapido crescimento de microrganismos em meios baratos (Ramalho et al., 2019).

Por se tratar de uma enzima bem versatil, a lipase se torna atraente para as
industrias de alimentos. No setor lacteo, é utilizada para realcar aroma, modificar
sabor e acelerar maturacao de queijos. Além disso, atua na fabricacao de gordura de
leite lipolisada que é a gordura lactea modificada para elaboracao de outros produtos
como, aromas de manteiga para margarina, xaropes, cobertura de chocolate, cremes
e molhos artificiais e aditivos saborizantes de queijos. Além disso, atuam nos
processos de panificacdo, bebidas, carnes e laticinios. (Sampaio, 2020; Sum, 2011).

Mesmo com 0s varios beneficios que a enzima proporciona as industrias, o
alto valor de produgdo faz com que a aplicacao biotecnoldgica em escala industrial
seja reduzida. Conhecer as condigdes 6timas da aplicagdo da lipase e as diferengas e
semelhangas entre os diferentes suportes de imobilizacdao é fundamental para um
melhor aproveitamento em diversos processos industriais (Ramalho et al., 2019).

O uso de diferentes suportes para imobilizacdo das enzimas lipoliticas,
apresentam alguns beneficios quanto ao uso em escala industrial, a possibilidade de
operar em sistemas de fluxo continuo reduzindo custos de um determinado produto
é um desses beneficios, além da estabilidade térmica e ao pH, a facil recuperacao e

a reducado de inibigdo por produtos e facil reducao (Nascimento et al., 2016).
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4. FOSFOLIPASES

As fosfolipases referem-se a um grupo de lipases que se diferenciam conforme
a hidrolise de fosfolipideos e lipideos (Borrelli & Trono, 2015).

A fosfolipase hidrolisa as ligacdes de éster de fosfolipideos, e dependendo do
local de hidrdlise pode gerar diversos produtos, como liso-fosfolipideos, acidos
graxos livres, diacilglicerois, fosfato colina, fosfatidados (Borrelli & Trono, 2015).

As fosfoslipases sao divididas de acordo com o local de clivagem
na molécula de fosfolipidio em quatro classes:

o Fosfolipase A (PLA): sao acil-hidrolases que sao subdivididas em PLA1 (EC
3.1.1.32) que hidrolisa a primeira ligagdo acil éster na posicao snl do fosfolipideo e
PLA2 (EC 3.1.1.4) que hidrolisa a segunda ligacdo acil éster (posicdo sn2). Dessa
reacao da PLA1 e PLA2 originam-se um acido graxo livre e 2-acil lisofosfolipideo ou
1-acil lisofosfolipideo, respectivamente. Algumas fosfolipases podem ser
denominadas apenas PLA, pois apresentam baixa seletividade para as posigdes snl e
sn2.

o Fosfolipase B (PLB) (EC 3.1.1.5): sao enzimas capazes de hidrolisar ambas as
ligacGes acil éster na posigao snl e sn2.

o Fosfolipase C (PLC) (EC 3.1.4.3): sao fosfodiesterases que clivam a ligacao
glicerofosfato liberando assim diacilglicerol e um composto fosforilado.

. Fosfolipase D (PLD) (EC 3.1.4.4): sao fosfodiesterases que cliva a ligacao
fosfodiestérica terminal, que remove o grupo polar que esta ligado ao grupo fosfato
e libera acido fosfatidico (PA) (Borrelli & Trono, 2015; De Maria et al., 2007).

Segundo Nielsen e Hoier (2009), as fosfolipase aplicadas na fabricacao de
alimentos vém sendo notadas pelo aumento de rendimento e impactos positivos na
qualidade dos produtos, além de ser considerada uma proposta sustentavel do ponto
de vista ambiental.

As enzimas fosfolipase tém grande aplicacao para diversos ramos industriais,
principalmente para as empresas de alimentos. Podem ser empregadas na producao
de dleo vegetal, amido, ingredientes de panificagdo e em lacteos onde atua como
estabilizante, emulsificantes em produtos como leite, queijos, sorvetes e manteigas

(De Maria et al., 2007; Karahan & Akin, 2017; Trancoso-Reyes et al., 2014).
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Além disso, as fosfolipases sao especificas e apresentam poucara'tividade na
atuacao em diacilglicerol e triacilglicerol presentes no leite, que sao mais hidrolisados
pelas lipases. Portanto, as fosfolipases ndao liberam acidos graxos de cadeia curta
(volateis) presentes nos diacil e triacilglicerol que podem causar defeitos de sabor
em queijos. Os fosfolipideos apresentam principalmente acidos graxos nao volateis
como acidos palmitico, oleico e estearico, que ndo causam impacto no aroma do
queijo (Kelly et al., 2008).

A importancia dos fosfolipideos na tecnologia de fabricagdo em alguns
produtos lacteos intensifica a aplicacdo da fosfolipase. Com grande interesse por
parte das industrias em aumentar a producao de queijos, um método enzimatico foi
desenvolvido, por meio do tratamento do leite com fosfolipase para fabricacao
desses produtos que além de melhorar o rendimento, ndo prejudica a qualidade do
produto final (Karahan & Akin, 2017; Kelly et al., 2008).

Embora seja um produto de importancia socioecondmica para o cenario
brasileiro de produgdo de lacteos, Brito (2019), afirma que a literatura cientifica
ainda apresenta um reduzido numero de publicacdes relativa a aplicacdo de

fosfolipase na fabricacao de queijos.

5. FOSFOLIPASE COMERCIAL A1

Segundo Tafes (2019), a aplicacao da fosfolipase para a fabricacao de queijos
com objetivo de aumentar o rendimento é uma tecnologia considerada recente, foi
introduzida em 2005 por Novozymes A/S e Christian Hansen que desenvolveu uma
enzima com o objetivo de aumentar o rendimento da fabricacdo de queijos, através
do aumento da retencao da gordura na coalhada (Hansen, 2017).

A fosfolipase utilizada em queijos é a fosfolipase A1, uma solucdo padronizada
de enzima produzida por Fusarium venenatum através de fermentagao submersa de
uma cepa de Aspergillus oryzae. A sua fungdo é otimizar o processo de coagulagao
do leite, aumentando o rendimento em queijo pelo aumento das propriedades de
emulsificacao dos fosfolipideos do leite destinado a fabricacao de queijo (Brito, 2019;
Casado et al., 2012).

A enzima hidrolisa a ligacdo ester sn1 do fosfolipideo gerando lisofosfolipideo

e acidos graxos (Lilbaek et al., 2006). Quando adicionado ao leite durante o processo
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‘-de fabricacdo, essa enzima hidrolisa os fosfolipideos da membrana doé glébulos de
gordura, gerando um composto (lisofosfolipideo) altamente emulsificante que
emulsiona agua e gordura durante o processamento e reduz a sinérese. Também os
fosfolipideos interagem com as proteinas, formando complexos lipoproteicos (Lilbaek
et al., 2006; Kelly et al., 2008). Esse processo mantem os componentes do leite no
queijo, promovendo um aumento do rendimento de 3,2%, melhora a emulsificacao e
a capacidade de retencdo de agua no queijo (Lilbaek et al., 2006).

Essa reacao promovida pela fosfolipase aumenta a retencao de gordura e
umidade na coalhada, normalmente de 85% a 95% da gordura e 75% da proteina
do leite continuam retidas na coalhada (De Maria et al., 2007). A fosfolipase
comercial Al nao interfere nas propriedades de coagulacao do queijo (Kelly et al.,
2008).

A enzima permanece estavel até 45 °C, acima dessa temperatura inicia-se a
desnaturacao da enzima, até ocorrer uma inativacao irreversivel. Mais de 90% da
enzima é destruida durante o processo de pasteurizacdo (72 °C/15 s), portanto, para
a fabricacdo de queijos, € importante a adicao apds o tratamento térmico do leite
(Hansen, 2017).

Quanto ao pH, a fosfolipase comercial Al permanece estavel para os
intervalos de pH que ocorrem durante o processo normal de fabricacdao do queijo, pH
este, comparavel ao da lipase de A. niger que apresenta pH otimo de 5,5
(Nascimento et al., 2016).

Segundo o fabricante, a dosagem recomendada para o uso de fosfolipase
comercial Al é baseada no teor de gordura do leite; quanto maior o teor de gordura,
maior o volume aplicado para a fabricagdo de queijos. A proporcdao é de 5 LEU-P
(Lecitase units) / g de gordura, sendo LEU-P a unidade que expressa a forca da
enzima fosfolipase, que neste caso é de 2.300 LEU-P/mL (Trancoso-Reyes et al.,
2014).

Alguns trabalhos apresentam resultados satisfatorios do uso da fosfolipase
comercial Al. A aplicacao da enzima PLA1 no queijo Mussarela reduziu a perda de
gordura no soro e aumentou o rendimento ajustado em mais de 1%, sem alteracao
nos atributos sensoriais e de funcionalidade, nem no processamento posterior do

soro (Hoier et al., 2006). Lilbeak et al. (2006) também verificaram que a enzima
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‘-melhorou o rendimento do queijo Mussarela com um aumento }734,72‘% e no
rendimento ajustado de 1,45% sem prejudicar as propriedades funcionais de
escurecimento, derretimento e elasticidade da Mussarela. A hidrélise do fosfolipidio
antes da coagulacao do leite melhorou a umidade e a retencao de gordura durante a
drenagem do soro.

Por outro lado no queijo mexicano Chihuahua, cuja tecnologia de fabricacao
assemelha-se ao Cheddar, nao foi verificado aumento no rendimento com o uso da
enzima fosfolipase. Possivelmente pela forma de fabricagdo da Mussarela, em que
ocorre perda de gordura da massa durante a filagem na agua quente, e a enzima
pode ter apresentado um efeito mais evidente na retencao da gordura nesse queijo.
Porém, quando o queijo Chihuahua foi fabricado com fosfolipase e bactérias
produtoras de exopolissacarideo, essa associacdo provocou uma melhoria no
rendimento e aumento do teor de umidade e de gordura. Outro fato interessante
observado pelos autores foi o aumento do teor de proteina nos queijos fabricados
com a fosfolipase comercial A1, que pode ser uma interacao dos lisofosfolipideos
com as proteinas do leite (Trancoso-Reyes et al., 2014).

No queijo Minas Frescal é possivel a utilizagdo da fosfolipase em escala
industrial, com impactos positivos no rendimento, sem alteracao sensorial no
produto. Foi observado um maior teor de umidade e de gordura nos queijos
fabricados com a fosfolipase e um maior rendimento, passando de 15,8 kg
queijo/100kg leite (sem a enzima) para 16,5kg queijo/100kg leite (com a
fosfolipase). O leite utilizado na fabricagao desse queijo foi padronizado para 2,7-
2,9% gordura, abaixo do normalmente utilizado para esse queijo, em média, 3,2%
(m/m) de gordura (Brito, 2019).

O impacto ambiental pelo uso da fosfolipase na producdo de lacteos contribui
para reducao do aquecimento global em cerca de 230 kg de CO, equivalente X
(1.000 kg de Mussarela), em média 40% a 50% do produto. Esse efeito é devido a
economia geral na reducao de custos de producao, portanto, a enzima pode
contribuir com a reducao das emissdes de gases com efeito de estufa (Nielsen &
Haier, 2009).
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6. LEGISLACAO

A Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel pela
regulamentacao das preparacdes enzimaticas através da Resolucao da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 53 e 54 de 07 de outubro 2014. As fosfolipase tipo A1, A2 e C
estao previstas na lista de enzimas de origem microbiana que podem ser utilizadas
na producao de alimentos em geral no Brasil. A resolucdo nao aborda a quantidade
de enzima que pode ser utilizada e nao especifica os alimentos (BRASIL, 2014a,b).

A Portaria n° 146 de 07 de marco de 1996, aprova o Regulamentos Técnicos
de Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos que autoriza o uso de lipases na
elaboracdo de queijos de média e baixa umidade (BRASIL, 1996). No entanto, ndo
faz mengao sobre o uso da fosfolipase, possivelmente por se tratar de uma enzima

recente (2005) e essa legislacao ser anterior a essa data.

7. CONCLUSAO

O mercado enzimatico esta em expansao em diferentes setores industriais e
se mostra promissor principalmente para o setor lacteo. A simplificacdo na producao
em escala industrial pode diminuir o custo do produto e impulsionar 0 uso de
enzimas por diferentes publicos.

Apesar de poucos trabalhos publicados, alguns autores mostraram resultados

positivos para o uso de fosfolipase, principalmente em queijos de massa filada.
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