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RESUMO

HOROWITZ, Aaron; MARTINS, Bruno C. R.. Mapeamento cientifico da aplicacdo de
proteases na producao de cerveja. Rio de Janeiro, 2025. Trabalho de Conclusao de Curso
(Graduacao em Engenharia de Bioprocessos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

O presente trabalho teve como objetivo mapear a producdo académica sobre a aplicagao de
proteases em processos cervejeiros, com énfase na analise bibliométrica e sistematica de artigos
cientificos classificados por meio da metodologia Methodi Ordinatio. As proteases, enzimas
que catalisam a hidrolise de proteinas, sdo essenciais em diversas etapas do processo cervejeiro,
como maltagem, mosturagdo, fermentacao e estabilizacao final. A busca sistematica resultou
em 423 artigos, dos quais 82 atenderam aos critérios de inclusdo e foram classificados segundo
o indice InOrdinatio. Considerando o fator de impacto dos periddicos, o numero de citagdes e
o ano de publicacdo dos artigos, identificou-se os artigos mais relevantes no assunto, com 0s
dez primeiros apresentando mais de 55,9 citagdes em média, publicados em revistas com FI
médio de 3,76. Das proteases identificadas nos artigos analisados, a maioria corresponde a
endopeptidases (68,7%) e ¢ de origem comercial (58,5%), predominantemente produzidas por
microrganismos do género Aspergillus e Bacillus. Cerca de 37% das enzimas aplicadas foram
de origem enddgena da cevada ou produzida por leveduras. Entre as enzimas mais estudadas
destacam-se: papaina (com 18 ocorréncias), tripsina (com 12 ocorréncias) e prolil
endopeptidase, PEP, (com 11 ocorréncias), cada uma com papéis estratégicos no controle de
turbidez, degradacdo de proteinas do gliten e modulacdo da estabilidade da espuma. A anélise
também indicou uma maior concentragao de estudos provenientes do Reino Unido (15 artigos
publicados), seguidos pela China e Estados Unidos (9 artigos cada), ¢ Alemanha e Dinamarca
(8 artigos cada), no periodo selecionado, revelando uma distribuicao geografica coerente com
os principais mercados e centros de pesquisa cervejeira. A revisdo aponta ainda para tendéncias
de inovacdo, como o uso de proteases para a produgdo de cervejas sem gluten, aplicagdo de
ferramentas protedmicas para caracterizagdo enzimatica e o aumento da utilizagdo de enzimas
recombinantes de alta pureza em processos industriais. Dessa forma, conclui-se que as proteases
representam ferramentas biotecnoldgicas promissoras e indispensaveis para o avango, a

diversificacdo e a competitividade da indistria cervejeira contemporanea.

Palavras-chave: proteases; cerveja; induastria cervejeira.



ABSTRACT

HOROWITZ, Aaron; MARTINS, Bruno C. R.. Mapeamento cientifico da aplicacdo de
proteases na producao de cerveja. Rio de Janeiro, 2025. Trabalho de Conclusao de Curso
(Graduacao em Engenharia de Bioprocessos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

This study aimed to map the academic production regarding the application of proteases in
brewing processes, with an emphasis on bibliometric and systematic analysis of scientific
articles classified using the Methodi Ordinatio methodology. Proteases, enzymes that catalyze
protein hydrolysis, play essential roles in various stages of the brewing process, such as malting,
mashing, fermentation, and final stabilization. The systematic search yielded 423 articles, of
which 82 met the inclusion criteria and were ranked according to the InOrdinatio index.
Considering journal impact factor, number of citations, and publication year, the most relevant
articles were identified, with the top ten averaging over 55.9 citations and being published in
journals with an average impact factor of 3.76. Among the proteases identified, most were
endopeptidases (68.7%) and of commercial origin (58.5%), predominantly produced by
microorganisms of the Aspergillus and Bacillus genera. About 37% of the enzymes used were
endogenous to barley or produced by yeasts. The most frequently studied enzymes included
papain (18 occurrences), trypsin (12 occurrences), and prolyl endopeptidase, PEP, (11
occurrences), each playing strategic roles in turbidity control, gluten protein degradation, and
foam stability modulation. The analysis also indicated a higher concentration of studies from
the United Kingdom (15 articles), followed by China and the United States (9 articles each),
and Germany and Denmark (8 articles each), reflecting a geographical distribution consistent
with major beer markets and research hubs. The review also highlights emerging innovation
trends, such as the use of proteases for gluten-free beer production, application of proteomic
tools for enzymatic characterization, and increasing use of high-purity recombinant enzymes in
industrial processes. Thus, proteases are concluded to be promising and essential
biotechnological tools for the advancement, diversification, and competitiveness of the

contemporary brewing industry.

Keywords: proteases; beer; brewing industry.
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1 INTRODUCAO

A cerveja ¢ uma bebida consumida hd mais de 8.000 anos, tendo como principais
ingredientes cereais maltados, agua, lupulo e leveduras (ANDERSON, 2017). Trata-se de uma
das bebidas alcoolicas mais antigas da humanidade, com evidéncias arqueoldgicas apontando
para sua producdo na antiga Mesopotamia, e sua relevancia permanece até os dias atuais. No
Brasil, a cerveja possui expressiva importancia economica, com 1.847 estabelecimentos
registrados e mais de 40 mil empregos diretos gerados pela cadeia produtiva (MAPA, 2024). O
pais ocupa o terceiro lugar no ranking mundial de consumo total de cerveja e a 21? posi¢do em
consumo per capita (KIRIN, 2024). Além disso, abriga o grupo controlador da AB InBev, maior
cervejaria do mundo, que detém mais de 33% do capital votante da companhia (AB InBeyv,
2025). Entre as enzimas amplamente empregadas na produgdo estdo as amilases, beta-
glucanases e, especialmente, as proteases, dentre elas destacam-se as papainas, tripsinas e prolyl
endopeptidases.

As proteases sdo enzimas essenciais na industria cervejeira, desempenhando papéis
multifuncionais durante a maltagem, mosturacdo, fermentagdo e até nas etapas finais da
producdo. Sua principal fungdo ¢ catalisar a hidrolise de proteinas em peptideos menores e
aminoacidos livres, influenciando diretamente a composicdo do mosto, o desempenho da
fermentagdo, a claridade da cerveja e a estabilidade do sabor (LEI et al., 2013; MATTER,
2023).

Durante a maltagem e a mosturagdo, as proteases endogenas da cevada —
principalmente do tipo cisteina e serina — hidrolisam parcialmente proteinas de reserva,
liberando compostos nitrogenados essenciais a nutri¢do das leveduras (JONES e MARINAC,
2001; NAJERA-TORRES et al., 2022; JONES, 2005). O grau de protedlise pode ser ajustado
por rampas de temperatura especificas, otimizando a liberagao de nitrogénio assimilavel (FAN)
e favorecendo a eficiéncia fermentativa e o desenvolvimento de sabores (LEI et al., 2013; LIN
et al., 2022; MURMANN et al., 2015).

A atividade proteolitica também contribui para atributos de qualidade como estabilidade
da espuma e prevengado de turbidez. Proteinas espumigenas favorecem a formacao e retengdo
do colarinho, mas podem ser degradadas por proteolise excessiva, exigindo controle rigoroso
da atividade enzimatica (LUND et al., 2014; ORMROD et al., 1991; EVANS ¢ HEJGAARD,
1999). Ao mesmo tempo, as proteases auxiliam na quebra de proteinas que causam turbidez por
interacao com polifenois, melhorando a estabilidade coloidal (ORMROD et al., 1991; EVANS,
2005).
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Na producdo moderna, proteases exogenas de Bacillus, Aspergillus e outros
microrganismos sdo frequentemente adicionadas para suplementar ou substituir enzimas do
malte, sobretudo em mostos com alto teor de adjuntos (PHAM etal., 2024; ALVES etal., 2024).
Em processos de alta densidade (high-gravity brewing), a suplementacdo com proteases
aumenta o nivel de FAN, acelera a fermentagdo, eleva o rendimento alcoolico e estimula a
formag¢ao de compostos de sabor e aroma (LEI et al., 2013; PIDDOCKE et al., 2011; LIN et al.,
2022).

Além disso, as proteases tém sido aplicadas em inovacdes como a reducao do teor de
glaten, degradando fragmentos de hordeina ricos em prolina — proteinas naturalmente
resistentes a proteolise convencional (BENUCCI et al., 2020). Enzimas de Aspergillus tamarii,
por exemplo, destacam-se por sua estabilidade em ampla faixa de temperatura e pH, ampliando
seu uso em diferentes condi¢des (ALVES et al., 2024; PHAM et al., 2024).

Outro beneficio relevante envolve a promocao do potencial antioxidante da cerveja, por
meio da liberacdo de peptideos contendo grupos tidis durante a mosturacdao, o que contribui
para maior estabilidade de sabor e vida util do produto (LUND et al., 2014; MURMANN et al.,
2015). Esses avangos se integram a abordagens protedmicas € metabolomicas que investigam
as complexas relagdes entre a protedlise, o metabolismo de aminoécidos, a fermentagdo e os
atributos sensoriais da bebida (LIN et al., 2022; BERGER et al., 2015).

Dessa forma, as proteases se consolidam como ferramentas indispensaveis tanto na
cervejaria artesanal quanto industrial, permitindo adaptar processos as variagdes de matérias-
primas, desenvolver novos estilos de cerveja e produzir bebidas de alta qualidade, estaveis e
alinhadas as demandas de mercado.

Diante da crescente quantidade de informacdes disponiveis na literatura cientifica,
torna-se essencial o uso de métodos sistematicos para identificar, organizar e analisar os estudos
mais relevantes sobre um determinado tema. O mapeamento tecnoldgico de artigos cientificos
surge, nesse contexto, como ferramenta estratégica para revelar tendéncias, lacunas de
conhecimento e oportunidades de inovagdo tecnologica. Essa abordagem permite uma visao
estruturada sobre os avancos em areas como a biotecnologia aplicada a cervejaria.

Entre os métodos disponiveis, destaca-se o Methodi Ordinatio, adotado neste trabalho,
que combina critérios quantitativos (nimero de citagdes e fator de impacto) e qualitativos
(andlise de conteudo) para ranquear os estudos mais relevantes. Isso fornece uma base solida
para a construgdo do estado da arte e garante rigor, transparéncia e reprodutibilidade a selecao

dos artigos (PAGANI et al., 2015; CARVALHO et al., 2020).
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Portanto, o presente trabalho teve como objetivo mapear tecnologias de produgdo de
cerveja com utilizagdo de proteases, por meio da analise de artigos indexados na base de dados
SCOPUS®, utilizando o Methodi Ordinatio como ferramenta de selecdo e priorizacdo de

estudos.
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2 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo realizar mapeamento de artigos cientificos
publicados em revistas internacionais da base SCOPUS® que reportam a aplicagdo de proteases

em processos de produgdo de cerveja e inovagdes acerca do tema.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar estudos e inovagdes tecnologicas relacionadas a aplicagdo de proteases na

producdo de cerveja, presentes na literatura académica;

e Identificar paises, instituigdes e autores responsaveis pelas pesquisas relacionadas a

aplicacdo de proteases em processo de produgdo de cerveja;

e Identificar os principais tipos de proteases e desafios da utilizagdo dessas enzimas no

processo cervejeiro.

e Verificar tendéncias tecnoldgicas das pesquisas relacionadas a utilizagao de proteases

na industria cervejeira.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 PROTEASES

As proteases, também conhecidas como peptidases ou enzimas proteoliticas, sdao
biomoléculas especializadas na quebra das ligagdes peptidicas que mantém os aminoacidos
unidos em uma cadeia proteica. Por meio desse processo, denominado protedlise, essas enzimas
fragmentam proteinas complexas em peptideos menores ou em aminodcidos livres. Essa
atividade ¢ fundamental para diversos mecanismos biologicos, como a digestao dos alimentos,
a ativacdo da cascata de coagulagdo sanguinea, a modificacdo e maturacdo de hormonios, a
regulacdo da resposta imune e a eliminagdo de proteinas defeituosas ou danificadas (MATTER,
2023).

Para além do ambiente bioldgico, as proteases também exercem papel central em
diversos setores industriais. Elas sdo amplamente utilizadas na formulagdo de detergentes
enzimaticos, no processamento de couro e tecidos, na producao farmacéutica e, especialmente,
nas industrias de alimentos e bebidas, onde contribuem para a modificacdo de texturas, a

liberacdo de sabores e a otimizagao de processos fermentativos (MATTER, 2023).

3.1.1 CLASSIFICACOES

As proteases podem ser classificadas de diversas formas. Uma das formas da
classificagdo ¢ quanto ao pH de maior atividade enzimatica, em que sdo classificadas como
proteases alcalinas (pH 8,0 a 13,0), neutras (pH 6,0 a 8,0) ou acidas (pH 2,0 a 6,0) (MATTER,
2023).

Podem também ser classificadas quanto a sua ag¢ao na posi¢cdo da molécula de proteina:
quando atuam nas ligagdes terminais de C e N, sdo classificadas como exoproteases ou
exopeptidases, e quando atuam em regides internas da cadeia polipeptidica, sdo classificadas
como endoproteases. As exopeptidases podem ser posteriormente caracterizadas em amino
proteases (que atuam no terminal livre de N), liberando um tnico residuo de aminoacido, um
dipeptideo ou um tripeptideo, ou carboxiproteases (que atuam nos terminais C do peptideo),
liberando um tnico aminoacido ou um dipeptideo (SOUZA, 2015).

Outra classificacdo ¢ em relagdo a natureza dos residuos de aminodcidos presentes no
sitio ativo destas enzimas, sendo as principais classes: proteases serinicas, proteases cisteinicas,

proteases asparticas € metaloproteases (SOUZA, 2015).
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As proteases serinicas sdo caracterizadas pela presengca de um grupo serina no sitio
ativo, sdo geralmente ativas em pH neutro a alcalino (entre 7 - 11) e possuem baixa massa
molar. Um exemplo notdrio seria a tripsina. As proteases cisteinicas sdo caracterizadas pela
acdo de dois aminoacidos presentes no seu sitio ativo, de forma concomitante: cisteina e
histidina. Normalmente sdo ativas somente na presenca de agentes redutores, como HCN. A
protease mais conhecida do grupo € a papaina. As proteases asparticas sdo endopeptidases que
dependem de residuos de acido aspartico para atividade catalitica, e por isso atuam em pH
acido. Um exemplo seria a pepsina. Por fim, existem as metaloproteases que sdo o grupo mais
diverso dentre os descritos. Essas enzimas sdo caracterizadas pela necessidade de um ion
metalico divalente para realizar a catalise, que no caso das MMPs (metaloproteinases da matriz)
o mais usual ¢ a presenca do metal zinco (SOUZA, 2015).

As principais fontes de proteases sdo os animais, as plantas € os microrganismos. No
entanto, o uso de fontes de origem animal e vegetal apresenta diversas limitagdes, como
questdes éticas relacionadas ao bem-estar animal e a exploragdo de recursos naturais, além de
impactos ambientais associados a extragao. Além disso, esses processos geralmente apresentam
baixa produtividade, o que limita sua viabilidade em larga escala (SONG, 2023).

A Tabela 1 a seguir apresenta uma sintese das classificacdes de proteases.

Tabela 1 - Classificacdo de proteases

Tipo de Classificacao Defini¢ao
Classificacao
Quanto ao local de Endopeptidases Atuam no interior da cadeia polipeptidica.
acao

Exopeptidases  Atuam nas extremidades da cadeia polipeptidica.

Quanto ao pH 6timo Proteases acidas Atuam melhor em meio 4acido (baixo pH).
de acdo

Proteases neutras ~ Atuam melhor em pH neutro (em torno de 7).

Proteases Atuam melhor em meio alcalino (pH basico).
alcalinas
Quanto ao Serinicas Possuem um residuo de serina no sitio ativo.
mecanismo
catalitico
Cisteinicas Utilizam uma cisteina catalitica para quebrar a
ligagdo peptidica.

Asparticas Utilizam residuos de &cido aspartico no sitio ativo.
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Metaloproteases ~ Dependem de um ion metalico para ativar uma
molécula de agua que cliva a ligagao peptidica.

Fontes: elaboragdo propria com base em: Matter (2023) e Souza (2015).

3.1.2  APLICACOES INDUSTRIAIS

As proteases tém despertado crescente interesse por parte da industria devido a sua
ampla gama de aplicacdes. Esses biocatalisadores estdo presentes em diversos setores, sendo
notadamente empregados nas industrias de detergentes, couro, gerenciamento de residuos

solidos, alimentos, farmacéutica e cervejeira (MATTER, 2023).

No setor de detergentes, a introducdo de proteases remonta a década de 1990. Desde
entdo, sua utilizagdo tem se consolidado como uma estratégia eficaz na formulagdo de produtos
de limpeza, especialmente por sua capacidade de remover residuos de origem bioldgica, como
sangue, suor e restos de alimentos, que contém proteinas em sua composicao. Essa atuagdo
direta sobre a matéria organica promove um aumento substancial na eficiéncia dos detergentes,
melhorando sua qualidade e ampliando sua eficdcia em diversas condigdes de lavagem

(MATTER, 2023).

Para aplicacdo na industria de detergentes, geralmente sao utilizadas proteases alcalinas
de origem microbiana, sendo benéficas mesmo em pequenas quantidades (0,4 a 0,8%). Além
disso, também exibem estabilidade em diferentes condi¢des de pH e temperatura, garantindo
um tempo de prateleira alta. Por fim, o uso dessas proteases ainda possui a vantagem de ser

ambientalmente amigavel (SONG, 2023).

Na industria do couro, as proteases desempenham um papel fundamental no
processamento das peles. Utiliza-se proteases alcalinas provenientes de Aspergillus,
Streptomyces e Bacillus. Sua principal fungao ¢ a remocao seletiva de tecidos nao colagénicos,
ou seja, estruturas que ndo contém coladgeno, o que resulta em um material final com maior
resisténcia mecanica e textura mais macia. Esse processo enzimatico ¢ considerado uma
alternativa mais sustentdvel e menos agressiva em comparagdo com métodos quimicos
tradicionais, ja que os métodos quimicos fazem uso de produtos agressivos que geram

problemas de descarte (MATTER, 2023; SONG, 2023).

Em relagdo ao setor de gerenciamento de residuos so6lidos, as proteases sao empregadas

no tratamento de residuos organicos, promovendo a sua degradacdo em moléculas menores.
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Essas moléculas podem, entdo, ser metabolizadas por outros organismos presentes no ambiente,
facilitando o processo de biorremediagao e contribuindo para uma destinagcdo mais eficiente e

ecologica dos residuos urbanos e industriais (MATTER, 2023).

No ambito da industria alimenticia, as aplica¢des das proteases sdo igualmente diversas
e relevantes, tratando-se do segmento com 55% do total de enzimas industriais utilizadas. Um
dos usos mais comuns ¢ no amaciamento de carnes, por meio da hidrdlise das proteinas
musculares, tornando o produto mais palatavel ao consumidor. Além disso, essas enzimas sao
utilizadas na coagulagdo de proteinas do leite para a fabricagdo de queijos, no processamento
de massas para modificacdo do gliten, e em outras etapas industriais que requerem
transformagdes especificas das proteinas alimentares para melhorar textura, sabor ou

digestibilidade (MATTER, 2023; OKPARA, 2022).

A industria farmacéutica também se beneficia amplamente das propriedades das
proteases. Um exemplo ¢ seu uso em solugdes para limpeza de lentes de contato, promovendo
a remocao de depositos proteicos derivados das ldgrimas, garantindo maior conforto e higiene
aos usuarios. Além disso, essas enzimas estdo presentes em formulagdes terapéuticas voltadas
para o tratamento de diversas patologias, como o cancer, infec¢cdes bacterianas, doencas
inflamatorias cronicas e tromboses. Nesses contextos, as proteases podem atuar dissolvendo
coagulos sanguineos, promovendo a¢do antibacteriana, identificando deficiéncias enzimaticas
especificas e at¢ mesmo auxiliando na preparagdo de curativos e dispositivos médicos com

propriedades bioativas (MATTER, 2023).

Aplicagdes mais recentes na area de biotecnologia t€ém se tornado mais comuns com
proteases sendo amplamente utilizadas na modificagdo, processamento e purificacdo de
proteinas recombinantes. A protease SUMO (do inglés, small ubiquitin-related modifier, ou
modificador pequeno semelhante a ubiquitina), por exemplo, ¢ essencial para a remog¢ao do
peptideo SUMO de proteinas de fusdo, promovendo maior solubilidade e estabilidade durante
a expressao em sistemas heterdlogos. Ja a protease Kex2, derivada de levedura, destaca-se pela
sua especificidade na clivagem de ligagdes peptidicas entre aminodcidos bésicos, sendo
amplamente empregada na maturacao de peptideos secretados em sistemas de expressao em
leveduras. A protease TEV (Tobacco Etch Virus protease) ¢ uma enzima com alta
especificidade utilizada para clivar regides especificas de proteinas, sendo especialmente
empregada para remover etiquetas de fusdo apos a purificagdo. Entre essas etiquetas, destacam-

se a GST (Glutathione S-Transferase), que serve como tag de afinidade para purificagdo em
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colunas de glutationa, e a His-tag (Hiss, ou poli-histidina), amplamente usada em processos de
purificagdo por afinidade com colunas contendo ions metalicos como niquel (Ni**) ou cobalto
(Co*"). Essas estratégias facilitam o isolamento e posterior manipulacdo de proteinas

recombinantes em protocolos de biotecnologia e biologia molecular. (SONG, 2023).

Outras proteases de destaque incluem a Proteinase K, aplicada em protocolos de
extragdo de DNA e remocdo de contaminantes proteicos em experimentos de biologia
molecular e celular, e a tripsina recombinante, que atua na clivagem de proteinas em residuos
de lisina e arginina. Esta tltima possui ampla aplicagdo em processos como dissociagao celular
para cultivo, degradagdo de proteinas desnaturadas e preparagdo de amostras para
sequenciamento. Em contextos mais avancados, como terapias celulares e com células-tronco,
a tripsina também se mostra indispensavel. Assim, o uso estratégico de diferentes proteases
permite maior controle e eficiéncia nas etapas de producao, modificagao e purificagdo de

biomoléculas, consolidando seu papel central na biotecnologia moderna (SONG, 2023).

Dessa forma, observa-se que as proteases constituem ferramentas biotecnoldgicas de
grande versatilidade e valor agregado, contribuindo para a inovac¢do e sustentabilidade de
diferentes cadeias produtivas. Seu estudo e aplicagdo continuam sendo objeto de interesse da
pesquisa cientifica e tecnologica, refletindo seu potencial de transformac¢do em diversos

contextos industriais.

As proteases sdo amplamente utilizadas na inddstria cervejeira para aprimorar o
processo produtivo e a qualidade da cerveja, principalmente por catalisarem a hidrolise de
proteinas em peptideos e aminodcidos livres. Essa atividade enziméatica tem multiplas
aplicagdes, como o aumento da concentracdo de nitrogénio livre disponivel (FAN) no mosto,
essencial para o crescimento saudavel das leveduras e o bom desempenho da fermentacdo —
especialmente em cervejas de alta densidade (high gravity brewing), nas quais o uso de adjuntos
pode diluir o conteudo natural de nitrogénio do mosto (PIDDOCKE et al., 2011; LEI & ZHAO
etal., 2013).

Durante a etapa de maltagem, as proteases enddgenas do malte sdo ativadas,
contribuindo para a clarificagdo do mosto ¢ o aumento do valor nutricional da cerveja
(MATTER, 2023). Na mosturagdo ou durante a fermentacao, a suplementacao com proteases
comerciais, como as derivadas de Aspergillus oryzae (Flavorzyme) ou espécies de Bacillus

(Neutrase, Protamex), aumenta o nitrogénio assimilavel pelas leveduras. Isso resulta em
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fermentagdes mais rapidas e completas, maior rendimento alcodlico e perfis aprimorados de
sabor e aroma, devido a maior disponibilidade de precursores para a formagdo de alcoois

superiores e ¢ésteres (PIDDOCKE et al., 2011; LUND et al., 2015).

As proteases também atuam na clarificagdo da bebida ao degradar proteinas formadoras
de turbidez que interagem com polifendis e causam o fendmeno conhecido como "chill haze"
(turbidez a frio). Além disso, promovem a estabilidade do sabor por meio do aumento da
concentracdo de peptideos contendo tidis, que funcionam como antioxidantes (LEI & ZHAO et

al., 2013).

Proteases especializadas, como as endopeptidases especificas para prolina, tém sido
utilizadas para reduzir o teor de gliten em cervejas com baixo teor ou sem gliten, e para
melhorar a estabilidade coloidal, prolongando a vida util do produto (LUND et al., 2015). No
entanto, ¢ fundamental controlar cuidadosamente a distribui¢do de proteinas na matriz da
bebida: uma distribui¢do excessivamente homogénea pode prejudicar caracteristicas sensoriais
desejadas, como a formacao e a estabilidade da espuma, enquanto uma distribui¢ao inadequada

pode dificultar processos como a filtragdo (MATTER, 2023).

Dessa forma, a escolha adequada das enzimas, suas dosagens e o momento de aplicagao
sdo ajustados conforme os resultados desejados, o estilo da cerveja e a composi¢cdo das
matérias-primas. Isso torna a suplementacdo com proteases uma ferramenta versatil e essencial
para os cervejeiros modernos que buscam otimizar a eficiéncia do processo e a qualidade do

produto (LUND et al., 2015; MATTER, 2023).

3.1.3 ASPECTOS MERCADOLOGICOS DA PROTEASE

O mercado de proteases ¢ estimado em $3,73 bilhdes de dolares em 2025, com
expectativa de alcangar $5,02 bilhdes de dolares em 2030, um CAGR (Taxa de Crescimento
Anual Composta, sigla em inglés) de 6,1% no periodo. Hoje, as proteases constituem cerca de
60% do mercado de enzimas e 40% do volume de enzimas no mundo (MORDOR
INTELLIGENCE, 2024). O mercado ¢ consolidado e concentrado em cinco grandes empresas:
International Flavors & Fragrances Inc, BASF SE, DSM-Firmenich AG, Novonesis Group ¢
Associated British Foods PLC (MORDOR INTELLIGENCE, 2024).

O maior mercado para proteases ¢ os Estados Unidos, que lideram o consumo devido a
sua industria de alimentos e bebidas altamente desenvolvida e ao crescimento expressivo no

uso de enzimas pelo setor farmacéutico. Por outro lado, o mercado com maior potencial de
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expansdo ¢ o asiatico, impulsionado pela rapida industrializagdo e pelo aumento da demanda
por alimentos processados, especialmente em paises populosos como China, India e Japao, que
vém investindo fortemente em biotecnologia para o desenvolvimento de solu¢des enzimaticas
inovadoras. No Brasil, a extensa base agricola e pecuaria oferece oportunidades promissoras
para aplicacdes industriais de proteases, sobretudo no processamento de alimentos, couro,
racdes e bebidas. O pais conta com empresas relevantes no setor, como a Prozyn®, lider
nacional no desenvolvimento e fornecimento de enzimas industriais para a industria
alimenticia, incluindo o setor cervejeiro (MORDOR INTELLIGENCE, 2024; RESEARCH
AND MARKETS, 2021; PROZYN, 2024).

Esse mercado tem sido transformado através da necessidade de solugdes naturais e eco-
friendly, com produtores desenvolvendo enzimas nao-toxicas e biodegradaveis, enquanto se
mantém com alta eficacia. A capacidade de oferecer solu¢des que diminuam residuos e tenham
alta produtividade sdo fatores para sua aplicagdo em industrias que variam de biocombustiveis
a processamento de couro (MORDOR INTELLIGENCE, 2024).

A industria de alimentos e bebidas ¢ importante para o crescimento da demanda por
proteases, com a ascensdo de produtos processados e de conveniéncia que mantenham a
qualidade do produto, particularmente na melhora da vida util. Dessa forma, a industria de
alimentos e bebidas representou 47% do market share de proteases em 2024 (MORDOR
INTELLIGENCE, 2024).

Do ponto de vista da oferta, o mercado tem preferido solugdes derivadas de origem
microbiana, j& que oferecem vantagens de eficiéncia produtiva e efetividade de custos. Isso se
deve a necessidade de tempo de cultivo menor e rapida produgdo. Dessa forma, a protease de
origem microbiana ja era aproximadamente 45% do market share em 2024, com o restante

dividido entre origem animal e vegetal (MORDOR INTELLIGENCE, 2024).

3.2 CERVEJA

A cerveja ¢ uma das bebidas alcodlicas mais antigas e amplamente consumidas da
histéria da humanidade. Evidéncias arqueoldgicas sugerem que a producao de cerveja remonta
a antiga Mesopotamia, com registros detalhados encontrados em tabuas de argila sumérias
datadas de cerca de 3000 a.C. Esses registros descrevem um processo rudimentar de fabricagao
de “pao de cerveja”, que envolvia a mistura e o cozimento de farinha de cevada com 4gua,
seguida pela fermentacdo da mistura resultante. A pratica se espalhou para os babildnios, que

por vezes aromatizavam suas cervejas com ervas como o lupulo selvagem. Ao longo dos
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milénios, os métodos e as receitas da producdo de cerveja evoluiram, influenciados por avangos
culturais, agricolas e tecnoldgicos (IMURE, 2012).

O ntcleo do processo de fabricagdao da cerveja permaneceu consistente: comega com a
maltagem dos cereais — principalmente a cevada —, em que os graos sao embebidos em agua,
deixados para germinar e, em seguida, secos para ativar enzimas responsaveis por converter os
amidos em agucares fermentaveis. Na mosturacdo, o malte moido ¢ misturado com agua em
temperaturas controladas, permitindo que as enzimas hidrolisem os carboidratos e proteinas
complexas em agucares simples e aminoacidos necessarios ao metabolismo das leveduras. Apds
a mosturagdo, o mosto ¢ separado do grao, fervido com lupulo para sabor e conservacao,
resfriado e entdo fermentado com levedura para produzir o 4lcool e a ampla gama de sabores
caracteristicos da cerveja. O produto ¢ maturado, clarificado e envasado (SCHULZ et al., 2018).

A producao moderna de cerveja industrializou esses métodos ancestrais, incorporando
conhecimentos cientificos de bioquimica, melhoramento genético da cevada e avangos
tecnoldgicos no controle de processos e na garantia da qualidade. Ferramentas como a
protedmica e a genOmica agora ajudam os cervejeiros a analisarem tanto as matérias-primas
quanto os produtos, garantindo consisténcia ¢ promovendo inovagdes em sabor e qualidade.
Apesar das mudancas e aprimoramentos ao longo do tempo, a cerveja continua enraizada em
uma heran¢a milenar que combina tradi¢do, ciéncia e arte (SCHULZ et al., 2018; IMURE,
2012).

3.2.1 PROCESSO DE FABRICACAO

A produgdo da cerveja comeca com a etapa de maltagem, na qual a cevada ou outros
graos cereais sao embebidos em adgua, germinados e posteriormente secos. Esse processo ativa
enzimas essenciais para a hidrolise de amidos e proteinas, influenciando diretamente as
caracteristicas do malte e, por consequéncia, da cerveja final (KALB et al., 2020; KERR et al.,
2019). Em seguida, o malte passa pela moagem, sendo transformado em grist, ou seja, em uma
farinha grossa que sera utilizada na etapa de mosturacdo. Uma moagem adequada garante uma
extracdo eficiente dos componentes durante a mosturagdo € uma boa filtracdo do mosto
(SCHULZ et al., 2018). A Figura 1 apresenta um fluxograma esquematico sobre o processo de

producao de cerveja.
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Figura 1 — Fluxograma esquematico das etapas de producio da cerveja, com

indicacio das etapas em que as proteases podem atuar.
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Fontes: elaboragdo propria com base em: Kalb et al. (2020); Kerr et al. (2019) e Schulz et al. (2018).

Na mosturagao, também chamada de brassagem, o grist ¢ misturado com agua quente
em uma tina de mostura. Nesse momento, enzimas como amilases e proteases convertem os
amidos em agucares fermentaveis e as proteinas em peptideos e aminoacidos. As rampas de
temperatura sdo escolhidas estrategicamente para otimizar as atividades enzimaticas conforme
o perfil desejado para a cerveja ou conforme a composicao dos ingredientes, especialmente ao
utilizar adjuntos (MATHIAS et al., 2019; LEI & ZHENG et al., 2013; KERR et al., 2019). As
rampas de temperatura da brassagem envolvendo ou ndo etapas proteoliticas sdo mostradas nas

Figuras 2 e 3, respectivamente.
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Figura 2 — Rampas de temperatura para a¢ido enzimatica durante o processo de

mosturacio da producio de cerveja com a etapa proteolitica.
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Figura 3 — Rampas de temperatura para acido enzimatica durante o processo de

mosturacio da producio de cerveja sem a etapa proteolitica
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Para o perfil de brassagem contendo etapas proteoliticas como na Figura 2, a
temperatura ¢ elevada e mantida (repousada) em etapas chave. Cada segmento representa um
platd de temperatura controlada (“repouso”) separado por rampas de temperatura
(“inclinacdes”). Esse programa em etapas facilita a atividade enzimatica gradual para a
degradacao de proteinas e amidos durante a mosturacdo. Comparado ao perfil completo de
mosturacao, a versao sem a etapa proteolitica elimina os repousos graduais e em etapas na faixa
de repouso proteico (45-55 °C), passando quase diretamente do repouso inicial em baixa

temperatura para a temperatura de conversao do amido (sacarificacdo).

ApoOs essa etapa, a mistura € transferida para a tina de clarificagdo, onde os graos
residuais so6lidos sdo separados do mosto liquido. A lavagem dos graos, chamada de sparging,
ajuda a recuperar os agucares restantes, aumentando o rendimento da extracao (SCHULZ et al.,

2018).

O mosto ¢ entdo fervido, geralmente por 60 a 90 minutos, com o objetivo de esterilizar
o liquido, inativar enzimas, precipitar proteinas e promover a isomerizagao dos acidos do lupulo

(como por exemplo os a ¢ f &cidos), o que confere amargor a bebida. A adicdo de lupulo
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durante essa etapa também contribui para o sabor e aroma, e diferentes momentos de adi¢do,
como no final da fervura ou no whirlpool (etapa de centrifuga¢do do mosto quente para separar
solidos), proporcionam perfis aromaticos distintos. (SCHULZ et al., 2018; KERR et al., 2019).
Apos a fervura, o mosto quente ¢ transferido para o recipiente de whirlpool, onde ocorre a
separagdo do trub — residuos de proteinas coaguladas e lipulo —, resultando em um mosto

mais claro, passo fundamental para a estabilidade da cerveja (MATHIAS et al., 2019).

O mosto clarificado ¢ entdo resfriado rapidamente até a temperatura adequada para a
fermentagdo, o que previne contaminacdes e favorece a atuacao das leveduras. As temperaturas
de resfriamento variam conforme o estilo da cerveja, como lagers ou ales (MATHIAS et al.,
2019). Com o mosto resfriado, inicia-se a fermentacdo ao se inocular leveduras, que
transformam os agucares em etanol e CO-, além de produzirem diversos metabolitos que
conferem sabor. Essa etapa ¢ rigorosamente controlada quanto a temperatura, a cepa de
levedura e a composi¢ao do mosto para alcangar o perfil sensorial desejado (NOGUEIRA et

al., 2022; KERR et al., 2019).

Concluida a fermentagao primaria, a cerveja verde passa pelo estdgio de maturagao em
temperaturas mais baixas, o que permite o amadurecimento dos sabores ¢ a decantagao de
compostos responsaveis por turbidez, contribuindo para a estabilidade sensorial e visual do
produto (MATHIAS et al., 2019). A maioria das cervejas comerciais ¢ entdo filtrada para
remover leveduras e particulas, podendo também receber enzimas como proteases e glucanases,
ou aditivos adsorventes, para aumentar a estabilidade coloidal e prevenir a formacdo de

turbidez, o que melhora a aparéncia e a vida util da cerveja (IMURE, 2012).

Por fim, a cerveja ¢ carbonatada e embalada em garrafas, latas ou barris. Em alguns
casos, pode passar por pasteurizagdo para garantir a estabilidade microbiologica. A escolha do
método de envase considera o estilo da cerveja e a durabilidade desejada do produto

(MATHIAS et al., 2019).

3.2.2 CONSUMO MUNDIAL DE CERVEJA
Em relagdo ao consumo de cerveja no mundo, destaca-se a China como o pais que

apresenta maior consumo, seguido pelos Estados Unidos e pelo Brasil, conforme Figura 4.
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Figura 4 — Consumo de cerveja por pais (BL).
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Fonte: elaboragdo propria com base em: Kirin, 2024.

Em relagdao ao consumo per capita, observa-se uma prevaléncia de paises europeus (em
especial do leste europeu) compondo as dez primeiras posi¢oes, conforme Figura 5. O Brasil

aparece em vigésimo primeiro da lista, o quarto pais ndo europeu com maior consumo per

capita.
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Figura 5 — Consumo de cerveja por pais per capita (em L/capita).

200 —

180

S 100 +
[oX
©
o
[
o
3
[
o 50
=
—
0 -
T R X S TP N W R X e I G B @.&,&61',%
ISR @\'DQO\C‘ f oF & & &£ & & & o $ &
& ¥ <G S O T 9\§\1,° N4
S o @
12 &
O Q)oé\
Paises

Fonte: elaboragdo propria com base em: Kirin, 2024.

3.2.3 ASPECTOS MERCADOLOGICOS DA CERVEJA

A cerveja possui a maior reserva de lucros de produtos comparaveis (bens de consumo
embalados), alcangando $102 Bilhdes, conforme Figura 6. Além disso, possuem uma margem
EBITDA (Lucros antes de juros, impostos, depreciacdo e amortizacao - sigla em inglés) de 29%

contra 23% da média de produtos de consumo embalados (AB Inbev, 2025).
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Figura 6 — Reserva de lucro por produto de bens embalados.

126

100

75

50

Délar (Bilhdes)

25

Cerveja Salgadinhos  Destilados Refrigerantes Beleza Lacteos

Item
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Além disso, agéncias de mercado esperam que o segmento de cerveja siga crescendo,
com expectativas de CAGR (Taxa de Crescimento Anual Composta, sigla em inglés) entre 2024
e 2028 entre 1,0 - 1,7% e um ganho de participagdo do consumo total de bebidas de 0,5% no
mesmo periodo (AB Inbev, 2025).

No Brasil o market share na industria da cerveja ¢ dominado por trés grandes players:
Ambev, Heineken e o Grupo Petrépolis (Figura 7). A Ambev ¢ uma empresa brasileira formada
na fusdo entre Antartica e a Brahma na década de 90, hoje a empresa faz parte da AB Inbev e
atua em varios paises da América Latina e no Canada, distribuindo rétulos de todo o mundo
(Ambev, 2025). A Heinken ¢ uma empresa holandesa que possui mais de 150 anos como
negdcio familiar, hoje atuam em mais de 190 paises, distribuindo mais de 300 rétulos, com foco
em produtos premium (Heineken, 2025). O Grupo Petropolis nasceu em 1994 distribuindo a
marca Itaipava até que em 1999 adquirem a Crystal e passam a se chamar oficialmente Grupo

Petropolis (Grupo Petrépolis, 2025).
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Figura 7 — Market share da industria de cerveja
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Fonte: elaboragdo propria com base em: Catalisi, 2024.

A indtstria da cerveja passa por algumas transformagdes recentes, como o aumento do
consumo de cervejas sem gluten, expansao do segmento de cervejarias artesanais, cervejas sem
alcool e a preferéncia do consumidor apontando para marcas de maior valor agregado

(tendéncia também chamada de premiumizagdo).

O mercado global de cerveja sem glaten vem apresentando um crescimento expressivo,
impulsionado principalmente pela maior conscientizacdo sobre satide e pela crescente
prevaléncia de doengas como a intolerancia ao gliten e a doenca celiaca. Entre 2025 e 2029,
projeta-se um aumento de aproximadamente US$ 23,8 bilhdes, com uma taxa de crescimento
anual composta (CAGR) de 19,8%. Os canais de venda off-trade, como supermercados e e-
commerce, sdo os mais relevantes, favorecendo o consumo domiciliar. Além disso, a
diversificacao dos produtos, especialmente no segmento artesanal, tem sido essencial para atrair
novos publicos. Graos alternativos como sorgo, milho, arroz e trigo-sarraceno sao amplamente
utilizados para atender as restricdes alimentares sem comprometer o sabor. O estilo artesanal

representa cerca de 45% das vendas globais, seguido por lagers e ales (TECHNAVIO, 2025).

Regionalmente, a América do Norte lidera o consumo global, com cerca de 40% do

mercado, seguida pela Europa e pela regido da Asia-Pacifico, que vém demonstrando
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crescimento acelerado. Na América do Sul, mercados como o brasileiro mostram potencial
promissor, embora ainda enfrentem desafios logisticos e custos elevados de produgdo. A
competi¢ao também se intensifica, com grandes fabricantes e cervejarias artesanais disputando
espaco através de inovagdo e estratégias digitais. A ampliagdo do comércio eletronico, o
desenvolvimento de rotulos clean-label e o investimento em embalagens atrativas sdo algumas
das principais estratégias adotadas para consolidar marcas e fidelizar consumidores. Dessa
forma, a cerveja sem gliten ndo apenas se firma como uma alternativa para publicos com
restrigdes alimentares, mas também como um segmento dindmico e inovador dentro da

industria global de bebidas (TECHNAVIO, 2025).

A cerveja artesanal, caracterizada pela produgdo em pequena escala, foco em qualidade,
variedade e métodos tradicionais, tem ganhado destaque no mercado global. Segundo relatorio
da Mintel (2018), o Brasil se consolidou como o segundo pais mais inovador do mundo nesse
segmento, sendo responsavel por 9% dos langamentos globais de cervejas artesanais em 2017,
ficando atras apenas dos Estados Unidos. Esse avango reflete uma mudanga no comportamento
dos consumidores brasileiros, que passaram a rejeitar a homogeneidade das grandes cervejarias
e buscaram experiéncias mais diversificadas e auténticas, o que estimulou o surgimento de
microcervejarias e a expansao do mercado premium. Esse fendmeno no Brasil ¢ comparavel ao
movimento de contracultura cervejeira que ocorreu nos Estados Unidos nas décadas de 1980 e
1990, marcando uma transformacao significativa nos padrdes de consumo e producao no setor.
Enquanto as grandes cervejarias estdo investindo em premiumizagdo, as microcervejarias
independentes enfrentam desafios de distribui¢do, mas se diferenciam por meio de processos
artesanais, ingredientes exoticos e espacos de experiéncias, como beer bars e tasting rooms

(EUROMONITOR, 2024).

As cervejas sem alcool também s3o tendéncia entre consumidores mais preocupados
com a priorizacao de um lifestyle mais saudavel. Desse modo, a competi¢ao nesse mercado tem
apontado para a necessidade de sabores de alta qualidade, caracteristicas unicas e adi¢ao de
vitaminas (especialmente D e B). Essa tendéncia é especialmente significativa na América
Latina, onde a fracdo de populagdao que buscava reduzir/eliminar o consumo de alcool saiu de

39% em 2019 para 53% em 2024 (EUROMONITOR, 2024).

Em 2024 o mercado brasileiro de cerveja manteve um crescimento resiliente,
impulsionado pelo segmento de premium lager que apresentou um aumento de 4% de volume,

enquanto segmentos de mid-priced e economia apresentaram declinio de volumes. Estes dados
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evidenciam a tendéncia da premiumization que as grandes marcas. Desse modo, a Euromonitor
(2025) na pesquisa Beer in Brazil revela que as principais oportunidades do mercado de cerveja
estao relacionadas a estratégia de premiumizagdo, foco em bem-estar e sustentabilidade, bem
como investimentos tecnologicos por parte das grandes cervejarias, apesar da incerteza

regulatdria frente a potenciais mudangas tributarias.
3.3 ANALISE SISTEMATICA DE ARTIGOS

O crescimento acelerado da producao cientifica e da quantidade de periddicos e
consequentemente o crescimento no numero de bases de dados diferentes tem tornado mais
dificil e demorado para os pesquisadores identificar os trabalhos mais relevantes para suas
investigacdes. Diante disso, surge a necessidade de uma metodologia sistematica, objetiva e
eficiente para sele¢do e priorizacdo de artigos cientificos (PAGANI et al., 2015). Existem
diversos métodos possiveis para revisdo sistematica da literatura, dentre eles destacam-se o
MSCRI (The Management System of the Central Research Institute), a The Cochrane
Collaboration ¢ o ProKnow-C (PAGANI et al., 2015).

O MSCRI nasceu no Instituto Central de Pesquisa Quimica da Academia Hingara de
Ciéncias em 1986, o foco era analisar a produgdo cientifica dos pesquisadores da instituicdo
considerando critérios como participagdo em comités cientificos, prémios, nimero de
publicagdes, impacto, etc. Porém, esse método avalia somente a produ¢do cientifica de
individuos ou institui¢des, de modo que ndo se aplica para selecionar publicagoes de terceiros
para um portfolio tematico (PAGANI et al., 2015).

A Cochrane Collaboration foi criada por Archie Cochrane em 1993 visando produzir
revisdes sistemdticas na area da saude, produzindo decisdes mais informadas para profissionais
da area. O método consiste primeiro na definicdo dos objetivos da revisdo, entdo sdo criados
critérios de inclusdo e exclusdo, depois desse processo eles sdo identificados e por fim
analisados. Desse modo, o método buscava alcancar todos os estudos publicados sobre um
topico especifico, de modo que todos os artigos selecionados sdo lidos e analisados. Apesar de
inicialmente aplicado para a area da saude, o método ¢ adequado para quaisquer ramos do
conhecimento, porém nao possui um filtro para eliminar artigos irrelevantes, demandando,
portanto, grandes equipes e tempo e ainda sim torna-se inviavel para temas com grande volume
de publicacdes (PAGANI et al., 2015).

O ProKnow-C (Process of Knowledge Development - Constructivist) ¢ um método
brasileiro de construgdao de conhecimento separado em 4 etapas. Primeiro ha a sele¢ao do

portfolio tematico via definicao de palavras-chave e de base de dados, que sao sucedidos pela
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busca e teste de aderéncia do resultado com o tema proposto, entdo os artigos sao classificados
com base no numero de cita¢des via regra de Pareto, ou seja, sdo contabilizados os artigos que
representem 80% do total de citagdes. A segunda etapa consiste numa analise bibliométrica,
para entdo fazer uma andlise sist€émica para identificar gaps que possam ser proximos passos
para pesquisa, por ultimo o conhecimento ¢ usado para propor hipoteses e objetivos. O método
possui algumas limita¢cdes ao ndo considerar o fator de impacto dos periddicos, ao excluir
artigos mais recentes por menor numero de citagcdes e ao incluir etapa de analise sist€émica
(PAGANI et al., 2015; CARVALHO et al., 2020).

Os métodos mencionados baseiam-se em andlise sistematica com um conjunto de dados
diretamente comparaveis, porém trabalhos complexos podem incluir séries de dados nao
diretamente comparaveis. Desse modo, podem ser utilizados modelos do tipo MCDA (Multiple
Criteria Decision Aiding) que sao métodos matematicos e analiticos voltados para auxiliar a
tomada de decisdo em cendrios com multiplos critérios conflitantes. Entre as principais
abordagens de MCDA estdo a teoria da utilidade, a teoria da superacdo (ou outranking) e as
regras de decisdo, cada uma adequada a diferentes contextos decisorios. Na selecao de artigos
cientificos, sua aplicagdo se mostra pertinente diante da necessidade de conciliar varidveis como
fator de impacto, nimero de citagdes e ano de publicagdo, critérios que, isoladamente, nao
representam a relevancia global de uma obra. Pagani et al. (2015) destacam que o uso de MCDA
permite integrar esses aspectos em um indice Unico, o [nOrdinatio, fundamentando a
priorizagao de publicagdes de forma objetiva e racional.

O Methodi Ordinatio ¢ um método bibliométrico sistematico utilizado para selecionar,
classificar e priorizar artigos cientificos relevantes em revisdes de literatura. Ele ¢ composto
por nove etapas organizadas em duas grandes sequéncias: a investiga¢ao preliminar, que inclui
a definicdo da intencdo de pesquisa, busca exploratoria com palavras-chave, consolidagdo da
estratégia de busca e a execugao final da busca em bases de dados; e a filtragem do portfolio,
que envolve a eliminagdo de duplicatas, analise de alinhamento por titulo, resumo e palavras-
chave, célculo do indice InOrdinatio (que combina nimero de citagdes, fator de impacto do
periodico e idade da publicagdo, ponderados por uma constante alfa), ranqueamento dos artigos,
obtengdo dos textos completos e analise sistematica do contetido selecionado. Esse método se
destaca por seu carater estruturado e flexivel, permitindo priorizar artigos mais recentes ou mais
citados conforme os objetivos do pesquisador. Dessa forma, o método permite ao pesquisador
avaliar a relevancia dos artigos a serem analisados sem precisar da leitura completa de todos os
artigos publicados sobre o tema, otimizando o trabalho de anélise sistematica (PAGANI et al.,

2015; CARVALHO et al., 2020).
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O Methodi Ordinatio ja foi utilizado em varias dreas do conhecimento, como para
revisdo sistematica de producdo de enzimas utilizando residuos agroalimentares (PEREIRA et
al., 2024), para analise de performance laboral no setor de servicos (SANDAL et al., 2022),
para analise de impressao 3D em modulos de construgao na engenharia civil (LATORRACA,

2024) e para analise da reciclagem de baterias de ion-litio (REGATIERI, 2022).
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4 METODOLOGIA
4.1 BUSCA SISTEMATICA NA LITERATURA

Com o objetivo de identificar e analisar as pesquisas que vém sendo realizadas em
relacdo ao uso de proteases em processos de producdo de cerveja, foi adotada a metodologia
Methodi Ordinatio, que estrutura a busca e selecdo de artigos cientificos por meio de nove fases
distintas (PAGANI et al., 2015). A seguir, sdo descritas as etapas adotadas nesta revisao

conforme mostra a Figura 8.

Figura 8 — Fluxograma esquematico das etapas do Methodi Ordinatio
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Fonte: elaborag@o propria com base em PAGANI et al., 2015.

4.1.1 DEFINICAO DA INTENCAO DE PESQUISA

Na primeira fase da metodologia Methodi Ordinatio, definiu-se como objetivo a
identificacdo de pesquisas que investigaram a aplicacdo de proteases em processos de produgao

de cerveja.
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4.1.2 BUSCA EXPLORATORIA PRELIMINAR

A segunda fase consistiu em uma busca exploratoria na base de dados SCOPUS,
utilizando os termos "protease", "peptidase", "proteinase", além de “brewing” e “beer”, nos
campos de titulo, resumo e palavras-chave. Durante essa etapa, verificou-se que o termo
“protease” era frequentemente substituido pelo nome especifico da enzima,. Assim, adotou-se
uma lista exaustiva de proteases: Quimotripsina, papaina, bromelina, subtilisina, ficina, renina,

catepsina e tripsina, além de *protease para solucionar a questao dos prefixos endo e exo.
4.1.3 DEFINICAO DAS PALAVRAS-CHAVE E DAS BASES DE DADOS

Com base na busca preliminar, foi definido um bloco de palavras-chave, combinados

com operadores booleanos e aspas, conforme segue:

e Bloco unico: [("peptidase" OR "*protease" OR "proteinase" OR "Quimiotrypisine"
OR "Papain" OR "Bromelin" OR "Subtilisin" OR "Ficin" OR "Renin" OR "Catepsin"
OR "Trypsin") AND ("brewing" OR "beer")];

A base selecionada para a busca foi SCOPUS por ser amplamente reconhecida e

relevante na area de biotecnologia e ciéncias aplicadas.
4.1.4 REALIZACAO DA BUSCA FINAL

A quarta fase compreendeu a execucdo da busca na base de dados, realizada no dia 29
de setembro de 2024, sem restrigdes quanto ao idioma ou ao ano de publicagdo. Foram
considerados apenas artigos cientificos originais, excluindo-se revisdes e capitulos de livros.
Os resultados foram organizados no gerenciador de referéncias Mendeley. A buscana SCOPUS

resultou em 423 resultados.
4.1.5 PROCEDIMENTOS DE FILTRAGEM

Na quinta fase, foram aplicados procedimentos de triagem de relevancia em que foram
eliminados artigos que nao estivessem relacionados diretamente ao tema, com base na leitura
de titulos e resumos. Ao final dessa etapa, os artigos que restaram foram para andlise

aprofundada.

Foram excluidos artigos que ndo versavam sobre cerveja e/ou proteases, bem como

artigos cuja presenca nas buscas fosse restrita somente aos respectivos resumos.
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4.1.6 COLETA DE DADOS BIBLIOMETRICOS

A sexta fase envolveu a obtencdo do numero de citagdes dos artigos, e do fator de
impacto dos periddicos, por meio do Journal Citation Reports (JCR) 2023. Para os peridodicos
nao indexados no JCR, o fator de impacto considerado foi zero. Esses dados sao utilizados para

mensurar a relevancia e qualidade dos periodicos cientificos.
4.1.7 CALCULO DO INDICE INORDINATIO

Na sétima fase, os artigos foram ranqueados com base no indice /nOrdinatio, calculado

conforme a seguinte Equacao 1:
InOrdinatio = N° Citagdes + Fator de Impacto + (10 * @) — (a * Idade do artigo) (Eq. 1)

Para esta revisdo, a constante a foi fixada em 1, a fim de atribuir peso as publicagdes
mais antigas, ja que se verificou a existéncia de artigos de alta relevancia com idade relativa

alta.
4.1.8 OBTENCAO DOS ARTIGOS COMPLETOS

Os artigos selecionados foram obtidos integralmente durante a fase de coleta de dados.
A obtengdo dos textos completos foi essencial para a andlise sistemdtica realizada na etapa

seguinte.
4.1.9 TRATAMENTO DE DADOS E LEITURA DOS ARTIGOS

A nona fase consistiu na leitura integral dos artigos ranqueados e sua analise qualitativa
com énfase nos dez melhores ranqueados, com a extracdo dos principais achados, abordagens

metodoldgicas e tendéncias em relagdo a producdo de cerveja utilizando proteases.
4.1.10 ANALISE DOS DADOS

A catalogacao e anélise dos dados foram realizadas por meio de planilhas eletronicas

do Microsoft Excel. Os dados foram catalogados e o indice /nodinatio foi calculado.
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5 RESULTADOS E DISCUSAO
5.1 PORTFOLIO SELECIONADO

A busca sistematica realizada na base de dados SCOPUS® para identificar estudos
relacionados ao uso de proteases em processos de producao de cerveja resultou em 423 artigos.
Apos a leitura de titulos e resumos, 338 publicagdes foram excluidas por nao atenderem aos
critérios de relevancia tematica, resultando em um conjunto final de 82 artigos que compuseram

o corpo da andlise bibliométrica e sistematica.

Nesta etapa, os artigos foram organizados e ranqueados por meio do indice /nOrdinatio,
com o intuito de destacar os estudos mais relevantes com base em critérios de impacto
cientifico. A Tabela A (Apéndice A) apresenta todos os artigos selecionados na ordem de
classificagdo do método, com os valores de fator de impacto, citagdes e indice InOrdinatio.
Para o calculo do indice, foi adotado um valor de a igual a zero, de forma a ndo atribuir peso
adicional a publicagdes mais recentes, dado que a revisao identificou artigos antigos com alta
relevancia para o tema. Como o nimero total de artigos diretamente relacionados ao escopo do
estudo era limitado, optou-se por considerar toda a populagdo de artigos identificados, sem
realizar a amostragem. Assim, o método Methodi Ordinatio foi utilizado exclusivamente como

ferramenta de ordenagao, fornecendo uma base sélida para a analise bibliométrica subsequente.
5.2 PAISES

Dentre os paises que constavam na afiliacdo dos autores de pesquisas relacionadas a
aplica¢do de proteases em processos de producao de cerveja, destaca-se o Reino Unido, que
contabiliza 15 publicacdes relacionadas ao tema estudado (Figura 9). Tal pais ¢ reconhecido
como o oitavo maior consumidor de cerveja no mundo e configura-se como um dos pioneiros
na producdo cientifica sobre o assunto. Essa tendéncia reflete um interesse consolidado e
histérico do Reino Unido na area, demonstrando sua relevancia no cenario académico

internacional.
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Figura 9 — Pais de publica¢io dos artigos selecionados na base SCOPUS sobre o

uso de proteases na producio de cerveja.

Quantidade de artigos publicados
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Fonte: elaboracdo propria

Na sequéncia, encontram-se China e Estados Unidos, cada um com 9 publicagdes e logo
abaixo Alemanha com 8 artigos, que correspondem respectivamente ao primeiro, segundo e
sexto maiores mercados consumidores globais de cerveja. O Brasil, por sua vez, aparece com
um total de 3 artigos publicados, revelando um campo em crescimento dentro da comunidade
académica nacional. Apesar do nimero ainda modesto em comparagdo a outras nagdes, a
pesquisa brasileira tem ganhado for¢a no segmento nos ultimos anos, com o artigo mais antigo

datando de 2019.

Por fim, ressalta-se também a presenca de uma variedade expressiva de paises europeus
no conjunto analisado, evidenciando a importincia do continente no contexto global da
pesquisa cervejeira. Tal destaque pode ser atribuido ao elevado consumo per capita de cerveja
na Europa, que, em comparagdo com outras regioes do mundo, mantém um posicionamento de

lideranga tanto no mercado quanto na produgdo académica relacionada ao tema.
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5.3 REVISTAS

Observou-se que as revistas com maior nimero de publicagdes sdo as especializadas em
cerveja, como Journal of the Institute of Brewing e Journal of American Society of Brewing
Chemists (Figura 10). Em seguida, observa-se uma predominancia de revistas especializadas
em alimentos e bebidas, como Journal of Agricultural and Food Chemistry, European Food
Research and Technology, Food Research International e Journal of Science of Food and
Agriculture.

Destaca-se, ainda, a revista Enzyme and Microbial Technology focada na publicagdo de
artigos que envolvam o uso de enzimas e microrganismos em aplicagdes biotecnoldgicas
industriais. Por fim, aparece o Journal of Cereal Science focado no tema de ciéncia dos cereais.

A Figura 10 apresenta as revistas com mais de um artigo publicado na base SCOPUS

sobre o uso de proteases em processos de producdo de cerveja.

Figura 10 — Revistas cientificas associadas a base SCOPUS com mais de um artigo

publicado sobre o uso de proteases em processos de producio de cerveja.
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54 ANO DE PUBLICACAO



43

Entre os 82 artigos incluidos estudados, observou-se que o interesse pela utilizagdo de
proteases para produgdo de cerveja comegou de maneira mais consistente a partir da segunda
metade da década de 1960. Desde entdo, o tema teve um novo aumento em interesse cientifico
a partir da década de 2010, como podemos observar na Figura 11.

Figura 11 — Ano de publicacio dos artigos selecionados na base SCOPUS sobre uso de

proteases na producio de cerveja.
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Fonte: elaboracdo prépria

O artigo mais antigo da amostra, "Note on some experimental steeping treatments of
malting barley" (URQUHART, 1953), tem como pais de origem o Reino Unido e foi
desenvolvido na Tollettnache's Breweries, Ltd., em Ipswich, Suffolk. O estudo aborda os efeitos
de diferentes tratamentos quimicos na etapa de maceragao da cevada maltada, com foco na
melhoria da germinagdo, especialmente em graos mais resistentes. Foram testados aditivos
como acido nitroso, formaldeido, carbonato de sddio, bromato de potéssio e papaina, avaliando-
se seu impacto na taxa de germinagao e na atividade proteolitica.

Em 1953, j4 havia um interesse, tanto do ponto de vista nutricional quanto comercial,
na manipulacdo da protedlise durante a maltagem. Tais estratégias eram vistas como
fundamentais para garantir a modificacdo adequada da cevada, viabilizar uma germinagao
eficiente e obter malte de alta qualidade para a producao de cerveja e alimentos. O estudo de

Urquhart (1953) demonstra esforcos de modulagdo enzimatica do processo cervejeiro, ao
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reconhecer o papel crucial das proteases — enddgenas e exdgenas — na determinacdo das

caracteristicas finais do malte e da bebida.
5.5 CLASSIFICACAO DOS ARTIGOS SEGUNDO O METHODI ORDINATIO

Os artigos selecionados foram classificados segundo o Methodi Ordinatio e ranqueados
pela pontuacdo calculada pelo /nOrdinatio. A Tabela 2 apresenta os 10 artigos mais bem
classificados segundo esse ranking.

O artigo com o maior numero /nOrdinatio foi publicado em 2018 na Food Research
International, uma revista com JCR 2023 de 7,0 o maior da pesquisa realizada, e trata-se, ainda,
do artigo com maior numero de citagdes da base de dados (88). O artigo reporta a utilizagdo da
prolil endopeptidase (PEP) produzida por Aspergillus niger (AN-PEP), para produgdo de
cervejas com baixo teor de gluten. Essa enzima apresenta capacidade de hidrolisar sequéncias
ricas em prolina presentes nas proteinas do gliten, que ¢ altamente imunogénico para celiacos.
A escolha da protease se deu por atuar eficientemente em pH 4acido (4,5-5,5) e temperaturas
moderadas (3055 °C). A AN-PEP pode ser aplicada diretamente no processo fermentativo da
cerveja, reduzindo os niveis de gliten para abaixo de 20 ppm — conforme confirmado por
testes ELISA R5 — sem comprometer as propriedades sensoriais do produto final (SCHERF,
2018).

O artigo com o segundo maior valor no indice InOrdinatio foi publicado em 2015 na
revista Journal of Agricultural and Food Chemistry, que apresenta um JCR de 5,7 (2023). Além
disso, esse artigo possui a segunda maior quantidade de citagdes entre os analisados (69). No
estudo de Picariello et al. (2015) foram investigadas proteinas e peptideos presentes na
Weissbier, com foco na atividade limitada das proteases durante o processamento. Embora o
processo de malteagdo e fermentagao ative enzimas enddgenas capazes de hidrolisar proteinas,
como as proteases presentes no trigo e na cevada, muitas proteinas potencialmente
imunogénicas permaneceram parcialmente intactas. Além disso, foram identificados inibidores
de proteases, como os inibidores de tripsina, que podem reduzir a acdo enzimatica e favorecer
a permanéncia de fragmentos alergénicos. Os resultados, obtidos por técnicas como LC-MS/MS
e ELISA G12, mostraram que a Weissbier contém niveis elevados de peptideos derivados do

gluten, sendo, portanto, inadequada para celiacos (PICARIELLO, 2015).
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Tabela 2 - Top 10 artigos cientificos na base SCOPUS sobre utilizacdo de proteases na industria da cerveja segundo o método do

InOrdinatio
Ranking Titulo do artigo IF* Citagdes** Idade*** InOrdinatio Autores
| Novel approaches for er.lzymatlc gluten degradation to create high- 7,00 28 6 99,0 Scherf K.A.; Wieser H.: Koehler P.
quality gluten-free products
) Proteomics, Peptidomics, and Immunogenic Potential of Wheat 570 69 9 757 Picariello G.; Mamone G.; Cutignano A.;
Beer (Weissbier) ’ ’ Fontana A.; Zurlo L.; Addeo F.; Ferranti P.

Effects of worts treat ith prot th imilati f fi

3 e S.O WO. s treated wi pr.o cases on the assimuation o free 5,00 54 11 58,0 Lei H.; Zheng L.; Wang C.; Zhao H.; Zhao M.
amino acids and fermentation performance of lager yeast
Yeast proteolytic activit ing high 1 it rt
4 east profeoty l(f actvity .dunng igh and low gr2.1V1 ywo 2,40 59 24 47,4 Cooper D.J.; Stewart G.G.; Bryce J.H.
fermentations and its effect on head retention
5 Production of gluten-free beer by peptidase treatment 3,00 42 8 47,0 Knorr V.; Wieser H.; Koehler P.
6 The impact of kilning on enzymatic activity of buckwheat malt 2,40 53 19 46,4 Nie Phiarais B.P.; Wijngaard H.H.; Arendt E.K.
7 The role of small wort peptides in brewing fermentations 2,40 47 15 44 4 Lekkas C.; Hill A.E.; Taidi B.; Hodgson J.; Stewart G.G.
g Characterisation and Assessment of the Role of Barley Malt 2 40 50 ” 40.4 Osman A.M.; Coverdale S.M.; Cole N.;
Endoproteases During Malting and Mashing1 ’ ’ Hamilton S.E.; de Jersey J.

The identification of a barley haze active protein that influences
9 beer haze stability: Cloning and characterisation of the barley SE 3.90 43 17 39.9 Robinson L.H.; Juttner J.; Milligan A.;
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Legenda: *Fator de impacto do JCR de 2023; **Refere-se ao nimero de vezes que o artigo foi citado; ***Ano atual subtraido do ano do artigo.
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O artigo com o terceiro maior valor no indice In Ordinatio foi publicado em 2013 na
revista International Journal of Food Microbiology, que apresenta um JCR de 5,0 (2023). Além
disso, esse artigo possui a quarta maior quantidade de citagdes entre os analisados (54). O artigo
apresenta a aplicagdo de proteases comerciais a0 mosto cervejeiro, uma estratégia promissora
para otimizar a fermentacdo e a qualidade final da cerveja. Foram utilizadas formulagdes
enzimaticas contendo endopeptidases isoladas ou combinadas com exopeptidases durante a
etapa de sacarificagao da brassagem. Especificamente, aplicaram-se as enzimas Neutrase® 0.8
L, uma endopeptidase neutra do tipo metaloprotease derivada de Bacillus amyloliquefaciens, e
Flavorzyme® 1000L, um complexo enzimatico composto majoritariamente por exopeptidases,
como aminopeptidases e carboxipeptidases, produzidas por Aspergillus oryzae. Essa adi¢ao
enzimatica resultou em um aumento significativo da concentracdo de aminoacidos livres no
mosto, com destaque para glutamina, serina, alanina e acido aspartico, que sao rapidamente
assimilados pelas leveduras. Como consequéncia, observou-se uma maior eficiéncia
fermentativa, com taxas elevadas de consumo de agtcares e reducdo do tempo total de
fermentagdo. Além disso, o tratamento enzimatico influenciou positivamente o perfil de
compostos volateis, como ésteres e alcoois superiores, podendo contribuir para a melhoria do
aroma da cerveja (LEIL, 2013).

O artigo com o quarto maior valor no indice /nOrdinatio foi publicado em 2000 na
revista Journal of the Institute of Brewing, que apresenta um JCR de 2,4 (2023). Além disso,
esse artigo possui a terceira maior quantidade de citagdes entre os analisados (59). O artigo foca
na fermentacao do mosto cervejeiro, especialmente em mostos de alta densidade (20 °Plato),
quando a levedura libera quantidades elevadas de proteinase A, uma protease que degrada
polipeptideos hidrofobicos responsaveis pela estabilidade da espuma. Cooper et al. (2000)
demonstraram que essa atividade proteolitica ¢ significativamente maior sob condigdes de
maior estresse celular, como altas concentragdes de etanol e osmolaridade, levando a perda
acentuada de compostos formadores de espuma. O uso de antiespumante (FERMCAPT™)
reduziu a formag¢do de espuma durante a fermentacdo, mas ndo impediu a queda desses
polipeptideos nem melhorou a retencdo de espuma, indicando que a agdo da protease € o
principal fator envolvido. A pasteurizacdo, por sua vez, inativou as proteases residuais,

preservando a espuma durante o armazenamento da cerveja (COOPER, 2000).

O artigo com o quinto maior valor no indice /nOrdinatio foi publicado em 2016 na
revista European Food Research and Technology, que apresenta um JCR de 3,0 (2023). Além

disso, esse artigo possui a décima primeira maior quantidade de citagdes entre os analisados
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(42). O estudo demonstrou que as proteases endogenas da cevada exercem papel central na
dindmica do proteoma durante a mosturag¢ao na produgdo de cerveja. Ativas principalmente nas
etapas iniciais, em temperaturas mais baixas (como o “descanso proteico” a 52 °C), essas
enzimas promovem clivagens especificas em diversas proteinas, gerando peptideos menores
que contribuem para o aumento do nitrogénio amino livre (FAN), essencial a fermentagdo. No
entanto, essa proteodlise também reduz a estabilidade térmica das proteinas, tornando-as mais
propensas a desnaturagao, agregagao e precipitagdo em estagios posteriores da mosturagao, com
temperaturas elevadas. Assim, as proteases modulam diretamente a composicao e a estabilidade
do proteoma da cerveja ao influenciar quais proteinas permanecem soluveis até o final do
processo, 0 que impacta caracteristicas como formacao de espuma e turbidez (KNORR et al.;

2016).

O artigo com o sexto maior indice /nOrdinatio foi publicado em 2005 na revista Journal
of the Institute of Brewing, que apresenta um JCR de 2,4 (2023). Além disso, esse artigo possui
a quinta maior quantidade de citacdes entre os analisados (53). estudos autores investigaram a
influéncia do processo de secagem (kilning) sobre a atividade enzimatica do malte de trigo-
sarraceno (Fagopyrum esculentum), com énfase nas enzimas relevantes para a producao de
cerveja, incluindo as proteases. Apos germinar os graos por quatro dias a 15 °C, os autores
submeteram o malte a kilning continuo a 40°C por 48 horas, coletando amostras
periodicamente para analise de enzimas. A atividade proteolitica, medida pela liberagdo de
leucina a partir de hemoglobina, aumentou progressivamente: de 3,7 mg leucina-h™-g™' no grao
crupara 4,8 mg leucina-h™'-g! apos germinagdo e 5,5 mg leucina-h™'-g™! no malte final. Embora
inferior a atividade observada em malte de cevada (9,3 mg), o trigo-sarraceno demonstrou
capacidade de gerar quantidades adequadas de FAN para as leveduras, essencial para a
fermentagdo. Os autores concluiram que as proteases, sobretudo as exopeptidases mais
resistentes ao calor, permanecem ativas apds a secagem e contribuem para a formacgdo de
compostos nitrogenados no mosto. Assim, mesmo com menor atividade proteolitica global, o
malte de trigo-sarraceno apresenta potencial para uso na produgao de cervejas sem gliten, desde

que o processo de maltagem seja devidamente otimizado (NIE PHIARALIS, B. P., 2005).

O artigo com o sétimo maior indice /nOrdinatio foi publicado em 2009 na revista
Journal of the Institute of Brewing, que apresenta um JCR de 2,4 (2023). Além disso, esse artigo
possui a oitava maior quantidade de citagdes entre os analisados (47). Lekkas et al. (2009)
investigaram o comportamento de oligopeptideos presentes no mosto cervejeiro durante

fermentagdes com leveduras do tipo ale e lager, empregando um método inovador para sua
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detec¢do, isolamento e quantificacdo. Os resultados mostraram que os niveis de peptideos no
mosto flutuam ao longo da fermentagdo, o que foi atribuido a agdo de proteases extracelulares
produzidas pelas proprias leveduras. Essas enzimas degradam proteinas maiores em peptideos
menores quando as fontes preferenciais de nitrogénio (como aminoacidos livres) se esgotam.
Constatou-se que, em geral, apenas peptideos com até trés aminodcidos sdo efetivamente
absorvidos, enquanto os demais permanecem na cerveja, podendo influenciar caracteristicas

sensoriais como a estabilidade da espuma e a turbidez coloidal (LEKKAS, 2009).

O artigo com o oitavo maior indice /nOrdinatio foi publicado em 2002 na revista
Journal of the Institute of Brewing, que apresenta um JCR de 2,4 (2023). Além disso, esse artigo
possui a sétima maior quantidade de citagdes entre os analisados (50). O estudo reporta a
caracterizacdo ¢ a identificacdo do papel das endoproteases do malte de cevada durante a
malteagdo e a brassagem. Os autores identificaram diversas endoproteases capazes de degradar
as principais proteinas de reserva do grao, como hordeina e glutelina, que resistem ao processo
de kilning e permanecem ativas durante a brassagem, contribuindo com cerca de 25 a 30% do
total de nitrogénio livre (FAN) presente no mosto. Foi identificado que a atividade das
endoproteases varia conforme o tipo de substrato, apresentando pH e temperatura 6timos
distintos: pH 3,5 para hemoglobina, 4,0 para hordeina e 5,0 para glutelina, e temperaturas
otimas de 40 °C a 60 °C, dependendo do substrato. Além disso, a estabilidade térmica das
enzimas mostrou-se maior na presenca de proteinas nativas da cevada. A atuagdo dessas
proteases € especialmente relevante em formulagdes com altos teores de adjuntos, que possuem
baixo conteudo de nitrogénio soluvel, podendo comprometer a nutrigdo da levedura se a

atividade proteolitica for insuficiente (OSMAN et al., 2002).

O artigo com o nono maior indice /nOrdinatio foi publicado em 1965 na revista Journal
of Cereal Science, que apresenta um JCR de 3,9 (2023). Além disso, esse artigo possui a décima
maior quantidade de citagdes entre os analisados (43). Robinson et al. (2007) identificam e
caracterizam uma proteina do tipo inibidor de tripsina do tipo cloroférmio/metanol (BTI-CMe),
derivada cevada, como um dos principais fatores responsaveis pela instabilidade coloidal
(formagao de turbidez) na cerveja. Usando técnicas de eletroforese 2D, digestao com tripsina,
HPLC e sequenciamento de aminodcidos, os autores demonstraram que diferentes variedades
de cevada expressam variantes genéticas distintas dessa protease — especialmente BTI-CMel
em variedades SE+ (instaveis) e BTI-CMe3.1 em SE— (mais estaveis). A BTI-CMe, com peso
molecular em torno de 13,3 kDa e baixa concentracdo de prolina (8%), foi relacionada a

formacdo de turbidez, devido a suas interacdes com polifenois, sendo que substituicdes
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especificas de aminodcidos, principalmente na regido C-terminal, parecem alterar sua
capacidade de formar complexos causadores de turbidez. A identificagdo dessa protease como
agente ativo da turbidez oferece caminhos para o melhoramento genético de cevada e controle

de qualidade na produgao cervejeira (ROBINSON et al., 2007).

O artigo com o décimo maior indice /nOrdinatio foi publicado em 2019 na revista
Molecular and Cellular Proteomics, que apresenta um JCR de 6,1 (2023). Além disso, esse
artigo possui a décima oitava maior quantidade de citagdes entre os analisados (28). O estudo
aponta que no processo de fermentagdo cervejeira, as enzimas proteoliticas secretadas pelas
leveduras desempenham papel fundamental na degradagdo de peptideos de maior peso
molecular em oligopeptideos assimiléveis, garantindo a disponibilidade continua de fontes
nitrogenadas essenciais para o crescimento celular. Estudos demonstram que tanto cepas de
Saccharomyces cerevisiae (ale) quanto de S. pastorianus (lager) regulam dinamicamente a
producao de proteases extracelulares ao longo da fermentacao, apresentando picos de atividade
protéica correlacionados aos momentos de deplecio de aminoacidos livres no mosto e
posteriores acumulacdes de oligopeptideos (flutuacdes de concentragdo observadas em
diferentes fases fermentativas). Essa adaptagdo enzimatica permite as células manterem a
viabilidade e a eficiéncia fermentativa mesmo apds o esgotamento inicial de nitrogénio de facil
assimilacdo, contribuindo diretamente para o rendimento e a qualidade final da cerveja (KERR

etal., 2019).

A partir da descricdo dos 10 artigos de maior importancia a partir do método
InOrdinatio, observa-se a presenca de 3 artigos que investigam a produgdo de cerveja sem
glaten (SCHERF, 2018; PICARIELLO, 2015; NIE PHIARAIS, B. P., 2005). Outro tema
comum sdo 2 artigos que investigam como evitar efeitos deletérios de proteases a formacao de
espuma (ROBINSON, 2007; COOPER, 2000). Além disso, 6 artigos sao focados em gerar FAN
para melhorar a produtividade da fermentagao (LEI, 2013; LEKKAS, 2009; OSMAN et al.,
2002; KERR ,2019; KNORR, 2016; NIE PHIARAIS, B. P., 2005), sendo o ultimo referente a

presenga desses compostos em cervejas sem gluten.

Em termos de proteases utilizadas, 5 artigos utilizam proteases endogenas das matérias
primas tradicionais da produgdo de cerveja (NIE PHIARALIS, B. P., 2005; OSMAN et al., 2002;
LEKKAS, 2009; KERR, 2019; KNORR, 2016). Os outros artigos usam prolil-endoprotease
(Scherf, 2018), tripsina (PICARIELLO, 2015; ROBINSON, 2007) e proteinase A (COOPER,
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2000). Além disso, ainda ha um artigo que usa uma mistura de proteases comerciais (LEI,
2013).
Os demais artigos ranqueados na analise, que nao estdo entre os dez primeiros colocados

segundo o indice InOrdinatio, encontram-se listados no Apéndice A.
5.6 TENDENCIAS IDENTIFICADAS NOS ARTIGOS

A analise sistematica dos artigos selecionados permitiu identificar diversas tendéncias
recorrentes na literatura cientifica sobre o uso de proteases na industria cervejeira. Essas
tendéncias refletem ndo apenas os principais focos de aplicagdo das enzimas ao longo do
processo produtivo, mas também os desafios tecnologicos enfrentados, as inovacdes mais
promissoras e os direcionamentos atuais da pesquisa nesse campo. Observou-se que os estudos
abordam desde a otimizacao da fermentacao (para a produgdo da cerveja) e da estabilidade
coloidal até o desenvolvimento de cervejas funcionais, como as versoes sem gluten. Além disso,
os dados revelam padrdes quanto as proteases mais estudadas, suas origens, condi¢des de
aplicacdo e mecanismos de acao.

Os artigos selecionados na busca por pesquisas relacionadas ao uso de proteases no
processo cervejeiro apresentam uma grande diversidade de proteases testadas para melhorar
varios aspectos da cerveja. E possivel observar na Figura 12 que as endopeptidases sdo as mais

utilizadas nos artigos selecionados.
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Figura 12 —Percentual relativo as proteases classificadas quanto ao local de ac¢io da
enzima na cadeia polipeptidica identificadas nos artigos selecionados na base SCOPUS

sobre uso na producio de cerveja.

@ Endopeptidase
@ Protease ndo especificada

() Exopeptidase

Fonte: elaboragdo propria

As endopeptidases (como as do tipo papaina e tripsina) atuam fortemente nas fases
iniciais da germinacao e brassagem, hidrolisando proteinas grandes. Sua atividade cai com o
aumento da temperatura (>65 °C), sendo inativadas acima de 70 °C. Ja as exopeptidases (como
as aminopeptidases e carboxipeptidases) mantém ou aumentam sua atividade ao longo da
brassagem, mesmo em temperaturas ¢ pH mais altos, contribuindo para a liberacdo de
nitrogénio livre (FAN). Essa atuagdo coordenada ¢ essencial para a qualidade do mosto,
fermentacgao eficiente e caracteristicas sensoriais da cerveja.

Provavelmente, as endopeptidases sdo mais utilizadas em relagdo as exopeptidases na
pesquisa cervejeira, pois essas proteases iniciam e conduzem as reacdes mais relevantes de
hidrdlise, promovendo melhorias para o processo cervejeiro, como clarificacdo, estabilidade,
nutri¢ao para as leveduras e seguranca do produto. As exopeptidases, embora essenciais para a
liberagdo completa de nitrogénio, desempenham um papel complementar e dependem da agao
prévia das endopeptidases para gerar seus substratos peptidicos menores. Por isso, raramente

oferecem um beneficio isolado que as endopeptidases ja nao proporcionem (LIN, C. L, 2022).
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A Figura 13 demonstra as quantidades dos diferentes tipos de endopeptidases utilizadas
nos artigos selecionados. Observa-se que a papaina ¢ a enzima mais utilizada nas pesquisas,
com cerca de 18 artigos, seguida pela tripsina, com 12 artigos, e pela prolil endopeptidase, com
cerca de 11 artigos. Outras enzimas como serina endopeptidase, peptidase e neutrase também
sdo citadas, embora com menor frequéncia.

Dentro do grupo das endopeptidases, a papaina possui uma longa histéria de uso na
industria cervejeira, remontando ao inicio do século XX. Sua eficdcia como agente de
estabilizacdo contra o frio (chill-proofing) foi reconhecida precocemente, tornando-se uma
escolha tradicional para cervejeiros que lidam com problemas de turbidez. Essa precedéncia
historica resultou em um grande acervo de literatura, experiéncia pratica e protocolos
otimizados envolvendo a papaina, o que a torna uma escolha natural para pesquisas mais
aprofundadas. Nos artigos selecionados no presente trabalho, observou-se que papaina ¢ mais

reportada nos artigos mais antigos da série de dados, iniciada nos anos 80.

Figura 13 — Quantidade de artigos que utilizam as diferentes endopeptidases

dentre os selecionados na base SCOPUS sobre uso na producio de cerveja.

20 -

Quantidade de artigos

Endopeptidases

Fonte: elaboragao prépria
A papaina ¢ altamente eficaz na prevenc¢ao da chill haze, uma turbidez que ocorre devido
a precipitagdo de complexos proteina-polifenol em baixas temperaturas (ORMROD et al.,

1991). Como discutido em diversos estudos (KENNEDY & PIKE, 1981; FUKAL & KAS,
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1984; FUKAL et al., 1981), a papaina hidrolisa proteinas instaveis responsaveis pela formacao
dessa turbidez, reduzindo sua capacidade de agregag¢do durante o armazenamento refrigerado.
Sua acdo contribui significativamente para a estabilidade visual da cerveja, o que explica sua
ampla aceitacdo na industria.

Extraida do latex da mamoeira, a papaina ¢ de facil acesso e baixo custo em comparagdo
a outras proteases (FUKAL & KAS, 1984; FUKAL et al.,, 1984). Suas propriedades
enzimaticas, como especificidade de substrato, faixas 6timas de pH e temperatura, além de sua
susceptibilidade a inibidores, ja4 foram amplamente caracterizadas, o que permite sua aplicagao
otimizada em diferentes etapas do processo cervejeiro. Ela pode ser adicionada tanto na
mosturagdo quanto apos a fermentacdo, devido a sua ampla faixa de atividade relativa (70% a
pH 5,0 e 85% a pH 8,0), promovendo a quebra de proteinas formadoras de turbidez
(KENNEDY & PIKE, 1981). Contudo, ¢ importante considerar que a papaina pode degradar
proteinas responsaveis pela formacgao e estabilidade da espuma, exigindo cuidados no controle
de sua dosagem e tempo de exposicdo (KANAUCHI & BAMFORTH, 2024). Ainda assim, por
ser amplamente aceita por agéncias reguladoras como um aditivo seguro (GRAS), seu uso ¢
facilitado em escala industrial. Diversos estudos também abordam estratégias para inativar ou
remover a enzima apds sua agdo, como pasteurizacdo ou adsor¢do, garantindo que as
caracteristicas sensoriais da cerveja sejam preservadas (FUKAL, L. & KAS, J., 1984). A
papaina, portanto, permanece como uma enzima amplamente estudada e frequentemente
utilizada como referéncia em pesquisas comparativas com outras proteases ou técnicas
inovadoras como ¢ possivel avaliar na Figura 13.

O artigo “The role of active and inactivated papain in beer chillproofing” de Fukal &
Kas de 1984 mostra que a enzima, quando adicionada a cerveja, hidrolisa proteinas formadoras
de turbidez, aumentando a concentracdo de aminoacidos livres e melhorando a estabilidade
coloidal, reduzindo a formacao de chill haze. Estudos mostram que tanto a papaina ativa quanto
a inativada contribuem para a estabiliza¢do da cerveja, embora por mecanismos diferentes. No
entanto, doses muito elevadas de papaina podem prejudicar essa estabilidade, aumentando a
turbidez. Assim, a papaina ¢ eficaz para prevenir turbidez a frio, mas seu uso deve ser
controlado para evitar efeitos adversos (FUKAL, L. & KAS, J., 1984).

Outra enzima que se destaca ¢ a prolil endopeptidase (PEP), que se tornou uma das
proteases mais pesquisadas e utilizadas na industria cervejeira devido a sua agdo Unica e
altamente eficaz sobre proteinas ricas em prolina, particularmente as fragdes do gliten como as
hordeinas presentes na cevada e no trigo (NAJERA-TORRES et al., 2022). A maioria das

proteases enddgenas do malte ou das leveduras ndo ¢ eficaz na degradagdo dessas regides ricas
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em prolina, o que resulta na permanéncia de peptideos imunogénicos que contribuem para a
formagao de turbidez e podem desencadear reagdes adversas em individuos com doenga celiaca
ou sensibilidade ao gluten (STEPANIAK et al., 2006; KNORR, WIESER & KOEHLER, 2016).

Um dos principais fatores que impulsionam a pesquisa € o uso da PEP ¢ a crescente
demanda dos consumidores por cervejas sem ou com baixo teor de gluten. A PEP,
especialmente a proveniente de Aspergillus niger (AN-PEP), pode hidrolisar peptideos do
gliten a niveis inferiores ao limite de 20 mg/kg estabelecido para produtos considerados
“gluten-free”, permitindo a produgdo de cervejas seguras para celiacos sem comprometer o
sabor caracteristico das cervejas tradicionais a base de cevada (BENUCCI et al., 2020;
FIEDLER et al., 2019; AKEROYD et al., 2016).

O estudo “Detection of gluten in a pilot-scale barley-based beer produced with and
without a prolyl endopeptidase enzyme” de Fiedler 2019 avaliou a eficacia da PEP comercial
na reducdo do gluten em cerveja de cevada em escala piloto, adicionando a enzima durante a
brassagem. O tratamento reduziu o teor de gluten de 65 mg/kg para niveis abaixo do limite de
20 mg/kg definido pelo Codex Alimentarius e pela UE, atingindo 15 mg/kg apos 10 horas.
Apesar dessa reducdo significativa, peptideos imunogénicos ainda foram detectados, indicando
a persisténcia de fragmentos potencialmente problematicos para celiacos. A qualidade sensorial
e a estabilidade da espuma da cerveja tratada permaneceram comparaveis a cerveja controle,
mostrando que a PEP ndo comprometeu a qualidade do produto (FIEDLER et al., 2019).

A versatilidade da PEP ¢ outro fator importante para sua popularidade. Essa enzima
pode ser aplicada durante a mosturacao, fermentagao ou até mesmo apos a filtragao, sendo que
suas variantes termoestaveis e tolerantes ao pH permitem integragdo em uma ampla gama de
processos cervejeiros (BENUCCI et al., 2020). A seguranga alimentar e a aceitagdo regulatoria
da AN-PEP, reconhecida internacionalmente como segura para uso em alimentos, também
facilitam sua adog¢ao industrial (AKEROYD et al., 2016).

Pesquisas demonstram ainda que o uso da PEP n3o compromete caracteristicas
sensoriais importantes, como a estabilidade da espuma e a sensacao na boca, o que pode ocorrer
com algumas proteases de uso geral (DI GHIONNO et al., 2017). Na verdade, cervejas tratadas
com PEP apresentam caracteristicas de qualidade comparaveis ou até superiores, com efeitos
minimos sobre a reten¢do da espuma e o sabor, quando comparadas as cervejas sem gluten
produzidas com graos alternativos (KNORR, WIESER & KOEHLER, 2016). Inovagdes
recentes incluem a imobiliza¢dao enzimatica e a produgao recombinante da PEP, o que aumenta
ainda mais a eficiéncia do processo e reduz os custos (BENUCCI et al., 2020; COLGRAVE et
al., 2017).
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Por fim, outro destaque no podio das proteases mais pesquisadas ¢ a tripsina uma
endopeptidase da classe das serino proteases, cuja bioquimica e especificidade de substrato
estdo bem caracterizadas. Ela atua especificamente clivando ligagdes peptidicas no lado
carboxilico dos residuos de lisina e arginina. Essa especificidade ¢ especialmente relevante no
contexto da cervejaria, uma vez que proteinas da cevada e da levedura, bem como proteinas
causadoras de turbidez e inibidores, frequentemente contém esses residuos em sua estrutura.
Assim, a agao proteolitica da tripsina € previsivel e controldvel tanto em pesquisas quanto em
aplicagdes industriais (NAJERA-TORRES et al., 2022; SHEWRY, 1993; OUTTRUP et al.,
1987).

Além disso, a tripsina ¢ amplamente utilizada como enzima de referéncia em estudos de
ciéncia de proteinas, incluindo a protedmica cervejeira e o controle de qualidade do malte. Seu
padrao de clivagem estd bem documentado, tornando-a o “padrdo ouro” para estudos
protedmicos e andlises do conteido de proteinas e peptideos no malte e na cerveja final
(NAJERA-TORRES et al., 2022). Do ponto de vista pratico, a tripsina possui agdo relevante
sobre fracdes proteicas envolvidas na formagao de turbidez, como hordeinas, proteinas de
transferéncia de lipidios (LTPs) e inibidores de tripsina/a-amilase. Sua adicdo ao processo
cervejeiro pode auxiliar na degradag¢do ou modificacdo dessas proteinas, reduzindo a formagao
de turbidez fria ou permanente na cerveja — um dos principais desafios na busca por
estabilidade e vida de prateleira prolongada (CARBONERO & GARCIA-OLMEDO, 1999).

A tripsina também ¢ empregada em combinagdo com outras proteases, como papaina,
quimotripsina ou enzimas microbianas, permitindo avaliacdes de sinergias ou diferencas nos
padrdes de hidrdlise proteica. Isso favorece a otimizagdo de processos visando a liberagao de
nitrogénio assimilédvel (FAN), o controle de turbidez e o ajuste sensorial (OUTTRUP et al.,
1987; Scriban & Stienne, 1970). Fora do contexto cervejeiro, a tripsina ¢ amplamente utilizada
na preparacao de hidrolisados proteicos para estudos nutricionais e de alergenicidade. Seu status
GRAS (Generally Recognized As Safe), bem como a disponibilidade a partir de fontes bovinas
¢ microbianas, tornam-na uma enzima padrdo confidvel na industria alimenticia. Ainda, sua
atividade e a presenca de inibidores de tripsina sdo consideradas marcadores importantes da
qualidade do malte e da cevada, oferecendo insights sobre varia¢des entre lotes e auxiliando no
controle de qualidade (SHEWRY, 1993). Ensaios enzimaticos baseados na atividade da tripsina
sdo de facil execugdo e alta sensibilidade, possibilitando o monitoramento pratico e preciso dos
eventos proteoliticos desde a matéria-prima até a cerveja final (SCRIBAN & STIENNE, 1970).

Sobre a tripsina o estudo “Papain, chymotrypsin and related proteins—a comparative

study of their beer chill-proofing abilities and characteristics” avaliou o efeito da adi¢do de
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enzimas proteoliticas, como tripsina e quimotripsina, na redu¢do da turbidez a frio (chill-haze)
na cerveja. Embora ambos reduzissem a turbidez, a quimotripsina ativa foi significativamente
mais eficaz, demonstrando que a acao proteolitica ¢ o principal fator para prevenir o chill-haze,
embora formas nao ativas também contribuam parcialmente. Assim, a ativa¢do enzimatica via
tripsina melhora a claridade da cerveja ao degradar proteinas formadoras de turbidez, superando
a simples adi¢do de proteinas inativas (KENNEDY, 1980).

Com um historico regulatério positivo e ampla aceitacdo para uso em alimentos, a
tripsina ¢ empregada ha décadas sem apresentar riscos significativos a seguranga. Essa
aceitagdo facilita sua utilizagdo tanto em pesquisas quanto em processos industriais nas areas
de biotecnologia e produ¢do de cerveja. Ademais, o uso da tripsina tem contribuido para
avangos na caracterizagao de proteinas formadoras de turbidez na cevada, como aquelas da
classe BTI-CMe, e na elucidagdo de familias de serpinas e inibidores, influenciando programas
de melhoramento genético da cevada e inovagdes no processo cervejeiro (CARBONERO &
GARCIA-OLMEDO, 1999).

As proteases disponiveis comercialmente sdo produzidas sob rigorosos protocolos de
controle de qualidade, garantindo consisténcia na atividade enzimatica, pureza e estabilidade
entre diferentes lotes (LEI et al., 2013; PHAM et al., 2024). Essa padronizacao ¢ especialmente
critica no contexto cervejeiro, onde pequenas variagdes nas caracteristicas da enzima podem
gerar resultados imprevisiveis que afetam a fermentacdo, o sabor, a estabilidade coloidal e a
seguranga do produto final (NAJERA-TORRES et al., 2022; LIN et al., 2022). Em muitos
casos, os estudos nao especificam quais proteases foram utilizadas, sendo recorrente o uso de
enzimas endogenas oriundas da cevada ou produzidas por microrganismos naturalmente
presentes na cadeia produtiva da cerveja. Além disso, uma parcela significativa da pesquisa
industrial tem sido conduzida com misturas enzimaticas comerciais, fornecidas por empresas
lideres no setor biotecnolégico, como Novozymes®, DSM-Firmenich®, DuPont™ (agora parte
da IFF), Amano Enzyme® e Sigma-Aldrich, que desenvolvem soluc¢des especificas para a
industria cervejeira (LEI et al., 2013; PHAM et al., 2024). A Figura 14 mostra que quase 60%
das enzimas utilizadas nos estudos relacionados ao uso de proteases no processo cervejeiro sao

de origem comercial.
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Figura 14 — Percentual de artigos que utilizaram os diferentes métodos utilizados para

obtencdo das proteases utilizadas nos artigos selecionados na base SCOPUS sobre uso na

producio de cerveja

@ Comercial
@ Produzida
(@ Néo especificado

Fonte: elaboragdo propria

Dentre os artigos selecionados em que as proteases foram identificadas como a principal
enzima de interesse, observou-se que sete deles abordavam especificamente proteases
endogenas. Essas enzimas, naturalmente produzidas pelas leveduras ou pela cevada durante a
maltagem e a fermentagdo, desempenham papéis essenciais na hidrolise de proteinas ao longo
do processo cervejeiro.

As enzimas adquiridas de fornecedores especializados apresentam elevado grau de
pureza e sdo bem caracterizadas quanto as atividades secundarias, especificidade de substrato
e condicdes operacionais ideais (LIN et al., 2022; LEI et al., 2013; BENUCCI et al., 2020). Em
contraste, a producao de enzimas endogenas — especialmente em escala de cervejaria —
apresenta riscos associados a contaminagao por subprodutos microbianos indesejaveis, geracao
de off-flavors e variacdo no contetido proteico, o que pode comprometer significativamente a
qualidade ou a aceitagdo comercial da cerveja (PHAM et al., 2024; ALVES et al., 2024).

Outro fator relevante ¢ o cumprimento das normas regulatérias e de seguranca
alimentar. Os fornecedores de enzimas comerciais seguem padrdes internacionais, como
GRAS, EFSA e FDA, e disponibilizam documentacdo completa, incluindo certificados de

analise, declaracdes de alérgenos e rastreabilidade, o que facilita o cumprimento de exigéncias



58

legais — especialmente em cadeias globais de fornecimento e em processos de exportagdao
(BENUCCI et al., 2020; AKEROYD et al., 2016). Enzimas produzidas artesanalmente, por
outro lado, podem representar riscos desconhecidos relacionados a alergenicidade, toxicidade
ou contaminacao.

Do ponto de vista econdomico e pratico, fabricantes de grande escala conseguem diluir
custos e oferecer enzimas a precos mais acessiveis, tornando mais viavel para cervejarias,
especialmente pequenas e médias, adquirir quantidades conforme a demanda do que investir
em infraestrutura propria de fermentacao, purificagdo e controle de qualidade (ALVES et al.,
2024; LEI et al., 2013). A producdo interna rotineira exigiria alto investimento em
equipamentos, expertise técnica e validagcdo constante.

Enzimas comerciais também vém acompanhadas de fichas técnicas que detalham
parametros como pH e temperatura 6timos, dosagens recomendadas e instru¢cdes de manuseio
— informacgdes baseadas em P&D e testes em ambiente cervejeiro real (LEI etal., 2013; PHAM
et al., 2024; LIN et al., 2022). Isso proporciona maior confianga aos cervejeiros na aplicagao
das enzimas e na otimizagao controlada dos processos.

Em se tratando do uso de enzimas comerciais, o artigo “Effects on beer colloidal
stability of full-scale brewing with adjuncts, enzymes, and finings” de Krolak 2023 avaliou o
uso de enzimas comerciais na producdo industrial de cervejas lager, destacando proteases
(como Brewlyve™ NP 900 e Brewers Clarex®) e B-glucanases (Filtrase®). A adi¢do dessas
enzimas melhorou significativamente a estabilidade coloidal e aumentou a vida til fisica das
cervejas, especialmente em formulagdes com adjuntos de milho ou cevada nao maltada,
prolongando a durabilidade em até 30%. Além disso, as enzimas permitiram maior flexibilidade
no uso de matérias-primas, mantendo ou melhorando a qualidade do produto, com proteases
fornecendo nitrogénio livre para a levedura e B-glucanases reduzindo a viscosidade do mosto
para facilitar o processo. A suplementacdo enzimatica mostrou-se uma estratégia eficaz para
otimizar a eficiéncia do processo e garantir a consisténcia da cerveja. (KROLAK, 2023).

No ambito da pesquisa cientifica, a utilizagdo de enzimas comerciais padronizadas ¢
essencial para a reprodutibilidade de experimentos e comparagdes entre diferentes laboratorios.
O uso de um padrao bem caracterizado e amplamente disponivel ¢ crucial para o avango
significativo da ciéncia (NAJERA-TORRES et al., 2022; LIN et al., 2022; BENUCCI et al.,
2020).

Por fim, adquirir enzimas prontas para uso economiza tempo valioso. A extragao,
purificacdo e caracterizagao de novas enzimas sao processos demorados, enquanto as enzimas

comerciais aceleram tanto os ciclos de produgdo cervejeira quanto o cronograma de pesquisas,
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permitindo que mestres-cervejeiros e cientistas concentrem esforcos na otimizagdo de
processos, no desenvolvimento de receitas ou na validagdo de hipoteses (LEI et al., 2013;
PHAM et al., 2024).

A etapa de mosturagao (mashing) oferece as condigdes fisicas e quimicas ideais para a
atividade proteolitica, incluindo temperaturas adequadas — geralmente entre 45 e 55 °C durante
o "descanso proteico" e até 72 °C na sacarificagdo —, pH favoravel entre 5,0 e 6,0, além de
ampla disponibilidade de substratos, como proteinas do malte de cevada e adjuntos. Esses
fatores criam um ambiente propicio tanto para as proteases enddgenas quanto para as
adicionadas exogenamente atuarem com eficiéncia (JONES; MARINAC, 2001; LEI et al.,
2013; NAJERA-TORRES et al., 2022; LIN et al., 2022). Em etapas posteriores, especialmente
apos a fervura do mosto, as temperaturas elevadas e o pH mais baixo resultam na desnaturagao
ou inativacdo da maioria das proteases (JONES; MARINAC, 2001).

As proteases podem ser aplicadas em diferentes etapas da producdo da cerveja, como
mostra a Figura 15. Durante a mosturagdo, as proteases hidrolisam as proteinas de reserva
presentes no malte e nos adjuntos, liberando peptideos soluveis e FAN, nutrientes essenciais
para o crescimento das leveduras e para o desempenho fermentativo (LEI et al., 2013; LIN et
al., 2022; MURMANN et al., 2015). A disponibilidade adequada de FAN impacta diretamente
na taxa de fermenta¢do, rendimento alcodlico e desenvolvimento de aromas. Por outro lado,
nas etapas seguintes, como a fermenta¢ao, nao hé essa ligacao direta com a nutricao da levedura,
tornando a adi¢cdo de proteases menos eficaz ou até mesmo desnecessaria (LIN et al., 2022;

PHAM et al., 2024).
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Figura 15 — Percentual de artigos que aplicaram as proteases nas diferentes fases do

processo de fabricacio da cerveja nos estudos selecionados na base SCOPUS.
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Fonte: elaboragdo propria

Além de seu papel nutricional, a agdo das proteases na mosturacdo ¢ crucial para a
solubilizagdo de proteinas que influenciam na claridade da cerveja, na estabilidade coloidal e
na formagdo de espuma. Nesse estagio, enzimas sao aplicadas para degradar proteinas
formadoras de turbidez e peptideos propensos a agregacao, prevenindo problemas como “chill
haze” e “gushing” na cerveja final (JONES; MARINAC, 2001; LUND et al., 2014; BENUCCI
et al., 2020). A aplicag¢do de proteases apos a fervura seria muito menos eficaz, uma vez que
grande parte das proteinas ja se encontra desnaturada ou agregada.

Sobre o uso de proteases durante a mosturacao, o artigo “Effects of worts treated with
proteases on the assimilation of free amino acids and fermentation performance of lager yeast”
de Lei et al. (2013) avaliou a adicdo de proteases comerciais (Neutrase, Flavorzyme e
Protamex), compradas de empresas de enzimas como Novozymes® e Sigma - Aldrich®, no
inicio da brassagem do mosto, destacando melhorias significativas no rendimento de extrato e
nos niveis de nitrogénio livre (FAN), especialmente com Neutrase e Protamex. Essas enzimas
também promoveram aumento na fermentabilidade, na produ¢do de etanol e nos compostos

volateis responsaveis pelo sabor, principalmente em condigdes de alta gravidade. A melhora no
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desempenho fermentativo foi atribuida ao aumento da disponibilidade de aminoacidos livres e
a assimilacdo mais eficiente pela levedura sob condi¢des de estresse, demonstrando que a
suplementagdo com proteases durante a brassagem otimiza tanto a fermentagdo quanto a
qualidade sensorial da cerveja (LEI et al., 2013).

A mosturagdo ¢, portanto, a etapa naturalmente compativel com a a¢ao enzimatica. Apos
essa fase, o processo passa a ser mais severo, especialmente durante a fervura, em que o calor
elevado causa desnaturacdo irreversivel das proteinas e inativagao das enzimas (JONES;
MARINAC, 2001; LEI et al., 2013). J& na fermentacdo, a introducao de proteases pode gerar
efeitos imprevisiveis sobre o sabor, a turbidez e a saude da levedura. Dessa forma justificando
a grande maioria de artigos utilizando proteases durante a etapa de mosturagdo como mostra a
Figura 12.

Do ponto de vista sensorial e do controle de qualidade, o uso de proteases em estagios
avancados, como fermentagdo ou acabamento, pode levar a hidrdlise excessiva de proteinas
positivas para a formacgdo de espuma, comprometendo a textura, o corpo e a retencdo de
colarinho da cerveja (LUND et al., 2014; BENUCCI et al., 2020). A atuagdo proteolitica
durante a mosturagdo permite aos cervejeiros modular o equilibrio entre fragcdes proteicas
desejaveis e indesejaveis antes que essas proteinas sejam irreversivelmente modificadas ou
removidas, proporcionando melhor controle sobre a qualidade final do produto.

Essa pratica ¢ respaldada por décadas de otimizagdo técnica e encontra-se consolidada
em protocolos industriais e formula¢des padronizadas (LEI et al., 2013; PHAM et al., 2024;
BENUCCI et al., 2020). Essa padronizagdo também torna a etapa mais propicia a pesquisa de
melhorias de processo e ao desenvolvimento tecnologico.

Cervejarias comerciais frequentemente suplementam o mosto com proteases exogenas,
sobretudo quando utilizam maltes pouco modificados ou quando adotam técnicas de alta
gravidade que diluem o FAN disponivel (LEI et al., 2013; PHAM et al., 2024). Essas enzimas
sdo especificamente projetadas para atuar sob as condi¢des da mosturagdo e sdo rapidamente
inativadas durante a fervura, garantindo a auséncia de atividade residual no produto.

A adigdo de proteases a cerveja melhora a saude da levedura, acelera a fermentacao,
aumenta a producdo de etanol e aprimora a fermentabilidade do mosto, especialmente em
brassagens de alta gravidade. Além disso, reduzem a turbidez da cerveja, degradando proteinas
instaveis que causam a formag¢ao de haze durante o armazenamento frio, melhorando a clareza
e a estabilidade visual do produto final. Elas também possibilitam a produgdo de cervejas com

teor reduzido de gluten, ampliando o mercado para consumidores com intolerancia.
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Além desses beneficios, as proteases favorecem a formagdo de compostos aromaticos e
de sabor, atuando como precursores para alcoois superiores e ésteres que enriquecem a
complexidade sensorial da cerveja. Também permitem maior flexibilidade no uso de
ingredientes, compensando a menor proteina de adjuntos como milho e graos nao maltados, o
que torna o processo mais eficiente e econdmico. Outros efeitos positivos incluem a
estabilizagdo da espuma e o aumento do potencial antioxidante da cerveja, contribuindo para
sua qualidade e vida util. Todos os principais efeitos mapeados podem ser observados abaixo
na Figura 16.

Figura 16 — Motivacao para estudo de proteases na industria da cerveja por artigos

selecionados na base SCOPUS
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Fonte: elaboragao propria

A prevencgao ou controle da turbidez proteica, especialmente o “chill haze” comum em
cervejas claras do tipo lager, representa a segunda motivagdo mais frequente para o uso de
proteases. Essas enzimas atuam sobre proteinas propensas a formag¢do de turbidez, como as
hordeinas ricas em prolina, durante a mosturagao, reduzindo significativamente a possibilidade
de turvacdo visivel apds o envase (JONES; MARINAC, 2001; LUND et al., 2014; BENUCCI
etal., 2020). A claridade ¢ um critério de qualidade crucial para a maioria dos estilos comerciais
populares, sendo que a presencga de turbidez, quando ndo intencional (como nas hazy IPAs), é
frequentemente percebida pelo consumidor como defeito (JONES; MARINAC, 2001; LUND

et al., 2014). Além disso, o controle da turbidez via proteases ¢ especialmente relevante para
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cervejas engarrafadas, pasteurizadas ou destinadas a exportacdo, que exigem maior estabilidade
de prateleira (BENUCCI et al., 2020).

Um artigo que trata sobre a turbidez ¢ “A study of the beer chill-proofing behaviour of
a water-insoluble papain conjugate of hydrous titanium (I'V) oxide” de Kennedy et al. 1980 que
investiga métodos para prevenir a formacao de turbidez a frio (chill-haze) na cerveja. Os autores
descobriram que tanto o oxido de titdnio (IV) hidratado quanto os conjugados de papaina
insoluveis em agua foram eficazes na redugdo dessa turbidez. O mecanismo atribuido envolve
a adsorcdo e/ou degradacdo enzimatica das proteinas formadoras de turbidez, que de outro
modo interagiriam com polifenodis para formar complexos insoliveis em temperaturas baixas
(refrigeradas). Além disso, o estudo demonstra que o tratamento com papaina, tanto na forma
livre quanto imobilizada, bem como com o6xido de titanio (IV) hidratado, pode reduzir
significativamente a turbidez a frio, melhorando a estabilidade visual da cerveja durante o
armazenamento refrigerado (KENNEDY et al. 1980).

Outra aplicacdo crescente das proteases estd na reducao do gluten. Enzimas proteoliticas
especificas, como a prolil endopeptidase, vém sendo empregadas para degradar peptideos
derivados do gluten, possibilitando a produgao de cervejas com baixo teor de gluten ou sem
gluten, voltadas a consumidores com doenga celiaca ou sensibilidade ao glaten. Embora essa
aplicacdo ndo seja tdo amplamente disseminada quanto aquelas voltadas a qualidade ou a
claridade, ela ¢ bastante relevante em regides com alta demanda por produtos sem gliten
(BENUCKCI et al., 2020; FIEDLER et al., 2019). Como a maioria das proteinas do malte ¢
resistente a protedlise convencional, sdo necessarias enzimas especializadas, o que posiciona
essa aplicagdo como uma prioridade intermedidria, entre os usos mais frequentes e os mais
nichados (AKEROYD et al., 2016; STEPANIAK et al., 2006).

A adicao de proteases também pode ser 1til na otimizacao dos ciclos de producao,
cronogramas de filtracdo e na mitigagao de instabilidades coloidais, problemas de espuma ou
dificuldades operacionais durante a filtracdo. Entre os beneficios operacionais estdo a maior
eficiéncia na extracdo de tiois, a melhoria nos ciclos de filtracdo e a reducdo do risco de
"gushing", ou seja, formagao excessiva de espuma (MURMANN et al., 2015; LEI et al., 2013).
Além disso, as proteases podem contribuir para o potencial antioxidante da cerveja, ao aumentar
a solubilidade de peptideos contendo grupos tidis, o que tem implicagdes positivas na
estabilidade do sabor e na longevidade do produto (LUND et al., 2014; MURMANN et al.,
2015).

Por fim, embora menos frequente, o uso de proteases com foco direto na modulagao

sensorial da cerveja também ¢ possivel. A liberacdo de aminoacidos pode influenciar a
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formagao de compostos volateis como alcoois superiores e €steres, afetando indiretamente o
aroma e o sabor da bebida. No entanto, esses efeitos sensoriais sdo geralmente mais sutis,
variaveis e dificeis de controlar com precisao, diferentemente de parametros como turbidez ou
rendimento (LIN et al., 2022; BENUCCI et al., 2020). Além disso, o uso excessivo de proteases
pode prejudicar caracteristicas como corpo, textura e retencao de espuma, além de introduzir
sabores indesejados (LUND et al., 2014). Por esses motivos, a aplicagdo das proteases com
objetivo sensorial direto ¢ menos comum que seu uso para aprimorar a fermentacao, claridade
ou adequagao a publicos com restrigdes alimentares.

Em resumo, a ordem de uso das proteases na producdo cervejeira reflete tanto as
necessidades fundamentais da fabricagdo—como garantir uma fermentagdo eficiente, um
produto visualmente atrativo e seguro para consumo—quanto a viabilidade técnica e regulatéria
para atingir esses objetivos. Assim, 0s usos mais frequentes seguem a seguinte hierarquia:
melhoria da qualidade (nutri¢do da levedura e desempenho do processo), controle de turbidez
(estabilidade coloidal e aparéncia), redu¢do do gluten (atendimento a nichos especificos),

otimizacgdo do processo (filtragao e estabilidade), e por fim, ajustes sensoriais (sabor, aroma,

Corpo).

6 CONCLUSOES

Este trabalho apresentou um mapeamento tecnologico detalhado sobre a produgdo e
aplicacdo de proteases por leveduras na industria cervejeira, evidenciando seu papel estratégico
em diversas etapas do processo produtivo. As proteases demonstraram ser ferramentas
fundamentais para a otimizacdo do desempenho fermentativo, estabilidade sensorial e fisico-
quimica da cerveja, além de viabilizarem inovagdes como a produgao de cervejas com baixo
teor de glaten. Através da andlise bibliométrica e do método InOrdinatio, foi possivel
identificar tendéncias, enzimas mais utilizadas e as etapas do processo onde sua aplicacdo ¢
mais eficaz, com destaque para a mosturagao como fase-chave para o uso enzimatico.

O estudo também revelou a evolug¢do da pesquisa sobre o tema ao longo das ultimas
décadas, com destaque para enzimas como papaina, prolil endopeptidase e tripsina, que ocupam
papéis centrais tanto em aplicagdes industriais quanto em analises cientificas. A comparacao
entre enzimas comerciais e a producao enddgena evidenciou a importancia da padronizagao,
seguranca e reprodutibilidade oferecida por fornecedores especializados, aspectos

fundamentais para atender as exigéncias da industria e das regulamentacdes internacionais.
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A andlise dos dez artigos mais relevantes, segundo o método /nOrdinatio também
reforca trés principais aplicagdes das proteases: a producdo de cervejas sem gliten, a melhora
da fermentagdo via aumento de FAN e o controle da estabilidade da espuma. Esses temas
destacam o papel central das proteases no equilibrio entre qualidade sensorial e desempenho do
processo, além de evidenciar a diversidade de enzimas utilizadas.

Por fim, conclui-se que a aplicag@o de proteases no setor cervejeiro nao apenas responde
a demandas por eficiéncia e qualidade, como também impulsiona a inovagdo no
desenvolvimento de novos produtos, estilos e solucdes tecnoldgicas. Este trabalho contribui,
assim, para consolidar o conhecimento sobre a biotecnologia enzimatica na produgao de cerveja
e oferece subsidios valiosos para pesquisadores, cervejeiros e industrias interessados em

explorar o potencial das proteases no contexto da engenharia de bioprocessos.
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