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1. INTRODUCAO

BIOQUIMICA DE ALIMENTOS

« “E a ciéncia que visa proporcionar
alimentos de alta qualidade, com respeito
ao meio ambiente e com reducéo dos
custos de producao” (KOBLITZ, 2008).

+ A enzimologia ¢ a ciéncia encarregada
do estudo das enzimas.

Enzimas - catalizadores biolégicos:

Sitio ativo

Composto B
(produto)

1enzima

Composto A
(substrato)

Nao ha consumo ou
modificagdo permanente

da enzima!
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Perfil das enzimas

Formadas no interior das células vivas e capazes de
agir fora delas.
Especificas para cada reagao

Muito sensiveis a variagdes de temperatura e pH

Extremamente importantes na tecnologia de
alimentos = processamento e deterioragao

VIDEO — SINTESE PROTEICA

Definicdo segundo diversos autores

*+ Sé&o catalizadores biolégicos que possuem a
capacidade de acelerar certas reagdes bioquimicas
especificas.

*+ Sé&o substancias organicas especificas compostas por
polimeros de aminoacidos, que atuam como
catalisadores no metabolismo dos seres vivos

(ROSAS, 2003).

» Sd&o biocatalisadores de estrutura protéica globular
terciaria ou quaternaria, termolabeis e néo dialisaveis,
que aceleram muito a velocidade de uma reagdo quimica
termodinamicamente possivel, isto é, atuam reduzindo a
barreira energética destas rea¢des

(HARGER, 1982).

» Séao polipeptideos que catalizam uma reagéo com certo
grau de especificidade

(PARKIN, in NAGODAWHITANA & REED, 1993)

Natureza

* maioria das atividades cataliticas nas
células m®) enzimas protéicas.

* Porém...

* RNA ribossémico (uma
ribonucleoproteina) = clivagem de

ligacGes internucleotideas - RIBOZIMA
(Cech e Altman, Cell 26: 487-496, 1981)

Velocidade de atuacgao das
enzimas

» Uma reacao catalisada por uma enzima
ocorre muuuuuuito mais rapido

Como aumentar a
velocidade das
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ATIVIDADE ENZIMATICA

Enzima [E] + substrato [S] — complexo enzima-substrato [ES]

‘ ‘ [ES] — Enzima + produtos ‘

Determinante da velocidade da reacdo

[P]

Concentracao

(Er

Tempo

Velocidade na Velocidade da
ausénciade | reagdo catalisada
. enzima Poder
Enzima Reagdes/seg catalitico
Reagdes/seg
Anidrase carbdnica 1.3X101 1.0 X 108 7.7 X 108
H,0, === H,0+%0,
Triosefosfato isomerase 43X10-6 4.300 1.0 X 10°
Carboxipeptidase A 3.0X10-° 578 1.9 X101
AMP nucleosidase 1.0X10-1 60 6.0 X 1012
Nuclease de estafilococos | 1.7 X 10 -13 95 5.6 X 1014

Aumento na velocidade
produzido por enzimas

Ciclofilina 10°

Anidrase carbonica 107

Triose fosfato isomerase 10°
Carboxipeptidase A 101
Fosfoglicomutase 102
Succinil-CoA transferase 10
Urease 10

Orotidina monofosfato descarboxilase 10Y7

2. HISTORICO

Origem das enzimas

» Ha muito tempo atras...

Documentos datados de
800 anos AC

Panificagdo, fabricacéo de cerveja, producéo de &lcool e de queijos
empregam enzimas conhecidas desde tempos pré-histéricos

Século XIX

1833

p

Isolamento de amilase a partir da

germinacéo da cevada por Payen e Persoz ‘

1835

Anselme Payen
(1795 - 1871)

egradado de modo mais eficiente com extrato de malte
(“pacote” de enzimas) do que com &cido sulfurico.

I#Serzelius demonstrou que o amido poderia ser

Jons Jacob Berzelius
(1779 - 1848)

*Surgimento do termo “catalise”

Decada de 1850

Concluiu que a fermentagédo do aglicar em
4lcool pelo 1évedo era catalizado por
“fermentos” que acreditava ser inseparaveis
das células vivas.

Louis Pasteur (1822 — 1895)
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Século XIX

Wilhelm Kiihne (1837 — 1900)
Fisiologista aleméao

EN - em/dentro
ZYMC - levedura

Emil Fischer (1852 — 1919) enzimas glicoliticas.

Realizou os primeiros estudos sistematicos da especificidade enzimatica.

1894 Século XIX

» baseada nas propriedades das

)
m

TEORIA ESTA CORRETA? ‘

Século XIX

Eduard Buchner
(1860 — 1917)

« Demonstrou junto com seu irméo que extratos de
células de levedura poderiam degradar a glicose em
etanol e di6xido de carbono.

« “zymase” fermento livre de células

Inicio das tentativas de isolamento de enzimas
diferentes e estudos de suas propriedades cataliticas.

» Etapa essencial na catalise enzimatica

Século XX

| E+SoES |

Século XX

Leonor Michaelis
e

Maud Menten.

K1
E+S ES E+P
K-1
Etapa rapida Etapa lenta

Século XX

Briggs

e

Haldane.

| ESTADO ESTACIONARIO |

E+S<=—ES

ES—E+P

v, = d[ESI/dt = k,[EI[S] - k_[ES]

v, = d[ES}/dt = —k,[ES]

Esquema de Briggs e Haldane
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Século XX Século XX

1958
+ Cristalizou a urease (extrato de soja). Daniel Koshland

1 + Cristais de urease — formados por
proteinas.
James Batcheller

(16877 7055) « Postulado — todas as enzimas = proteinas.

* Hipétese do ajuste induzido

(Induced-fit hypothesis)

— Ligagéo do substrato leva a mudanca
conformacional na enzima (otimizam as
interacdes com os residuos do sitio
ativo)

— =alinhamento favoravel dos grupos
reativos no complexo ES.

« Cristalizagdo da pepsina e a tripsina ‘ E AGORA???27?7??
(suco duodenal).

» descrigdo das estruturas enzimaticas
em termos quimicos.

» deducgéo das sequéncias de

aminodcidos da ribonuclease.

A partir de

+ Passou-se a aceitar a natureza 1960
protéica das enzimas.

* Também eram proteinas.

John H. Northrop
(1891 — 1987)

Leiam: ‘ Modelo Chave-Fechadura ‘
VERLI, H.; BARREIRO, E. J. um paradigma da quimica medicinal: a

flexibilidade dos ligantes e receptores. Quimica Nova, V. 28, No. 1, 95-102,
2005

Ndo explica ainteracdo
das enzimas com
inibidores e andlogos dos
substratos.

‘ Modelo de encaixe induzido ‘

B}

E e S se deformam, para
slate contermation otimizar o encaixe
e

D

Hipétese do ajuste induzido (Induced-fit
hypothesis) — teoria de Daniel Koshland
ESTA E A TEORIA ACEITA HOJE!

Esse é o modelo
aceito hoje em dia.

Modelo do encaixe induzido

Modelo do encaixe induzido

(e) E 1

A6 D

I~

Free energy, G

Reaction coordinate
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T PR R et S MODELO DO ENCAIXE
de transigdo. INDUZI DO

Substrato

| Sitio ~ Enzima
ativo

Marzzoco e Torres, 2007

Final do Século XX HOJE
+ Aplicacdo de enzimas produzidas a . . ) . »
1988 partir de organismo geneticamente * Mais de 10 mil enzimas diferentes ja
modificado. foram identificadas!

Ex.: lipase para detergentes

+ Intensificagéo de pesquisas com enzimas que catalisam » Aproximadamente 3.000 enzimas sdo reconhecidas pela
0 i r x . L
a5 reagbes do metabolismo celula Unido Internacional de Bioquimica.

+ Purificagao de milhares de enzimas » Ha cerca de 25.000 enzimas na natureza.
« Elucidagédo da estrutura molecular e mecanismo de agao » 90% das enzimas ainda nem mesmo foram descobertas!
+ Maior compreenséo sobre o funcionamento das enzimas (FABER, 2000)

Areas de aplicacéo da

enzimologia
3. Cam pPOS de e Fisico-quimica « Medicina
aplicagéo da * Microbiologia  « Engenharia quimica
. . ° G ’t' o . .
enzimolo g ia enAe _|ca Blotecr]ologla
¢ Botanica - Bioquimica
* Zoologia . Ciéncia e tecnologia
e Toxicologia de alimentos
« Engenharia de
Alimentos
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MERCADO DE ENZIMAS

Producéo de alcool
combustivel

IndUstria de couro

IndUstria de papel

POTENCIAL DO USO DE ENZIMAS NA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS

AMIDO
Amilases (EC 3.2.1.1.)
+ amiloglicosidases
Glicanases
(EC3.2.16.)
GLICANAS GLICOSE J¢——— [ CELULOSE
,» Celulases
(EC3.2.1.4)

LIPIDEOS

PROTEINAS

Proteases
[ProTENAS |

4. Importancia das
Enzimas

IMPORTANCIA

« A vida no planeta ndo seria possivel!

— Reacdes quimicas como a hidrdlise da celulose, realizadas em condi¢oes
drasticas (ex.: 72% de acido sulflrico) acontecem com pH neutro na
presenga de enzimas (celulases), sem necessidade de outros produtos
quimicos.

 Nos ultimos anos seu uso em grande quantidade nas
indUstrias.

« Vantagens em relagdo aos catalizadores néo bioldgicos
(sintéticos).

 Muitos processos industriais podem ser realizados sob
condigcbes mais brandas e economizando produtos
quimicos.

IMPORTANCIA

« Conforme PANDEY et al (2005), o mercado mundial de enzimas industriais esta
estimado ao redor de 1,7 a 2,0 bilhdes de délares para 2005

« Cerca de 62% das enzimas produzidas s&o usadas pela indUstria de
alimentos, 33% em detergentes e 5% nas industrias téxtil e de couro.

« Das enzimas produzidas, 80% s&o hidroliticas, utilizadas para a
despolimerizag&do de produtos naturais.

« Destas,
— 60% s&o proteases,
— 30% carboidrases,
— 3% lipases e
— o restante enzimas especializadas tais como as pectinases.

+ Naindustria de alimentos o maior uso esta:
— no processamento do amido
— seguido pela produgéo de queijos,
— processamento de sucos de frutas e vegetais,
— clarificagéo de sucos e vinhos,
— panificagéo e
— cervejaria.

5. FONTES DE ENZIMAS

« trés grandes fontes (HARGER,1982)



http://portuguese.alibaba.com/product-free-img/leather-enzymes-concentrates--111916619.html
http://portuguese.alibaba.com/product-free-img/leather-enzymes-concentrates--111916619.html
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ORIGEM
ANIMAL

PRINCIPAIS ENZIMAS DE ORIGEM ANIMAL

ENZIMA FONTE

Catalase Figado e sangue de boi e porco; fungos e
bactérias.
Decomposigdo da agua oxigenada (sabor e cor do
alimento);

Tripsina pancreas

Quimitripsina (atividade amilolitica, proteolitica e lipolitica)
Renina Estdmago de bezerro
Pepsina Mucosa estdbmago de porcos

(Tratamento com &cido para ativacéo do

pepsinogénio a pepsina)

OBTENCAO DE ENZIMAS DE ORIGEM
ANIMAL

+ Trituracé@o por moinhos ou homogeneizadores

» Extragcdo com agua ou solugdo tampao

+ Filtracdo ou centrifugacéo para remogao do
residuo insolavel

ORIGEM

VEGETAL

ENZIMA FONTE APLICAGOES | OBSERVAGOES
Papaina latex do fruto clarificacdo da |inativada por oxidagdo
verde do maméo | cerveja, (necessidade de agentes

(proteolitica)

(Carica papaya),
além de suas
folhas e talos

amaciamento de
carnes, auxiliar
da digestao

redutores como sulfeto de
hidrogénio, cianeto de
hidrogénio, etc.)

Bromelina
(proteolitica)

{
s

talo e fruto do
abacaxi (Ananas
comosus)

amaciamento de
carnes e
clarificagéo da
cerveja

mistura de 4 proteases
com agdes distintas,
dependentes do pH

Ficina

latex de certas

amaciamento de

Agente anti-helmintico

(proteolitica) espécies de carnes e (digere os ascarideos)
Ficus clarificagdo da | Economicamente inviavel
& cerveja (extragéo de grande
3 quantidade)
Enzimas do | Cevada Fabricacéo amilases,diastases,protea
malte u cerveja. ses, lipases,oxirreduta-ses

e hemicelulases

ORIGEM

MICROBIANA
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extracelulares

PROTEASE FONTE
bacteriana Bacillus spp
GLICOSIDASE FONTE

pectinase Aspergillus niger
ENZIMA FONTE
lipase Bolores

Enzimas microbianas

> Estaveis ao calor;
» Faixa de pH 6timo mais ampla;
» Menor custo e tempo de producéo;
» Provém de microrganismos selecionados;
Apresentam maior especificidade.
> Géneros principais
> Bacillus e Aspergillus

v

A transferéncia de genes para diferentes organismos
permite a producé@o de enzimas especificas;

Plasmideo colocado @
dentro das células
do fermento

jo.blogspot.com/2009_03_01_archive.html

6. Caracteristicas e
natureza das enzimas

Funcionalidade das enzimas

Primary

Secondary

Quaternary

Estrutura primaria
Os aminoacidos ligam-se,
formando cadeias polipeptidicas.

e, loniermer
e .
T4l - g5
ot )
= | ad sy
€ b
¥ d & S
‘p‘zr - o J
,,,,, 3 I
Amino acid residues @ Helix Polypeptide chain Assembled subunits

—
H _=H

| 1
R—(IZ—CO—NH —IC—R‘

NH;z COOH

VIDEO — PROTEINAS E
LIGACOES PEPTIDICAS (12:39)

— hldwgemo @ Folha p—pregueada
Estrutura terciaria
Os polipéptidos adguirem formas

@ A-hélice

Estrutura quateméria
|especificas através do Resultam da unido de dois ou mais
{estabelecimento de ligagdes. polipéptidos com estrutura tercidria.

‘Subunidade 1 _Sub-unidade 2
Ponte de hidrogénio
Ligagéo dissulfureto
C (J Sub-unidade 3 Sub-unidade 4
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Q Forma é alterada, a proteina torna-se inativa =
desnaturacao

Q altas temperaturas, alteragdes de pH e outros fatores

Aumento de

temperatura ou

e

alteracao do =
Ph do meio [
Estrutura terciaria Protal':a
de uma proteina desnaturada

O funcionamento das enzimas...

Depende da
estabilidade
da sua
estrutura
proteica

Fig. 1-2. A protein polymer composed of ombination of amino acids. Forces
holding the protein in proper conforma e hydrophobic interaction (blue),
disulfide bonds (green), hydrogen bonds (gray), and electrostatic interaction (red).

Mudangas ambientais que afetem essa estrutura ird
alterar a capacidade de transformacdo das enzimas

Q)

®

{ ]

(CH )N 0 —C=—=0

CH,——CH,

CH,

10
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(CH;3)N——CH,——CH,

(CH;3)N——CH,——CH,

11
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AN

‘?N\/NH

H—O/\\'C:O

CH,

12
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2. Improvement of techniques for characterization of

enzymatic hydrolysis
Ensaio de pH e temperatura 6timos

Ser GH3 q oH
2
<
o
2
o M - 180
2 =P
COO— |, 5 B
N_ NH o =k
H A4 [
(CH ) ;N ——CH,——CH, O—T=o ’
CH,

Enzimas hipertermofilicas de Termotoga petrophila

Junio Cota et al.,, Wong, Squina et al.

Enzimas intracelulares

« ENDOCELULAR/ENDOENZIMAS =
—dentro das células.
» Extracédo da enzima envolve lise da células.

7. TIPOS DE ENZIMAS Atuam dentro da célula

Sintetizam o material celular

Reag0es catabdlicas que suprem as necessidades
energéticas das células

Permitem rigoroso controle metabdlico intracelular

Sao enzimas regulatérias, geralmente de alta
Massa Molecular

13
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Enzimas extracelulares

+ EXOCELULAR/EXOENZIMA =

— produzidas e excretadas diretamente no meio
de cultivo (extracelular).

Excretadas através da parede celular
Executam alterag0es necessarias a penetracdo
dos nutrientes para o interior das células
Geralmente de baixa Massa Molecular e
muitas pontes dissulfeto, (manutencéo da
estrutura protéica em resposta ao ambiente

8. Vantagens e limitagdes da
utilizacao de enzimas

Enzimas
X
Catalizadores Quimicos

ENZIMAS - VANTAGENS/DESVANTAGENS

Caracteristica Enzimas Catal. Quimicos
Especificidade ao substrato alta baixa
Natureza da estrutura complexa simples
Sensibilidade a T e pH alta baixa
Condigdes de reagao (T, P e pH) suaves drastica (geralmente)
Custo de obtengéo (isolamento e purificagdo) alto moderado
Natureza do processo batelada continuo
Consumo de energia baixo alto
Formagéo de subprodutos baixa alta
Separagéo catalisador/ produtos dificil/cara simples
Atividade Catalitica (temperatura ambiente) alta baixa
Presenga de cofatores sim nédo
Estabilidade do preparado baixa alta
Energia de Ativag&o baixa alta
Velocidade de reagao Alta (10 Baixa (102—103)

ENZIMAS - LIMITACOES

+ Baixa estabilidade em condices drasticas,
— Ex.: pH extremo e temperaturas elevadas.

— Isolamento de enzimas de microrganismos que
vivem em condi¢des extremas e ajustando
alguns processos industriais a condi¢cdes mais
brandas.

9. NOMENCLATURA
E CLASSIFICACAO

NOMENCLATURA DAS ENZIMAS:

* Nome Recomendado:
— Mais curto.
— Dia a dia de quem trabalha com enzimas;
— Sufixo "ase" para caracterizar a enzima.
— Ex: Urease, Hexoquinase, Peptidase, etc.

* Nome Sistemético:
— Mais complexo.
— Informagdes precisas sobre a fungdo metabdlica da enzima.
— Ex: ATP-Glicose-Fosfo-Transferase

* Nome Usual:
— Consagrados pelo uso
— Ex: Tripsina, Pepsina, Ptialina.

14
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PADRONIZAGAO NOMENCLATURA e CLASSIFICACAO 1° digito Representa a classe da enzima
International Union of Biochemistry (I.U.B) -
2° digito Subclasse
. o identifica mais especificamente a enzima.

* Nomes das enzimas indicam o substrato sobre o representa a primeira subclasse e refere-se ao
qua| a enzima atua e o tipO de reagéo grupo ou ligagdo que sofre a transformagéo
catalisada. 3° digito Tipo de atividade

. N representa a segunda subclasse e identifica um

. C_ada en_2|ma recebe uma numeracao composto aceptor, uma caracteristica secundaria
sistematica contendo 4 niimeros denominado do grupo em transformagéo, um tipo de reagéo ou
E.C. (Enzyme Comission number): uma caracteristica posicional

4° digito NUmero da enzima dentro da
ATPase (Adenosinatrifosfatase): EC 3.6.1.3 sua subclasse
- é uma hidrolase.... .3 representa a terceira subclasse, servindo para
- atua num anidrido. diferenciar enzimas que possuem os trés primeiros
- 0 anidrido contém fosfato. niimeros idénticos.
- esse anidrido € ATP..........

International Union of Biochemistry

Classificacado das enzimas
(.LU.B)

Nome trivial a-amilase
Nome sistematico | o-1,4-glucan-4-glucanohidrolase * Enzimas = divididas em 6 grandes
NGmero da comiss&o EC 3.2.1.1 grupos
(EC) —de acordo com a reacéo que catalisam,

EC = Enzyme Comission

Transferéncia de elétrons

SR ENZIMAS
2. Transferases :g::)poossaaclitli:ldo |l %‘ 40 N
(Transferéncia de grupos . I ~ .
. P ~grupos glucosil
TABELA: | funconas) “Snpos ghcost + Arelacdo completa das enzimas com suas
Base “Transformam polimeros em classificagcdes pode ser encontrada na
» Py 3. Hidrolases “Ligagdes éster » (] Adina:
sistematica | (reaoesdehidroise) | -Ligagses glicosidicas _‘-%Ef- I ‘ pagina:
+Ligagdes peptidicas
d a +Ligagdes C-N
classificagdo |auises e 7
. (Adicéo a ligagdes duplas) “Entre Ce N O O -
de enzimas. http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/
5. Isomerases 3 ?
(Reagdes de >4
isomerizagao) ghvions -
6. Ligases *Entre Ce O -
(Formacéo de lagos “EntreCeS 0 "1 ¥ =}
covalentes com gastode | *Entre Ce N S
ATP) “EntreCe C

1. Oxido-redutases

Se uma molécula se

15
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Oxido-redutases

Relacionadas com as reages de dxido-reducdo
em sistemas bioldgicos

respiragdo e fermentagdo

Hidrogenase, oxidase, peroxidase, hidroxilase,
oxigenase, catalase, polifenoloxidase

A +B« A+B

Transferases

Catalisam a transferéncia de grupos de um
composto para outro

Glicosiltransferase, aminotransferase

A-X+B— A+B-X

Hidrolases

Envolvem agua na formagao de seus produtos
Catalisam reacgdes entre um substrato e a dgua
Ligam a &gua a certas moléculas

A-B+H,O0& A-H+B-0OH

Hidrolases

Moléculas grandes sdo quebradas em unidades
menores

Quebra de:
ligacOes peptidicas em proteinas,
ligacOes glicosidicas em carboidratos;
ligacOes éster em lipidios

Proteases, lipases, amilases, pectinases

Liases

Catalisam a adicao de grupos a duplas ligagGes
ou a formacdo de duplas ligagGes através da
remocao de grupos

Pectato liase, descarboxilase

X-A-B-Yo A=B+X-Y

Isomerases

Catalisam reagdes de isomerizagdo

Transferéncia de grupos de uma posigdo para
outra na mesma molécula

Alteram a estrutura de um substrato através do
rearranjo de seus atomos

Glicose isomerase

X-A-B-YoY-A-B-X

16
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Ligases

= Catalisam a degradagdo da molécula de ATP
utilizando a energia liberada nesta reacdo para a
sintese de novos compostos unindo duas
moléculas

= DNA ligase

A+B«< A-B

10. Especificidade da
catalise enziméatica

Propriedade — MUITO IMPORTANTE!!

?

Porque — estrutura do substrato + sitio ativo

| —Estruturaou forma.

& =
Fatores importantes no e

"sgnw | Carga elétrica

néo diretamente
Permitem acesso
R uos de aa da enzima ao substrato).
réximos ao sitio ativo

TIPOS DE ESPECIFICIDADE

Um tipo de reagdo
(substrato especifica),

adigdo reversivel

. de aménia a
Exemplo: dupla ligagao do
aspartase acido fumarico,

formando L-aspartato

Grupos funcionais grupo amino,

especificos fosfato ou grupo rr‘nelilnu
ENZIMAS 2. de Grupo Exemplo: alcool desidrogenase
\_ que oxida lcoois primarios.
*ESPECI FICIDADE" Um tipo particular de ligagio
quimica independente da molécula

3. de Ligagdo Exemplo: esterases,
hexoguinases e proteases

Um grupo estéreo especifico

ou um isémero Gptico
4. Estereoquimica Exemplo: D- e L- amino acido oxidase
&0

E para
D- e L- isémeros de aminoacidos,
respectivamente

» Cada reagdo enzimatica é altamente especifica
= Elementos importantes

= Forma e o tamanho do sitio ativo da enzima
» Tipo de substrato

ESPECIFICIDADE ENZIMATICA

Modo de agdo da peptidase prolina-especifica
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11. Como as enzimas

* As enzimas catalisam as reacdes
quimicas reduzindo sua energia de
ativacao

fU ncionam... A energia de ativagdao de uma
reagdo é a quantidade de energia
necessaria para levar todas as
moléculas a um estado de transicao
no topo da barreira de energia

§ y Substrates + Enzyme
P {maitose + H,0) * (maltase)

'l "CATALYTIC" GROUPS
2. Enzyme —

Substrate complex

Atuacdo
enzimdtica e

® Intermediate-enzyme

!

3. Products

Constituicao quimica das enzimas
Proteinas com uma estrutura quimica especial
Sitio ativo

apoenzima (parte protéica)

GI‘UPO nao pI‘OtéiCO (presente algumas vezes)
cofator

| apoenzima | | cofator | =)

@ -
coenzima

2 x Glucose) i holoenzima
. apoenzima
Estrutura da lipase de Pseudomonas aeruginosa
COFATORES

» Algumas enzimas sdo ativas somente na
presenca de um cofator

» Cofatores inorganicos um ion metalico (Fe2+, Mn2+, zn2+,
Cu2+, Co2+, Mg2+, Ca2+, K+, Mo2+);

» Cofatores organicos (coenzimas)

— (uma molécula organica complexa de carater ndo protéico,
termoestavel, fracamente ligada a enzima;

(v eﬁ

Residuos do sitio ativo
Ser82, Asp229 e His251.

Posi¢éo potencial do ion
Ca2+ é indicada pela
bola verde

Jaeger and Reetz, TIBTECH
SEPTEMBER 1998 (VOL 16)

Ctlerminus N terminus
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12. Inibidores e
ativadores

Inibidores e ativadores

Inibidor Inibicao enzimatica
substancia que reduz a velocidade de
uma reacao enzimatica

Ativador

Um ativador aumenta essa
velocidade, sem incluir os efeitos de
pH e/ou temperatura

TIPOS DE INIBIDORES

' CONPETITVOS
REVERSIVESS .
INBIDORES NA COMPETITIVOS

IRREVERSIVELS

Q 8 9

SEM INIBICAO MIBICAO INIBICAO NAO
COMPETITIVA COMPETITIVA

Inibicdo competitiva

eg ©

Substrato e substancia similar ao
substrato: competem pelo sitio
catalitico

reacdo néo se processa

E possivel reverter ou diminuir o efeito da inibicdo
aumentando a concentragdo do substrato

EXEMPLO: Estrutura do substrato (succinato) e de 3
inibidores competitivos da succinato desidrogenase

« succinato desidrogenase é uma flavoproteina ligada a
membrana interna mitocondrial que intervém no ciclo de
Krebs e na cadeia respiratoria

O:c(l:,OH O"}C'OH Oxp-0H O OH

|
|
CH ! G C=0
[ 2 CH, CH, |
H, | 4 H,
2
c P z e

LN - PN N
o7 oH 00 OH o on 07 oH

Succinato Malonato Glutarato Oxaloacetato

Inibidores ndo competitivos

N&o apresenta semelhanca com o substrato
Ligam-se a grupos geralmente fora do sitio ativo
da enzima

pode ligar-se tanto a enzima, quanto ao
complexo enzima substrato

Alteram a conformacéo espacial da enzima
impedindo a catalise

Metais pesados
Pb2+e ng+- ligam-se facilmente a grupos -
SH
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Inibicdo ndo competitiva

Inibidores de proteases

= Encontrados em sementes de soja, batata,
clara de ovo

= Polipeptideos
= Prejudica a digestao de proteinas

14. Regulacéo da
atividade
enzimatica

Regulagéo da atividade
enzimatica
> Pode acontecer por:
> Regulacéo alostérica;

> Modifica¢é@o covalente

Regulacao alostérica

Apresenta
SITIO ALOSTERICO
(diferente do sitio ative)
Efetuador alostérico  auxllia na
 Compostos postivo catdlise
produzidos pelo metabolismo : .
Tigam-se ao sftio alostérico / Efetuador Alostérco  prejudica a
negativo catélise
impede o aclmulo de
. produtos desnecessdrios

ENZIMA
ALOSTERICA

mecanismo de "feedback

Modificacdo Covalente

Ligagdo covalente de um grupo quimico
estrutura da enzima
um exemplo;
fransferéncia de um grupo fosfato
proveniente do ATP para a enzima.

(@]
I

. + ATP =—bp ‘_Ic—o' + ADP
L

Enzima

MODIFICACAO

COVALENTE

Enzima Fosforilada
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15. Expresséao da
atividade
enzimatica

Expressao da atividade enzimatica
» Unidades internacionais (Ul) — Enzyme Commission

Quantidade de enzima capaz de formar 1 ¢ mol de
produto por minuto em condigdes 6timas de medida (pH, T,
[S], etc.), especificadas para cada caso.

— Atividade da enzima Im portante!
U/mL
— Atividade especifica
Numero de Unidades de Enzima por mg de proteina
presente na preparagéo da solucéo enzimatica
U/mg

Como expressar a atividade de uma enzima?
« Adosagem de enzimas é feita através da medida de sua
atividade

« A atividade é avaliada pela velocidade da reacéo que a
enzima catalisa

* Aquantificagdo de uma determinada enzima
presente em um meio é complexa.
« Parte da enzima pode estar inativa, ou parcialmente ativa;

« Possibilidade da existéncia de outras enzimas no mesmo
meio.

+ Desnaturagdes parciais podem levar duas
solugdes de mesma concentragdo enzimatica a
ter atividades muito diferentes

Dosagem da atividade enzimatica

* Incubacgéo da solugéo enzimatica com
concentragfes altas de substratos

Garante a velocidade mdaxima e impede que
pequenas variagoées na concentragdo do
substrato afetem as medidas

Exemplo: Determinacéo da
atividade de celulase

+ Celulases agem na hidrolise de celulose.

— Atividade determinada pela liberagéo de
acUcares redutores.

— 1 unidade de atividade enzimética é definida
como a quantidade de enzima que produz 1
pmol de aglcar redutor por minuto na
condic¢des dadas (pH, T, [S]).

16. Producéo de
Enzimas (Aspectos
gerais).
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Sintese bioquimica das enzimas

» As enzimas séo produzidas dentro das
células pelos ribossomas que conectam
aminoacidos em suas cadeias

Sintese bioquimica

+ A estrutura e propriedades
das enzimas produzidas por
uma determinada célula séo
determinadas por instrugdes
genéticas codificadas no >
DNA, encontrado nos Q -
cromossomas da célula

Producéo industrial de enzimas

« Fermentacédo em batelada e continua

* Microrganismos selecionados

« Liberagdo de enzimas durante a degradacéo de
nutrientes

« Controle rigoroso de temperatura, pH, taxa de
alimentacéo, consumo de oxigénio e formacéo de
diéxido de carbono para otimizar o processo
fermentativo

Esquema de instrumentagédo para aquisi¢ao de
dados e controle dos
pardmetros envolvidos na fermentagao

TEMPERATURA
ENTRADA

ROTAGAO —f SAIDA
— —
AR FRIO/QUENTE
~ INOCULAGAO ?
— 1 ]
AGUA -
— =1{F -
— pH A
CONTROLE RECIPIENTE DE FERMENTAGAO

CONDICOES LABORATORIAIS

CONDICOES INDUSTRIAIS
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