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Dica
CARBOIDRASES:

Capitulo 6 Livro “Enzymes in
food processing ” de
NAGODAWITHANA e G. REED

e

Capitulo 2 do livro “BIOQUIMICA
DE ALIMENTOS” de M. G. Koblitz

das referéncias!!!!

CARBOIDRASES,
O QUE SA0??

carboidratos

oligo e/ou polissacarideos

Onde encontro carboidratos?

Recordando... . . .
Ligacao a1.2 Higagdo a-18 | joacho a-14 > S80 especificas em relagéo:
/ " o « Ao tipo de monossacarideo;
cmne P Ligag&o a-1,4 ﬂ: H ; CHaoH cHion
WQMWW - 4 dl T « A posicio da ligagdo (a-1,4 ou a-1,6);
i patis g N ¥, o ),

Sucrose

« A configuragdo do substrato (a ou B);

« Ao tamanho da molécula do substrato
(massa molecular |, atividade |).

» Padrao endo- ou exo- de atividade
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Carboidrases

HIDROLASES HIDROLASES
REPRESENTANTES IMPORTANTES... .
Lipases
 |. Amilases
AMILASES; Proteases Pectinases
PECTINASES; Celul
c . elulases
CELULASES, Carboidrases -
LACTASES; Lactases
INVERTASES;
etc. Invertases,
etc.
000000000000 ®@ ©0 ooo 000000
Amilases amilose glicose maltose maltotriose dextrina
é%% © 00 000 000000 }b%
amilopectina dextrina limite o
AMILASES

Enzimas mais importantes do grupo das
glicosidio-hidrolases

Atuam na degradacdo do amido (AMILO)

CH,OH

i IMPORTANTE
g Sl o16cheosidicbond RN, — 11
OH H /|7
50 o
CH,OHH OH ° lCHz 5
1—0 A N\ H

oA %

HISTORICO
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HISTORICO

+ Século XVI =
— em cervejarias alemas, a cevada era pisada em agua por varios dias
e em seguida deixada germinar em uma sala Umida e quente.
— As enzimas B-amilases e maltases, produzidas pelos germes
digeriam o amido a glicose que era posteriormente fermentada.

* Inicio do século XX =
— producéo de enzimas amiloliticas em escala industrial em

decorréncia do interesse industrial da producédo de glicose a partir
de materiais amilaceos.

— Takamine = desenvolvimento do primeiro método para a producéo
microbiol6égica de enzima em grande escala — a a-amilase fungica
Takadiastase

HISTORICO

el

As a-amilases estéo entre as
primeiras enzimas
conhecidas.

As amilases promovem a
hidrélise do amido a aglcares
redutores, sendo detectadas
h& mais de um século em
grande variedade de materiais
biolégicos. 1811 — nos Extratos

Foram descritas: de trigo

1831 - na Saliva

1881 — produzidas pelo
fungo Aspergillus oryzae

1846 — no Sangue

1833 — no Malte

O SUBSTRATO

AMIDO

» Contém dois tipos de polissacarideos:

— Amilose (15-20%)
— Amilopectina (80-85%).

Amido: amilose e amilopectina

, Starch granules

{})m* :

fenon

A
G

SCHLOH CH2OH
3 0, 0,
oo i ) X Reducing
end N OH H - X OH H A end
. o' “No/
-
OH H OH

GLICOGENIO

Polimero de a-D-glicose ramificado
Figado e musculos esqueléticos

Glycogen granules

(b)
Similar & amilopectina, porém mais
densamente ramificado: cada ramo
8-12 residuos
Figado: 7% do peso tmido
0,01 uM (glicose livre = 0,4M)



http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.geocities.com/bioquimicaplicada/Carboi3.gif&imgrefurl=http://www.geocities.com/bioquimicaplicada/Carboidratospolissacarideos.htm&h=405&w=400&sz=22&tbnid=Zl-Fpq-e4FuvPM:&tbnh=121&tbnw=119&hl=pt-BR&start=71&prev=/images?q=carboidratos&start=60&svnum=10&hl=pt-BR&lr=&sa=N
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.geocities.com/bioquimicaplicada/Carboi3.gif&imgrefurl=http://www.geocities.com/bioquimicaplicada/Carboidratospolissacarideos.htm&h=405&w=400&sz=22&tbnid=Zl-Fpq-e4FuvPM:&tbnh=121&tbnw=119&hl=pt-BR&start=71&prev=/images?q=carboidratos&start=60&svnum=10&hl=pt-BR&lr=&sa=N

07/04/2019

FRACOES DO AMIDO

Amylose === Amylopectine
Chaine linéraire %\%v@ Chaines ramifiées
foo
P HOCH,  HOCH,
x
S ‘0 5 S

CH0H CH,0H CH0H  CH20H

.

-.8.8.8
H OH

(o] OH OH

HOCH,  HOCH, CH, HOCH,
; :
‘GO‘GOO @

ligacdes a-1,4 ligacdesa-1,4 e a-1,6

CH,0H

. B-D-glicopiranose

$ g,—(\(c‘)H
HOH
e
Ha\i—?

OH

. /’::w N
Ny 1 AMILOSE

+ E um dos componentes do amido e fécula, € uma
molécula linear composta por 250 a 300 unidades
de D-glicopiranose ligadas uniformemente por

ligacdes glicosidicas a-1,4 que conferem forma

helicoidal & molécula.”™ \

» Possui uma extremidade redutora e uma nao-reddtora.

Acéao das amilases sobre a

amilose
(gamiese)

amilose;atacandp ao acaso 3
por toda a cadeia, i
maltose e glucose -

A

AMILOPECTINA o
> E um polissacarideo ramificado; |,
L ™

* na sua molécula, cadeias
mais curtas de glucose
unidas por ligagdes a-1,4
séo também unidas entre i
si por ligagbes a-1,6 (das  |,,..... o fon v
quais se podem obter a ~~_ e PR
isomaltose).

Cadeia principal -0

Acao das amilases sobre a
amilopectina

» A amilopectina tambhém pode ser atacada por
— a-amilase e
— B-amilase,

» Ligagbes a-1,4 proximas
das ramificagGes da
amilopectina e as ligagdes
a-1,6

néo séo hidrolisadas
- — por essas enzimas.
» dextrina limite

» Isoamilase e isomaltase, a-1,6 glicosidase, pode
hidrolisar a amilopectina até uma mistura de glucose e
maltose.

hidrélise enziméatica do amido na producéo industrial de xaropes

Grinulo de amido
2

35% em g (i C a>50°C para

gelatinizago amido
Amido hidratado

wanilse bacterians, 1500 U kg™, 105°C,

Ocorre em altas

temperaturas. CGelutinizagio

importantes Liguefacdo -2
— liquefacédo .

N 95°C, 2h
— sacarificagéo

Amido liguefeito (11 DE)

a-amilase 0,3% D-glicoss, 2,0% Maltosc, 97,7%
termoestavel de olignssacaridens
Bacillus

licheniformis ou de
Bacillus ificuch pH 4S5, gl lase, 150U Kg", 20000
stearothermophilus pulalanse, 100 U kg, 60°C, T2h Kr‘.sgw- Catpnt
hidrolise parcial 55,55°C, 4th

das ligagoes a-1,4,
liberando
maltodextrinas

Xarupe de gliose (59
DE)

€ (@4 DE) onom agon
(redugo da 37 D-Giicose 4% D-Glicose AT =
viscosidade) 1,8% Miliose 56% Mallose @ o
28% Mliotriose e
la 4

1,0% outros.
oligossacarideos

12% outros
oligossacarideos

u
(]
an kS o—
R
Glicase Glicose
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matéia prima

pesagem
amiloglicosidase
lavagem
SACARIFICACAO

trituragio

igun pré-hidrolise s 'l : FERMENTACAQ —» esiduos

DESTILAGAQ —— subprodutos

produtos
bioretor banho metabélico

APLICACOES

AMIDO
1 amilase

\ DEXTRINAS DE ALTA MM \

1 amilase

APLICACOES

| PERUENOS POLIMEROS DE GLUCOSE

« ENZIMAS
AMILOLITICAS MALTOSE
— Hidrolisam
moléculas de 1 amilase
amido

Produtos: mistura de oligossacarideos de
diferentes massas moleculares - dextrina ou
maltodextrina.

Maltodextrina é uma
mistura de carboidratos
provenientes da conversdo
enzimdtica do amido do
milho, sendo de fdcil
dissolugdo em dgua,
tornando-se assim, uma
excelente fonte de
carboidratos .

Industrias téxteis

Indistria de couro
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APLICACOES

Industria de papel e celulose

panificacéo

APLICACOES APLICACOES

liqguefagéo e sacarificagdo do amido

§

Europa e paises
andinos: uso de malte
(amilases vegetais)
para produgdo de
cerveja, uisque etc.

Xarope de glucose

bebidas destiladas

APLICACOES E MUITO MAIS...

Oriente e América do Sul: uso de amilases
fingicas para produgdo de saqué e tiquira. * detergentes,

£ . ~ . . L + cereais para alimentacao infantil,
Indios da Amazonia: uso de amilases animais

(da saliva humana) para produgdo do caxiri

(bebida & base de mandioca). " fagdo animal,

« de fermentacao (vitaminas, aminoéacidos,
antibidticos),

* quimica e farmacéutica
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AS ENZIMAS

Exemplos: ENZIMAS QUE AGEM SOBRE O AMIDO E GLICOGENIO

Ligacao

. f Substrato Resultado da
Szl Biekeieneidl referencial hidrélise
para hidrélise P
Endoenzimas
a-amilase EC3.2.1.1 a-1,4 Amido Dextrinas, maltose
Isoamilase EC 3.2.1.68 a-1,6 Amilopectina lAmﬂose (dextrinas
ineares
Isomaltase EC3.2.1.10 a-1,6 I'T)e_xtrlnas- Maltosn_e,
limite maltotriose
Pululanase  |EC3.2.1.41 a1 |Puulanae | Malotrioses e
amilopectina | dextrinas lineares
Isopululanase | EC 3.2.1.57 a-1,4 Pululana Isopanose
Exoenzimas
p-amilase EC3212 al4 | Amido B-malioses,
dextrinas
Glicoamilase EC3.2.1.3 a-1,4ea-1,6 | Amido B-glicoses
a-glicosidase EC3.2.1.20 a-1,4 Diversos a-glicoses

(Koblitz, 2008)

AMILASES

Atuam sobre o amido, glicogénio e polissncan’deos|
para hidrolisar as ligagdes glicosidicas a-1,4.

endoamilases

o-amilases) rompem as ligacdes no

interior do substrato

exoamilases

trés grupos i
L2 hidrolisam unidades das extremidades
ndo redutoras do substrato

liberam unidades de glicose do
terminal ndo-redutor das
moléculas do substrato

AMILASES

AMILASES

catalisam as hidrlises de forma aleatéria
no interior da molécula de amido

Endoamilases causa a formagdo de ramos lineares
de oligossacarideos

de cadeias de varios comprimentos

{ hidrolisam a partir das extremidacles néo-redutoras da cadeia

AMILASES 0AMEASES resultando em produtos finais pequenos
CATEGORIAS

a acdo combinada de varias enzimas é necessaria
para a completa hidrélise do amido

non-raducing redusing

end end
HOEH, HOEH,
o, 0,
W H H H HF
RoH i ‘o
HO ] OH
H  OH 4 H  OH

a(1-+4) glycosidic band

CLASSIFICACAO DAS ENZIMAS AMILOLITICAS

Endo-o.-1 4-Glucanase — a-Amilase
o-14-Glucanases
T Exomaltohexahidrolase
Exo-o-1,4-Glucanase Exomaltopentahidrolase
Exomaltotetrahidrolase
Enzimas p-Amilase
Amiloliticas | Amiloglucosidase

Isopululanase

—Endo-e.-16-Glucanase Pululanase
L o-16-Glucanases Isoamilase

Exo-o-1,6-Glucanase — Exopululanase

a-amilase
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a-amilase

1,4-a-glucan- 4- glucanohydrolase
(EC 3.21.1.)

ataque ocorre na forma ndo seletiva

Endoenzima__ primeiros produtos da hidrdlise sdo sempre

ideos de 5 a 7 unidades de glicose

largamente distribuida nos

con
reinos animal e vegetal

Reduz a viscosidade de pastas
gelificadas de amido

Hidrolisa as ligagdes a(1.4) dos polissacarideos ; i
que possuem trés ou mais unidades de D-g[ucose_
unidades de glicose

oligossacarideos de diferentes
massas moleculares

dextrinas

(LIBERAM)

N i ‘I,‘I
J—

o-1,6 da amilopectina

NAO HIDROLISAM produto final do ataque da amilopectina =
moléculas de isomaltose

j/ S nA H
GH oK S E
¥

MALTOSE

ISOMALTOSE

AMIDO
l o-amilase

‘ DEXTRINAS \

44

UTILIZACAO

» a-amilases enddgenas de sementes de
cereais

— sdo utilizadas na industria de panificagdo e
cervejarias,

» a-amilases de origem microbiana

—sdo empregadas em processos onde é
necessaria a sacarificacao e a liquefacédo do
amido.

MASSA MOLECULAR

» ao-amilase varia de 10 a 210 KDa, dependendo
da sua origem.

» As a-amilases microbianas apresentam massa
molecular entre 50 e 60 KDa:

— Bacterianas apresentam varia¢do de 28 a 78 KDa
— Fungicas apresentam variagdo de 41 a 69 KDa

REPRESENTAGAO DO ATAQUE INICIAL DA a-AMILASE
SOBRE AS CADEIAS HELICOIDAIS a-1,4-GLUCAN DA
AMILOSE E DA AMILOPECTINA.

REPRESENTAGAO DA AGAO DA ENZIMA a-AMILASE SOBRE AS
FRAGOES DE AMIDO (AMILOSE E AMILOPECTINA)

M%.MM%M n
\ ( 2

.0‘30#43 oo,

A Amilose
AP Amilopectina
©  Unidade de glicose
©  Ligagéo glicosidica
3¢ Extremo redutor da cadeia
®  Extremo néo redutor da cadeia
Ataque primério da a-amilase
1 Ataque secundério da a-amilase
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FATORES QUE AFETAM A ATIVIDADE

» Necessaéria a presenga de Ca*? como cofator;

— As amilases de origem diferentes se diferenciam pela
forca de ligagdo com o célcio.

* O célcio nédo influi somente na atividade da
enzima como também aumenta sua estabilidade
frente a trocas de temperatura e de pH.

Néo participa diretamente na formagao
do complexo enzima-substrato

Mantém a erlzima na
CONFORMAGAO OTIMA

Ca++ Importante para a enzima
como cofator permanecer completamente ativa
Tragos de calcio presentes
no amido séo geralmente suficientes

Adigéo

de sais Recomendada para
decélcio /| maxima protegao das enzimas
contra desnaturagéo pelo calor

pH
O pH étimo para a a-amilase fangica esta entre 5,0 e 6,0.

O pH étimo para a a-amilase de mamiferos esté entre 6,0
e7,0.

O pH 6timo para a a-amilase microbiana € bastante
variavel

Possui carater acido e é sollvel em agua.

fons de metais pesados, como o merctrio, a prata e o
chumbo inibem a a-amilase.

TEMPERATURA

» Atividade diminui rapidamente acima de 50°C

— Na presenca de um excesso de ions calcio a
desativagdo pode ser diminuida.

» Afaixa 6tima de temperatura = 55 a 70°C
(varia dependendo da fonte).

« A atividade aumenta de 0° a 40°C.

— amilases bacterianas apresentam maior estabilidade
frente as temperaturas superiores a 40°C, com
atividade 6tima ao redor de 70°C.

hidrélise enziméatica do amido na producéo industrial de xaropes

[z

[ 35% em dgu fra, pil 6,5 ¢ 0ppm de Ca™

——
Amide hidratado 3

\Temperatura > 50°C para
gelatinizagao amido

Gelatinizagdo

-:d;\-— q‘,y;)
Ty
i

e
Liquefagio

Amido liquefeito (11 DE)
0,3% D-glicose, 2,0% Maltose, 37,7%
olignssacaridens

Sacarificagio | pH 4,5, clucoamilase, 150U Kg, Amilase ingica, 2000 1
pululanse, 100 U k', 60°C, T2h Kg™, 50 ppm Ca'pll
55,55°C, d#h

(44 DE)
4% D-Glicose
56% Maltose
28% Maltotriose.
12% outros
oligossacarideos

B-Amilase
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B-AMILASE

a-1,4-glucan maltohidrolase EC 3.2.1.2

Catalisa a hidrolise das ligagBes
a-1,4 do amido produzindo maltose

Hidrolisa a partir da extremidade ndo-redutora
separando duas unidades de glicose
na forma de B-maltose

Exoenzima

Remove unidades de maltose
das cadeias glicosidicas

A principal fonte proveniente da cevada
& o extrato de malte ou do trigo germinados

Da cevada malteada prepara-se a B-amilase
separando-a da a-amilase por extragdo fracionada

Fontes W
vegetais superiores|

contém somente
batata doce Pamiace

amil

grios de gramineas
ndo germinadas

Também chamada sacarégena

B-AMILASE

AMIDO
1 B-amilase

\ MALTOSE ‘

RESULTADO DA HIDROLISE

90% de maltose +
10% de glicose e maltotriose

MALTOSE atua como
inibidor competitivo

hidrélise incompleta

B-amilases
Resultado
da hidrolise

50 a 60% de maltose +
oligossacarideos de
alta massa molecular
(B-dextrinas limites)

Sobre a Amilopectina

FATORES QUE AFETAM A ATIVIDADE

+ A B-amilase de vegetais
— pH 6timo entre 5,0 e 6,0.
— Estaveis entre 4,0 a 8,0.

* SOJA = maior estabilidade em meio &acido do que trigo e
cevada.

» Temperatura 6tima em torno de 30°C.
- Pgrgem grande parte da atividade ap6s 30min a
70°C.

» Sao enzimas sulfidrilicas
— podem ser inativadas por oxidagao.

— Uso de agentes redutores pode recuperar sua
atividade.

Curiosidade 1

A ACAO COMBINADA DA o E B-AMILASE NO
GRAO GERMINADO AUMENTA A PRODUCAO DE
ACUCARES FERMENTAVEIS

Curiosidade 2

O AMIDO CRU (NAO DANIFICADO E NAO GELATINIZADO)
NAO E SUSCETIVEL A ATIVIDADE DA B-AMILASE

Por outro-lado-..

A a-AMILASE PODE ATUAR EM GRANULOS DE
AMIDO INTACTOS

10
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hidrélise enzimatica do amido na producéo industrial de xaropes

Grinulo de amido

35% em #gua (s, pll 6,5« 40ppm de C+™ _ Temperatura > 50°C para

/ gelatinizagdo amido
Amido hidratado

aanilse bactrians, 1500 U Kg™, 105°C,
Gelatinizagdo Smin

Anido gelatinizads (< 1DE) [~

Lx\ o hn_q».' Lv)
; G2 ]

Liquefagio
95°C, 1
Amido liquefeito (11 DE)
0,3% D-glicose, 2,0% Maltose, 97,7%
oligossacarideos
Sacarificagio | pH 4%, chucoamilase, 150 U K Amilas fimgica, 2000 U
pululanase, 100 U k', 60°C, 7 Kg™, 50 ppm Ca'pll
5.5, 55°C, 4
P
Xarupe de gliose (59
b (44DE) , g
4% D-Glicose
56% Maltose -
28% Maltotriose: .mn
i e 12% outros
oligossacarideos i e

Amiloglucosidade
(Glucoamilase)

Amiloglucosidade (Glucoamilase)

(1,4) (1,6)- a-D-glucan glucanohidrolase
EC 3.2

Outras Glucoamilases
denominagées glicoamilase

Enzima extracelular que rompe as ligagées
a-1,4 e a-1,6 do amido a partir
da extremidade nao redutora até glicose

Amiloglucosid

Sua atuagdo resulta na produgao apenas de glicose
Presente em bactérias e bolores

produgdo de glicose

Aplicagdes industriais / xarope de glicose
\_ Xarope de milho

GLICOAMILASE

Hidrolisa as ligacoes a-1,4 e a-1,6-glicosidicas
. B
| DEGRADACAO COMPLETA DO AMIDO

AMIDO
1 glicoamilase

| GLICOSE |

.

&J“ ”/ T

ACAO

» Além das fragcdes amilose e amilopectina do
amido, outras moléculas como maltose,
dextrinas e glicogénio séo hidrolisados pela
enzima, que atua também sobre as ligacdes
a-1,3.

* A amiloglucosidase é uma enzima de indugdo,
sendo importante a presenc¢a de maltose ou
amido no meio para sua alta producéo.

hidrélise enziméatica do amido na producéo industrial de xaropes

Grinulo de amido
2

35% em g (i C a>50°C para

gelatinizago amido
Amido hidratado

wanilse bacterians, 1500 U kg™, 105°C,

Gelatinizagdo

Anido gelatinizads (< 1DE) [~
95°C, 1

Amido liquefeito (11 DE)
0,3% D-glicose, 2,0% Maltose, 37,7%
olignssacaridens

Liquefagio

I T — 000
k Palanie 100U kg ) 60°C, T K, 50 ppm Ca?fpll

¥/ e

(44 DE) cu,w

49% D-Glicose:
56% Maltose o4
28% Maltotriose. mhn

12% outros
oligossacarideos

Glicose

11
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IMPORTANCIA INDUSTRIAL

* Habilidade de -
formar menos Amido gelatinizado ¢ Liquefagao por

produtos de liquefeito por a-amilase hidrolise dcida
reversdo que a T~ _—

hidrélise acida. ==

Glico- a-e
amilase [-amilase e glico-isomerase
D-glicose Xarope de amido  Xarope de amido

com alto
teor de frutose

+ Alta taxa de converséo do polissacarideo em glicose.

* Usada em amidos liquefeitos com a-amilase
- Resultados:
+ produtos que serdo usados como substratos para fermentagoes
+ obtencé&o biotecnol6gica de glicose e dextrinas.

Outras:

Enzimas
Desramificantes

ENZIMAS DESRAMIFICANTES

Apresentam maior afinidade por
ligagdes a-1.6 do que por a-1.4

Acdo sobre dextrinas
de tamanho médio

feijoes

bactérias
(genero
REPRE- flavobacterium)
SENTANTES capaz de Hidrolisar pululana

(polimero de maltriose, ligadas
por a-1,6, produzido por
algumas leveduras

bactérias
(Acetobacter e Klebsiella)
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