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1 Introducdo

» Historia da Bioguimica comega com pesquisas
sobre enzimas

» Catalise biolégica - inicio séc.XIX

» estdmago - digestdo da carne

» saliva - digestdo do amido

» Década de 30

» 1930 - amilase ou ptialina

» 1936 - pepsina e tripsina [ ]

Introducéo

* Inicio do Século XX

75 enzimas — isoladas e cristalizadas

— ficou evidenciado carater proteico

» Atualmente
» 4000 enzimas conhecidas

» 200 sao de uso comercial




Introducéo

* Inicio do Século XX

75 enzimas — isoladas e cristalizadas
— ficou evidenciado carater proteico

» Atualmente
» 4000 enzimas conhecidas
» 200 sao de uso comercial

Introdugdo

* Enzimas: aditivos autorizados nos alimentos

* Caracteristica importante que constitui uma vantagem na
utilizagdo de enzimas:
atividade da enzima pode ser facilmente controlada a partir de
um ajuste nas condigdes da reagdo, assim como interromper a
reagdo por aquecimento quando necessario.

* Limitagdo principal:
v dificuldades técnicas (organizagdo de sistemas multienziméticos)

v necessidade de proporcionar a energia necessaria para realizar
possiveis reagdes sintéticas temodinamicamente desfavoraveis [ 5 ]

2. CARACTERISTICAS DAS ENZIMAS

2.1 Definicao

Enzimas como polipeptideos
- Estrutura proteica;
- Sequéncia;
- Tamanho: maioria 30 a 50 kDa;

- Estabilidade térmica.
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Caracteristicas

ENZIMAS: polipeptideos que catalisam uma reagdo com
certo grau de especificidade

As enzimas sdo catalisadores de todas as reagées que

ocorrem nos seres Vivos

CATALISADOR - acelera a velocidade das reagdes e ndo sdo
consumidos

MECANISMO DE ACAO: SITIOS ATIVOS

E = polipeptideo / catélise / especificidade

2.2 Propriedades das enzimas

Enzimas — catalizadores bioldgicos
Sitios ativos

Eficiéncia catalitica

Especificidade

Cofatores

Regulagdo

Condigdoes amenas de pH e temperatura
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Vantagens da utilizagdo de enzimas na fabricacéo de produtos:

v As enzimas transformam rapidamente seus substratos em
temperaturas moderadas e em valores de pH préximos a
neutralidade, normalmente com uma alta especificidade.

v’ Esta alta especificidade requer a utilizagdo de uma Unica
enzima. Para isto é necessaria uma purificagdo para se obter
uma determinada atividade enzimatica, eliminando as
enzimas contaminantes que existem em um extrato bruto
obtido a partir de microrganismos, plantas ou uma fonte
animal. Isto aumenta o custo da enzima.

Caracteristicas. propriedades

Enzimas = Catalisadores

* Propriedades
Aceleram as reagdes
N&o sdo consumidos na reagdo
Atuam em pequenas concentragdes
N&o alteram o equilibrio das reagdes

Propriedades das enzimas

* Catalizador de reagdo

Sitio ativo

* Especificidade
atuam em condi¢Bes brandas de T e pH
sdo eficientes em baixas concentragées

v'N&o alteram o equilibrio das reagées
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Caracteristicas: propriedades

E = aceleram reag¢des quimicas

Decomposicédo do H,0,

. Energia livre de Ativagéo Velocidade
Condicdes da Reagéo kj/mol kcal/mol Relativa
Sem catalisador 75,2 18,0 1
Platina (cat quimico) 48,9 11,7 2,77 x 104
Enzima Catalase 23,0 55 6,51 x 108

Caracteristicas: propriedades

E = ndo sdo consumidas na reacao

Catalase

H.0,

E+S =~ E+

Caracteristicas: propriedades

E = Atuam em pequenas concentragoes

decompde

1 molécula de )
Catalase ‘ 5000 000 de moléculas
de H,0,

pH=6,8 em 1 min
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Caracteristicas: propriedades

E = Nao alteram o estado de equilibrio

Q no nivel basal (forma estavel), S e/ou P contém uma quantidade
caracteristica de energia livre

Q o equilibrio entre S e P reflete a diferenga em energia livre dos seus
estados basais

Energia

Energia de ativagdo com enzima

Diferenca entre
aenergialivre
deSeP

—

Caminho da Reagdo

Transition state (i)

Free energy, G

Reaction coordinate

Ts(Transition state)

Uncatalyzed Uncatalyzed

> Energy of
2 | activation,
& Ea

Enzyme catalyzed

Reactants l
AG® of
reaction
____________ Products

Reaction coordinate

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.
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2.3 Modo de acdo das enzimas

E+S=—ES=—P+E

0?'::0

Substrato se liga
ao
SITIO ATIVO
da enzima [ ]

Modo de agéo...

E+S —ES —= ES* — EP — E+ P

Energia livre de ativagdo

Velocidade de reagdo

(2]
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Substratos

Complexo ES (Enzima-Substrato)

Ligagdo Sitio Ativo

Liberagdo do Produto
ae
Enzima inalterada [H]

produtos

()

Formacdo do Complexo Enzima / Substrato

v 2 modelos propostos:

e Chave-Fechadura &=
e Encaixe Induzido




Enzimas
Ligacdo da enzima ao substrato

‘ Substrate

Modelo

Modelo Encaixe Induzido

{a)

{b)

Modelo Encaixe Induzido combinado com a tensdo do substrato

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.

Modelos de ligacdo da enzima ao
substrato

H+

~ Enzyme

Copyright ® 1997 Wiley-Liss, Inc.

2.4 Nomenclatura

No século XIX - poucas enzimas identificadas
« Adicionava-se sufixo ASE ao nome do substrato
— enzima que hidrolisam
« gorduras (lipo - grego) - LIPASE
« amido (amylon - grego) - AMILASE
« proteinas - PROTEASE
« Nomes arbitrarios

« Tripsina e pepsina - proteases
« Catalase - H,0,

Nome comum: sufixo ASE

Nome sistematico: Unido Internacional de Bioquimica e

Biologia Molecular (IUBMB)
7 classes

Chave-Fechadura

()
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International Classification of Enzymes*

No. Class Type of reaction catalyzed

1 Oxidoreductases Transfer of electrons (hydride ions or H atoms)

2 T Group-t fer reactions

3 Hydrolases Hydrolysis reactions (transfer of functional
groups to water)

4 Lyases Addition of groups to double bonds, or formation
of double bonds by removal of groups

5 Isomerases Transfer of groups within molecules to yield
isomeric forms

6 Ligases Formation of C—C, C—S, C—0, and C—N
bonds by condensation reactions coupled to
ATP cleavage

7 Translocases The movement of ions or molecules across

membranes or their separation within
membranes

*Most enzymes catalyze the transfer of electrons, atoms o functional groups. They are therefore classified,
given code numbers, and assigned names according to the type of transfer reaction, the group donor, and the

group acceptor.

« Sistema Oficial IUB
* Cada enzima - n°

de cadigo (E.C.-
Enzyme Comission) com 4 digitos que

caracterizam o tipo de reacéo

1° digito - classe

2° digito - subclasse

3o digito - sub-subclasse
4cdigito - indica o substrato

Classe da Enzima

Namero

Classificadas,

Disponivers

Tipo de reacao

T.oxidoredutases

650

90

Reducao-oxidacao:
oxigenag&o de ligagdes de C-
H, C-C, C=C; ou remogao total
ou adigdo de equivalentes de
atomos de hidrogénio

2.transferases

50

Transferéncia _de  grupos:
aldeidico,  ceténico,  acila,
acucar, fosfato ou metila

3.hidrolases

Hidrolise: formacao  de
ésteres, amidas, lactonas,
lactamas, epoxidos,
nitrilasanidridos,  glicosideos,
organohaletos

2liases

35

Adicao-eliminacao de
pequenas  moléculas  nas
ligagdes C=C, C=N, C=0

5.isomerases

Isomerizacao  tais _ como
racemizacdo,  epimerizac&o,
re-arranjos

Gligases

80

Formagao-clivagem de
ligagdes C-O, C-S, C-N, C-C
com concomitante clivagem
de trifosfato

7 translocases

movimento de fons ou moléculas
através de membranas ou sua
separagdo dentro de membranas

(
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ENZYHE ACTIVITY
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2.5 Fatores que afetam a acdo das enzimas

« Concentragdo do substrato

“ Temperatura

<3 pH
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H
2
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g
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Substrate concentration, [S] (mM)
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Temperaturas
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Pepsin Glucose 6-phosphatase
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3 Cinética enzimatica

(mrnolimming

Velosiatade Inicial, ¥,

od
t0 01 0z 03 04 05 06 07

Conventragie 4s Susbstrato (mM)

V= Vimax 121
u [S] + Km

(=)
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x¥1913 A
<= Leonor Michaelis -Enzimologista g s
Maud Menten - Pediatra = ————p
K1 Kp f
E+S——— ES——E+P
K-1
Etapa yrépida Etapa lenta

Formagao do complexo transitério

A o
A /
o - . = ‘ - . \".
B D
(a) (b) (c) (d)

Constante de Michaelis-Menten

Vi [S]
Vo= Km + [S]

Km — indica a afinidade da enzima pelo substrato,

diferente de substrato para substrato e de enzima para enzima.

Vmax - velocidade méxima que a reagé&o pode alcancar, na situacao

virtual em que todos os enzimas se encontram ligados ao

substrato.
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Termos basicos utilizados em cinética
enzimatica

» Atividade enzimatica: designa a prépria atividade catalitica da
enzima, em geral expressa em unidades de velocidade (massa
transformada por unidade de tempo — p.e. umol minutot)

~ Substrato: nome dado a substancia que seré catalisada pela
enzima

~ Produto: substancia resultante da transformagdo enzimatica do
substrato

(=)

Termos basicos

»~Unidade de Enzima

quantidade de enzima capaz de transformar 1,0 umol de substrato por
minuto em condigdes definidas de pH, temperatura e forca iénica

~ Atividade especifica:
atividade da enzima,

geralmente expressa em massa por unidade de tempo, dividida pela
quantidade de proteina.

Medida do grau de pureza de uma preparagdo enzimdtica.

4 Areas que utilizam enzimas

Técnicae
farmaceutica;
7%

Agricultura e
ragdo; 15%

Produtos de
limpeza; 33%
Alimentos e
‘ bebidas; 27%

Bioenergia;
18%

Distribuigdo das vendas da Novozymes — Dados de 2015 [ 39 ]
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Consumo de enzimas
industriais

* IndUstrias detergente;
* Amido;

* Inddustrias téxtil;
* Alcool combustivel

(«]
Kirk et al., 2002

Enzimas utilizadas em alimentos e bebidas

»Amilases

»~ Peptidases

~Pectinases

~Glicose-isomerase

(«)

Enzimas em alimentos

* Papel destacado - Influi na composigdo, processamento e
deterioragdo dos alimentos

* Podem ser Uteis ou indesejaveis

* Detecgdo da atividade em determinado produto pode servir
de indicador da eficiéncia de uma determinada operagdo

Ex. vegetais branqueados — atividade peroxidasica = indicador do processo
térmico empregado

()
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Efeito desejaveis
>Modificar matérias-primas e/ou obter produtos
especificos
v Panificagdo
v'Modificagdo enzimatica de materiais amildceos
v'Fabricagdo de sucos de frutas
v'"Modificagdo de proteinas
v'Fabricag3o de bebidas alcodlicas

v'Fabricag3o de laticinios

Efeito indesejaveis

v’ Escurecimento de frutas e vegetais causado pelas
polifenoloxidases

v’ Rancidez de farinhas causada pela agdo de lipases e
lipoxigenases

v' Amolecimento de tecidos vegetais provocado pelas
enzimas pécticas

Papaina

- Obtencé&o: Frutos verdes da Carica papaya;

- Facilmente inativada pela oxidagdo, podendo ser inicialmente
revertida pela adicdo de agentes redutores como sulfeto de
hidrogénio, cianeto de hidrogénio, sulfetos e sulfitos;

- Presenca de quantidades significativas em outras partes da planta

exceto as raizes;

07/05/2019
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Papaina

* pH: 5,0
* Apresenta alta estabilidade, principalmente térmica;
¢ pH dependente — perde atividade em condigdes acidas;

* Ampla atividade hidrolitica — atua tanto em proteinas como
em pequenos peptideos

* Agdo hidrolisante em substratos sintéticos, amidas e
ésteres;

6 Fontes de enzimas

Enzimas biologicamente ativas podem ser extraidas a partir de
qualquer organismo vivo.

Uma grande variedade de fontes sdo utilizadas para produgdo de
enzimas comerciais.

- animais
- vegetais
- microrganismos

4% 8%
Dfungos e leveduras W bacterias ]
Danimais Bplantas

Obtencao de enzimas

* Enzimas de interesse industrial:
trituragdo de vegetais (sementes, polpas e raizes);

trituracdo de tecidos animais (mucosa gastrica, pancreas,
figado e sangue);
através de microrganismos.

* Materiais de partida:
Células vegetais
Tecidos animais
Células microbianas

48
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Enzimas de fontes microbianas

» substituem as enzimas de origem vegetal e animal,
» rapido ciclo reprodutivo dos m.o.;

» grande populacdo de células com reducédo no tempo de
producéo

» manipulagé@o genética == cepas de alta produtividade e
especificidade
» operagdes envolvidas na extragéo de enzimas: simples

» controle da produgao pode ser feito desde a fonte até a
comercializag&o.

49

Obtencdo de enzimas microbianas

A Selecgdo de m.o. (linhagem pura)
a composicéo exata dos meios varia de acordo com:
- aindustria;
- a linhagem do m.o.
- 0 sistema enzimatico desejado
- o tipo de cultivo usado

Nutrientes empregados na preparagéo dos meios:

- farelo de trigo,

- extrato de levedura,

- residuos de destilagéo,

- polpa de citrus e [50J
- outros

B Método de cultivo

» Cultura liquida submersa

Processo de fermentagdo submersa (FS)

» Cultivo em superficie ou método do meio semi-sélido
Fermentagdo em estado sélido
- fermentagdo semisélida (FSS)
- sdlida (FS)

- em estado sélido (FES)

07/05/2019
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Fermentacéo em estado so6lido

- maioria das enzimas => mét. Cultura submerso

- vérias enzimas fangicas => mét. Semi-soélido

Neste método:
v Producéo é conduzida em grandes camaras dotadas de bandejas ou em
tambores rotativos horizontais;

v Lavados com detergente;

v Desinfetados com hipoclorito de sddio ou formaldeido e

v Submetidos a vapor entre as sucessivas produgdes.

v Combinados de acordo com a necessidade, os nutrientes sado adicionados a agua
e submetidos a vapor sob pressao por 30 a 120 minutos. A massa quente é entao
resfriada & 25 — 40° C e inoculada.

Parametros analisados durante o crescimento em tambores ou
bandejas:

ura,

a da camada,

22 pure ultura

= a quantidade da

Final da fermentacdo mm==)separacdo do produto
ponto étimo - determinado pelas analises laboratoriais
atividade enzimatica maxima

Método de cultura submersa

Ocorre em fermentadores fechados equipados com:

- agitadores,

- dispositivos de aeragéo para introducéo de ar estéril,
- camisas e serpentinas para controle de temperatura.

Fermentadores
- lavados com soda caustica ou solugdes de detergente e agua
- esterilizados com vapor ativo apds cada processamento.

Meio liquido - esterilizado em sistema continuo e a parte

- depois levado ao fermentador (previamente esterilizado) ou

- introduz o substrato no fermentador e esteriliza todo o conjunto,
em uma s6 operagao.
A massa estéril é resfriada até 25 — 40° C sob pressao.

Ap6s a esterilizagdo — ajusta-se o pH, se necessario.

07/05/2019
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O meio resfriado do fermentador € inoculado com a cultura pura do
microrganismo cultivado em frascos agitados ou em pequenos pré-
fermentadores providos de agitacéo e aeragéo.

Amostragem periédica para controle:
- temperatura,
-pH
- mistura
- pureza da cultura
- consumo de certos componentes

- a quantidade / producéo da enzima

C Recuperacédo da enzima

v/ Extracdo da enzima feita com dgua contendo agente preservante
diretamente sobre o material imido ap6s o final do processo de

crescimento ou apos a secagem da cultura.
v Filtracéo (separa-se os sdlidos insollveis do filtrado)
v Clarificagéo (centrifugag&o ou filtrag&o)

v Obtencao do extrato bruto

56

(=)
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