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(apazes de catalisar a reaao
inversa da hidrolise, além da
reagao de transglicosilagao.

Caracteristicas gerais e modo de a¢ao

Introdugao - o

Carboidrases sio as enzimas que cat?hsa{n : dleig(r;?;;io

Carboldrases sso s enzimas de carboidratos, isto é hidrolisam as llgaqlc') o fsacaridlcas

Que hidrolisam as ligagbes entre monossacarideos formadores de oligo TS

glicosidicas entre os e/ou polissacarideos. Como todasas hidrolases, as carboidra-

monossacarideos formadores P de catalisar a reagdo inversa da hi-
de oligossacarideos e/ou ses sio também capazes de Ca ] dicdes d «

polissacarideos. drdlise, sintetizando oligossacarldeos em condigoes de reacio

especiais que envolvem baixa atividade de dgua e excesso de

" Carboidrases sio também substrato. Além disso, carboidrases catalisam ainda reacdes de

transglicosilagio, hidrolisando ligagOes gh'cos.idicas e trapsfe-
rindo o residuo liberado para outro aceptor, diferente da dgua.

Carboidrases sao especificas
com relacao ao tipo de
monossacarideo ao qual a
enzima é capaz de se ligar para
efetuar a reacao.

Enzimas capazes de hidrolisar
ligagoes c-1,4 entre duas
hexoses podem ser totalmente
initeis na hidrdlise de ligacdes
o-1,6 entre as mesmas
hexoses.

Clivagem da ligacdo glicosidica

Em geral, carboidrases sdo especificas com relacéo ao
residuo que ser4 transferido para a 4gua, isto é, o tipo de mo-
nossacarideo ao qual a enzima é capaz de se ligar para efetuar
areagio de hidrélise. Assim, glicosidases, galactosidases e fru-
tofuranosidases sdo capazes de hidrolisar liga¢des glicosidicas
envolvendo glicoses, galactoses e frutoses, respectivamente.
Normalmente, a aglicona (molécula a qual est4 ligado o resi-
duo a ser hidrolisado) nio é importante para a eficiéncia da
catdlise. No entanto, quando a aglicona é também constituida
de carboidratos (caso dos oligo- e polissacarideos), a posicio
da ligagdo que os une se torna um fator a considerar.

Posicao da ligacdo a aglicona

Quando a aglicona é uma pentose, uma hexose ou polime-
ros destas, a posicdo da ligacdo do residuo determina a habili-
dade, ou ndo, de uma dada enzima hidrolisar a ligagdo. Assim,
enzimas capazes de hidrolisar, satisfatoriamente, ligagbes 0t-1,4
entre duas hexoses podem ser totalmente intiteis na hidrélise
de ligagOes 0-1,6 entre as mesmas hexoses (Figura 2.1).

Configuragdes do substrato

Os carboidratos naturais sio constituidos primordial-

mente de residuos do tipo D-sacarideos, sendo excegoes a
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Figura 2.1 Ligagio ot-1,4 e -

1,6 entre unidades de glicose (maltose e isomaltose).

L-ramnose (6-desoxi-L-manose), a L-fucose (6-desoxi-L-ga-
lactose) e a L-arabinose, encontradas nos polissacarideos da
parede celular de vegetais. Em consequéncia, as enzimas

envolvidas em sua hidrélise sio especificas para cada tipo
de configuracio.

O carbono anomérico de monossacarideos (geralmente o
carbono 1 de aldoses e o carbono 2 de cetoses) pode se apre-
sentar nas configuragdes o ou § em que sua hidroxila fica para

................................. baixo ou para cima do plano do anel, respectivamente (Figura

0 arbono anomérico de 2.2). Dependendo dessa configuragio, serdo estabelecidas
moncssacarideds pode se diferentes ligagGes glicosidicas para as quais as carboidrases
apresentar nas configuragoes N , . o s ”
a hidhoxlapara baixa) ou sao altamente especificas. Assim, o-glicosidases sdo capazes
(hidroxila para cima). de hidrolisar ligagdes o-glicosidicas, porém nio sdo capazes

de promover a clivagem de ligacdes 3-glicosidicas.

Uma vez que a ligagdo é rompida, o residuo liberado
pode manter sua configuragio (o ou f3) ou esta pode sofrer
inversdo, dependendo da enzima envolvida na reagdo.

Tamanho da molécula de substrato

Algumas carboidrases apresentam alta atividade sobre
substratos poliméricos. A medida que a massa molecular

CH,OH
0
H OH
H
B
oH\OH H/H
H OH H OH

Figura 2.2 Representagdo de Haworth para ow-D-glicopiranose e {3-D-glicopiranose.
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apresentam alta atividage
sobre substratos poliméricos
enquanto outras apresentam
atividade apenas sobre
oligossacarideos, nao
sendo capazes de hidrolisar
moléculas idénticas, porém de
maior massa molecular,

.............................

Exoenzimas dlivam seus
substratos de forma ordenada,
a partir da extremidade,
podendo ser especificas para a
extremidade redutora oy para
anao redutora

Endoenzimas hidrolisam o
substrato de forma aleatoria,
divando ligagdes no interior do
polimero.

do substrato é reduzida, diminui tambéma ativid.ade desgy
er(:zsilrlnas sobre ele. De forma similar, certas enzimas apre.

sentam atividade apenas sobre oligossacarideos, ndo sendy
capazes de hidrolisar moléculas idénticas, porém de myjq, |

massa molecular.

Padrdes endo- e exo- de atividade

Algumas carboidrases (exoenzimas) ataFam Seus sub.
tratos de forma ordenada, a partir da extremidade, podeng,
ser especificas para a extremidade redutor?. Ou para a extre.
midade nio redutora (Figura 2.3). Sua a"uv1dade pode se;
relacionada com a répida liberagéo de agucares redut?res e
com pequena alteragdo na viscosidade do meio reacion],
a curto prazo.

Outras carboidrases hidrolisam o substrato de forma
aleatéria, clivando ligagdes no interior do polimero, Estas

$0 conhecidas como endoenzimas, e sua atividade pode ser

relacionada com a rapida perda de viscosidade da solucio,
acompanhada de pequena liberaciio de agucares redutores,

Principais carboidrases de aplicacdo em alimentos

Amilases sdo as carboidrases
capazes de hidrolisar ligagdes
glicosidicas oi-1,4 e/ou
01,6 presentes no amido, no
glicogénio e em sacarideos
derivados.

Amilases

Sao as carboidrases capazes de hidrolisar ligacoes glico-
sidicas 0-1,4 e/ou 01-1,6 presentes no amido, no glicogénio
e em sacarideos derivados. Existe uma variedade de enzi-
mas que correspondem a essa defini¢io (Tabela 2.1) e que
podem ser agrupadas de acordo com diferentes caracteris-
ticas: modo de agio (endo- oy €X0-), reten¢o ou inversio
de configuracio (o ou B), afinidade por ligagdes tipo o:-1,4
ou a-1,6, atividade de transglicosilacio ou no.

CH,OH

CH,0H CH,OH

Figura 2.3 Extremidade redutora (seta branc) Ndo redutora (seta cinza) da maltotriose.
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Tabela 2.1 Enzimas que agem sobre amido e glicogénio (alguns exemplos).

e ]

SAOTE
i

- Endoenzimas

o-amilase o-1,4 Amido Dextrinas,
EC3.211 maltose
Isoamilase a-1,6 Amilopectina Amilose
£C3.2.1.68 (dextrinas
lineares)
Isomaltase o-1,6 Dextrinas limite Maltose,
EC3.2.1.10 maltotriose
Cicomaltodextrinase  o-1,4 Ciclodextrinas e Maltose,
£C3.2.1.54 dextrinas lineares maltotriose
Pululanase o-1,6 Pululana e amido Maltotrioses e
EC3.21.41 dextrinas lineares
Isopululanase a-1,4 Pululana Isopanose
EC3.2.1.57
Exoenzimas T A
[-amilase o-14 Amido [3-maltoses
EC3.212
Glicoamilase o-1,4,0-1,6 Amido B-glicoses
EC3.213
o-glicosidase o-1,4 Diversos a.-glicoses
£C3.2.1.20
Ciclomalatodextrina o-1,4 Amido Ciclodextrinas
glicana transferase
EC2.4.1.19
4-0-glicana o-14 Amido Amilopectina,
transferase glicogénio
EC2.4.1.25
Enzima ramificadora o-14 Amido e glicogénio Amilopectina,
EC2.4.1.18 glicogénio
Adaptada de Whitaker, 1994.
Quato grupos de engimas. Basicamente, existem quatro grupos de enzimas que
:t“a"‘ sobre 0 amido: atuam sobre 0 amido: endoamilases, exoamilases, enzimas
endoami ¢ : =
enz,;?;‘:iiiama(:':":::: desramificantes e transferases. As endoamilases sdo capazes
transferases, de quebrar aleatoriamente as ligagdes o.-1,4 nas moléculas

de amido, produzindo oligossacarideos de diferentes ta-
manhos, ramificados ou ndo. As exoamilases sdo capazes
de hidrolisar as ligagdes a'-1,4 a partir da extremidade néo
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0 amido é um polissacarideo
formado por centenas ou
milhares de unidades de

glicose. E constituido de cerca

de 80% de amilopectina e 20%
de amilose.

A amilose é um polimero
linear de unidades de glicose
ligadas entre si por ligagdes
o-1,4. A amilopectina é um
polimero ramificado formado
por cadeias de amilose, unidas
entre si por ligagdes do tipo
o-16.

Em seu estado nativo, granulos
de amido sao resistentes
3 agao da maior parte das
enzimas amiloliticas, mas
apos a gelatinizagao se
tornam suscetiveis a hidrolise
enzimatica.

redutora da molécula de amido, gerando apenas produytq,
de baixa massa molecular, principalmente glicose e majt_
se. As enzimas desramificantes quebram ligacdes do tipo
01,6, e as transferases sdo enzimas que clivam as liga‘;ﬁes
glicosidicas a-1,4 da molécula doadora e transferem pagt,
do doador a um aceptor diferente da dgua, com a formagj,

de uma nova ligagio glicosidica.

Em razio de sua importancia paraa industria de alimer,.
tos, serio discutidas aqui, em maiores detalhes, ot-amilases
B-amilases, glicoamilases, além de algumas enzimas desrj.
mificantes e transferases.

P Substrato

O amido é um polissacarideo constituido de centenas oy
milhares de unidades de glicose. E o principal material de
reserva das plantas (em sementes, tubérculos, raizes, bulbos
e rizomas) e a principal fonte de energia da nutrigéo animal,
Em alimentos, o amido é o principal constituinte em uma
grande variedade de produtos, responsavel por sua estrutura,
textura e/ou consisténcia. Nos vegetais, o amido se encontra
em pequenos granulos, de caracteristicas peculiares a cada
espécie, contendo as duas fragdes que constituem o amido
nativo: amilose (de 15 a 30%) e amilopectina (de 70 a 85%).

A amilose é um polimero linear, formado por unidades
de glicose ligadas entre si por ligages glicosidicas 0-14
(Figura 2.4A). Em solugio, a amilose apresenta conformagio
helicoidal e tem a propriedade de se complexar com jodo
formando composto de cor azul-escura. A amilopectina é
um polimero ramificado formado por cadeias de glicose
semelhantes 4 amilose, que sdo unidas entre si por ligagoes
do tipo a-1,6 (Figura 2.4B). A amilose e a amilopectina

estdo organizadas em uma estrutura semicristalina com
zonas amorfas e cristalinas.

‘ E~m seu estado nativo, granulos de amido sdo resistentes
4 agdo da maior parte das enzimas amiloliticas. No entan-
to, quanc!o aquecidos em 4gua até uma dada temperaturd
(caracteristica para cada tipo de grinulo), estes absorvem
grande quantidade de 4gua, sofrendo gelatinizagdo € 5¢
tornando suscetiveis 3 hidrélise enzimatica.
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(O Extremidade redutora

N Ligag&o a-1,6

Figura 2.4 Representacao esquematica da amilose (A) e da amilopectina (B).

0 glicogénio é um polimero O glicogénio é um polimero de glicoses produzido e

de glicoses produzido e armazenado por animais (principalmente no figado e nos
armazenado por animais. musculos). Sua estrutura se assemelha a da amilopectina,

Assemelha-se a amilopectina, ndo, porém, mais ramificado ( t . ,
oorém é mas amificado, sendo, p ; cado (apresenta maior niumero

de ligagGes 0.-1,6).
» Fontes e principais caracteristicas
................................. o-amilases (EC3.2.1.1)

d“'a"‘"?se”fm Siao enzimas largamente distribuidas na natureza,
hidf&;ﬁ:ﬁ;ﬂ?gﬁ;’ 3 de produzidas por animais (saliva, pancreas), vegetais (prin-
forma aleatéria nas moléculas cipalmente sementes amildceas e especialmente durante
de amido, a germinagdo) e microrganismos (bactérias e fungos fila-

mentosos, mas nio leveduras alco6licas). As o.-amilases sdo
endocarboidrases que hidrolisam ligagdes ai-1,4 existentes
na amilose e na amilopectina de forma aleatdria, na porgéo
central das moléculas.

Inicialmente, a acdo dessas enzimas sobre o amido é
répida, uma vez que elas apresentam maior afinidade sobre
substratos de alta massa molecular, gerando uma mistura
de oligossacarideos de diferentes tamanhos, lineares e/
ou ramificados, chamada dextrina ou maltodextrina. Em
maiores tempos de reagdo, o-amilases sdo capazes de
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........
.........................

0 amido gera uma mistura
de oligossacarideos chamada
dextrina ou maltodextrina,

.................................

oc-amilases so capazes de
produzir glicose e maltose 3
partir de amilose e uma série
de oligossacarideos contendo
asligagdes ar-1,6, conhecidos
como dextrina or-limite, a
partir de amilopectina,

..........................

Amilases microbianas com
atividade 6tima acima de
70°C e altissima estabilidade
térmica sao as de maior
aplicagdo na indiistria de
alimentos.

produzir glicose e maltose a partir de afgllgse Z Uma séy,
de oligossacarideos (de 4 o mas unida :ls © glicoge
contendo as ligagdes 0-1,6 gllcos.ldlcas,.con ec1d.os comg
dextrina o-limite, a partir de amﬂ(?pectma. A mal.or Parte
dos autores considera o.-amilases incapazes de hidrolg,
ligacdes do tipo a-1,6 embora, segul}do KUII; (1975), algy,
mas dessas ligagoes possam S€r rorr}pldas em 1ongos tempq
de reacio. A composicio da dextrina obtida é dependeng,
da fonte do amido e, principalmente, da fonte da enzip,
utilizada.

As a-amilases sio geralmente estabilizadas na presenc,
de fons de calcio. Estes ndo aumentam a velocidade de re.
acdo, mas aumentam a estabilidade da enzima, reduzind,
a desnaturagio e garantindo maior vida til. Algumas q-5-
milases, dependendo das fontes, so ativadas (apresentam
maior taxa de hidrélise) na presenga de halogénios.

As caracteristicas bioquimicas dessas carboidrases sig
bastante varidveis com a fonte, sendo muitas delas produ-
toras de diferentes isoenzimas. As oi-amilases de mamiferos
tém pH 6timo em torno da neutralidade (entre 6,0 e 7,0),
enquanto as de cereais tém pH 6timo de atividade em
meio 4cido (em torno de 5,0). As oi-amilases microbianas
apresentam pH 6timo extremamente varidvel: o-amilases
de Bacillus subtilis apresentam maior atividade em valores
de pH entre 5,0 e 7,0, enquanto o.-amilases de Geobacillus
stearothermophilus apresentam 6tima atividade em pH=30.
Quanto a temperatura, a maior parte das o-amilases animais
e vegetais apresenta 6tima atividade em torno de 40°C. Entre
as amilases microbianas, as enzimas produzidas por fungos
apresentam menor resisténcia térmica e temperaturas Oti-
mas de atividade geralmente inferiores que as de bactérias.
Ha4, no entanto, amilages microbianas com atividade 6tima
acima de 70°C e altissima estabilidade térmica. Estas s30 s
que encontram maior aplicagio na inddstria de alimentos
por dois motivos principais:

O uso de altas temperaturas de reagio reduz considera-

velmente o risco de contaminagdo microbiana do meio
reacional



..................
.......

Ouso de e
- eduz 01isc de contaminacao

microbiana € evitaa
necessidade de gelatinizaao
prévia do amido e subseguente
resfriamento do meio
reacional.

As ot-amilases mais aplicadas

naindustria de alimentos 50

produzidas por Bacillus sp.
por Aspergillus sp.

B-amilases sao exoenzimas
que hidrolisam exclusivamente
ligagdes a-1,4 do amido, a
partir da extremidade nao
redutora, liberando unidades
de maltose. Sao produzidas
apenas por vegetais e
microrganismos.

A hidrélise de amilose por
B-amilases gera maltoses,
além de glicose e maltotriose.
Sobre amilopectina, a

. hidrolise gera maltose e
oligossacarideos de alta massa
mo|ecular contendo todas as
ligagdes o-1,6 do polimero,
Conhecidos como dextrina
B-limite.
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e« O amido da ma.ior parte das fontes gelatiniza em tem-
Elel'aturas Superiores a 50°C. Desta forma, enzimas com
tas temperaturas de atividade evitam a necessidade de

gelatmlzafc;ao previa do amido e subsequente resfriamen-
to do meio reacional.

A§ a-amilases mais aplicadas em processos na industria
de alimentos sdo as obtidas de bactérias do género Bacillus
(B. lincheniformis e B. subtillis, pH =6,0a7,0; temp. = 60 a
85°C) e aquelas produzidas por fungos do género Aspergillus
(A. oryzae e A. niger, pH = 5,0; temp. = 50°C).

B-amilases (EC3.2.1.2)

Sdo exoenzimas que hidrolisam exclusivamente liga¢des
glicosidicas 0.-1,4 do amido, a partir da extremidade nao
redutora, liberando unidades de maltoses, com inversio da
configuragdo do carbono anomérico de o para 8. Sao pro-
duzidas principalmente por vegetais: em sementes amildceas
sio encontradas em conjunto com ¢.-amilases (trigo e ceva-
da, por exemplo), sio também encontradas em batata-doce
e em grios de soja. Esta é considerada a melhor fonte para
obtencio comercial de f-amilases em virtude do baixo teor de
a-amilases produzido pela soja. Microrganismos também sdo
produtores dessas carboidrases (Bacillus polimeria, por exem-
plo) mas ndo sao conhecidas B-amilases de origem animal.

O resultado da hidrolise de amilose por B-amilases é cerca
de 90% de maltose e 10% de glicose e maltotriose. A hidrolise
desta tiltima acontece de forma extremamente lenta e requer
altas concentragdes de enzima, uma vez que maltose atua

como seu inibidor competitivo. Sobre amilopectina, 3-ami-

lases realizam hidrolise incompleta, gerando de 50 a 60% de
oligossacarideos de alta

maltose, e o restante corresponde 2 : :
massa molecular contendo todas as ligagdes a-1,6 do poli-

mero; esses sao conhecidos como dextrina B-limite.

As B-amilases vegetais apresentam 'ma.ior atividade em
valores de pH entre 5,0 e 6,0 e s30 estavels.entre 4,9 ,e 8,0,
a 20°C. As enzimas de soja apresentam maior establhdﬂad?
em meio acido do que as de trigo € cevada. Com rf’:laqao~ a
temperatura, sua atividade 6tima é em torno de 30°C. Nao
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.................................

Glicoamilases sdo exoenzimas
qQue removem unidades de
glicose a partir da extremidade
nao redutora das cadeias de
amilose e amilopectina. Sio
capazes de dlivar tanto ligagdes
o-1,4 quanto ligades o-1,6
ea-13.

Na presenca de altos teores
de glicose, glicoamilases
sintetizam isomaltoses, o
que representa uma perda

significativa no rendimento

industrial.

As glicoamilases sao
produzidas principalmente
por fungos filamentosos dos
géneros Aspergillus e Rhizopus.

Enzimas desramificantes
s30 amilases capazes de
remover as ramificacdes de
substratos ramificados como
amilopectina, glicogénio e
dextrinas limite. Sao elas:
isoamilase e pululanase (capaz
de hidrolisar pululana).

armente termoestaveis, perdendo gy,

de parte de sua atividade apos 39 mi.n a 70°C. B'afnilases
sio enzimas sulfidrilicas sendo inativadas por oxidacs,
Sua atividade pode ser protegida e mesmo recuperada p,

presenca de agentes redutores.

sd0 enzimas particul

Glicoamilase ou amiloglicosidase (EC 3.2 13)

Sdo exoenzimas que removem unidades de glicose a part;,

da extremidade nio redutora das cadeias de amilose e amjl,.

pectina. Sdo capazes de romper tanto ligac;()es 0-1,4 Quanto
ligagbes a-1,6 e 0-1,3, tendo mais aﬁmdéde pelas ligagoes
0-1,4. Com isto, as glicoamilases sdo, teoricamente, capazes
de converter completamente o amido em glicose. Na pritic,,
entretanto, na auséncia de o-amilases, a conversao nunca ¢
completa, motivo pelo qual as duas enzimas sdo usadas em
conjunto, Isso ocorre pois as glicoamilases apresentam baixa
atividade sobre substratos de alta massa molecular, dependendo
de uma hidrélise inicial da amilopectina para apresentar ativi-
dade satisfatéria. Quando o meio reacional apresenta altos teo-
res de glicose, as glicoamilases tendem a sintetizar isomaltoses
(dissacarideo composto por duas unidades de glicose ligadas
por ligagbes a-1,6, ver Figura 2.1), que essas enzimas ndo sdo
capazes de hidrolisar. Em escala industrial, esse aspecto pode
representar uma perda significativa no rendimento final. As gli-
coamilases s3o produzidas basicamente por microrganismos,
principalmente fungos filamentosos dos géneros Aspergilluse
Rhizopus. Essas enzimas costumam apresentar atividade 6tima
em valores de pH entre 4,0 e 5,0 em temperaturas de 502 60°C.

Enzimas desramificantes

Sdo amilases que apresentam maior afinidade pela li-
82630 01,6 que pela ligagéo 0i-1,4, capazes de remover as
ramificagdes de substratos ramificados como amilopecting,
glicogénio e dextrinas limite.

Isoamilase. Sua agdo ¢ restrita a dextrinas de tamanho mé-
dio (ndo atua satisfatoriamente sobre a amilopectina nativa
nem ¢ capaz de hidrolisar isomaltose). Produzida por Ve

getais (principalmente fejjdes) e por bactérias (do género
Flavobacterium).
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Pululanase. Tipo especial de isoamilase. Tem a mesma fun-
¢do desramificante porém possui a particularidade de ser
‘,; capaz de hidrolisar pululana.! Produzida por bactérias dos
| géneros Aerobacter e Klebsiella, A Figura 2.5 ilustra a ativi-
dade das amilases discutidas até aqui.

Transferases

As 0-glicana-transferases (AGTases) sio amilases que
atuam sobre substratos poliméricos contendo uma sequén-
cia de ligagées glicosidicas consecutivas do tipo a.-1,4, como

O <4— Glicoamilase S

B-amilase—»

5 <4— a-amilase

Pululanase

/3

a-glicosidases

l
0

Isoamilase »

O Extremidade redutora

Figura 2.5 Resumo da atividade das principais amilases sobre amilose e amilopectina.

'Pululana: polimero de maltotrioses, ligadas entre si por ligagdes .-1,6, produzido pelo
fungo Aureobasidium pullulans.



32 Bioquimica de Alimentos | Teoria e Aplicagdes Praticas

Transferases sio amilases que
catalisam a hidrélise sequida
da transferéncia da cadeia
de glicana clivada paraum
aceptor, formando uma nova
ligaao or-glicosidica,

.................................

GTases geram ciclodextrinas,
S@0 produzidas por bactérias
dos géneros Bacillus,
Geobacillus e Paenibacillys,

4-aGTases geram
isomaltoligossacarideos ou
cicloamiloses que contém
até centenas de unidades de
glicose.

..........................

Enzimas ramificantes criam
ramificages formando
ligagdes do tipo c-1,6 em
cadeias lineares de amido.

a amilose, a amilopectina, as maltodf:xtrinas €0 glic ogtn,
Catalisam a reagéo de hidrdlise seguida da transfer b
cadeia de glicana clivada para um aceptor diferente 4, égu:
formando uma nova ligagdo o-glicosidica.

O grupo das AGTases € composto pelas enzimag desc
a seguir.

Ciclomaltodextrina-glicana-transferase (CGTase; EC 2.4,1.1
zima capaz de hidrolisar as cad?ias do amiqo, sep
oligossacarideos de 6, 7 ou 8 umd’ades d? ghcose € Subge,
quentemente de formar oligossacarideos ciclicos (alf,, betae
gamaciclodextrinas, respectivamente) por transglicoslacs,
intramolecular. CGTases sdo produzidas por algumag bac.
térias, sendo as mais importantes as do género Bacillus (p
macerans e B. circulans), Geobacillus e Paenibacillys, Todag
as classes de CGTases sdo capazes de produzir as 3 Ciclo-
dextrinas mais comuns, sendo a propor¢ao entre elas vay;.
avel com a fonte da enzima, do amido e com as condicges
de reagdo. As condigdes para a produgio de ciclodextring
sdo geralmente 40 a 60°C, pH 6 a 7, em meio aquoso. No
entanto, dependendo da fonte microbiana da CGTase, al-

gumas condi¢des incomuns podem ser observadas, como
25°Cou pH 12.

Tty

). Bp.
arang,

4-ai-glicana-transferase (4-0.GTase; EC 2.4,1.25). Em contraste
com as CGTases, as 4-0GTases catalisam preferencialmen-
te a transglicosilacio intermolecular, liberando cadeias de
Q-1,4-glicana a partir de amilose, de oligossacarideos, ou
de sequéncias lineares de cadejas laterais de amilopectinz,
gerando novas ligacges q- 1,4 com formacio de isomaltoli
gossacarideos. Essag enzimas, entretanto, podem também
catalisar a transglicosilacio intramolecular. Nesse caso, elss
geram glicanas ciclicas denominadag cicloamiloses, de mas
sa molecular bem Superior 4 das ciclodextrinas, com de 17
até centenas de unidades de glicose.

Enzima ramificante (ER; E¢ 2.4.1 18
enzimas com atividade inver.
tes, isto é, criam ramificag
0-1,6 em cadeias lineares
ramificantes clivam g liga

) Como 0 nome sugere, 39
sa a das enzimas desramifican
Oes formando ligagges do tip?
de amido. Parg tanto, as enzim®
¢30 -1,4 de umg sequéncia lined



Leveduras nao sao capazes
de fermentar amido, pois
nao produzem amilases. Para
fermentagdo € indispensavel
uma etapa prévia de
sacarificagdo do amido.
0s processos de sacarificacao
540 caracteristicos dos locais
onde as bebidas alcdolicas
foram originalmente
produzidas.

Amaltagem consiste em
germinacdo e secagem
ntroladas do grao de cevada
OUoutro cereg|,
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de amilose ou amilopectina e transferem o segmento de
0-glicana para uma hidroxila livre do carbono 6 de uma
glicose em outra cadeia linear de 0-1,4-glicana, fazendo
uma ligagéo do tipo o-1,6 e criando uma ramificagio.

P Aplicacdo industrial
Bebidas alcodlicas

As fermentacdes que proporcionam a produgio de
bebidas alcoélicas sio levadas a cabo por leveduras alco-
Olicas. Entretanto, esses microrganismos nio sdo capazes
de fermentar amido, pois nio produzem amilases. Em
consequéncia disso, antes da fermentagdo ¢ indispensével
uma etapa de sacarificagdo do amido, isto é: hidrélise do
amido a glicose e maltose (além de maltodextrina), estes,
sim, aglcares fermentaveis por leveduras alcoélicas.

A produgio de bebidas fermentadas é, em geral, tradi-
cional em seus paises de origem, portanto, os processos de
sacarificagdo usados dependem diretamente dos recursos

disponiveis nos locais onde essas bebidas foram original-
mente produzidas. Por exemplo:

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

« Oriente e América do Sul: uso de amilases fingicas para
a produgio de saqué e tiquira

« Indios da Amazénia: uso de amilases animais (saliva)

para produgdo de caxiri, cauim (bebidas 4 base de man-
dioca e milho).

A preparagio do malte ou maltagem (processo de obten-
¢d0 de amilases de origem vegetal) consiste em germinacéio e
secagem controladas do grao de cevada ou outro cereal. Sio
usadas sementes descascadas e selecionadas de cevada oy
trigo, por exemplo, que devem ser submersas em 4gua porde
2 a3 dias, para absorgdo de umidade. As sementes sio, entio,
levadas a cimara de germinagio em condicées controladas
(temperatura de 15°C). Durante o processo de germinagio
sdo formados fito-horménios (giberelinas - que também
podem ser adicionadas, na forma purificada. para aceleracs



34 Bioguimica de Alimentos | Teoria e Aplicagdes Praticas

R
-----------------------

-------

Durantea germinacio sio
sintetizadas - ¢ B-amilases,
B-glicanases, xilanases
€ proteases, Quando a
concentracao das enzimas
aumenta a0 maximo, as
Sementes s3o secas e moidas,
gerando o malte,

Muitas cervejarias utilizam
cereais nao maltados como
fonte de amido, o que exige
aaplicacdo de amilases
exgenas para garantir boa
sacarificacdo.

A massa do pao é fermentada
por leveduras para geragdo do
(0, que faz a massa crescer.

do processo), que induzem & sintese de oci\le B-amilag csiley
de B-glicanases, xilanases € proteases. Y2 naturez, h
enzimas sio usadas pela semente. para hidrélige doaidl 0
de reserva do grio, fornecendo ghcose Para germingc;
embrido. Quando a concentragéo das enznn;is Umenyy
maximo (cerca de mil vezes), as 'sementes $30 secy
causar a morte do embrido e paralisar a} germinagio o ent
moidas. Essa preparacao, quandq mlstufada com gy, ,
aquecida para gelatinizagdo do amlflo,.sera Capaz de fory,
0 mosto, rico em agucares fermentaveis, parao desenVOIVi.
mento das leveduras e a produgdo do dlcool.

)

Nos processos tradicionais, a a¢do das amilaseg Prody.
zidas leva a obtengdo de uma concentragio balanceag, de
agucares fermentdveis a partir do amido de cevada (ou dg
cereal que tiver sido maltado), enquanto as outras carboj.
drases presentes no malte hidrolisam residuos dag parede
celulares do cereal, auxiliando nos processos de clarificacioe
filtragdo posteriores. Atualmente, por questdes econdmicas,

muitas cervejarias utilizam como fonte de amido outros ce.

reais diferentes da cevada ou do trigo (cereais ndo maltados,
como milho, sorgo,

arroz), o que exige a aplicagio de ami-
lases exdgenas para aumentar a eficiéncia da sacarificacio.
Séo, entio, aplicadas - e B-amilases, bem como enzimas
desramificantes, de origem microbiana.

Panificagdio

Da mesma forma que a5 bebidas alcodlicas, a massa do

Pao também ¢ fermentada por leveduras. Neste caso, o im-
portante € a geracéio de CO

, Pelos microrganismos, que fez
a massa crescer, gerando Paes com maior volume e melhor
textura. A ocorréncia de aglicares fermentaveis naturais 1
massa € muito pequena para fazer diferenga no process?
fermentativo, e adigio de aglicares pode apresentar 0
seguinte prob]

€ma: com grande disponibilidade de subs
trato, as leveduras fermentam em taxa muito acelerada ¢
a produgdo de CO, é muj

€ amilases 3

: massa, Nas proporo®
corretas, as enzimag ib

€ram glicose, maltose e dextrin®
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adicao de amilases a massa
libera glicose, maltose
gextrinas gradualmente,
ndo a massa rescer mais
rando a qualidade

do pao.

emelho

Qutro efeito da adicdo de

amilases 2 massa do pao é

0 aumento de sua vida de
prateleira.

A perda de frescor é causada

. pelaretrogradagao do amido, e

ageracao de dextrina na massa
retarda a retrogradacao.

Tradicionalmente so usadas
a-amilases de termolabeis
Aspergillus oryzae, ativas
apenas até o momento em
que a massa vai para o forno,
Que garantem 0 aumento do
volume do pao, mas nio o
prolongamento do frescor,
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de forma lenta e gradual durante os periodos de mistura e
descanso da massa, e as leveduras fermentam na taxa ideal,
fazendo a massa crescer mais e melhorando a qualidade do
pao. Pequenas quantidades de glicose livre ainda auxiliam
na formagéo da cor da casca, entrando como substrato da
reacdo de Maillard (escurecimento quimico). Em excesso,
as amilases podem provocar sacarificagdo da massa, dei-
xando-a grudenta e mais dificil de ser trabalhada. Em casos

extremos, apos o periodo no forno, o pio apresentaré textura
muito dura e interior caramelizado.

Outro importante efeito da adigio de amilases 4 massa
do pdo é o aumento de sua vida de prateleira. Uma das
principais causas do fim da vida 1til de produtos de panifi-
cagdo € seu endurecimento. Essa mudanga na textura, que
determina o fim do “frescor” do produto e provoca rejeigio
do consumidor, é causada pela retrogradagio do amido.
A geragao de dextrina na massa tem o efeito de retardar a
ocorréncia de retrogradagdo e o endurecimento de paes,
prolongando seu periodo de comercializagdo e de consumo.

A escolha da fonte das amilases a serem aplicadas na
massa depende basicamente da termoestabilidade das
enzimas e, em consequéncia, do risco de superdosagem.
Tradicionalmente, sdo aplicadas 4 massa o-amilases de
Aspergillus oryzae, que, em conjunto com as amilases natu-
ralmente presentes na farinha de trigo (e também de outros
cereais), apresentam bons resultados quanto ao volume final
do pao. Entretanto, por serem termolabeis, essas enzimas
sé sdo ativas até 0 momento em que a massa vai para o
forno. Nesse periodo, o amido ainda ndo foi gelatinizado,
e apenas a fragdo danificada durante a obtengao da farinha
(de 7 a 9% do amido) est4 disponivel para a agdo das enzi-
mas. Assim, esse procedimento, tanto quanto a adi¢do de
malte - tradicional em alguns paises -, garante 0 aumento
do volume do pio, mas tem relativamente pouco efeito na
manutencio do frescor ao longo da vida de prateleira, pela
reduzida produgio de dextrina.

A aplicagdo de amilases termorresistentes, de origem
bacteriana, apresenta melhores resultados, pois essas
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Amilases de estabilidade
térmica intermediaria tém
acesso a0 amido gelatinizado
(gerando dextrina) mas
Nao resistem ao cozimento
completo — sem risco de
superdosagem.

Amido hidrolisado: uma
grande variedade de produtos
pode ser gerada por enzimas a
partir do amido, com aplicacdo

em diversos alimentos.

CH,OH CH,0H

CH, CH,O0H —O
OH H|l—0H /_
HA O\ H H
H H 0o [/H
OH H/L 5 \OH H OH H
H OH OH OH OH H
H OH

enzimas resistem a temperatura do forno e tap,
ao amido gelatinizado, 0 que pOde.aumentar 3 Prop,
¢do de dextrina na massa, influenciando a Manutey,,
do frescor. Entretanto, por serem termorresistentes, tajg
enzimas apresentam alto risco de superdosagem’ o
efeitos extremamente indesejados. Para minimiz,, esse
risco, uma alternativa é aplicar uma mistura de amilyge,
termorresistentes bacterianas e amilases termol4bej; de
origem flingica. Mais recentemente, vém sendo aplicady
amilases de estabilidade térmica intermediaria (PmdUZidas
por espécies de Aspergillus e por Bacillus megaterium) .,
pazes de suportar o periodo inicial de cozimento no forn,
tendo acesso ao amido gelatinizado mas nao resistind, a6
cozimento completo, portanto, oferecendo pequeno risco
de hidrolise excessiva.

Amido hidrolisado

Os primeiros processos de hidrélise do amido eram
processos quimicos que tinham por objetivo obter ado-
cantes que pudessem substituir a sacarose em diferentes
formulagGes de alimentos. Segundo essa metodologia, 2
suspensao de amido é levada a pH = 1,5, por adicio de HC|,
e é cozida a temperatura de 140°C, em autoclave. O produto
obtido chega a no méximo 40 DE? (dependendo do tempo
de cozimento), e ndo é aconselhavel utilizar um tempo
muito longo, pois pode favorecer a formagio de gentio-
biose - dissacarideo formado por duas unidades de glicose
ligadas entre si por uma ligacio do tipo 3-1,6 (Figura 2.6),

H OH H OH H OH

Figura 2.6 Estrutura dos isomaltoligossacarideos e da gentiobiose.

?0 equivalente de dextrina (DE) é calculado, geralmente,
centragdes d’e glicose, maltose e maltotrioses. O fator de
polimerizacao (DP) dos produtos (glicose: DP
=0,33).

[

pela média ponderada das COD;
ponderagio usado é o grau
= 1,0; maltose: DP = 0,5; maltotrios¢:



Liquefagdo: obtengdo de
maltodextrinas. Consiste na
pidrolise do amido gelatinizado
por a-amilases bacterianas.
0 processo provoca reducao da
viscosidade da suspensao de
amido.
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de sabor muito amargo, que inutiliza o produto. O surgi-
mento de enzimas comerciais de aio eficaz e em altas tem-
peratlfras provocou a mudanga dos processos industriais
de quimico para enzimético. Esse processo apresenta um

produto final de muito melhor qualidade, em condigdes
muito mais brandas.

Dependendo da enzima usada e das condicées de reagéo
utilizadas, uma gama de produtos pode ser obtida a partir
do amido com aplicagio em vérios produtos alimenticios
e ndo alimenticios. Os diferentes processos podem ser di-
daticamente divididos em hidrélise parcial e extensiva do
amido e estdo resumidos na Figura 2.7.

Hidrlise parcial do amido ou liquefagdo | Obtengio de maltodextrinas.
Consiste na hidrélise do amido gelatinizado por oi-amila-
ses de origem bacteriana (Geobacillus stearothermophilus,
temp. = 85a 110°C, pH = 5,3 a 6,5) ou fingica (Aspergillus

4-0-GTase Enzima
CGTase ramificante (ER)

[ Ciclizagéo ] [ Ramificagéo ]

Liquefagdo o-amilase

U Rl e R

Sagh - Sahkol oy

Glicoamilase B-amilase ou
+ pululanase o-exoamilase
+ pululanase

Figura 2.7 Processos e produtos obtidos pela modificago enzimética do amido. HFCS: xaropes de
milho com alto teor de frutose (do inglés, high-fructose com syrup).

Glicose-isomerase
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0 meio reacional é composto
Ppor uma suspensao com alto
teor de sélidos de amido
adicionada de Gd,, que
aumenta a estabilidade das

a-amilases.

Sacarificagdo: obtencao de
xarope de glicose. Consiste na
conversao da maltodextrina
para até 97% de glicose por
glicoamilases e enzimas

desramificantes.

cebe o nome de liquefagdo, pois a a0 das €NZimgag SObr:
suspensio de amido provoca considerével reducs, de g u:

viscosidade.

Em geral, 0o meio reacional é Co.mposto POT uma gy "
sio de amido de 30 a 40% de sélidos (altas comentram
de substrato tendem a estabilizar o-amilases) adj CiOnaes

de CaCl,, cuja finalidade ¢ 0 aumento da estabilidag,
enzima. A extensio da hidrélise é controlada pelo tem

de reacio e expressa em equivalentes de dextrina (DE),
valor de DE é variavel de acordo com a aplicagio dq mal.

todextrina obtida:
o Entre 5 e 8 DE: tem a capacidade de formar géis termor.
reversiveis e é usada como substituinte de gordura

o Entre 8 e 15 DE: usada para subsequente sacarificacj
(obtengdo de xaropes de glicose ou maltose)

« Entre 15 e 40 DE: aplicada como estabilizante e espessant,
em diversos produtos, sendo mais aplicadas as maltodex. %
trinas de até 25 DE. |
As maltodextrinas sdo carboidratos perfeitamente di-

geridos e absorvidos no intestino humano, logo no sio

consideradas substancias prebi6ticas (ver mais detalhes
em Produgio de galactoligossacarideos no topico Lactases,
adiante neste capitulo). Entretanto, alguns autores rela-
taram a redugio de populagdes de bactérias putrefativas
(Clostridium perfringens, por exemplo) em consumidores
de xaropes de glicose e maltose ricos em maltotetroses, um
fato indicativo de que o consumo de maltoligossacarideos
possa ser benéfico para a satide.

Hidrélise extensiva do amido | Sacarificagdo. Obtengdo de Xarope
de glicose. Consiste na conversio de maltodextrina paraa
97% de glicose pela aplicacio de glicoamilases (Aspergill¥
niger, temp. = 552 65°C, pH = 3,5 5,0) auxiliadas por ¥
zimas desramificantes (pululanase de Bacillus acidopollvy
ticus, temp. = 55 3 65°C, PH=3,5a5,0).

A glicose assim obtida pode ser transformada em fr"
tose para producio de Xaropes com maior poder adogan®




......
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 yransformada em frutose para
produgdo de Xaropes com

or poder adogante pela
agdo da enzima

glicose-isomerase.

mai

Obtengdo de xarope de
maltose: uso de o-amilases
fiingicas produzindo maltose
e glicose, ou de B-amilases
de malte ou soja. A adicao
de pululanases aumenta
significativamente 0
rendimento do processo.

- Os xaropes de glicose e frutose
. podem ser usados na obtengao
- dedlcool de cereais e de
oligossacarideos prebidticos
~isomattoligossacarideos
e gentioligossacarideos. 0
xarope de maltose pode ser
aproveitado na obtengao de
maltitol.

R I P P s e o v e, .
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(HFSC - high-fructose corn syrup), cuja principal aplica¢do
¢ a substituico da sacarose nos mais diversos produtos. Os
principais produtos comerciais, HFCS42 e HFCS55, tém,
respectivamente, 42% e 55% de frutose, que é obtida pela agio
da enzima xilose-isomerase,? tendo glicose como substrato. O
processo aplica enzimas intracelulares, imobilizadas, extraidas
de bactérias dos géneros Bacillus e Streptomyces, em pH entre
7,0 e 8,0 e temperatura entre 55 e 60°C.

Obtencéo de xarope de maltose. Consiste na aplicagio de enzi-
mas maltogénicas sobre a maltodextrina. Podem ser apli-
cadas oi-amilases fingicas, com producdo de maltose e
glicose, ou B-amilases de cevada (malte) ou de soja. Essa
sacarificagdo é geralmente conduzida a 55 a 60°C, em pH
4,8 a 5,2, partindo de uma solugio contendo 35 a 45% de
s6lidos. Normalmente obtém-se um produto com 50 a 55%
de maltose. Para melhor conversio é recomendével o uso
de dextrinas de baixo DE e a adigdo de pululanases, o que
pode elevar os niveis de maltose para cerca de 80%.

Além das aplicagdes apresentadas na Tabela 2.2, xaropes de
maltose e glicose podem ainda ser utilizados na produgcao de
alcool de cereais por fermentagido com leveduras alcodlicas.
O alcool de cereais é mais puro que o de cana-de-agucar, pois
contém menos odores, pigmentos etc. E utilizado na producio
de licores finos e em produtos farmacéuticos. O xarope de
maltose pode ainda ser utilizado na produgio de maltitol,
adogante de baixo teor caldrico e que ndo provoca céries.

Mais recentemente, xaropes de maltose e glicose vém

~ sendo utilizados como matérias-primas para a obtengdo en-

zimatica de oligossacarideos prebidticos, que sdo adiciona-
dos aos alimentos como ingredientes funcionais. Entre eles
os mais importantes sdo os isomaltoligossacarideos (tri- e
tetrassacarideos: uma unidade de maltose e uma de glicose
ou duas unidades de maltose ligadas por ligagdo do tipo
a.-1,6) obtidos por agio de o-glicosidases e/ou '4-ocGTases e
os gentioligossacarideos (vérias unidades de ghcs;se l}gadas
entre si por ligagdes B-1,6) sintetizados por B-glicosidases.

3A enzima xilose-isomerase tem como substrato preferencial a xilose,
apresenta suficiente atividade sobre a glicosg para se
Na prética ela é muitas vezes denominada glicose-isomerase.

porém essa enzima
r aplicada em processos industriais.
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Tab

ela 2.2 Principais aplica

de maltose, glicose e frutose.

o il S Produtos de panificagao, Controle da textura, da umg, dee
confeitaria, congelados e das caracteristicas de con elame
cervejas melhoria da cor e controle g,
concentracao de agticares fermeny;
: s Vs
Sorvetes e balas Controle da higroscopicidade ;
! Ak i 0 cristalizacao it
30a37 43a53 0 Geleias, refrigerantes, Controle da docura, da Viscosidade
panificagdo higroscopicidade. Estabilizaczo dof
e espessante vor
1a2 94297 0 Alimentos infantis e para Fonte de energia instantaneg Ontrgl
atletas, geleias, produtos de da dogura, confere brilho e Promoye
: panificagio caramelizagao e reagio de Maillarg
0 10a55 42a90 Doces, refrigerantes, SupstityigéQ da_sacarose, Umectange
condimentos e molhos, evita cristalizagao e promove reagdes d
cereais, sorvetes, panificagdo  escurecimento
— i
Ciclizacdo. Produ¢io de ciclodextrinas e de cicloamilogeg,
Ciclodextrinas e cicloamiloses sio oligo- ou polissacari.
deos ciclicos produzidos pela agio das enzimas CGTage e
4-0GTase, respectivamente, sobre o0 amido.
Nas ciclodextrinas, as

hidroxilas se projetam para
fora formando uma cavidade
interna hidrofdbica capaz
de complexar compostos.
Sao usadas na dispersao de
compostos hidrofobicos em
matrizes aquosas.

Cicloamiloses apresentam
massa molecular muito
superior a das ciclodextrinas,
mas também sao capazes de
formar complexos de inclusao
com diversos compostos.

A aplicagdo das ciclodextrinas est4 intimamente ligada
a sua estrutura, na qual as hidroxilas das glicoses se pro-
jetam para fora do anel formando uma superficie exterior
hidrofilica e uma cavidade interna hidrofébica capaz dt
complexar diversos compostos (Figura 2.8). Pela formagio
desses complexos, ciclodextrinas sdo excelentes veiculos
para dispersdo de compostos hidrofébicos (aromas, pigmen-
tos, farmacos, compostos ativos) em matrizes aquosas. Pard
aumentar essa capacidade, a solubilidade de ciclodextrinss
em agua pode ser melhorada pela inclusdo de ramificagds
(glicoses e/ou maltoses) através da agio reversa de enzim®
desramificantes ou Pela aplicagio de enzimas ramificant®*
Cicloamiloses apresentam menos aplicacées industri?®
conhecidas que as ciclodextrinas, em virtude de sua m&*%
molecular muito superior, mas também sio capazes :
formar complexos de inclusio com diversos Composws
proporcionando maior solubilizagio, maior eS’fabﬂi(k.lde
ou alteragio de sua reatividade. Em consequéncia, & A
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- ’grande potencial para a aplicagdo de cicloamiloses nas
industrias quimica, farmacéutica e de alimentos.

As CGTases sdo ainda utilizadas na produgio de glicosil-
sacarose, trissacarideo formado pela transferéncia de uma
unidade de glicose do amido para uma molécula de saca-
rose. Esse agiicar, conhecido como coupling sugar, nio tem
atividade prebiética, mas é um produto nio cariogénico com
cerca de 50% da dogura da sacarose, utilizado como agente
anticristalizagio, que ndo sofre escurecimento quimico e
que tem agao supressora da retrogradagio.

L 0

&9 o CH,OH
% g/to
oq

o Jom

Cavidade
hidrofébica

Exterior
hidrofilico

n = 4(a-CD), 5(8-CD), 6(y-CD)
Figura 2.8 Estrutura quimica da -ciclodextrina e representagao esquematica das ciclodextrinas.
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Enzimas ramificantes sio
usadas para obtencdo de
amidos ramificados que
sofrem menos retrogradacao e
formam géis com melhores cor,
brilho e textura.

0s métodos para determinacao
da atividade de amilases
se baseiam em: perda de
viscosidade da solugao de
amido, perda da capacidade
de formar complexos azuis na
presenca de iodo e surgimento
de grupos redutores no meio
reacional.

Obtengdo de amido ramificado. Conforme discutidg -
ente, 110 t0pico “Panifica¢do 3 amidos Naturajg, uy dr
cozidos e resfriados, podem fafllmente SC?frer Tetrogy, .
¢do, com consequéncias indese?adas em diversog Pmdlltg‘
alimenticios: perda de frescor, sinérese etc. A Tetrograg, ..
acontece de forma mais inte'nsa entre as Cafleias de a; g
e é significativamente reduzida quanto Tals ramificyg, f
o amido em questdo. Assim, as enzimas ram.lﬁcantes Pode
ser utilizadas para obtengdo de am1do§ ramificados, cap
de gerar solugdes viscoestaveis, gue nao s?frem Tetrogryg,
¢io - ou a sofrem de forma muito reduzida - uma ver g
as cadeias laterais transferidas so curtas e incapazeg def,
zer interagdes fortes. A aplicado de enzimas ramificy,
pode ainda melhorar outras propriedades de géis de amig,

como a cor, o brilho e a textura.

» Métodos de deteccdo da atividade

Os principais métodos para determinagio da atividag,
de amilases se baseiam em: perda de viscosidade da solu:
¢ao de amido, perda da capacidade de formar complexos
azuis na presenca de iodo, surgimento de grupos redutor
no meio reacional. De acordo com o resultado obtido po
esses ensaios, pode-se determinar que tipo de amilase est
presente na amostra, como apresentado na Tabela 2.3.

Para que se possa distinguir entre as B-amilases e glico
amilases é necessério um €nsaio para verificagio do prin

cipal produto de reagio — glicose (glicoamilase) ou maltos

(B-amilase). Um método prético consiste na cromatograf

em papel do produto de reacio, em comparagio com p

drdes. Pode-se ainda determinar a liberago de glicose X
métodos enzimaticos especificos.

Tabela 2.3 Comportamento do m
apos agéo de diferentes amilases

eio reacional (solugdo/suspensao de amid

Perda de viscosidade Répida Lenta Le
Perda de cor azul (com jodo) Rapida Lenta Lenta
Formago de grupos redutores Lenta

Répida Répida__




A atividade de (GTases .pode
ser avaliada pela capacidade
as ciclodextrinas formadas de
incluir indicadores de pH em
sua cavidade, provocando a
perda da coloragdo.

Pectinases sdo enzimas
capazes e reconhecer ligacdes
glicosidicas do tipo a:-1,4
entre unidades de acido
galacturdnico ou seu derivado
metoxilado. Seu substrato sao
os polissacarideos constituintes
da lamela média e da parede
primaria de células vegetais.

Pectinases enddgenas
podem causar importantes
} alteragdes na textura de frutas
e hortalicas. Sua aplicaao na
industria de alimentos pode
trazer beneficios na obtengao
de produtos de origem vegetal.

| Assubstandias pécticas sdo

um grupo heterogéneo de
polissacarideos encontrados
na parede celular de vegetais.

Capitulo 2 / Carboidrases 43

A atividade de CGTases pode ser avaliada em placas de
Petri pela capacidade das ciclodextrinas formadas de incluir
indicadores como fenolftaleina e alaranjado de metila em
sua cavidade, provocando a perda da coloragio. Essa mesma
reducéio da cor pode ser utilizada para quantificagdo espec-
trofotométrica da presenga de ciclodextrinas. A principal
desvantagem desse método é o uso de pH alcalino para
garantir a formagio de cor pelos indicadores usados.

Pectinases

Pectinases sdo enzimas capazes de reconhecer ligagoes
glicosidicas do tipo 0-1,4 entre unidades de 4cido galac-
tur6nico ou seu derivado metoxilado (Figura 2.9). Sdo
produzidas por vegetais e microrganismos, e seu substrato
sd0 os polissacarideos constituintes da lamela média e da
parede primdria de células vegetais. Em virtude disso, pec-
tinases endégenas podem causar importantes alteragdes na
textura de frutas e hortalicas. Sua aplicacio na industria de
alimentos, no entanto, pode trazer uma série de beneficios
na obtengdo de produtos de origem vegetal. Nesses casos,
geralmente sdo aplicadas pectinases microbianas.

» Substrato

As substancias pécticas, carboidratos poliméricos com-
ponentes da parede celular e da lamela média de vegetais,
sdo um grupo bastante heterogéneo de polissacarideos com
diferentes massas moleculares e graus de esterificagio.

A parede celular confere rigidez e prote¢do a célula
vegetal sem, no entanto, interferir na permeabilidade da

H 0 0
| I [

H— C— OH C— OH C—0 — CH,

o H 0 H

oA OH OH

H H H
H\H Y on H\CH Wonw  w\PH_Won

H OH H OH H  OH

Figura 2.9 Galactose, dcido galacturdnico e dcido galacturdnico metoxilado.
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Em frutos verdes, a substancia
péctica predominante é 3
Protopectina, que € insoldve|
em agua e responsave| pela
textura firme desses frutos,

membrana. E a responsavel p.ela Mmanutengio d, turg,
do tecido vegetal. Em células jovens, ainda €m creg;, "
to, encontra-se apenas uma parede Prlfflér’la
a membrana plasmdtica. Essa parede Pl'lm.ari "Ilada
principalmente por celuloseA (na} forrfla .de mlcroﬁbrﬂas 4
volvida por matriz de substa1.1c1fls. Ppecticas (cercy g e 35y e
de hemicelulose. A parede prm.lan.a, POr suavez ¢ enVOlVida
pelalamela média (formada principalmente POT Subgty, .
pécticas), que é a responsével por manter as célulag Unig
umas as outras (como um cimento) (Figura 2.1¢

Ch.
enVolven d
a ¢ fop,

Quando para de crescer e entra no
durecimento, a célula passa a deposit
a membrana plasmitica e a parede pr
a chamada parede secundiria. Esta &
€Spessa que a primdria, pois contém maiores Proporgse;
de celulose e menores de substincias pécticas e hemice.
lulose. E comum, na parede secundaria, a deposicio d;
lignina (conjunto de compostos fendlicos complexos)
que confere muito maior rigidez e impermeabilidade

estadio de amg.
ar materig) entye
imdria, formand0
mais rigida ¢ Majs

) 0

dividida em duas pa
microfibrilas de ce]

1C0s metoxilados (esterificados com metano)

i alicos divalentes (Ca?*; Mg")
© outros carboidratos (arabinose, galactos
Tamnose e xiloge, Principalmente), por grupos fosfatados
além de ligag

Oes de hidrogénio. A protopectina é insoltvel

Lamelg
meédia

Microfibrilas
Parede de celulose
celular
icelulosé
Hemicelu
Membrang
Plasmatica

Pectina



pécticas consiste em pectina
linear: cadeias de acidos
qalacturdnicos € seus
derivados metoxilados unidos
por ligagdes oc-1 A

Uma menor fracao das
substandias pécticas dos
vegetais consiste em regioes
ramificadas compostas por
acticares neutros.

Pectina: termo geral para
substancias pécticas capazes
de formar géis.
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em 4gua e uma das responsaveis pela textura firme dos
frutos verdes. Ao longo da maturagdo, pectinases endége-
nas (protopectinases) modificam a protopectina, gerando
pectinas soluveis e contribuindo para o amaciamento do
fruto. O processo de maceragio, no qual sdo aplicadas

poligalacturonases fingicas, funciona de forma bastante
semelhante.

Em frutos maduros, a maior parte das substéncias péc-
ticas (de 60 a 90%) consiste na chamada pectina linear
(smooth-region pectin) composta por cadeias de acidos ga-
lacturdnicos e por seus derivados metoxilados ligados entre
si por ligagdes glicosidicas do tipo o-1,4. Em geral essas
substancias s3o altamente esterificadas (de 65 a 98% das
unidades) e apresentam grau de polimerizagdo entre algu-
mas dezenas até vérias centenas de unidades monoméricas.
De 10 a 40% das substincias pécticas dos vegetais consistem
em regides ramificadas (hairy region pectin) compostas por
agucares neutros (arabinose, xilose, ramnose e galactose,
principalmente), que se ligam as cadeias de acidos galac-
turénicos (nas posigdes 2 e/ou 3) e 2 hemicelulose presente
nas paredes celulares de vegetais. No entanto, geralmente, as
formas de extragao das substancias pécticas para aplicagdo
industrial promovem a hidrélise e a solubiliza¢do da fragdo
neutra ramificada, liberando a fragdo linear, que fica con-
centrada no produto final.

Outras denominagdes sdo ainda aplicadas as substancias
pécticas: pectina - termo geral para substéncias pécticas
capazes de formar géis. Normalmente se refere ao produto
extraido comercial e pode apresentar diferentes graus de
metoxilagio no polimero, o que interfere na sua capacidade
de gelificar. Pectinas com alto teor de metoxilagio (ATM)
formam gel na presenga de alta concentragio de agucares
em meio 4cido, enquanto pectinas com baixo teor de meto-
xilagio (BTM) tendem a gelificar na presenca de fons diva-
lentes. Pectinas ATM sdo também conhecidas como dcido
pectinico (Figura 2.11), enquanto pectinas BTM podem
ser denominadas 4cido poligalacturénico, 4cido péctico ou

pectato (Figura 2.12).
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o o e 5 0 1
| ,
8-o-cH,  C-O-CH, =i i CDugy |
H H fo) i (o] o) H N :
R\OH H/V 7 [NOH H/Y L \OH H/¥ j\OH H OH 0[
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Figura 2.11 Estrutura da pectina com alto teor de metoxilaco,
o o) B 2 o
I [ I
C—OH C—OH C—OH C-O-CH, c_gy
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Figura 2.12 Estrutura da pectina com baixo teor de metoxilagso,
------ e G > Fontes e principais caracteristicas |
Pectinases sao classificadas de |
acordo com seu modo de aéo, As pectinases sio classificadas de acordo com seu mody |
substrato preferencial e reagio de agdo, substrato preferencial e reacdo catalisada. Inici
catalisada em dois grupos: e e q. : ,
eiizimas desrictmilantese mente, elas podem ser divididas em: enzimas desmetoxi- |

enzimas despolimerizantes. lantes e enzimas despolimerizantes (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 Resumo das pectinases, seus substratos e produtos.

Enzima Substrato

Desmetoxilante Pectinaeste

e,

rase Pectina Acido poligalacturonico + Vegetaise

1 EC3.11m metanol microrganismos

Despolimerizante  Endopoligalacturonase  Acido Oligossacarideos (agdo Vegetais e

1 EC3.2.1.15 poligalacturonico  aleatéria) microrganismes
Exopoligalacturonase Mono e dissacarideos ‘
EC3.2.1.67 (extremidade ndo redutora) ‘

2 Endopectatoliase Acido Oligossacarideos (acio Microrganismos
EC4.2.2.2 poligalacturénico aleatoéria) \
Exopectatoliase Mono e dissacarideos |
EC4.229 (extremidade redutora) g

3 Endopectinaliase Pectina Oligossacarideos (agao Microrganis™
£C4.2.2.10

aleatoria)




pectinaesterases s30 hid’rolases
 quedivam ligagao éster,
desmetoxilando acidos
galacturbnicos estt‘rifltac?os
com metanol. Geram pectinas
com baixo teor de metoxilagao
ou acido poligalacturdnico,
além de metanol. Sdo
produzidas por vegetais e
microrganismos.

A formagdo de acido péctico
tem como consequéncias: 0
aumento da suscetibilidade
a0 ataque por enzimas
despolimerizantes; a

possibilidade de precipitacao

com (2** na forma de pectato

de cdldio.
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Enzimas desmetoxilantes

Sdo conhecidas como pectinaesterases ou pectina-
metilesterases. Sdo hidrolases que clivam a ligagdo éster,
desmetoxilando 4cidos galacturénicos esterificados com
metanol. O resultado de sua agio sio pectinas com baixo
teor de metoxilagio ou 4cido poligalacturénico, além de
metanol (Figura 2.13). A agéo das pectinaesterases sobre a

pectina tem duas importantes consequéncias, em razio da
geragdo de pectato:

* Aumento da suscetibilidade do polissacarideo ao ataque
de certas enzimas despolimerizantes

* Suscetibilidade do polissacarideo 2 precipitagdo na pre-
senca de Ca®, pela geragio de pectato de célcio (Figura
2.14). A presenga de grupos carboxilicos sucessivos ao
longo do polimero permite a formagao de ligagoes cru-
zadas mediadas por célcio (e outros ions divalentes), que
provoca sua insolubiliza¢io/precipitagao.

Pectinaesterases sao produzidas tanto por vegetais
quanto por microrganismos. As de origem vegetal atacam
a extremidade ndo redutora da cadeia de polissacarideo (no
caso das exoenzimas) ou regides préximas a grupos carbo-
xilicos livres (endoenzimas) e seguem a desmetoxilagdo ao
longo da molécula por mecanismo de cadeia simples (ou
tinica), o que gera longos trechos de 4cidos galacturdnicos
na molécula, deixando-a altamente sensivel a precipitagdo
por célcio. Irregularidades na cadeia (como a presenga de
regides ramificadas, acetilacdes etc.) inibem a agdo dessa
enzima. Sua atividade é maior em substratos de alto grau de

Figura 2.13 Ado das pectinaesterases.
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A hidrélise de pectinas
altamente metoxiladas pode
ser faclmente alcancada
pela agdo combinada
de pectinaesterases e
poligalacturonases efou
pectatoliases.

Ramnogalacturonases

530 pectinases capazes

de hidrolisar as regioes
ramificadas das substancias

pécticas.

Ol

H
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galacturénicos metoxilados (pectinas de alto teor de meto-
xilagdo). No primeiro caso, encontram-se as poligalacturo-
nases e as pectatoliases, cuja atividade decresce com o au-
mento no grau de metoxilagio do substrato (Figura 2.15).
A excegdo sdo as pectatoliases baterianas, que apresentam
maior atividade sobre pectinas de baixo teor de metoxila-
¢a0 e ndo sobre o 4cido poligalacturénico. No segundo caso
sdo conhecidas apenas pectinaliases, fortemente ativadas
na presenca de célcio e de outros fons divalentes (Figura
2.16). A existéncia de polimetilgalacturonases ainda nio
foi demonstrada. No entanto, a hidrélise de pectinas al-
tamente metoxiladas pode ser facilmente alcangada pela

a¢do combinada de pectinaesterases e poligalacturonases
e/ou pectatoliases.

Um terceiro grupo de enzimas pode ser incluido entre as
pectinases: sdo as ramnogalacturonases, capazes de hidroli-
sar as ligagdes glicosidicas entre ramnose e 4cidos galacturd-
nicos nas regides ramificadas das substincias pécticas. Sua
agdo libera oligobmeros formados por 4cido galacturdnico e
aglcares neutros como a ramnose, mas também arabinose,
galactose e xilose, entre outros. Esse tipo de atividade foi

o) o)
I Il
C—OH C—OH
H OH O H OH ® H
HO |/H H
+
OH H OH H
OH H OH H OH
OH H OH H OH

Figura 2.15 Acdo das poligalacturonases.

I i i i
Il
C—O0—CH, C—0—CH, C—O—CH, C—O0—CH,

o o o o o]

H H
H 1 /H H / H
0] > +
OH H OH H OH H

o H OH H OH H OH
H OH H OH H OH H OH

Figura 2.16 Acao das pectinaliases.
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detectado em preparados de pectinases comerciajg

zidos por fungos filamentosos.

As enzimas pectinoliticas podem ser obtidas a

As enzimas pectinoliticas
podem ser obtidas a partir de
diferentes microrganismos,
sobretudo fungos
filamentosos.

As enzimas microbianas possuem diferentes caracterj; |

i p d
diferentes microrganismos como leveduras, baCterias, . e

niger é a espécie mais comum de fungo utilizadg
produgio industrial dessas enzimas (Tabela 2.5),

Progy,

Spergilly
Pana,

ticas com base no mecanismo de a¢io, propriedades bin.
légicas e fisico-quimicas. As poligalacturonases POssuer, '
o pH e a temperatura 6timos variando de 3,5a 6,0 e de 30
a 50°C, respectivamente. No entanto, foram encontrady
enzimas obtidas de B. licheniformis e Fusarium oxysporyp, |

Tabela 2.5 Principais fontes de pectinases.

S e s L) kg
23X o

Pectinaesterase Macg, banana,
citricos, cereja, uva,
manga, mamao,
maracujd, pera,
cenoura, couve-flor,
abdbora, cebola,

batata, tomate

Maca,' abacate,?
banana,’ cereja,’
manga,' mamao,’
maracuja,’ péssego,}
pera,? cenoura,’
abdbora,? batata,’
tomate?

Poligalacturonase

Pectatoliase

Pectinaliase

oy i 8

Fungos: Aspergillus
niger, Penicillium
sp., Fusarium
sp., Rhizopus sp.,
Sclerotia sp.

Fungos: Aspergillus
niger,? Penicillium
sp.,2 Fusarium

sp.,2 Rhizopus

sp.,” Sclerotia sp.,?
Collecotrichum sp.

Fungos: Fusarium
2

sp.

Fungos: Aspergillus
niger, Penicillium sp.,
Sclerotia sp.

7 Bactérias

Uostridium sp.

Leveduras:
Aureobasidium
pullulans?
Kluyveromyces sp-
Bactérias: Ballus
sp.,! Erwiniasp.’
Streptomyces

sp.

Bactérias: Bacills
polymyxa,’ Erwinld
sp.,> Pseudomonds
sp.,* Arthrobacter
sp.,* Clostridium p-
Leveduras:
Aureobasidium
pullulans
Bactérias:
Pseudomonds:_—

'Exoenzimas, ’endoenzimas, *endo- e exoenzimas.

|
N <t |
nomicetos e principalmente fungos filamentosos, Que eggy, t

entre os mais eficazes produtores de pectinases. 4

|
|

|
t



Pectinases comerciais sao
reparados contendo,umg
variedade de enzimas fl!nglcas
(em geral de Aspergillus
sp.) que apresentam
atividade de pectinaesterase,
poligalacturonase e
inaliase, além de atividade
celuloliticae hemicelulolitica.

=

.~ Um problema na produgdo de
. sucoscitricos é a separagao
- defases causada pela agdo de
pectinaesterases nativas.
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com pH 6timo de 11. As pectatoliases possuem pH 6timo
entre 8 e 10, mas em alguns casos as obtidas de Erwinia
Sp. sdo ativas em pH 6, e as de B. licheniformis, em pH 11.
Pectinaliases possuem pH étimo de 4,0 a 5,0. As esterases
microbianas apresentam temperatura 6tima entre 40°C e
60°C e pH 6timo variando de 4,0 a 8,0.

Pectinases comerciais. Sao preparados contendo uma varie-
dade de enzimas fingicas (em geral de Aspergillus sp.) que
apresentam atividade de pectinaesterase, poligalacturonase
€ pectinaliase, além de atividade celulolitica (pela presen-
ca de B-endoglicanases) e hemicelulolitica, todas enzimas
produzidas pelo mesmo microrganismo. Em alguns casos
sdo adicionadas exocelulases de outras fontes microbianas.

» Aplicaao industrial de pectinases

Enzimas enddgenas

Pectinaesterase. Um problema recorrente na producio de
sucos citricos (de frutos que apresentam alta atividade de
pectinaesterase e atividade pouco significativa de enzimas
despolimerizantes) éa perda da turbidez e separacio de fases
no suco. Isso acontece quando pectinaesterases desesterifi-
cam a pectina em suspenso no suco, gerando 4cido poli-
galacturénico, que, na presenca de calcio natural dos sucos,
precipita, causando clarificagdo. Em sucos concentrados a
formagdo de géis de pectato de calcio impede a reconstitui-
¢ao satisfatoria do suco.

Esse fendmeno é especialmente importante em suco de
laranja, uma vez que este é produzido e comercializado em
grande volume, e tem sido bastante estudado. A maior parte
das variedades de laranja contém cerca de 12 isoformas de
pectinaesterase, em todos os tecidos do fruto. Essas isoenzi-
mas diferem entre si por sua estabilidade térmica, afinidade
por pectinas de baixo teor de metoxilagio (o que determina
o grau de desesterificagio que podem provocar) e por sua
capacidade de clarificagdo, que estd diretamente ligada ao
modo de agdo da enzima (unicadeia ou multicadeia). A
principal dificuldade no controle do problema reside na
existéncia de uma isoforma termorresistente, que depende
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Uma possibilidade de se
contornar esse problema é
a adicao de pectinaliases ou
poligalacturonases ao suco.
Na presenca dessas enzimas,
as substancias pécticas sio
hidrolisadas e nao precipitam.

A atividade de pectinaesterase
€ explorada para
aproveitamento do albedo
como racao. A precipitacao
do pectato de cdlcio expulsa
a dgua contida no bagaco,
reduzindo custos de secagem.

0 mesmo principio € usado no
interior de frutas e vegetais
processados, com o objetivo

de preservar ou aumentar sua

firmeza.

de tratamentos térmicos drasticos para inativa¢50 i
por sua vez, leva a alteragoes no sabor do sycq °bti’do Que

Uma possibilidade de se cc.>ntornar esse prop,
adicdo de pectinaliases ou pohgalacturonases 20 sy,
presenca dessas enzimas, a pectina ou dcido poligaly .
nico sio hidrolisados a oligbmeros néo sensiveis 5, cé.lr.‘
Essa hidrélise contribui para a redugio da vig cosidag ciy
suco e aumenta o teor de sélidos soluveis, Proporciop e
sucos concentrados com valores de °Brix mais elevady,

Atualmente, a concentragio de suco de laranja ¢ feita,
evaporadores multiestdgio cuja temperatura é suficieps, 0
inativacdo das pectinaesterases nativas. Alteragées de saby
causadas pelo uso de altas temperaturas so contornadag Pél
recuperagio e reincorporagao de aromas ao suco concenty,
do. Desse modo é possivel garantir a estabilidade da turbide,
do suco sem maiores danos as suas propriedades Sensoria

A atividade de pectinaesterase é explorada durant;
secagem do bagaco (principalmente do albedo) da larapj
para aproveitamento como ragdo animal. Nestes casos g
bagago ¢ tratado com uma solugio de hidréxido de céld
que ativa as enzimas nativas (pelo ajuste do pH e pela adicio
de célcio), causando rapida desesterificacio e formagiod:
pectato de célcio. Nesse processo, boa parte da dgua contidi
no bagago ¢ expulsa e pode ser facilmente removida po
prensagem, reduzindo a quantidade de 4gua que deverést
retirada pelo custoso processo de secagem.

Processo semelhante é utilizado para gerar pectato de
célcio no interior de diversas frutas e vegetais processados:
com o objetivo de preservar ou aumentar sua firmeza (te’_m"
ra). Em alguns casos a atividade de pectinaesterases Ilat“"fi
nao ¢ suficiente para o efeito desejado e pode-se int_fod‘:fals
enzimas exdgenas (em geral pectinaesterases purifica 3
de Aspergillus niger) nas frutas integras ou em peda’ A
por injecdo de solugio enzimatica. A difuséo/PenetraGao'
das enzimas pode ser muito aumentada quando 0 proc®

¢ conduzido sob vacuo. Esse processo j4 foi aplicad® C; g

% t0
Sucesso em morangos, magas e péssegos em calda (av
vados e misturados em iogurtes).




A agdo de pectinaesterases
¢ poligalacturonases

influencia significativamente
a conservagao pos-colheita
de tomate, reduzindo a vida
de prateleira pela perda da
textura.

0 processamento industrial
varia de acordo com o efeito
- sobre as pectinases do tomate:
! hat break promove a inativacao
 térmica das pectinases e cold
break permite a atividade das
enzimas nativas.

A da'riﬁca;éo de sucos de
S € maior e mais antiga
aplicagio de pectinases
comerciais,
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Pectinaesterase e poligalacturonase. Entre os produtos de im-
portincia comercial, o que apresenta maior atividade de
ambas as enzimas combinadas é o tomate. A presenga des-
sas enzimas influencia significativamente a conservagdo
pés-colheita e o processamento do fruto.

No caso do produto in natura, a atividade combinada de
pectinaesterases e poligalacturonases nativas reduz a vida
de prateleira da maior parte das variedades de tomate, por
provocar rapido amaciamento do fruto (perda da textura
desejavel) e aumentar sua suscetibilidade a danos mecénicos
durante transporte e comercializagio. Uma solugdo para essa
dificuldade foi o desenvolvimento de variedades genetica-
mente modificadas de tomate, produtoras de menores teores
dessas enzimas, que também sintetizam menos etileno que
as variedades ndo modificadas.

Na obtengio de produtos de tomate sdo utilizados dois
tipos basicos de processamento, de acordo com o efeito a
ser provocado sobre a atividade das pectinases nativas.

Hot break (90°C). Processo que promove a inativagdo térmica
das pectinases imediatamente ap6s o despolpamento. Ga-
rante a manutengio do contetido de pectina da polpa, ge-
rando pastas altamente viscosas, aplicadas na produgio de

ketchup, sopas e molhos.

Cold break (40°C). Processo que promove um periodo de re-
pouso ap6s o despolpamento, garantindo a atividade das
enzimas nativas. Proporciona a obten¢ao de sucos pouco
viscosos. Estes, quando concentrados, sio usados como
flavorizantes e corantes em produtos cuja consisténcia é
garantida por outro ingrediente (amido, gomas, gelatina
etc.). As pastas produzidas por esse processo, quando re-
constituidas, ndo apresentam viscosidade caracteristica de

molho de tomate.

Enzimas exdgenas

Clarificagdo de sucos de frutas. E a maior e mais antiga apli-
cagio de pectinases comerciais. Apés a extragdo, a maior
parte dos sucos de frutas é turva e apresenta alta visco-

idade. Em alguns sucos como os de laranja e de toranja,
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A turbidez é causada por
proteinas com carga positiva,
envoltas por substancia péctica
de carga negativa. A acio de
pectinases expde o niicleo
positivo, que atrai a capa
negativa de outras particulas,
aglomerando particulas
grandes, que precipitam.

A viscosidade do suco é
causada por pectina e
hemicelulose dissolvidas.
A despolimerizagao por
pectinases leva a reducdo da
viscosidade.

Proteina
Pectina /

Aglomeragio

eletrostatica

por exemplo, a turbidez ¢ d~esejada e c}eve ser Presey,
porém sucos de uva, maga € pera sdo comey Cialj
clarificados e devem passar p?r um pro.cesso de trad?s ~
ou centrifugagio para remoc¢éo da turbidez, A agy 50%0 j}
pectinases reduz a viscosic.la.lde € provoca precipitagao &

particulas de turvagao, fac111tandf> sua remociq Pelog A
cessos de filtragio e centrifugacgio, aumentand, reﬁrg.
mento do suco clarificado e a vida 1til de equipamen:h‘
como filtros e finishers. 0

A turvagdo em sucos é causada basicar.nente PO progy
nas do citoplasma vegetal, carregadas POsitivament,e nopy
acido dos sucos, envoltas por substincia Péctica de can
negativa. Essas particulas se mantém em suspenss, (Fi
2.17) devido a repulsdo de sua carga superficial
A degradagio parcial da pectina dessas particul
exposicdo do nuicleo proteico (carga positiva), Possibilitgy,
do a atragio do nucleo de algumas particulas Pela capa g,
outras, o que acaba por gerar particulas de tamanho muity
grande, que precipitam. A viscosidade do suco é causady
por pectina e hemicelulose dissolvidas (no comprometidas

com as particulas proteicas). Quando estas sio hidrolisadas

(negativa),
aS permite,

Pectina em
suspensio
devido a repulsao
eletrostatica

=

Acdo de
enzimas
pectinoliticas

Exposigao de
superficies de
cargas opostas

por atragdo

Figura 2.17 Turvaio em sucos de frutas e sua darificagao por enzimas.



0 uso de pectinases auxilia no
processo de extragao de sucos
pelo rompimento das paredes

Em frutas vermelhas a hidrglise
‘ da parede celular libera
P[gmentos para o suco, 0 que
€ desejado na producdo de

i

f

celulares.

vinho tinto,
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a cadeias menores (despolimerizagio), a viscosidade fica
significativamente reduzida.

A clarificagio e a redugio da viscosidade podem ser
alcangadas pelo uso combinado de pectinaesterases e po-
ligalacturonases - indicado para todos os sucos e princi-
palmente para suco de uva, cuja pectina tem baixo teor de
metoxilagdo - ou pela adi¢io de pectinaliases — indicado
basicamente para magis, cuja pectina é altamente esterifi-
cada. E importante notar que o pH do suco deve ser tal que
as particulas de proteina assumam carga positiva. Em sucos
com pH artificialmente elevado, a agdo das pectinases nao
apresenta efeito na remogio da turvagio.

Extracdo de sucos. A obtencdo de um suco de fruta consiste na
separagdo da parte liquida da polpa da fruta - formada ba-
sicamente pelo contetido vacuolar das células — de sua par-
te sdlida insoluvel - os componentes das paredes celulares,
principalmente celulose e pectina. Essa separagio, em geral,
é alcangada por prensagem da polpa da fruta: neste caso, a
saida da parte liquida depende do rompimento mecanico
das paredes e membranas celulares. O uso de pectinases au-
xilia nesse processo, facilitando o rompimento das paredes
e aumentando o rendimento da extragio.

Algumas polpas de frutas, principalmente as com alto
conteddo de pectina solivel, sao especialmente dificeis de
prensar, o que ocasiona muito baixo rendimento em suco.
Nesses casos, a adigdo de pectinases a polpa promove a
hidrélise da pectina, gerando sucos menos viscosos, mais
faceis de extrair, melhorando as caracteristicas de prensagem
e aumentando em muitas vezes o rendimento.

Em frutas vermelhas a hidrélise de componentes da pa-
rede celular auxilia a liberagao de pigmentos para o suco.
Esse efeito é especialmente desejado na produgio de vinho
tinto, reduzindo o tempo de macerag¢io da casca no mosto
(necessério para a extragdo das antocianinas).

Nesses procedimentos a combinagao de enzimas aplicada
pode ser a mesma utilizada para clarificacéo, devendo, da
mesma forma, ser levado em consideragdo o grau de este-
rificacdo da pectina da fruta em questao.
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Pectinases auxiliam ainda na
extracao de azeites — dleos
obtidos de frutos.

Liquefagao é a transformacio
da polpa em suco,
independentemente de
prensagem. Ocorre pela
hidrdlise da parede celular da
matéria-prima.

Vantagens da liquefacao:
aumenta o teor de sélidos do
suco, nao ha bagaco e pode
ser aplicada em frutos que nao
se adaptam ao processo por
prensagem.

Maceracao € a solubilizacao
da lamela média dos tecidos
vegetais que gera polpas
contendo células intactas.

Vantagens da maceragao:
auséncia de rea¢des
degenerativas e manutencao
de alto contetido de fibras.

O uso de pectinases tem sido aplicado aing, nae
de azeites de diversos produtos: azeitonas, dendg l);t {)a?éq
coco etc. 2 Ay

Liquefagdo. E o processo que independe de Prensage
transformagio da polpa em suco. Nesse caso, 5 PolIl>n o
liquefeita pela hidrélise dos componentes da paredeace to
dos vegetais. Para que 0 processo seja eficiente, deveelular
usadas, em conjunto, pectinases e celulases que, deVim S
efeito sinérgico de suas atividades, sdo capazes de hidy 0
até 80% dos polissacarideos presentes na polpa, gr:hsm
hidrélise atingido — produgéo de sucos limpidos, turvou de
viscosos - é dependente do acesso das enzimas ao Substso
e est4 sobretudo relacionado com a presenga e a cop, cent
¢do de lignina no produto. Sucos de mamao assim Obtidoh
sio totalmente limpidos, enquanto os de magi sio turvgg :
os de cenoura s30 ViSCOSOs.

A liquefagdo ¢ um processo interessante sob diversogg;.
pectos: aumenta o teor de s6lidos do suco (que é de interes
para a industria de sucos concentrados), reduz a préxin
de zero a produgdo de residuos (ndo ha bagaco) e podeser
aplicado com sucesso em frutos que nio se adaptam bemao
processo de extragdo convencional por prensagem (banan, |
manga, goiaba etc.). No entanto, sua aplicag¢do nio é muito
difundida principalmente por problemas legais: sucos obti
dos desta forma néo se encaixam no padrao de identidade
da maioria dos paises (principalmente na Unido Europei
onde o uso de celulases é proibido em produtos de frutss)

Maceragdo. £ o processo de hidrélise e solubilizagio dal+
mela média dos tecidos vegetais, gerando polpas de frots
e vegetais contendo células intactas. Essas polpas, ap lica
na produgio de alimentos infantis, pudins, iogurtes ¢ Pu;
rés, apresentam uma série de vantagens sobre 0S Pf"dutt:)_
convencionais (polpas homogeneizadas mecanicar'neznt(;
auséncia de reagbes degenerativas — como escureclmadas |
enzimdtico e destruicdo de aromas e vitaminas - Ca-usento
pelaagio de enzimas endégenas liberadas pelor Ompm:lasﬂ
celular; manutencio de alto contetido de fibras - 3P° ane
lamela média é hidrolisada, as paredes celulares p It

cem como parte integrante do produto.




Descascamento enzimatico é

a hidrélise do albedo de frutas

dtricas, separando a fruta em
gomos.

Liberaao de precursores de
aroma em vinhos — hidrélise
dos terpenos glicosilados por
B-glicosidases e hemicelulases.

Capftulo 2/ Carboidrases 5 7

Para obtengéo dessas polpas, o vegetal sofre uma desinte-
gracdo mecénica suave e ¢ adicionado de poligalacturonases
Ou pectatoliases purificadas. Na auséncia de pectinaesterases,
a acio dessas enzimas é bastante limitada, causando apenas a
solubilizaio da lamela média. Ocorre assim a perda de coe-
so entre as células - formagio de polpa, além da geragdo de
oligbmeros, que contribuem para dar cremosidade ao produto.

Este processo ¢ aplicado na produgio de puré de cenoura
para formulagdo de alimentos infantis e na produgio de
puré de batata instantineo. Neste caso, 0 amido deve ser
previamente gelatinizado e o uso de maceragio impede que

ele vaze das células, evitando a textura grudenta no produto
reconstituido.

Descascamento enzimatico. Consiste na hidrélise do albedo de
frutas citricas (principalmente laranjas e toranjas) entre a
casca e a polpa e entre segmentos da polpa, de modo a sepa-
rar a fruta em gomos. O processo depende da aplicacio de
pectinases, sob pressdo ou vicuo, nas frutas integras. Apés o
tempo de hidroélise a casca deve ser retirada manualmente.
Os gomos da fruta sio, entio, resfriados e embalados para
comercializagdo como produtos minimamente processados.
Esse tipo de produto é bastante difundido nos EUA e no Japao.

Liberagéo de precursores de aroma em vinhos. Trés enzimas exé-
genas principais, pectinases, f3-glicanases e hemicelulases,
tém sido amplamente utilizadas para hidrolisar os polissa-
carideos na parede celular a fim de melhorar o processo de
maceracao e extragdo da cor natural da casca da uva, para
otimizar os processos de clarificacio e filtracio e, finalmen-
te, melhorar a qualidade e a estabilidade do vinho, Alcodis
monoterpénicos sdo considerados substancias de extrema
importancia na formagio do aroma de diversos tipos de vi-
nhos. Sua liberagdo depende da hidrélise dos terpenos gli-
cosilados presentes no mosto fermentado e que ¢ atingida
pela agdo de B-glicosidases e hemicelulases (arabinosidase,
ramnosidase etc.). Essas enzimas devem ser adicionadas
a0 mosto, logo ap6s a fermentagio, para agir de 15 dias a
1 més. A duragédo do tratamento deve ser determinada sep-
sorialmente por provador especializado. Uma vez atingido o
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A aplicacao de pectinases na
produgao de vinhos melhora
a extracdo dos componentes
soltiveis das uvas, reduz o
tempo e os custos de filtragdo e
aumenta o volume de mosto,

Eliminagao de amargor em
sucos citricos — hidrdlise
de naringina amarga por
naringinases (ct-ramnosidase +
B-glicosidade). A aglicona ndo
éamarga.

Eliminacao de cristais em sucos
concentrados — hidrolise de
hesperidina por naringinases,
A aglicona é muito mais
solivel.

aroma desejado, 0 mosto deve ser adicionady de bey
(auxiliar de clarificagdo/filtragao) que interrompe a at‘o-Ilita
de enzimatica por precipitagao. Atualmente, s pect-l“da‘
(Aspergillus niger e Penicillium notatum) esti, send lngg,
em 3 etapas durante a preparagéo do vinho Para p

a condicio de opacidade e a capacidade de extra éoofar
componentes soltveis das uvas, para reduzir tep )
filtracio e para aumentar o volume de mosto, COnSeque
temente, a adigdo de pectinafes.aumenta 2 quantidyg, d;
componentes fenolicos extraiveis, tais como aNtogig:
e taninos, que séo responsaveis por melhorar ¢ gy},
intensidade da cor nos vinhos.

Orea

Eliminacao de amargor em sucos citricos. O AMargor em sucgg ;-
tricos se deve sobretudo a presenca de naringina, um, g,
vanona glicosilada por um dissacarideo composto de yp,
unidade de ramnose ligada a uma unidade de glicose po
uma ligacdo a-1,2. A liberagdo da aglicona por carboidy,
ses especificas promove a eliminagio do sabor amargo e¢
alcancada pela remogdo sucessiva dos residuos de 1.t
nose e de p-glicose através da acio de um complexo het
rodimérico composto de duas subunidades com atividads
especificas de a-ramnosidade (EC 3.2.1.40) e B-glicosidas:
(EC3.2.1.21), conforme ilustrado na Figura 2.18. A remogh
da ramnose gerando prunina jé reduz significativamenteo
amargor, uma vez que a prunina é cerca de trés vezes mens
amarga que a naringina. A maioria dos preparados comet
ciais, geralmente denominados naringinases, apresenti
atividade tanto de o-ramnosidase quanto de B-glicosidade
€ s20 produzidos principalmente por fungos filamenfos®
especialmente do género Aspergillus (A. nigere A. aculedt

Outra flavanona de importancia em sucos Ci“ial)s
concentrados ¢ a hesperidina. A forma glicosilada (pe
mesmo dissacarideo da naringina) pode cristaliza! erz
Sucos concentrados, sobretudo de tangerina, causa?
alteracdes indesejéveis de aparéncia e sensagao bu°, '
entanto, a aglicona (hesperetina) ¢ muito mais SOIUVCO
nao cristaliza nas condi¢des normais de prOCessamen i
armazenamento desses produtos, Naringinases come®

-



Aatividade das pectinases
é determinada sobre 4cido
E poligalacturdnico ou pectina,
- deacordo com a enzima em
[ estudo. Por sua vez, a atividade
| de pectinaesterase ¢é avaliada
pfela formacéo de grupamentos
adidos como consequéncia da
- desmetoxilagéo dos uronideos.
A atividade de hidrolases e
liases pode ser diferenciada
Por espectrometria de luz UV,
Uma vez que os uronideos
insaturados absorvem a
235 nm.

(o]
OH (o)
o) ‘ OH
HO (0]
CH,
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CH,OH OH

OH CH,OH OH o
OH o OH Ken, )
0. : o + OH
OH OH a-L-ramnosidade 0 OH OH
Naringina Ramnose
W
O
OH
O  Prunina
OH OH
OH CH,OH OH CH,OH
OH OH
o o Glicose
Q p-galactosidade OH * OH
e 0 O
O~ T
OH
O  Prunina OH o Naringina

Figura 2.18 Liberagao de naringenina pela acao de naringinase.

sdo eficientemente aplicadas na hidrélise de hesperidina,
evitando a ocorréncia de cristais.

> Métodos de deteccdo da atividade

A atividade das pectinases ¢ determinada sobre solug¢des
de 4cido poligalacturénico ou pectina, de acordo com a es-
pecificidade da enzima em estudo. Sdo parametros a serem
determinados: a perda de viscosidade da solugéo e o surgi-
mento de grupos redutores no meio reacional. A combina-
¢io desses dois métodos de avaliagdo permite verificar se a
enzima em questdo tem padrdo endo- ou exo- de atividade.

A atividade de pectinaesterase é geralmente avaliada pela
formagio de grupamentos acidos como consequéncia da
desmetoxilagio dos residuos de uronideos. Isso pode ser
avaliado titulometricamente, pela adi¢do estequiométrica
de NaOH ao meio reacional, ou espectrofotometricamente,
por alteragio da coloragéo de indicadores de pH adicionados
20 meio, como azul de bromotimol, por exemplo.
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A biomassa lignocelulésica

é composta principalmente

por celulose, hemicelulose e
lignina.

A celulose é um homopolimero
linear formado por
unidades de glicose, unidas
por ligagdes -1,4. Para
hidrélise da celulose, trés
grupos de enzimas precisam
atuar sinergicamente:
exoglicanases, endoglicanases
e B-glicosidases.

A atividade de hidrolases e liases pode ser dife

por espectrometria de luz UV, uma vez que ¢ u:enf:ia 4
insaturados, formados pela agdo de liases, abSoronldeos
faixa entre 220 e 260 nm, com pico em aprOXimadvem N
235 nm, que pode variar de acordo com o py o e
entre outros fatores. Por isso, € aconselhéve] q ete Mejg
a absorgio do produto de reagdo dentro dessy f,; Ming,
deteccio da atividade de liases. Uma metodologj -
o uso do método periodato-TBA. Nesse método, o b ¢
da reagdo deve ser oxidado na presenca de 4cido Peri(;dl,lt“
em 4acido sulftirico. Havendo monouronideos insaturdlco
na amostra, eles se degradardo, gerando malonal deidoados
reagird com o 4cido tiobarbitdrico para formar um, c’;llue
ragdo avermelhada, que absorve a 532 nm. Esse métod(,o:
aplicivel mesmo quando o resultado da rea¢do nio abSorvee
235 nm, possivelmente porque se apresenta na forma linea:
(4cido 5-ceto-4-desoxigalacturdnico) e ndo ciclica,

Celulases, hemicelulases e ligninases

» Substrato

A biomassa lignocelulésica é composta principalmente
por celulose (35 a 50%), hemicelulose (25 a 30%) e lignina
(25 a 30%).

A celulose é um homopolimero linear formado po
inimeras unidades de glicose, ligadas entre si por ligaoes
glicosidicas 3-1,4. A unidade basica de repeti¢do,a celobiose
(Figura 2.19), é um dimero de glicose. As cadeias linear®
de glicose podem estar ligadas entre si por ligagoes de
hidrogénio, formando regides cristalinas, ou podem no
estar ligadas, formando regides amorfas (que representd®
apenas cerca de 15% do total). O conjunto das cadeias @

CH,OH CH,OH
(o)
H
H
oR®H H
H OH H OH

Figura 2.19 Ligagdo 3-1,4. Celobiose.



Hemicelulose € uma estrutura
formada por diferentes
polimeros de pentoses
¢ hexoses. As principais

hemicelulases sao as
xilanases, as glicuronidases,
as arabinofuranosidases, as
galactosidases e as mananases.
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glicose (regides cristalinas e amorfas) forma as fibrilas da
celulose, que unidas formam as microfibrilas (com didmetro
de aproximadamente 30 A). Para uma eficiente hidrélise
da celulose, trés enzimas precisam atuar sinergicamente:
exoglicanases, endoglicanases e B-glicosidases.

Nas paredes celulares a celulose se liga s substancias
pécticas e 4 lignina por polimeros de hemicelulose (Figura
2.20). O substrato hemicelul6sico é uma estrutura amorfa e
complexa de carboidratos, consistindo em diferentes poli-
meros formados por pentoses (xilose e arabinose) e hexoses
(manose, glucose e galactose). As hemiceluloses possuem
ainda cadeias laterais constituidas de acido acético, pento-
ses, dcidos hexurdnicos e desoxi-hexoses (0-L-raminose,
a-L-fucose), que sdo responséveis pela solubilidade do po-
lissacarideo em 4gua e/ou em 4lcalis. A hemicelulose é uma
estrutura mais sensivel, térmica e quimicamente, que a celu-
lose, mas confere maior estabilidade mecanica, flexibilidade
e elasticidade a estrutura celulose-hemicelulose-lignina. As
principais hemicelulases sdo as xilanases, as glicuronidases,
as arabinofuranosidases, as galactosidases e as mananases
que hidrolisam ligagées glicosidicas, enquanto acetil- ou
feruloil-esterases hidrolisam ligagdes éster de grupos laterais
de acetato ou 4cido ferulico na estrutura da parede celular
dos vegetais. Hemicelulases sao produzidas sobretudo por
fungos filamentosos, especialmente por Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger, Trichoderma sp., entre outros.

Celulose asseoee®
SO0000D Co00ee

Hemicelulose Saegeeee

@ Glicose @ Pentose
@ @ @ Compostos aromaticos

Figura 2.20 Esquema da organizagdo dos diferentes constituintes do complexo lignocelulsico.
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Alignina é um polimero
aromatico heterogéneo, com
estrutura tridimensional de
unidades de fenilpropano
unidas por ligagdes éter, nio
hidrolisaveis sob condicdes
bioldgicas.

A degradacao da celulose
em matrizes lignoceluldsicas
depende de: acesso as
microfibrilas, teor de
umidade e tamanho de
particula, teor de lignina,
grau de cristalinidade e de
polimerizacao da celulose
e grau de revestimento por
hemicelulose.

Celulases sao carboidrases
que clivam ligacdes 3-1,4
entre unidades de glicose. Sao
elas: (x celulase (endoenzima
que libera oligossacarideos),
celobio-hidrolase (exoenzima
que libera glicose e celobiose),
celobiase (exoenzima que cliva
celobiose) e glico-hidrolase
(que remove unidades de
glicose das extremidades de
polimeros).

A lignina é um polimero aromético heterogéneo
estrutura tridimensional, composta em granq, . %y
unidades de fenilpropano (4lcool coniferilico, élcoslrt ¢ dy
pilico e dlcool p-cumarilico) geralmente unidas p, lg san
éter, que nio sio hidrolisdveis fob condig¢es big) 5 .cagﬁg;
acoplamento dessas unidades nao ocorre de maneir, reas-fﬂﬂi;j‘
e repetitiva, ao contrario, a uniao ocorre de form, aleaté?l;}
por meio de reagdes radicalares entre os seus trag all |
precursores. A lignina age como material ligante pr?f"
chendo o espago ao redor e entre a celulose e hemj Celulsl,l‘i«:
complexando-se com os polimeros e conferindo Tigidegy
protegio A degradagdo enzimadtica, microbiana e o

da parede celular.

A degradagio da celulose do material lignocelul(’)sico en.
frenta muitos obstéculos, atribuidos a fatores morfoldgicys
e fisico-quimicos, com consequente resisténcia a hidrgfs,
enzimdtica. A acessibilidade das microfibrilas internag ea
porosidade do material, o teor de umidade e o tamanho ¢,
particula do substrato, assim como o teor de lignina, o gray
de cristalinidade e de polimerizagao das fibras de celulog
e o revestimento de hemicelulose estio entre os principais
fatores a serem considerados. A hidrolise requer, portanto,
multiplas enzimas com diferentes especificidades (Tabels
2.6) para desconstruir a complexa estrutura lignocelulésics
mais especificamente, uma agéo sinérgica de ligninoceluls-
ses: celulases, hemicelulases e ligninases.

» Fontes e principais caracteristicas

Celulases sdo enzimas hidroliticas (carboidrases) capaz
de romper as ligagdes glicosidicas B-1,4 entre unidades d¢
glicose. Existem 4 tipos de celulases:

Endo-1,4-B-0-glicanases (EC 3.2.1.4 — Cx celulase). Rompem &%
lulose, desordenadamente, no meio da molécula, hl?era?t;
do oligossacarideos B-1,4. Muitas endoglicanases 140 si;
capazes de atacar celulose cristalina, agindo aPena}S. soin’
a fragdo amorfa do polimero e fazendo uma hidro.l g 1
completa. Glicanases capazes de atacar celulose crist=
sdo bem raras e, em geral, de a¢dao muito lenta.
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M Substrato

s

Eﬁdogli@mse Regido interna amorfa Oligossacarideos Aspergillus niger, Bacillus sp.,

B304 da celulose Streptomyces sp., Trichoderma
viride
Eroglicanase (celobio-hidrolase)  Extremidade da celulose Glicose e celobiose Aspergillus niger, Trichod_ennd
£C32191 viride, Trichoderma reesel
licosidase Celobiose Glicose Aspergillus niger, Trichoderma
32120 viride, Trichoderma reesei
Hemicelulases :
Endo-P-1,4-xilanase Regido interna daxilana  Oligossacarideos Aspergillus niger, Aureobasidium
3218 pullulans, Penicillium
chrysogenum, Bacillus subtills,
Trichoderma viride
B-xilosidase Oligossacarideos de Monossacarideos Aspergillus oryzae, Aspergillus
EC(32137 xilana japonicus, Aspergillus awamori
Exo-1,4-B-o-glicanases (EC 3.2.1.91 — Celobio-hidrolase). Rompem
a celulose a partir da extremidade, liberando glicose e ce-
lobiose (dissacarideo de glicoses B-1,4).
B-glicosidases (EC3.2.1.21 - Celobiase). Rompem a celobiose li-
berando glicoses. Atuam também como exoenzimas sobre
oligossacarideos B-1,4.
Glico-hidrolases (EC3.2.1.74). Removem unidades de glicose da
extremidade de polimeros (celulose) e oligdmeros de alta
massa molecular.

As celulases sdo produzidas por diferentes géneros de
microrganismos: bactérias anaerébias do trato digestivo
de ruminantes (Ruminococcus sp.) e outros herbivoros;
bactérias aerdbias (Bacillus subtilis, Cellulomonas sp.,

.................................. Pseudomonas fluorescens); fungos filamentosos do solo
C:llit:l:)sres sao produzidas por (Aspergillus nidulans, A. niger, A. oryzae), degradadores de
bels ?;:;Tgia;“’::;‘s‘:: madeira ou fitopatogénicos; e actinomicetos (Streptomyces
Aspergills niger, Peniciliam sp.). Os principais microrganismos produtores so os fun-
oulicum, Trichoderma viride e gos filamentosos Aspergillus niger, Penicillium oxalicum,
Trichoderma reesei. Trichoderma viride e Trichoderma reesei.

Embora, na natureza, esses microrganismos sejam extre-
mamente eficientes na degradagio da celulose, os extratos
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Para hidrélise de celulose
cristalina na matriz
ligninocelulésica é

indispensével um pré-
tratamento, como choque
acido ou alcalino, moagem,
explosao de vapor, uso de
solventes organicos, incubagao
com fungos ou aplicagdo de
enzimas ligninoliticas.

Celulases sao usadas, em
conjunto com enzimas
pectinoliticas e com
hemicelulases, na extracao/
liquefagao de sucos e no
tratamento do café.

Hemicelulases sao enzimas
capazes de hidrolisar
os polissacarideos da
hemicelulose. As mais
importantes sdo xilanases e
xilosidases.

As hemicelulases sao
produzidas em conjunto com
as pectinases por diversos
fungos filamentosos aplicados
na sua produgao comercial, por
exemplo: Aspergillus niger.

enzimaticos produzidos por eles nio apy —
eficiéncia in vitro. Para resultados satisfatériog ¢ ; “.Ine%a
vel um pré-tratamento da celulose, para destryjs sp%
¢oes cristalinas do polimero. Os tratamentog m :io B
envolvem choque 4cido ou alcalino, moagem, exs
vapor, uso de solventes organicos, incubagio conf)losao h
aplicagdo de enzimas ligninoliticas. No entanto, emﬁu.lg“h
dessas dificuldades, a obtencao de glicose e outrgy , .,
(xilose, por exemplo) a partir de material li gninoca Car

: elula
ainda é um processo comparativamente muito carouléslco

Celulases sdo usadas, em conjunto com enzimag

noliticas e com hemicelulases, na extragio de SHCOSecn,
5 3

tratamento do café. )

T ST N N

Hemicelulases sao um grupo de enzimas Capazes e}
drolisar os polissacarideos classificados como herniCe]ulo“:
Em razio da complexidade e da heterogeneidade g, Su
estrutura, a completa degradagio da hemicelulose Tequer;
agdo de vérias hemicelulases. Entre elas as mais importap
sio xilanases (endoenzimas) e xilosidases (exoenzimasqe
hidrolisam ligagdes do tipo 3-1,4 entre unidades de xilos),
Existem ainda enzimas acessérias ou desramificantes, que
removem grupos laterais ou substituintes, como as 0.1
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), as o-D-glicuronidass
(EC 3.2.1.139), as acetil-xilana esterases (EC 3.1.1.72) ees
terases de acidos fendlicos (acido fertlico - feruloilesteras
EC3.1.1.73 - e 4cido p-cumdrico esterases). As xilanasesd
origem flngica sdo geralmente mais ativas em pH entre 3
e 6,5 e entre 40 e 60°C. As xilanases de origem bacterian
sd0 mais ativas em pH entre 5,0 a 8,0 e entre 50 € 80°(_3-‘
maioria das xilanosidases de fungos apresenta um pH ot
de atividade entre 4,0 e 5,0 e uma temperatura 6ﬁmafl‘j
pode variar de 40 a 80°C. As hemicelulases 30 Pr"dwi
em conjunto com as pectinases por diversos fungos fila ]
tosos aplicados na sua produgio comercial, PO exct?
Aspergillus niger.

. ~ . ) z .dativo q
A biodegradagio dalignina é um processo ox:ixa et

envolve um complexo sistema enzimatico de balX: vem
ficidade, geralmente produzido por fungos 4u¢ "

,Af/



A biodegradagdo da lignina
¢ um processo oxidativo
queenvolve um complexo
Sistema enzimatico de baixa
especificidade.

As principais enzimas
envolvidas sao lignina
peroxidase, manganés
peroxidase e lacase.

Xiloligossacarideos sao
utilizados como edulcorantes
¢ prebidticos em alimentos.
Podem ser obtidos por
tratamento enzimatico da
hemicelulose aplicando endo
B-1,4-0-xilanases.
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madeiras, designados fungos de decomposigio (Phanaero-
chatae chrysosporium, por exemplo). As principais enzimas
envolvidas sdo lignina peroxidase, manganés peroxidase e
lacase.

> Aplicagdo de xilanases

Oligossacarideos obtidos a partir de xilana

Os xiloligossacarideos, oligdmeros formados por unida-
des de xilose, sio utilizados como aditivos em alimentos,
principalmente como edulcorantes, e sio considerados pre-
bidticos, fornecendo substrato seletivo para o crescimento
de probidticos como Lactobacillus sp. e Bifidobacterium
bifidum e de inibigao a proliferagdo de bactérias patogénicas
no intestino. A obtengio de xiloligossacarideos a partir de
materiais lignoceluldsicos pode ser feita diretamente por
hidrélise 4cida e posterior purificagdo, ou ainda em duas
etapas: extragdo da hemicelulose do material lignocelu-
16sico por processos de auto-hidrolise, hidrélise acida e
pré-tratamento alcalino; e hidrélise dcida ou tratamento
enzimatico da hemicelulose pela utilizagao de xilanases. A
endo B-1,4-p-xilanase atua na cadeia principal das xilanas
gerando xiloligossacarideos de baixo grau de polimerizagao.

A via enzimatica, por agdo de endoxilanases, é a mais
desejavel - uma vez que nio hd subprodutos gerados du-
rante a hidrélise e a formagdo de monomeros de aguicares é
baixa, independe do uso de equipamentos especiais, além
de se tratar de um processo limpo que ocorre em condigdes
amenas de pH e temperatura. Além disso, é possivel reduzir
os custos de produgao pelo redso de enzimas imobilizadas.
No entanto, o processo enzimdtico é facilmente inibido
por compostos presentes na biomassa lignocelulésica, o
que demanda aplicagdo de pré-tratamento para a remogio
desses compostos geralmente relacionados a defesa das
plantas.

Enzimas xilanoliticas na panificagio

O trigo tem a capacidade de formar massa viscoeldstica,
e as proteinas formadoras do gliten, a gliadina (que con-
fere alta extensibilidade e baixa elasticidade da massa) e a
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Endoxilanases atuam
sobre a fraao insolivel de
arabinoxilana da farinha,
promovendo sua solubilizacao
com melhoria da qualidade
da massa. Em excesso, sua
agao pode gerar produtos
defeituosos.

A capacidade das enzimas de
hidrolisar ligagdes envolvendo
diferentes residuos de
monossacarideos pode ser
avaliada pelo uso de substratos
sintéticos especificos do tipo
p-nitrofenil-glicosideo.

glutenina (que confere baixa extensibilidade e o) . ‘
dade) sdo as principais responsaveis pela formy, ela%
filme. A massa, entdo, retém o gds produzidg duo dey,
processo de fermentagdo, € nos primeiros eStégioernM
zimento no forno, e o pdo é capaz de crescer. A f,: :
trigo geralmente contém aproximadamente 80% de . .
12% de proteinas e 2 a 3% de arabinoxilana. A arabin::i’lldq
da farinha consiste em uma fragao soltivel em dguae,
fragio ndo solvel, formada pela combinagio de interau~
covalentes e ndo covalentes com outros componente, \
parede celular, tais como proteinas ou celulose, A ik
nio soltvel apresenta efeito negativo na qualidade da \
interferindo na formagao da rede de gliiten: essa frac, i
grande capacidade de retendo de dgua, competind, pel
umidade com outros componentes da farinha e a deixap,
indisponivel para o desenvolvimento do gliten. Além dig,
forma barreiras fisicas ao gliten durante o desenvolvimer,
da massa, o que desestabiliza as bolhas de gés e resultay
diminuigio do volume do péo.

Endoxilanases atuam sobre as fracdes ndo soliveis ¢
arabinoxilana, promovendo sua solubilizagdo. Isso levai
redugio da capacidade de retengéo de dgua e ao aument
da viscosidade, da flexibilidade e da estabilidade dossistem
da massa. No entanto, o uso de endoxilanases em exces
pode resultar na perda da capacidade de retengéo dedgu
da massa e, assim, gerar produtos defeituosos: massas frac
e inconsistentes e pies com estrutura do miolo, distribuici
de bolhas de gs e cor da crosta indesejaveis.

» Métodos de deteccdo da atividade

A capacidade das enzimas de hidrolisar ligagoes " l'
vendo diferentes residuos de monossacarideos (g™
xilose, galactose) pode ser avaliada pelo uso de subs@“’j
sintéticos especificos. Sao encontrados substratos i 0
p-nitrofenil-glicosideo que podem apresentar ligago®
tipo  ou B. Nesses casos, observa-se a libera¢io €
trofenol a 405 a 410 nm.

a sobre®

A atividade de celulase pode ser determinad com?
lulose insoltvel (utiliza-se um pedago de papel o




—
{

A atividade de celulase
ode ser determinada
sobre celulose insolivel ou
| sobre celulose modificada:
carboximetilcelulose
itamente soldvel ou Avicel®
dealta cistalinidade.

| Aatividade de xilanases
¢ xilosidases pode ser
determinada sobre xilana
extraida de alguns tipos de
madeira.

B-galactosidases sao
enzimas capazes de clivar
ligagdes glicosidicas do tipo
B envolvendo galactoses e
arabinoses. Seu principal
substrato € a lactose.
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substrato) ou sobre celulose modificada: usando carboxi-

metilcelulose altamente soltivel ou Avicel®, marca comercial
de um produto de alta cristalinidade. Esse ltimo substrato

é hidrolisado particularmente por exocelulases — também

conhecidas como avicelases - em virtude da predominéncia
de regides cristalinas.

A atividade de xilanases e xilosidases pode ser d '
nada sobre xilana extraida de alguns tipos de madeira (faia
e bétula, por exemplo).

determi-

Em todos os casos, apds a paralisagdo da reagdo, o meio
deve ser centrifugado para precipitagao do material néo hi-
drolisado, e o sobrenadante avaliado quanto a0 surgimento
de agucares redutores.

Lactases

Lactases ou B-galactosidases (EC 3.2.1.23) sio enzimas
capazes de clivar ligagdes glicosidicas do tipo B envolvendo
galactoses e arabinoses, sendo a reagdo com esta ultima
bem mais lenta. Seu principal substrato é a lactose (Figura
2.21), aticar tipico do leite, mas também estéo envolvidas
na modificagio de gomas e hemicelulose, o que explica
sua produgdo por diversos vegetais. Industrialmente sdo
aplicadas lactases de origem microbiana para a hidrélise
da lactose do leite e do soro, gerando glicose e galactose, e
na produgdo de galactoligossacarideos.

» Substrato

A lactose é o dissacarideo formado por uma unidade de
glicose e uma unidade de galactose ligadas entre si por liga-
¢io glicosidica do tipo B-1,4. E o carboidrato predominante

CH,OH CH,OH CH,0H

CH,OH
(o] [e] M o} o
Wu I no Pu oH M H
0 — 4
0 OH H
A A OH R\OH H/L oNOH  H/o
H OH H OH H OH 0 o

Figura 2.21 Agdo da lactase sobre a lactose.
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Alactose & o dissacarideo

formado por uma unidade

de glicose e uma unidade
de galactose unidas por

ligacéo B-1,4. £ o carboidrato

predominante no leite.

Lactases sao produzidas
no intestino de mamiferos
e atingem sua maior
concentracao logo apés o
nascimento.

Aintolerancia 4 lactose
pode derivar da insuficiente
producdo de lactase oy da
dificuldade de metabolizar a
galactose. A lactase humana
€ secretada pelas célylas do
jejuno e tem 6tima atividade
empH=6,0e temperatura
entre 30 e 40°C.

no leite, representando cerca de 5% do lei’te bovi -

do leite humano. E um agucar pouco soltve], . )
em concentragoes super1c~)res a 18% (enqu'clnto By Caihza
é soluvel em concentragdes até 64%), fofm andg cris%
“pontudos” capazes de provocar a sensacio buca] ; tau/
nosidade (quando maiores que 20 mm). A |, Ctose 'ma{e*
pouco doce (apenas 16% da dogura d’a sacarose) altam:lnh
higroscépica, logo, pode ser respoqsavel pelo empe &lnetef‘
to em produtos lacteos em p.é. Por isso, altag Concengy, %f;
de lactose podem gerar defeitos em Pro.dutos desi gy

congelados e concentrados a base de leite, g

Fontes e principais caracteristicas

Lactases sdo produzidas no intesting de Mamfery,
atingem sua maior concentracao logo apos o naSCiInento'
Na maioria das populacoes a concentragio de lactage o
drasticamente na fase adulta (em geral ja ap6s 0s 3 ang &
idade), o que dificulta a hidrélise da lactose ingerida, Apeny

certas populagdes do norte e do leste da Europaede algumy

Secretada pelas célyag do jejuno (no intestino delgado) ete?

6tima atividade €mpH=6,0¢ temperatura entre 3040C

Virios Vegetais sio Produtores de lactases, entre eles;:
destacam Péssego, damasco, cafg e améndoa. A lacts
améndoa, conhecida comq emulsina, apresenta ni ¢
atividade de ﬁ‘glicosidase. Lactases de origem vegels
ralmente nzg g3, comercializadas para uso industrid:



s principais fontes de lactase
50 os fungos filamentosos
Aspergillus niger e A. oryzae

¢ as leveduras (andida
dotropicalis & Kluveromyces

P lactis.

Lactases fiingicas tém pH
gtimo adido — usadas para
 hidrdlise de lactose do soro.
- Lactases bacterianas tém
| pHétimo7,0, e lactases de
Jeveduras tém pH Gtimo entre
6,0e 7,0~ indicadas para uso
| no leite.

(tases apresentam atividade
de transferase, podendo gerar

oligossacarideos lactobiose,

lactotriose e galactotriose.
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Atualmente as lactases de uso comercial sio de origem
microbiana, sendo as principais fontes os seguintes micror-
ganismos: Aspergillus niger, A. oryzae, Candida pseudotro-
picalis e Kluveromyces lactis. A lactase microbiana mais
conhecida e estudada é produzida por Escherichia coli, uma
VEZ que 0 gene promotor dessa proteina é largamente utili-
zado em experimentos de clonagem. Entretanto, seu uso em
alimentos nio é permitido (em virtude da possibilidade de
patogenicidade) e seu interesse para a indiistria de alimentos
se restringe a quantificagdo enzimitica de lactose. De uma
forma geral, pode-se dizer que enzimas de origem fiingica
tém pH étimo 4cido (entre 2,5 e 4,5), sendo indicadas para
hidrélise de lactose do soro, tipicamente um produto aci-
do; enquanto lactases de origem bacteriana tém pH 6timo
em torno de 7,0, e as produzidas por leveduras tém étima
atividade em pH entre 6,0 e 7,0, sendo, portanto, indicadas
para uso no leite (pH em torno de 6,7). Lactases de fungos
filamentosos apresentam 6tima atividade em temperatura
em torno de 50°C, enquanto as produzidas por leveduras
tém temperatura 6tima entre 30 e 40°C.

Lactases apresentam ainda atividade de transferase,
podendo ligar uma unidade de galactose a outra unidade
de galactose livre por uma ligagéo B-1,6 (gerando o dissa-
carideo lactobiose), a galactose pertencente a uma lactose
(gerando o trissacarideo lactotriose) (Figura 2.22) ou ainda
a uma lactobiose (gerando o trissacarideo galactotriose).

» Aplicacdo industrial

Produtos para consumidores intolerantes @ lactose
Ingestao ou aplicagdo doméstica da enzima. Existem no mer-
cado c4psulas contendo lactase, para serem ingeridas por

O—CH, CH,0H

H OH

CH,0H —O—CH, CH,OH
OH (o] OH Q - OH O] OH (o] H O OH
H H H H H
OH
WO Wh m\H W W\ Wk o H oM Wy
H OH H OH H OH H OH

Figura 2.22 Lactobiose e lactotriose.
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Estdo disponiveis no mercado
lactases para serem ingeridas
ou adicionadas aos produtos
lacteos, com o objetivo de
hidrolisar a lactose e evitar
0s danos associados 3
intolerancia.

Também sao encontrados
leites previamente tratados
com lactase, destinados a
consumidores portadores de
intolerancia.

Para o tratamento de leites
a lactase comercial mais
indicada é a de Kluveromyces
lactis.

A hidrélise da lactose
aumenta a dogura do leite
e sua susceptibilidade ao
escurecimento pela reacio de
Maillard.

individuos intolerantes.a lactqs§, que aum_ent Caty |
dessa enzima no intestino, allwanfio 08 Sintomg, Causdad* ;
pelo acimulo do agucar. Alternatlvan’lente, O Con “n:dﬁ' ;
pode adicionar ao leite'ou. produto licteg um Prey iy
enzimatico em p6 ou liquido, ant.es do Consy % ctra% ﬁ
objetivo de hidrolisar a lactose e evitar os dap aSSoq?“ #
a intolerancia. N [‘::

¢

f

Leites com baixo teor de Iactqse. %11?1 "Iz‘xzc;)ntrad’os no mer%
leites, principalmente do tipo €m po, szsn rzduZ-
€, e

Mg,

teor de lactose, previamente tratados com lact
dos a consumidores portadores de intoleranci, Enty
to, esses produtos custam consideravelmente Mais

tradicionais. Como estratégia para reducio dq Preco
produto, uma empresa na Suécia tem aplicado qQuantj
extremamente reduzidas de enzima aos produtos
de modo que, ao longo de extenso periodo de
mento, seja possivel atingir alto grau de hidrélige a
reduzido. Para o tratamento de leites, seja industrial gy g,
mestico, a lactase comercial mais indicada é Produziday,
Kluveromyces lactis, em virtude de seu PH 6timo de agio

Vale ressaltar que a hidrélise da la
do leite,

longa\,id,1

Ctose aumentaa dog
\imavez que a mistura de glicose e galactose é cer

de 4 a 5 vezes mais doce que a lactose. Essa mistura é aind

mais reativa que a lactose na reacao de Maillard, gerank
produtos mais escuros,

quando submetidos a tratamentx
térmicos.

Uma destinagio alternativa para o soro de queijo, ¢

diversos paises, é 3 alimentagéo animal. No entanto, oalg
teor de lactose desse subproduto limita as quantidades dea
ministracio sob

pena de interferir negativamente no ga“h°
de peso do animal. O tratamento enzimatico do sor0 Pm
esse fim ¢é €conomicamente invigvel, porém uma possh
dade é 0 uso de levedurag fermentadoras de lactose (P'?x
Kluveromy ces fragilis). O produto obtido, além de red@

. af
teor de lactose, apresenta alto teor de proteina microb!
Pré-tratamenty do leite para obtengdo de diversos produtos

. l
A produgio de qualquer produto lacteo 11‘“6,320‘
tose depende 4, hidrélise prévia desse dissaca!



roducdo de qualquer
nduto lacteo livre de
depende da hidrolise
desse dissacarideo da
a-prima. Produtos livres
ctose nao $ao menos
fos nem possuem menor
de carboidratos; o que

& 3 forma do carboidrato
hte (lactose ou glicose +
galactose).

.................

drolise da lactose em
& 2 serem fermentados
s reduzir o tempo de
mentaao, melhorar a
ura e reduzir a dessora.

m panificagao, o leite
nlisado com lactase
fornece glicose para
intacao e galactose paraa
reacao de Maillard.

s tratados com lactase

em ser congelados com
icativa reducao de danos
a qualidade.

......
....................

oce de leite e sorvete,

tlose tende a cristalizar,
0 de leites tratados com
5€ evita a formacao de
.~ arenosidade.
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matéria-prima. Assim, os diversos produtos disponiveis
para consumidores com intolerincia ou que simplesmente
preferem produtos sem lactose (lacfree) passa pela etapa de
hidrélise enzimatica com lactases, para o preparo do leite
como matéria-prima. No entanto, em alguns produtos esse

tipo de tratamento pode trazer beneficios tecnolégicos
adicionais,

logurte. A hidrélise da lactose em leites a serem fermentados
aumenta a dogura do produto final sem aumentar o valor
caldrico. Além disso, o uso de leites tratados com lactase
pode reduzir o tempo de fermentacio, melhorar a textura
e reduzir a dessora. Alguns autores relatam o surgimento
de off-flavor nesses produtos.

Queijo. O pré-tratamento do leite para produgdo de queijo
tipo cheddar parece reduzir seu tempo de produgio e, prin-
cipalmente, de maturagio. Alguns autores acreditam que
esses efeitos se devam ndo a lactase mas 3 presenga de pro-
teases contaminantes no preparado enzimético comercial.

Produtos de panificagdo. O leite em pé, previamente hidrolisa-
do, fornece glicose para fermentagio de produtos de panifi-
cagao enquanto a galactose, ndo fermentével, contribui para
formagdo da cor e do aroma através da reacio de Maillard.

Leite congelado. O congelamento nido é um método muito
aplicado de conservagio de leite bovino, pois provoca de-
sestabilizagao da emulsdo (com a destrui¢do das micelas de
caseina e rompimento dos glébulos de gordura). Boa parte
desses efeitos é creditada a formacdo de cristais de lacto-
se durante o congelamento. Portanto, leites tratados com
lactase podem ser congelados com significativa reducio
desses danos.

Doce de leite e sorvete. Nesses produtos, devido a concentra-
a0 e 4 temperatura de armazenamento, respectivamente,
alactose tende a cristalizar. A formagdo destes cristais gera
arenosidade, sensagdo bucal que leva a rejeicdo do consu-
midor. O uso de leites tratados com lactase evita a forma-
¢do de arenosidade. E importante destacar que o controle
do processo, na obtengao destes produtos com leite natural,
¢ capaz de evitar a cristalizacdo indesejada da lactose e que
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0 permeado da ultrafiltragao
do soro pode ser usado para
producdo de xarope de glicose-
galactose por tratamento com
lactase fiingica imobilizada.

.................................

A adicao do xarope de glicose-
galactose reduz a necessidade
de adicdo de sacarose ou
de outro edulcorante nas
formulagdes.

esta OCOITE,
cessamento ou no ar

em geral, como consequéncia de fal
mazenamento. q

0 pl(]‘
Produgdo de xarope de glicose-galactose

0 soro de queijo j foi considerado ypy, reg
mente poluente da industria queijeira, Atualmeuo U
entanto, sobretudo gragas d alta qualidade nuui%nte, 3
proteinas do soro, boa parte desse coproduto ¢ g ;1 )

aproveitada. "

O processo que garante Maior aproveitamen . -
do soro envolve uma etapa de ultrafiltracio, ng quils mrsh]

parte das proteinas presentes ¢ retida e Posteriorm:m‘ .
transformada em p6 (por secagem em sprqy. iy T |

exemplo). Esse produto ¢ utilizado na suplemepy, ?éop:i):

s6lidos para produgao de iogurte (melhoria da texturgg,,
dugio da dessora) e como ingrediente em diversog Prody.

O permeado da ultrafiltragdo do soro contém Principy.
mente lactose (que corresponde a até 75% dos slido a
soro) e sais. Esses ultimos podem ser removidos por coly
de troca idnica, semelhantes as utilizadas na dessalinizag
de agua. O restante, basicamente lactose, é utilizado
produgdo de xarope de glicose-galactose. Para tanto, a5
lugdo de lactose ¢ tratada com lactase fiingica imobilizad
que pode atingir entre 70 e 90% de hidrélise, gerandoum
solugdo com até 80% da dogura da sacarose. Essa solugi
¢ entdo concentrada, formando uma solugo viscosa o
xarope, que pode ser adicionado 4 formulagio de doce
leite, sorvete e sobremesas lacteas congeladas para e"if“’
a cristalizagdo da lactose presente em tais produtos. A4
dessa propriedade, a adicio do xarope de glicose-galsd”
se reduz a necessidade de adicdo de sacarose ou de ol
edulcorante na formulacso.

. 1 i a Soro

Uma alternativa mais barata ¢ a dessalinizago doc ‘
Integral, seu tratamento com lactases e posteriof Cm; o
tracdo. O produto obtido, rico em proteinas, Pode s,e ]

, ) , vers
lizado como ingrediente, substituto do leite, €™ di
formulacges,

A}l . _ g}
lacteos e de panificagdo (substituindo os sélidos leie) |

P\

ERI .



Napmdugao de

lactoligossacarideos
3lactose atua oMo um
aceptor, gerando detria

decassacarideos com atividade

prebidtica.

Capitulo 2/ Carboidrases 7.3

O poder edulcorante do xarope de glicose-galactose
pode ser muito aumentado pela tranformacio da glicose
em frutose através de isomerizagéo, gerando um xarope de
frutose-galactose.

Produgdo de galactoligossacarideos

Em geral, a hidrélise completa da lactose utilizando

B-galactosidase é conseguida quando a 4gua atua como
nucledfilo para as fragdes galactosil produzidas. A hidrélise
produz uma molécula de galactose e uma de glicose para
cada molécula de lactose. Durante a hidrélise, no entanto, a
propria lactose também pode atuar como um aceptor, pro-
duzindo, assim, galactoligossacarideos. A competicio entre
agua e lactose pode influenciar notavelmente a seletividade
da reagdo: em dire¢do a hidrdlise ou a transgalactosilagdo. A
capacidade das enzimas para transferir residuos de galactosil
(transgalactosilagdo) para outros nucleéfilos contendo hidro-
xila pode ser explorada para produzir galactoligossacarideos,
que podem variar de tri a decassacarideos, contendo uma
unidade de glicose da lactose original, e de duas a nove uni-
dades de galactose, respectivamente. Esses compostos, por
nio serem digeridos no trato digestivo humano, sdo capazes
de atingir o célon sem terem sofrido alterages. Nesse local
a presenca dos galactoligossacarideos é capaz de favorecer
o crescimento de popula¢des microbianas benéficas (como
Bifidobacterium e Lactobacillus) em detrimento de bacté-
rias do tipo putrefativo (da familia Enterobacteriacea, por
exemplo), 0 que os caracteriza como substéncias prebidticas.
Galactoligossacarideos sdo produzidos, por via enzimatica,
em larga escala, por empresas japonesas e holandesas, com
uso de lactases. No Japao e na Europa, esses oligossacarideos
sd0 os principais ingredientes prebiéticos utilizados, depois
da lactulose (ver topico adiante).

A conversio da lactose em galactoligossacarideos por
acio da enzima B-galactosidase é uma reacdo cineticamente
controlada e responde a um modelo de competicdo entre
a reacio de transgalactosilado e hidrolise. O primeiro
passo ¢ a formagio de um complexo enzima-galactosil e a
simultinea liberagdo da glicose. Em uma segunda etapa, o
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A presenca de altas
concentragoes de
galactoligossacarideos em
produtos licteos, como
consequéncia da agao
de lactases, pode levar a
distirbios intestinais, como
flatuléncia.

A lactulose é o principal
produto de agao prebidtica
aplicado em alimentos e
comerdalizado no mundo.
E também utilizada em
diversos medicamentos
contra constipacao intestinal
encontrados no Brasil.

Vantagens da obten¢ao
de lactulose pelo método
enzimatico: o produto
requer pouca purificagao
e é classificado como
natural. O processo de
produgao de lactulose usa
transgalactosilagao com
B-galactosidases na presenca
de lactose e frutose.

complexo enzima- galacto.sil é t.ransferido Para yp,

que contenha um grupo hldrOXlla-. Emumag olug:aoac,eptgr
de lactose, a d4gua é o aceptor mais CoMpetitiye, o Hiy
A liberagdo de galactose. Se a concentragio de |, Que lwa
sistema for alta, as moléculas de lactose e demais%se k
di- e oligossacarideos tém m:ais chances de atuare r:l%‘l,
aceptores do complexo enmma-g?]actc,sil, fol’manco"“!
galactoligossacarideos. Esses prt?bléticos $30 prog O
comercialmente por B-galactosidases de Kluyveruzld%
lactis, Bacillus circulans, Bifidobacterium bifidum, ASPZTJH::

oryzae e Streptococcus thermophilus.

A presenga de altas concentragoes de galactoligOsSa ’
deos (derivadas da agio de transferase das lactases) i)
ou produtos licteos tratados enzimaticamente pode

ley
. o e X a
distirbios intestinais, pr1nc1palmente flatuléncia, ;

Lactulose. Esse dissacarideo, formado por uma unig, Ll
galactose e uma de frutose, ¢ o principal produto de Ay
prebidtica aplicado em alimentos e comercializado isolag, |
mente em diversas partes do mundo. Em 2010 foj estimag,
uma produ¢io mundial de 36.000 a 42.000 toneladas delac.
tulose, dos quais trés quartos da produgao foram destinagy |
para a industria de alimentos e o restante para a indistry
farmacéutica, pois, além de ser um ingrediente funcional s

lactulose é utilizada em diversos medicamentos contra cons |
tipagdo intestinal encontrados também no Brasil. Trata-
de um produto obtido sobretudo pelo processo de isomer: |
zagdo alcalina do residuo de glicose, componente dalactos
A sintese quimica pode, entretanto, gerar a presengademo |
nossacarideos e lactose residual, que sdo indesejaveis p |
aplicagbes com fins terapéuticos, e requer etapas adiciona
de separagdo. Como consequéncia, a gestdo dos 1residu<.>sea
purificagio de produtos dos processos quimicos implics?
custos relativamente altos.

i oty bord |
A produgio de lactulose pelo método enzimatico aF el
ainda significativamente mais cara, apresenta vanté® |

. a u |
importantes: o produto obtido praticamente 10 reqaﬁ

purificacio e recebe classificagio de produto natu,rticg &
a ?

uso na industria alimenticia. A sintese enzim




formulas infantis, a adicao
e 0,5% de lactulose funciona
como prebidtico e de 1% tem
leve efeito laxativo.

A at:yidade de B-galactosidase
ndo Qeve ser avaliada por
€Nsalos que quantifiquem

ageraco de agiicares

redutores, F recomendado o
uso de_ Substratos sintéticos

do Flpo orto- (ou para-)
Nitrofenilgalactose.
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lactulose é comumente realizada com B-galactosidases pela
transgalactosilagdo na presenca de lactose (como doadora
de galactosil) e frutose (como aceptora/nucledfila). No
entanto, quando em concentracbes muito altas, a lactulose
pode sofrer hidrélise pela agio da enzima, resultando na
reversao a galactose e frutose, com perda de rendimento.

A lactulose estimula a proliferagio de bactérias colonicas
desejaveis, como lactobacilos e bifidobactérias, em adultos e
lactentes, sendo fermentada por essas bactérias e resultando
na formagdo de 4cidos graxos de cadeia curta. Em conse-
quéncia da redugio desejavel do pH intestinal, ocorre inibi-
¢d0 do crescimento de bactérias potencialmente prejudiciais
(bacteroides, E. coli e Clostridia). Por esse efeito promotor
da saude, a lactulose é um ingrediente prebidtico indicado
para o desenvolvimento de diferentes alimentos funcionais:
a incorporacio de 0,5% de lactulose em férmulas infantis é
considerada adequada para estimular a populagio de bifi-
dobactérias, enquanto o aumento da concentragdo para 1%
pode fornecer um efeito laxativo parcial.

A lactulose pode, posteriormente, ser hidrolisada a
galactose e frutose por lactases de Kluyveromyces lactis
comerciais (porém ndo pela lactase humana), o que pode
ser uma via alternativa para obten¢do do xarope de fru-
tose-galactose.

» Métodos de deteccao da atividade

A atividade de B-galactosidase nao deve ser avaliada com
base em ensaios de geragdo de agucares redutores, uma vez
que o substrato da enzima - lactose - é um dissacarideo
redutor. Um método possivel é o uso de kits enzimaticos
para determinagdo da glicose liberada, durante a reagao.
Uma alternativa bastante interessante é o uso de substratos
sintéticos do tipo orto- (ou para-) nitrofenil-galactose. Esses
substratos sio prontamente hidrolisados pela enzima (em
geral até mais rapidamente que a lactose), liberando galac-
tose e orto- (ou para-) nitrofenol, compostos com absorcio
maxima em torno de 400 nm, que podem ser quantificados
por espectrofotometria.
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B-frutofuranosidases s3o
enzimas capazes de hidrolisar a
sacarose em glicose e frutose,

0"aguicar invertido” tem maior
poder edulcorante, maior
possibilidade de concentragéo,
ponto de ebuligdo mais alto
e ponto de congelamento
mais baixo que o xarope de
sacarose.

A obtencao de agucar invertido
é facilmente alcancada pela
aplicacao de resinas cataliticas.

.................................

Invertases com atividade de
transferases sao aplicadas na
obtencdo de oligossacarideos

bifidogénicos.

A atividade de transferase da enzima poge Set g
qualitativamente, por cromatografia em Pape, 4, .
de reacao. Uy,

Invertases |

Invertases ou p-frutofuranosidases (EC 3215
enzimas capazes de hidrolisar a sacarose ey, glic)ﬁ"
frutose. Seu nome comum - invertase - se deve N faose!
que a hidrélise da sacarose leva a inversao da rot, cog &
do meio reacional, basicamente devido ao Smgimemnq
frutose, quando observado em polarimetro (Figy, 223‘)‘*

O produto da hidrélise da sacarose, 0 Xarope de sy
se-frutose, conhecido como “agucar invertido” resey:
diversas caracteristicas interessantes em relaciio 3 |
de sacarose - maior poder edulcorante (pela Presengy (h{
frutose), maior possibilidade de concentracio (og Moy
sacarideos formados sdo mais soltiveis que o dissacarigy
original), ponto de ebuli¢do mais alto e ponto de cong
mento mais baixo (em virtude da maior pressio osmgtig
produto) - e tem vérias aplicagdes na indtistria de alimeny
No entanto, a obtengdo de aguicar invertido é mais facilmeri
alcangada pela aplicagéo de resinas cataliticas (hidrdl
dcida), sendo a hidrélise enzimatica pouco utilizada pn
esse fim. Atualmente, sdo utilizadas invertases microbians
em virtude de sua atividade de transferases, na obtenciod
oligossacarideos bifidogénicos.
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H HO/CH.OH
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HO H OH OH H
CHOH O Glicose Frutose
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+66,5°
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Figura 2.23 Reagio de hidr6lise da sacarose e rotagio 6ptica de substratoe o™

e



...........
..........

.......

| sacarose é um dissacarideo
30 redutor formado por uma
unidade de glicose @ uma
unidade de frutose unidas
por ligagao o1 ,20uB-2,1.
¢ considerada o padrao de
Joura, e 0 poder edulcora’nte
. de outras substncias €
eterminado em relagao a ela.

\s jnvertases mais importantes
. o as produzidas por
Leveduras Saccharomyces sp.
Kluveromyces sp. Apresentam
pHdtimoentre40e55¢
temperatura 6tima de 55°C
para solugdes diluidas de
sacarose e de 70°C para
solugdes com concentragao
entre 10 e 20%.
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Substrato

A sacarose é um dissacarideo nio redutor formado por
uma unidade de glicose e uma unidade de frutose (fruto-
furanose) ligadas entre si por uma ligagio glicosidica a.-1,2
ou §-2,1. E o principal aglicar comercializado no mundo e
suas maiores fontes sdo a cana-de-acticar e a beterraba. A
sacarose € considerada o padrio de dogura na industria de

alimentos, sendo o poder edulcorante de outras substancias
determinado em relacio a ela.

P Fontes e principais caracteristicas

Invertases sio enzimas bastante distribuidas na natureza,
pois sdo produzidas por animais, vegetais e microrganismos.
Industrialmente as invertases mais importantes séo as pro-
duzidas por leveduras (Saccharomyces sp. e Kluveromyces sp.,
principalmente), embora invertases de fungos filamentosos
(Aspergillus sp.) e de origem vegetal (aspargo, beterraba,
cebola, chicéria, entre outras) venham sendo utilizadas na
obtencao de frutoligossacarideos.

Leveduras produzem diferentes tipos de invertases: in-
tracelulares, ligadas & parede, e, mais raramente, extracelu-
lares. As enzimas ligadas & parede apresentam uma grande
fragdo glicosidica através da qual se acredita que se liguem
a mananas da parede celular. Apresentam pH 6timo entre
4,0 e 5,5, sendo inativadas em meios com pH superior a
6,0 e inferior a 3,0. Sua temperatura 6tima de atuacio é
55°C para solugdes diluidas de sacarose e entre 65 e 70°C
para solugbes com concentragio superior a 10%. Solugées
acima de 20% de sacarose apresentam taxas decrescentes de
hidrélise em virtude da reduzida disponibilidade de agua
no meio reacional.

As invertases bacterianas podem ser intracelulares (Ba-
cillus cereus, Bacillus macerans, Bifidobacterium infantis)
ou extracelulares (Lactobacillus brevis, Streptomyces sp.,
Zymomonas mobilis) e s3o capazes de atuar em condigoes
de pH écido, neutro ou alcalino.

Ha ainda um segundo tipo de enzima capaz de hidrolisar
a sacarose: as o.-glicosidases. Elas reconhecem a ligagdo
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...............................

a-glicosidases também
sdo capazes de hidrolisar a
sacarose. Elas reconhecem
a ligacdo glicosidica ao se
ligarem a glicose, enquanto
invertases se ligam a frutose.

Além da atividade hidrolitica,
invertases podem apresentar
atividade de transfrutosilacdo,
sendo capazes de remover
a unidade de frutose do
substrato (sacarose) e de a
ligar a diferentes aceptores em
diferentes posicdes.

glicosidica ao se ligarem a glicose ¢, Subst
invertases se ligam a frutose. Essa diferenga eratg’ o
agdo permite verificar a ocorréncia g, O“glim Sey m%l;%h
B-frutofuranosidase pela aplicacio de Substy Cosid&se oﬁd‘
os trissacarideos rafinose e melezitoge. Deﬁ(;ltos especiﬁxd‘
um terceiro componente na molécul, depeo 3
localizagio, uma das duas enzimas ¢ j, Capa:
a reacio de hidrélise. Assim, a B-fryt d

e Yy
de hidrolisar a rafinose (Figura 2.24) o, 0sid

(Figura 2.25), e a a.-glicosidase é cap
lezitose mas ndo a rafinose,

as ni() a i
., Melg,.
az de hidy Olisa::m“
T,

Além da atividade hidrolitica, invertag
sentar atividade de transfrutosilagio, se
remover a unidade de frutose do substrat, (Saf:rzesd,
de a ligar a diferentes aceptores em diferenteg po;s? 4
Os tipos preferenciais de aceptor e de ligacao formag, h
dependentes do meio reacional e, Principalmente, 4, fo?
da enzima. A concentra¢io de sacarose na reagio tambéz
afeta a atividade enzimitica, especialmente nog c :
que ambas as atividades, hidrolitica e de transfe
possiveis para a mesma enzima.

€s POdem
ndo ca apre'

450§ em-
rase, g f

» Aplicagdo industrial

Como mencionado anteriormente, o uso de invertasesu
obtencio de aglcar invertido nio é muito difundido, uu

CH,OH CH,OH
o /
o) (o)

H
H o}
OH H
H o \oH
H OH HO
cHoH ©
o
HO /CH,OH
OH

Figura 2.24 Estrutura da rafinose.




A hidrolise enzimatica de
S3(ar0se € um processo
bastante viavel e eficiente,
endo ser utilizadas enzimas
mesmo células imobilizadas
de leveduras.

A

Prindpal aplicagio industrial
Eiivertases depende de sua
dtividade comg transferases,
S oligossacarideos obtidos
€552 forma estio entre
% principais ingredienes
09€nicos omercializados,
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CH,OH

H OH
Figura 2.25 Estrutura da melezitose.

vez que é possivel obter-se 0 mesmo resultado com aplicagao
de resinas cataliticas. E importante observar que a aplicagéo
de tais resinas s6 é possivel uma vez que o substrato (so-
lugdo de sacarose) é bastante puro. Em casos semelhantes,
como na obtengdo de xarope de glicose e galactose a partir
de lactose do soro, por exemplo, o uso de resinas é muito
prejudicado pela presenca de outros componentes do soro,
tornando necesséria a hidrélise enzimdtica. Embora pouco
aplicada, a hidrélise enzimética de sacarose é um processo
bastante viavel e eficiente, podendo ser utilizadas enzimas
imobilizadas ou mesmo células de leveduras.

Obtengdo de oligossacarideos funcionais

A principal aplicagdo industrial de invertases depende
de sua atividade como transferases. Os oligossacarideos
obtidos dessa forma estdo entre os principais ingredientes
bifidogénicos comercializados.

Lactossacarose. E composto de galactose, glicose e frutose
com ligagées glicosidicas B-1,4 e 0.-1,2 (Figura 2.26). O
trissacarideo é sintetizado por reagdo de transfrutosilagio
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A lactossacarose ¢ formada
por galactose-{3-1,4-glicose-
a-1,2-frutose. £ obtida pela
transfrutosilagao da lactose,
usando sacarose como
doador de frutose, catalisada
por levana-sacarase ou
[3-frutofuranosidase.

.................................

Frutoligossacarideos sio
oligdmeros prebiéticos de
frutose encontrados em
pequena quantidade em
vegetais. Podem ser obtidos
por conversao enzimatica e
adicionados em diferentes
formulagdes.

bes Préticas

7imas levana-sacarase ou B~f§% i
ose € sacarose Como sy,

nosidase, lgtg'i:::fg:éﬁ: de uma unid'ade de frut:’,t %E

i lactose (a frutose s€ liga & glicose da lag, Pay

0 aceﬁt‘:f 30 p-1,2), formando um trissacarideo, Py

:algaarosge iem sido amplamente utilizada na prepy;

ncionais, principalmente no Japdo, opg,
;lzgzg:?:gfda na lista de al'imentos PAra usos espe, 0
para a saude (Food for Specified Health Uses - FOSHU)
em 2005. A procura pela lactossacarose aumentoy 4, .
entio, e em 2007 o tamanho do mercado de lactosgacy,,
foi estimado em aproximadamente 3.000 toneladas p,; a
com uma taxa de crescimento anual de 10%.

catalisada pelas €D

Frutoligossacarideos. Sao carboidratos complexos, oligome,
de frutose, considerados prebi6ticos, pois estimulam g g,
cimento de bifidobactérias e inibem o crescimento de by
rias nocivas (p. ex., Clostridium sp.). Os frutoligossacariey
ndo sio digeridos no intestino delgado, mas sio metabof;
zados em dcidos graxos de cadeia curta (acetato, propion
e butirato), L-lactato e outras moléculas bioativas benéfa
para a salide humana, pela microbiota intestinal, além &
aumentarem a absor¢do de minerais como Mg** e Ca®.Su
encontrados naturalmente, em pequena quantidade, emve
getais como aspargo, beterraba, cebola, alcachofra, chicoris
alho-por6 entre outros; no entanto, podem ser obtidos po

CH,0H CH,OH
0 0 H (@)
H
H\OH  H/ 4 B\oH
H  OH HO
CHOH O
0
HO /cH,0H

OH
Fiaurad ¢ .
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conversio enzimdtica e adicionados em diferentes formu-
lagbes. Sdo produzidos por diversas empresas europeias €
japonesas e, em 2015, foi estimada uma produgao mundial
de 31.000 toneladas desses oligossacarideos, principalmente
utilizados pelas industrias de alimentos e bebidas. Existem

....................
........

pistem s grupos diferentes trés grupos diferentes de frutoligossacarideos, sendo dois

) ﬁ"t°"gfi::;§fr:ﬂf:;|:§a'3 obtidos por transfrutosilacdo pela agao de invertases e ou-

‘;bj'rﬂfb%do por hidrdlise de tro por hidrélise de frutosanas. Por transfrutosilagéo pela
frutosanas. acdo de invertases, a obtencio se d4 da seguinte maneira:

« A atividade de transfrutosilagio ou frutosiltransferase
(EC 2.4.1.9) inicia-se com a hidrélise da molécula de sa-
carose seguida pela transferéncia da unidade de frutose
liberada para uma molécula aceptora, como a sacarose,
ou outra molécula, como frutoligossacarideo. A enzima
cliva a ligagdo 0i-1,2 na sacarose e transfere a molécula
de frutose liberada para a posigio B-2,1 da unidade de
frutose de outra molécula de sacarose. Muitos fungos
(Aureobasidium sp., Aspergillus japonicus, Penicillium
citrinum) e bactérias (Arthrobacter sp., Bacillus subtilis,
Lactobacillus reuteri) produzem enzimas com atividade de
frutosiltransferase, porém sua agao ¢ inibida na presenca
de glicose, um subproduto. A temperatura 6tima relatada
para a atividade da enzima varia de 50 a 60°C, enquanto
o pH 6timo varia amplamente de 4,5 a 8,0. Sdo formados
frutoligossacarideos de cadeia curta, constituidos por
unidades de sacarose, ligadas por ligagdo f-1,2,a 1,2 ou
3 unidades de frutose, gerando 1-kestose (trissacarideo),
1-nistose (tetrassacarideo) (Figura 2.27) e 1-frutofuranosil
nistose (pentassacarideo). Misturas contendo diferentes
proporgoes desses oligossacarideos, além de residuos de
sacarose, glicose e frutose (tragos), sdo comercializadas no
Japdo com o nome comercial de “Neosugar” e “Meioligo’
O processo pode ser conduzido com uso de invertase de

Pgr transfrutoslagio: Aspergillus niger (pH = 5,0, temp. = 40°C, por 72 h) partin-
f,uto;:f:;?s;’ :i':tt:::’mm do-se de uma solugdo a 50% de sacarose e gerando cerca
ligagdes B-1,2, e 6-kestose de 15% de 1-kestose, 33% de nistose, 7% de frutofuranosil
€ neokestose com ligages nistose, 30% de glicose e 5% de sacarose

diferentes de §-1,2. . . ~
. Em casos mais raros, algumas invertases sao capazes

de sintetizar 6-kestose (trissacarideo formado por uma
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H H H Q
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OH H OH j
CH,0H O o CHOH O ¢
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OH H OH H
CH,OH  CHOH O_ |
H;H Ho;
OH H
CH,OH

Figura 2.27 Estruturas da 1-kestose e da 1-nistose.

unidade de frutose ligada ao carbono 6 da frutose
tencente a uma sacarose) e neokestose (Figura 2.28).
caso da neokestose, a frutose transferida se liga 4 glico
da sacarose, ao contririo do que acontece nos oufr
oligossacarideos, formando com esta uma ligagiop-X

A obtencdo de frutoligossacarideos por hidf‘l’hsetﬂ
frutosanas ¢ feita da seguinte forma: alguns Vf’geﬁe
acumulam um polimero de frutoses unidas por l‘ga;n
B-2,1 chamado de inulina. Diversas empresas pr-(:kglisf
frutoligossacarideos a partir de inulina, por I dess’
aplicando a enzima especifica inulinase. A difer enfl: cio d
oligossacarideos para os obtidos por transfrutos!
sacarose € que eles nao possuem unidades de 8
sua estrutura.

Jicose®

st

. e |

Com base no padrio de clivagem, as iDUIinf"Ses i tost*
divididas em: exoinulinase (EC3.2.1.80),que liberd

-



................................

Inufina nativa — extraida
de raizes de chicoria — é
hidrolisada por endoinulinase
de Kluyveromyces marxianus
(pH=5,0, temp. = 50°C).

..........
.......................

Atividade hidrolitica de
P-frutofuranosidases pode ser
determinada: em polarimetro,
POr quantificacao da glicose
liberada e por quantificacao

dos agiicares redutores

formados.
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CH,OH
0 CHOHO_ OH
H H
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CHOH o\H HO/cHOoH OH H
o)
0
OH H H  OH
H\H  HO/cH,oH CH,0HOo_ O
OH H

H\H HO/CH,0H

OH H
Figura 2.28 Estruturas da 6-kestose e da neokestose.

partir da extremidade da cadeia, e endoinulinase (EC 3.2.1.7),
que catalisa a clivagem aleatéria de ligagoes glicosidicas na
inulina, gerando assim frutoligossacarideos de diferentes
massas moleculares, por exemplo, inulotriose (F3), inulote-
trose (F4) e inulopentose (F5). Embora ndo sejam apliciveis
a produgdo de frutoligossacarideos, as exoinulinases sio
uteis na produgio de xarope de alta concentragio de frutose.
Inulinases, tanto extracelulares como intracelulares, ja foram
obtidas a partir de um grande nimero de microrganismos,
incluindo bactérias, fungos e leveduras. Industrialmente, a
inulina nativa (extraida de raizes de chicdria) é processada e
transformada em frutoligossacarideos ou frutanos de cadeia
curta com grau de polimerizagao entre 2 e 10 (normalmente
5), como resultado da hidrolise enzimatica parcial com inu-
linase. Comercialmente sao aplicadas inulinases de Kluyve-
romyces marxianus (pH = 5,0, temp. = 50°C).

Métodos de deteccao da atividade

A atividade hidrolitica de B-frutofuranosidases pode
ser determinada de diversas formas:

o Por acompanhamento da inversdo de rotagio dptica do
meio reacional, em polarimetro
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Outras carboidrases de interesse em alimentos

 Por quantificagdo da glicose liberag
utilizando kits de determinagio ge ad a
tem a vantagem de detectar toda 5 ativ(i)(sle ~ este 5,
independentemente de haver po ade

unidades de frutose para outros 5 ept;rtrans » ;22(‘1
€s Q

« Por quantificagdo dos agucares re
método bastante pritico, uma vey
agucar nao redutor.

dutOres l.lbe
qlle a Sac

Ta

e
A atividade de transferase deve ser acompap},

da detec¢do dos oligossacarideos formadog adaatra,,&

ser facilmente alcancado por cromatografi, ;; Qe

produtos de reagao (deteccao qualitativa), Papel ¢,

Quitinases clivam ligagoes
B-1,4 entre os residuos
de N-acetil-glicosamina
de quitina ou quitosana.
Sao conhecidos trés tipos
de quitinases: quitinase A
(endoenzima), quitinase
B (exoenzima que gera
quitobiose) e N-acetil-
glicosaminidase.

Quitinases, quitosanases e lisozima

As quitinases (EC 3.2.1.14) catalisam a clivagen ¢,
ligagoes B-1,4-glicosidicas entre os residuos de N-acetily,
cosamina que formam as cadeias de quitinae quitosana I;
3 tipos diferentes de enzimas quitinoliticas:

» Quitinase A, uma endoquitinase que rompe as ligage
entre as unidades de N-acetil-glicosamina de form:
desordenada, gerando uma mistura de quitinoligos:
carideos de diferentes massas moleculares

« Quitinase B, uma exoquitinase que age a partir 48
tremidade ndo redutora do polissacarideo, liberandﬂg
sempre unidades de quitobiose (dissacarideo de N-act
til-glicosamina)

idrolis
 N-acetil-glicosaminidase, exoenzima capaz de h)l‘f;e @

1 3 ’ . . . 1 e
poli- e oligossacarideos (inclusive a quitobios i

: : il-glicos#™
tina, gerando sempre unidades de N-acetil-8 : ﬁnﬂs‘i
. de qu

Geralmente, microrganismos pr odutOfeziferentes e
produzem as trés variantes da enzima, em itins®

l.ll'l111 i
or¢o riis ezd, 9 :
porgoes, de acordo com a espécie. Na naturez =

c0
i 2 i Iladas :
bacterianas desempenham fungdes relacio g

" : toem = oo
rasitismo ou nutri¢ao do organismo, enql,lanenvolvldas
protozodrios e invertebrados estio tamberm
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morfogénese. Em vegetais e vertebrados, a atividade quiti-
nolitica esta relacionada com mecanismos de defesa contra
patogenos, atividade também identificada em humanos.

espetlﬁca Outra enzima capaz de hidrolisar a quitina é a lisozima
" hearima, enzima
lisozima, €N

‘r

ptideo-glicanos da (EC 3.2.1.17). Essa enzima ¢ especifica para peptideo-gli-
pa,ede (elular de bactérias, canos formadores da parede celular de bactérias gram-
nbém é apazde idrolsar positivas, cujo esqueleto bésico é composto por quitina
qita e IO modificada (contendo peptideos ligados a posi¢do 3 da
N-acetil-glicosamina), e é encontrada na saliva dos mami-
feros, na clara de ovo (sua principal fonte comercial) e em

sementes (durante o processo de germinagio).
Quitosanases (EC 3.2.1.132) sdo produzidas por micror-
ganismos e vegetais, em menor escala que as quitinases. Ha
dois tipos de quitosanases, enzimas capazes de hidrolisar as
ligacoes B-1,4 entre unidades de glicosamina, presentes em

quitina e quitosana:

a?ﬁn:g f,:f?ﬁ‘,‘,fg"t‘m » Endoquitosanase: rompe as ligagdes 3-1,4 entre unidades
un-,dagd:s de glicasamina, de glicosamina, de forma desordenada dentro do poli-

presentes em quitina mero, gerando quitosanoligossacarideos. Sua atividade
iosana. 330 conhiecidos é fortemente influenciada pelo grau de desacetilagio do
dois tipos de quitosanases: li
endoquitosanases e PO €ro

exoquitosanases. » Exoquitosanase: rompe as ligagdes B-1,4 de forma or-

ganizada, a partir da extremidade da molécula, gerando
principalmente quitosanobiose. A extremidade de inicio
pode ser a redutora ou a ndo redutora, dependendo da
fonte da enzima.

Vérios microrganismos podem produzir quitinases (tais
como Aeromonas sp., Bacillus cereus, Cellulosimicrobium
cellulans, Paenibacillus illinoisensis) e quitosanases (Asper-

iy E104S 5P Bacillus 5p)
i idades de N-aceti-
?i;‘;‘:smmale glicosamina > Substrato
Porligacdes B-1,4 . -
3“:( Z:Ttém majoritarig,me’nte A quitina é um polimero linear constituido por unidades
i Omg?ll:.?:amll.m' A quitina de N-acetil-glicosamina e de glicosamina ligadas entre si por
enabunda"te E: I;Ef"e‘;ﬂa: ligacoes glicosidicas B-1,4 (Figura 2.29), que apresenta, em
Ntrada ng exoesqueleto de mais de 50% do polimero, unidades de N-acetil-glicosamina.
artropodes,

A quitina é, depois da celulose, o polimero mais abundante
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