apropriado quando a estabilidade microbiana é necessdria, porém sem o surgimento de sabores amanteigados
(acetoina, diacetila), decorrentes do metabolismo secundario das bactérias do acido lactico, como ocorre com
frequéncia nos vinhos brancos. A linhagem de levedura MLO1 também pode ser usada nos casos em que é
necessdrio estabilizar o vinho o quanto antes, ja que a estabilidade microbiana da bebida ¢ intensificada logo que a
fermentacdo maloldctica é completada, por meio da remo¢do do L-malato. Além disso, quanto antes terminar a
fermentagao maloldctica, mais cedo o vinho podera ser sulfitado e engarrafado, com baixo risco de contaminagio
bacteriana (FDA-GRN 120).

IV. ENZIMAS E PROTEINAS COMERCIAIS, ORIUNDAS DE MICRO-ORGANISMOS
GENETICAMENTE MODIFICADOS, DESTINADAS A INDUSTRIA ALIMENTICIA

Enzimas sdo muito utilizadas no processamento de alimentos e na producdo de ingredientes alimentares. Por
tradigdo, isolam-se enzimas intrinsecas de micro-organismos cultivaveis, plantas e tecidos de mamiferos. Por isso,
a producao e o isolamento dessas enzimas podem ser tarefas desafiadoras e as fontes disponiveis, limitadas. Além
disso, muitas vezes, as enzimas sdo obtidas de micro-organismos nao facilmente cultivaveis sob as condigdes
industriais, ou que produzem subprodutos tdéxicos. Por meio da selegdo criteriosa dos micro-organismos
hospedeiros, € possivel a construcao de linhagens recombinantes que possibilitam a produgdo eficiente de enzimas
substancialmente livres de subprodutos ou outros metabdlitos microbianos indesejaveis. Um numero cada vez
maior de enzimas é produzido com o uso de sistemas heterdlogos de expressao, nos quais a tecnologia transgénica
¢ empregada para criar transgenes por engenharia genética e introduzi-los em linhagens microbianas hospedeiras,
que podem ser geneticamente modificadas para otimizar o processo biotecnoldgico. Por exemplo, vérias linhagens
de micro-organismos desenvolvidos recentemente para a produ¢io de enzimas foram modificadas por engenharia
genética para aumentar a produtividade de enzimas, por meio da delegio dos genes originais que codificam
proteases extracelulares. Além disso, algumas linhagens de fungos foram modificadas para reduzir ou eliminar o
potencial natural para a producao de metabdlitos secundarios toxicos (Olempska-Beer et al., 2006).

As enzimas originais, muitas vezes, ndo estio bem adaptadas para as condi¢bes encontradas na moderna
producao de alimentos. A crescente sofisticacgio do processamento de alimentos cria uma demanda para uma
ampla variedade de enzimas que tenham caracteristicas compativeis com as condi¢des atuais. Assim, com o auxilio
da engenharia genética, realizam-se mudangas no DNA que alteram as sequéncias de aminodcidos. Dessa forma,
criam-se especificamente enzimas com propriedades melhoradas para uso em processos industriais. Por exemplo,
adogantes utilizados com frequéncia, como o xarope de glicose ou frutose, em geral sdao produzidos a partir do
amido de milho, com o uso de enzimas hidroliticas. Na primeira etapa da hidrélise do amido, este é liquefeito
com a-amilase por aquecimento a 105°C, durante 2-5 minutos, seguido de aquecimento a 90°C -100°C, por 1-2
horas. Com o uso da engenharia genética, criaram-se a-amilases com maior estabilidade ao calor e maior
compatibilidade com os outros parametros do processo de liquefacao (Olempska-Beer et al., 2006).

Os pardgrafos apresentados a seguir enfocam as propriedades bioquimicas, bem como a origem e as
modificagdes genéticas das enzimas recombinantes produzidas por MGMs, que sdo utilizados na atual produgao
de alimentos (Tabela 13.4). Ndo serdo discutidas as caracteristicas relacionadas com a seguranca alimentar. A
avaliagdo da seguranga das enzimas para processamento alimentar, oriundas de micro-organismos recombinantes,
ja foi discutida extensamente na literatura (Jonas et al., 1996; Pariza e Johnson, 2001) e em documentos de
orientagdo emitidos por drgaos reguladores e organizagoes internacionais; por exemplo, pelo Comité Cientifico
para Alimentos (SCF, 1992) ou no documento de orientacdo da EFSA sobre a avaliacdo dos riscos dos produtos
derivados de MGMs (EFSA, 2011). Em principio, as consideragoes relativas a seguranca sao aplicaveis as enzimas
provenientes de micro-organismos originais e recombinantes. O componente-chave da avaliagdo da seguranca das
enzimas € a andlise da seguranca da linhagem produtora; em especial, de seu potencial patogénico e toxigénico



(Pariza e Johnson, 2001). Embora ndo se utilizem intencionalmente micro-organismos patogénicos ou toxigénicos
na produgdo de enzimas para o processamento de alimentos, constatou-se que certos fungos — empregados, por
costume, como fontes de enzimas — produzem baixos teores de metabolitos secundarios toxicos, em condi¢oes
fermentativas propicias para a sintese desses compostos. Alguns desses micro-organismos sao utilizados,
atualmente, como fonte de enzimas recombinantes (Olempska-Beer et al., 2006).

A. Acetolactato descarboxilase

A acetolactato descarboxilase (EC 4.1.1.5) diminui o aroma indesejavel de manteiga de diacetila, que ocorre como
um subproduto da fabricagdo da cerveja, pela conversdo de diacetila (acetolactato) em acetoina de sabor neutro
(KEGG R02948):
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Durante o armazenamento da cerveja, o aroma de diacetila ¢ lentamente convertido em um aroma neutro. A
fim de encurtar o tempo de conversao, a diacetila é eliminada, por meio da adicao de acetolactato descarboxilase.

Atualmente, a acetolactato descarboxilase transgénica é oriunda de uma linhagem modificada de Bacillus
subtilis que contém o gene ndo modificado, que codifica a a-acetolactato descarboxilase do Bacillus brevis (21 CFR
173.115),

Até hoje, hd dois tipos de acetolactato descarboxilase produzidos com biotecnologia sendo comercializados, na
Europa, produzidos com o auxilio da levedura para cerveja S. cerevisiae GM. Nos Estados Unidos, ¢ permitido o
uso em alimentos para consumo humano de uma preparagdo enzimatica derivada de uma linhagem modificada do
B. subtilis, a qual contém o gene que codifica a a-acetolactato descarboxilase, oriunda de B. brevis (21 CFR
173.115).

B. Aminopeptidase

As aminopeptidases (EC 3.4.11) sdo enzimas produzidas e secretadas por glandulas do intestino delgado, no qual
participam da digestao de proteinas; essas enzimas estio amplamente distribuidas por todo o reino animal e
também sdo encontradas em todos os micro-organismos (banco de dados da KEGG). Uma aminopeptidase cliva
um unico aminoécido da extremidade N-terminal de uma proteina ou peptideo. Por exemplo, a aminopeptidase
EC 3.4.11.1 consegue mediar a clivagem de uma glicina N-terminal (KEGG R04951):
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Essas clivagens alteram os sabores das proteinas de uma matriz alimentar. Por isso, as aminopeptidases sao
utilizadas na produciao de queijos, bebidas, aromatizantes, carnes e produtos a base de leite, com o objetivo de
intensificar e otimizar o aroma e o sabor. A adigdo de aminopeptidases ¢ capaz de acelerar a maturagao do queijo.
Elas também sao utilizadas nas ragdes, para melhorar o uso das proteinas na alimentacao de leitdes e aves. A
clivagem de uma glicina N-terminal foi descrita na reagao anterior, como um exemplo de mecanismo das
aminopeptidases.

Diversas aminopeptidases siao produzidas por biotecnologia, com o uso de diversas culturas de fungos e
bactérias (como Aspergillus, Lactococcus e Trichoderma). Entre as peptidases recombinantes produzidas estdo a
aminopeptidase (PepN), oriunda das linhagens Lactobacillus rhamnosus S93, Lactococcus lactis (FDA
21CFR184.1985) e Aspergillus sojae (Patente europeia 0967286).

C. Amilases

As amilases sdo enzimas amiloliticas que hidrolisam amido em acticares e sao encontradas em todo o reino animal,
vegetal e em micro-organismos (OrthoDB EC 3.2.1). Existem varias amilases que clivam com muita especificidade
as ramificacoes das moléculas de amido. Dependendo do tipo de amilase, os compostos resultantes podem ser
acucares simples, como a glicose, agicares compostos, como a maltose, ou formas especiais de amido, como as
dextrinas. Todas as amilases sdo glicosideo hidrolases que agem sobre as ligagdes o-(1,4) e/ou a-(1,6) dos
polimeros de amido (Goesaert et al., 2009). A Figura 13.13 traz uma visdo geral dos modos de a¢do das enzimas
amiloliticas.
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FIGURA 13.13 Representacio esquematica da a¢io de diferentes enzimas amiloliticas sobre amido e derivados. A estrutura em anel
de cor cinza representa um residuo de glicose redutor, sendo: (a) A¢do do tipo endo da o -amilase, que produz dextrinas lineares e
ramificadas de baixa massa molecular; (b) A¢ao, sobretudo, do tipo exo da o -amilase maltogénica, que produz principalmente maltose; (c)
Acio da enzima desramificante, que produz dextrinas lineares; (d) A¢do apenas do tipo exo da B-amilase, que produz maltose e dextrinas -
limite; (e) A¢do apenas do tipo exo da glicoamilase, que produz glicose. Extraido de Goesaert et al. (2009).
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As amilases sdo utilizadas na industria do processamento de alimentos, principalmente para modificar as
matérias-primas que contém amido. Sua drea de aplicagdo mais importante € a producdo de agucares, a partir do
amido (xarope de glicose, xarope de frutose), que depois se tornam ingredientes de uma ampla variedade de



produtos alimenticios, como doces, produtos de panificagao, sorvetes e molhos de tomate ketchup. As amilases
estdo naturalmente presentes em muitas matérias-primas, como cereais e leveduras. No entanto, essa forma de
amilase costuma ser insuficiente ou tem um efeito muito lento. Por isso, ¢ comum a adi¢ao de amilases produzidas
industrialmente, para conduzir ou acelerar a degradagao do amido. Essas prepara¢des contém uma mistura de
varios tipos de amilase (GMO Compass).

As amilases sao utilizadas rotineiramente na padronizagao da farinha empregada na fabricacdo de bolos e paes,
e também como agente antienvelhecimento. Na farinha de trigo intacta, as a-amilases estdo praticamente ausentes,
enquanto as B-amilases estdo presentes em abundéncia, embora tenham pouca ou nenhuma atividade sobre os
granulos de amido intactos, e ndo danificados, e sejam inativadas antes da gelatinizagdo do amido. Por essa razdo, a
atividade das amilases na farinha de trigo ¢, muitas vezes, otimizada, por meio da adi¢do de a-amilases fingicas.
As amilases adicionadas aumentam o teor de agucares redutores e fermentaveis na farinha e na massa do pao,
estimulando a fermentacdo pela levedura e a formacao de produtos da reacdo de Maillard; esses produtos, por sua
vez, intensificam o sabor e a cor da crosta do pdo. No entanto, a funcionalidade da amilase também pode ser
relacionada com a redugdo da viscosidade da massa do pdo durante a gelatinizacdo do amido, prolongando o
crescimento no forno e resultando em um pao com volume maior. Algumas amilases podem retardar o
endurecimento do miolo do pao e, dessa forma, agir como agente antienvelhecimento. Os mecanismos ou modos
de agdo possiveis, por meio dos quais essas enzimas retardam o processo de endurecimento/envelhecimento, sdo
discutidos mais adiante. Os produtos tipicos antienvelhecimento de paes que contém amilases consistem, em sua
maioria, de ai-amilases bacterianas ou fungicas com termoestabilidade intermedidria (Goesaert et al., 2009).

Durante a produg¢ao de bebidas alcoolicas fermentadas, o amido das matérias-primas precisa ser hidrolisado em
moléculas menores de agucar, para permitir que a levedura transforme-as em dlcool. As enzimas realizam esse
processo em duas etapas: liquefacdo e sacarificacdo. Por costume, as enzimas sdo acrescentadas por meio da adicao
de malte, que esta sendo cada vez mais substituido por preparos a base de enzimas, nas operacoes de destilagdo.
Uma quantidade pequena de enzimas industriais é capaz de substituir quantidades significativas de malte.

Nos sucos de frutas, as amilases eliminam o sedimento que contém amido. Isso é de especial importancia
quando as frutas sdo colhidas verdes e armazenadas por periodos relativamente longos, em baixa temperatura. Sob
essas condigdes, a polpa das frutas contém amido em quantidade suficiente para causar turbidez ou gelatinizar, o
que dificulta o processamento. A adi¢do de enzimas amiloliticas neutraliza essas rea¢des. Na forma de aditivos para
ragoes, as amilases aumentam a hidrdlise do amido e, dessa forma, contribuem para o melhor uso das racoes a base
de vegetais.

Ha algum tempo, é possivel produzir-se amilases com uma variedade de culturas de fungos e bactérias sem
modificagdes genéticas. Em geral, as amilases bacterianas sdo mais estédveis em relacdo a temperatura que aquelas
provenientes de culturas de fungos. Hoje, as amilases bacterianas sao, sobretudo, produzidas com MGM:s (vdrios
tipos de Bacillus). Na produgio de amilases com o uso de fungos, ¢ mais frequente a adogdo de culturas nao
consideradas geneticamente modificadas (GMO Compass).

1. a-Amilases

As a-amilases (EC 3.2.1.1) sdo enzimas que catalisam a hidrolise das ligagdes internas o-1,4-glicosidicas de
polissacarideos, originando produtos com baixa massa molecular, como a glicose, a maltose e as unidades de
maltotriose (de Souza e Magalhaes, 2010). As a-amilases atuam de modo aleatorio sobre o amido, o glicogénio e
polissacarideos ou oligossacarideos relacionados; essa agao leva a liberacao de grupos redutores com configuragao
a (KEGG R02108):
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A letra “ou” esta relacionada com a configura¢do anomérica inicial do agticar liberado, e ndo com a configuracao

da ligacdo hidrolisada. Diversos mutantes recombinantes produtores de oi-amilase criados por engenharia genética
para aplicagdes especificas sdo produzidos atualmente, utilizando-se Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e
Pseudomonas fluorescens (Olempska-Beer et al, 2006). O gene da o-amilase (amyl) do B. licheniformis
normalmente ¢é utilizado como transgene e modelo para modificagdes (FDA-GRN 79). Além disso, vérias o.-
amilases termoestdveis sdo isoladas de micro-organismos termofilicos e expressas em linhagens com producio
heterdloga. O tratamento do amido com a a-amilase pode ser seguido por um tratamento com outras enzimas
adequadas, como a glicoamilase, a pululanase e a glicose isomerase.

O Termamyl SC ¢ uma preparacdo elaborada com a a-amilase termoestavel de Bacillus stearothermophilus,
produzida por B. licheniformis (GRASP 0G0363, FDA-GRN 24). A sequéncia do gene amyS da a-amilase do B.
stearothermophilus foi modificada para aumentar a estabilidade da enzima em concentragdes baixas de cdlcio e pH
baixo. A enzima modificada apresenta delecio de dois aminoacidos (posi¢oes 181 e 182) e uma substituicdo
(posi¢ao 193), quando comparada a sequéncia do gene amyS original do B. stearothemophilus. O Termamyl SC
pode ser utilizado na industria, para a liquefacdo continua do amido em temperaturas de até 105-110°C, na
industria do alcool, para liquefazer o amido dos mostos para destilagdo, na fabricagao da cerveja, para liquefazer o
amido adicionado ao mosto e na industria do agtcar, para hidrolisar o amido do caldo de cana (FDA-GRASP
0G0363, FDA-GRN 24).

O Termamyl LC ¢ uma preparagdo elaborada com a a.-amilase termoestavel de B. licheniformis, produzida por
B. licheniformis geneticamente modificada (FDA-GRN 22). A sequéncia do gene amyL da o-amilase do B.
licheniformis foi modificada para possibilitar a atuagdo da enzima em pH mais baixo e em teores de calcio mais
baixos que as a.-amilases termoestéveis convencionais. O molde para a enzima do Termamyl LC foi o gene amyS$
da a-amilase de B. licheniformis, e esse gene foi utilizado na produgdo do Termamyl SC (FDA-GRASP 3G002612).
A enzima do Termamyl LC foi construida por meio da unido, na regido N-terminal, da sequéncia da a.-amilase do
B. amyloliquefaciens e da alteragao na sequéncia do DNA que codifica outros residuos especificos de aminoacidos;
as mudancas visaram o aumento da estabilidade da enzima em pH baixo, concentracdo baixa de célcio e
temperatura alta (FDA-GRN 22). As enzimas do Termamyl foram desenvolvidas a partir da sequéncia de
nucleotideos E01158 de um banco de genes, por meio de uma molécula intermedidria, denominada M38570. As
preparacdes enzimadticas sao utilizadas na industria alimenticia, como auxiliar na liquefagdo do amido para a
producao de xarope, ou na industria do dlcool, para hidrolisar o amido dos mostos que seguem para a destilagao.

Baseando-se na enzima do Termamyl LC, foi desenvolvida outra a-amilase modificada, denominada Novozym
28035. O objetivo foi obter uma enzima com uma estabilidade ainda maior em pH baixo, concentragdo baixa de
cdlcio e temperatura elevada. A enzima a-amilase do Novozym 28035 apresenta substitui¢des em mais quatro

aminodcidos, quando comparada a precursora, a a-amilase Termamyl LC, e suas aplicagdes sdo equivalentes
(FDA-GRN 79).



Sequéncias do gene de linhagens de Thermococcales archaebacteria foram utilizadas para obter a o-amilase
BD5088 (FDA-GRN 126), uma enzima hibrida derivada de trés o-amilases de linhagens selvagens arquea. A
enzima hibridizada foi selecionada para comercializa¢do por causa de sua estabilidade e atividade em pH baixo,
temperatura alta e concentracdo de calcio baixa. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das o.-amilases
termofilicas de linhagens arquea revelou uma homologia de pelo menos 85% com a a-amilase BD5088. A .-
amilase BD5088 foi desenvolvida para ser utilizada na hidrélise do amido comestivel, para a obtengao de produtos
que resultam dessa hidrolise, entre eles xarope de glicose, xarope de milho com alto teor de frutose, glicose
cristalina (dextrose) e etanol destilado para uso em alimentos e bebidas (FDA-GRN 126).

2. B-Amilases

As B-amilases (EC 3.2.1.2) ou amilases maltogénicas atuam na extremidade nao redutora do amido, glicogénio, e
polissacarideos e oligossacarideos relacionados, formando B-maltose (duas unidades de glicose) com inversdo da
configuragdo. A B-amilase € intrinseca a bactérias e plantas; durante o amadurecimento de uma fruta, a B-amilase
quebra o amido em maltose, que deixa um sabor adocicado na fruta madura. A letra “B” esta relacionada com a
configuragdo anomeérica inicial do acucar livre liberado, e nao a configuragdo da ligagdo hidrolisada (KEGG
R02112):

Amido <=> Maltodextrina + Maltose
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3. Amilase maltogénica

A amilase maltogénica (EC 3.2.1.133) é uma exoenzima que catalisa a hidrolise das ligagdes a.-1,4-glicosidicas da
amilose, da amilopectina e de polimeros de glicose relacionados. Residuos de o-maltose sdo removidos
sucessivamente, a partir da extremidade ndo redutora do amido ou de polissacarideos e oligossacarideos
relacionados, até que a molécula seja degradada ou, no caso da amilopectina, até que seja alcangada uma
ramificagdo (WHO Food Additives Series 40). A amilase maltogénica pode ser produzida pela fermentagdo
submersa de uma linhagem nao patogénica e ndo toxigénica do Bacillus subtilis, a qual contém o gene amyM do
Bacillus stearothermophilus, que codifica a amilase maltogénica (WHO Food Additives Series 40; Diderichsen e
Christiansen, 1988) (FDA-GRASP 7G0326).

4. y- Amilases

As y-amilases (EC 3.2.1.3) hidrolisam as ligacoes 1,4-o-d-glicosidicas, a partir das extremidades nao redutoras das
cadeias, de maneira sucessiva, liberando B-d-glicose. A maioria das formas das enzimas consegue hidrolisar
rapidamente as ligacoes 1,6-a-d-glicosidicas, quando a ligagdo seguinte na sequéncia ¢ do tipo a-1,4, e algumas
preparagdes dessa enzima hidrolisam liga¢des a-1,6 e 1,3-d-glicosidicas de outros polissacarideos (KEGG R01790):
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As y-amilases ou glicoamilases sdo encontradas apenas em fungos (KEGG, OrthoDB); diferentemente das
outras formas de amilase, a y-amilase é mais eficiente em pH dcido e apresenta atividade 6tima em pH 3.

A glicoamilase de Trichoderma reesei foi superexpressa no proprio micro-organismo, T. reesei. A linhagem
produtora foi geneticamente modificada, por meio da inativagdo de varios genes de celulases, a fim de facilitar a
superexpressdo do gene original TrGA do T. reesei para a producdo e secre¢io da enzima glicoamilase
recombinante.

Dois cassetes de expressiao que contém o promotor e o terminador do gene cbhl do T. reesei, flanqueando o

gene glal que codifica a glicoamilase do T. reesei, foram integrados ao genoma da linhagem produtora final,
designada 70H2-TrGA #32-9 (FDA-GRN 372).

A glicoamilase derivada ¢ utilizada para sacarificar o amido de milho liquefeito na fabricagdo de adogantes a
base de amido de milho, como o xarope com alto teor de frutose. Ela maximiza a conversao do substrato amilaceo
em carboidratos fermentaveis. Além disso, intensifica a extracdo e a sacarificagdio do amido (mashing) de cereais
maltados, de cereais e de outras fontes vegetais (que incluem cevada, milho, trigo, centeio, sorgo (milo), arroz,
tapioca e batatas). Os liquidos (mostos) resultantes do processo sao fermentados, normalmente por uma levedura,
para produzir etanol (e, as vezes, dcidos orgéanicos). A glicoamilase do Trichoderma reesei também ¢ empregada
nos processos de fabricacao do acido lactico, similares aqueles utilizados na fabricagdo do dlcool para bebidas
(FDA-GRN 372).

5. Pululanases

As pululanases (EC 3.2.1.41) sdo tipos especificos de glucanases, exoenzimas amiloliticas, que degradam a
pululana, a amilopectina, o glicogénio e a- e B- dextrinas limite da amilopectina e do glicogénio. Elas sao
produzidas na forma de lipoproteinas extracelulares ancoradas a superficie das células por bactérias Gram-
negativas. As pululanases do tipo I atacam as ligagdes a-1,6, em especifico, enquanto as do tipo II também sdo
capazes de hidrolisar as ligagdes a-1,4. As pululanases clivam as ramificagoes das moléculas de amilopectina do
amido, produzindo cadeias de amilose e, por isso, sdo denominadas enzimas desramificantes (Lee e Whelan,
1972). A maltose é o menor agucar que elas conseguem liberar da ligagdo a-1,6:
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Elas sdo utilizadas com outras enzimas, principalmente, para intensificar a sacarificagdo do amido em glicose e
xarope de glicose. As vezes, sdo aplicadas como enzimas na preparagio de paes, bolos etc. ou na industria de
bebidas alcodlicas, aumentando a quantidade de agucares fermentdveis disponiveis para conversio em dlcool
(FDA-GRN 20). As pululanases sao produzidas por fermentagdo, utilizando-se culturas de bactérias (Bacillus e
Klebsiella) ou fungos (Trichoderma).

Existe uma pululanase recombinante especifica, oriunda do Bacillus naganoensis, expressa em Bacillus subtilis
(FDA FDA-GRN 20). O Bacillus subtilis também é utilizado para expressar a pululanase do Bacillus
acidopullulyticus (FDA FDA-GRN 205). Uma terceira pululanase, oriunda do Bacillus deramificans, é expressa no
B. licheniformis (FDA FDA-GRN 72).

6. Amilases formadoras de maltotetraose

As amilases formadoras de maltotetraose (EC 3.2.1.60) sao utilizadas para retardar o processo de envelhecimento
de paes, bolos etc. e, desse modo, estender o periodo durante o qual os produtos apresentam uma qualidade
aceitavel para o consumo. Uma amilase formadora de maltotetraose, a amilase G4, é utilizada como auxiliar de
processamento na industria do amido. A amilase G4 heterdloga é produzida na linhagem de B. licheniformis
GICCO03279, a qual expressa o gene mta de Pseudomonas saccharophila (FDA-GRN 277). A fim de melhorar a
termoestabilidade da enzima durante a preparagio de pdes, bolos etc., a sequéncia de DNA do gene da linhagem
selvagem de P. saccharophila PS4 foi alterada, por meio da remogao do dominio C-terminal de ligagdo ao amido e
da mudanga de 16 dos 429 aminodcidos restantes do nucleo catalitico (FDA-GRN 277). A introdugdo dessas
muta¢des aumentou a termoestabilidade e o desempenho da enzima durante o cozimento, o que tornou a amilase
G4 muito mais adequada como agente antienvelhecimento do pao que a enzima maltotetraose-hidrolase do tipo
selvagem, oriunda de P. saccharophila.

7. Glicosiltransferase ramificante

A glicosiltransferase ramificante (EC 2.4.1.18) de Rhodothermus obamensis produzida pelo B. subtilis é utilizada
como enzima na industria do amido para obter dextrinas com propriedades fisicas melhoradas, como solubilidade
mais alta, viscosidade mais baixa e retrogradacao reduzida (FDA-GRN 274). Uma preparacio melhorada de
dextrinas pode ser utilizada em sopas, molhos, alimentos desidratados instantaneos, produtos com baixo teor de



gordura e refrigerantes. A glicosiltransferase ramificante catalisa a transferéncia de um segmento de uma cadeia o-
1,4-d-glucana para um grupo hidroxila primdrio em uma cadeia glucana similar, criando ligagdes o-1,6 e
aumentando o namero de pontos de ramificacdo. Ela converte a amilose em amilopectina (KEGG R02110):
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D. Asparaginase

A asparaginase (EC 3.5.1.1) converte o aminodcido asparagina em écido aspdrtico (KEGG R00485):

L-Asparagina + H,O <=> L-Aspartato + NH;
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A asparagina é um precursor da acrilamida, que é um possivel carcindgeno. Quando alimentos ricos em
acucares redutores e asparagina sdao assados, fritos e grelhados em temperaturas superiores a 100°C ocorre
escurecimento e a formacdo de acrilamidas, por meio da reagdo de Maillard. Quando se adiciona asparaginase, a
asparagina torna-se indisponivel e o teor de acrilamida no alimento processado pode ser reduzido em até 90%. O
valor nutricional, o sabor e o escurecimento do produto permanecem inalterados (Pruser e Flyn, 2011).

As preparagdes a base de asparaginase sdo utilizadas em alimentos que contém carboidratos e asparagina e que
sdo aquecidos acima de 120°C, como os paes (por exemplo, pao de forma, pao francés, paes para cachorro-quente
e hamburguer, bisnagas, baguetes, paes com passas, paes com tipos diferentes de graos e outras variedades de paes,
além de biscoitos e bolachas do tipo cracker), outros produtos a base de cereais (por exemplo, bolos, rocamboles,
bolos de mel holandés e cereais matinais), produtos a base de batatas (por exemplo, batatas fritas e batatas chips) e
em rea¢des nas quais ocorre formagdo de compostos de sabor (FDA-GRN 214).

As preparagdes a base de asparaginase sdo comercializadas com os nomes Acrylaway e PreventASe. Essa ultima
¢ fabricada com o auxilio do fungo geneticamente modificado Aspergillus niger, transgénico para o préprio gene
aspA da asparaginase, que estd sob o controle do promotor do gene glaA para exibir uma expressio maior da
enzima de 378 aminodcidos. Na linhagem de A. niger GAM-53 receptora, sete loci do gene da glicoamilase foram
removidos e substituidos por sitios para integra¢ao direcionada, denominados plug sites. O gene pepA da principal
protease, bem como os genes amyA e amyB das principais amilases, foram suprimidos, intensificando a
capacidade da linhagem de secretar proteinas (FDA-GRN 214).

A preparacao Acrylaway € produzida pelo fungo Aspergillus oryzae com o proprio gene da asparaginase, que



foi modificado e estd sob o controle do promotor do gene Pna2/tpi para aumentar a expressdao da enzima (FDA-
GRN 201). A linhagem de A. oryzae BECh2 hospedeira foi modificada para eliminar a secrecio de TAKA-amilase
e de metaloproteinase neutra I, por meio de delegdo genética. Além disso, a sintese dos dcidos ciclopiazonico e
kojico foi eliminada, mediante irradiagdo gama e ultravioleta (FDA-GRN 201).

E. Proteinase aspartica

A proteinase aspartica, ou mucorpepsina (EC 3.4.23.23), hidrolisa proteinas, atuando preferencialmente nos
residuos de aminodcidos hidrofébicos localizados em P1 e P1’. Ela coagula o leite, mas ndo aceita lisina em P1 e,
por essa razao, nao ativa o tripsinogénio.

A proteinase aspartica clonada, oriunda de Rhizomucor miehei e produzida por A. oryzae, é utilizada como
enzima para coagulagdo do leite e aprovada para uso na producao de queijos (21CFR 173.1 50). Uma proteinase
aspdrtica subclonada, oriunda de R. miehei e produzida pela linhagem de A. oryzae IFO 4177, ¢ utilizada como
agente amaciante sob a marca registrada NovoCarne. A linhagem receptora A. oryzae IFO 4177 é uma linhagem
industrial geneticamente modificada, bastante conhecida do Instituto para Fermentacdo de Osaka, Japdo. Nesse
plasmideo de expressdo, a proteinase aspartica estd sob o controle do promotor do gene da TAKA-amilase de A.
oryzae (FDA-GRN 34). Utilizada na forma liquida, a enzima ¢ injetada na carne que, em seguida, passa por um
processo mecanico (tumbling) que aumenta a distribui¢do. Ela também pode ser misturada aos ingredientes da
marinacdo e, posteriormente, passar pelo processo mecanico. O preparado NovoCarne Tender tem uma
especificidade limitada, agindo apenas sobre as proteinas miofibrilares, e ndo sobre as proteinas do tecido
conjuntivo. Exibe também uma hidrdlise autolimitada da miosina. Esses fatores impedem que ele amacie
excessivamente a carne (FDA-GRN 34).

F. Aspergilopepsina I/Protease acida fuingica

A protease 4cida fungica, ou aspergilopepsina I (EC 3.4.23.18), ¢ uma protease que hidrolisa proteinas e apresenta
uma especificidade ampla.

O gene da protease dacida fungica do Trichoderma reesei é superexpresso nesse micro-organismo. O DNA que
codifica a protease acida fungica secretada madura do T. reesei foi fundido no DNA que codifica o peptideo-sinal
da celobio-hidrolase I (CBHI) do T. reesei, intensificando a produgéo e a secrecdo. Esse quadro de leitura aberto é
flanqueado pelas sequéncias do promotor e do terminador do gene da CBHI, oriundo do T. reesei, para otimizar a
superexpressdao. A protease dcida fungica isolada é utilizada na maceragdo do milho, na fabricacdo de bebidas
alcoolicas para aumentar o nitrogénio amino livre ou reduzir a espuma, na clarificagio do suco de maga e na
degomagem das membranas durante a fabricagdo do suco de laranja (FDA-GRN 333).

G. Carboxipeptidases
As carboxipeptidases pertencem a subclasse das peptidases que hidrolisam as extremidades C-terminal de cadeias
polipeptidicas. Também sao chamadas de exopeptidases (EC 3.4.11.x-3.4.19.x):

Carboxipeptidases
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A fungdo tecnoldgica da carboxipeptidase ¢ liberar aminodcidos da extremidade C-terminal de proteinas e
peptideos, presentes em varios alimentos, como o leite (caseina, soro do leite) e a carne, a fim de facilitar e/ou
acelerar o surgimento de sabores durante a fase de maturagao.

A preparagao enzimatica a base de carboxipeptidase do tipo serina, comercializada com o nome Accelerzyme
CPG, deriva de culturas geneticamente modificadas de Aspergillus niger. A linhagem hospedeira A. niger ISO-528
deriva da linhagem GAM-53 pela dele¢ao dos sete loci do gene glaA da glicoamilase, os quais foram substituidos
pelos chamados plug sites ou sitios para integracdo direcionada. Esses sitios do gene AglaA permitem a inser¢do
(guiada pelos sitios) dos cassetes de expressao. Além disso, o gene pepA, que codifica a principal protease foi
inativado e os genes amyA e amyB, que codificam as principais amilases, foram suprimidos. A linhagem também

tem a capacidade melhorada de secretar proteinas, a qual foi selecionada mediante geracio por mutagao cldssica
(FDA-GRN 345).

O cassete de expressdo da carboxipeptidase contém DNA do A. niger, que comega com o promotor do gene
glaA, acompanhado da sequéncia inteira do gene pepG, a qual codifica a proteina carboxipeptidase, e flanqueado
em 3’ pela sequéncia do terminador do gene gluA. Essa sequéncia garante a terminagao eficiente da transcri¢ao do
gene pepG e o direcionamento da unidade de expressdo para os loci AglaA (FDA-GRN 345).

A preparagdo Accelerzyme CPG, a base de carboxipeptidase, pode ser utilizada em queijo, queijo modificado
por enzimas e carne fermentada. Na producao de queijos, a enzima ¢ adicionada ao leite, junto com as bactérias do
acido lactico, que possibilitam a enzima agir sobre as proteinas presentes no queijo e liberar os aminoacidos como
precursores dos compostos responsaveis pelo sabor. Dessa forma, desenvolvem-se os mesmos tipos de compostos
responsaveis pelo sabor encontrados na maturagdo regular, porém a velocidade do desenvolvimento do sabor é
acelerada, resultando em um periodo mais curto de maturagdo do queijo, bem como na redugdo do sabor amargo
durante o processo. Na carne fermentada, a carboxipeptidase também pode ser utilizada para acelerar o
desenvolvimento do sabor durante a matura¢io. A carne seca fermentada é produzida por meio do corte e mistura
de pedagos frescos de carne e toucinho defumado, junto com bactérias do dcido lactico. A mistura é embutida em
intestino de porco ou material sintético e deixada para secar e fermentar em uma camara de maturacdo com
temperatura e umidade controladas. Durante o periodo de maturacdo de trés semanas, a umidade se reduz por
evaporagio, o pH diminui como resultado da formagio de acido lactico pelas bactérias do acido lactico, as quais
também formam os componentes responsaveis pelo desenvolvimento do sabor. A adi¢do da carboxipeptidase as
bactérias do acido lactico durante o corte e a mistura da carne e do toucinho defumado leva a liberacdo de
aminodacidos, que estimulam as bactérias do acido lactico a formar os componentes responsaveis pelo sabor. Como
consequeéncia, a carne alcanca o sabor desejado depois de 22 dias, e ndo 28 (FDA-GRN 345).

H. Celulase

A celulase (EC 3.2.1.4) é a enzima responsavel pela endo-hidrolise das ligacoes B-1,4-d-glicosidicas da celulose, da
liquenina e das B-d-glucanas dos cereais. Além disso, as celulases hidrolisam as ligagdes B-1,4- em B-d-glucanas,
que também contém liga¢oes b-1,3 (KEGG R02886):



Celulose + H,O <=> Celulose + Celobiose
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As preparagoes a base de celulase podem ser utilizadas para: hidrélise de celulose de uma ampla variedade de
alimentos que contém celulose, tais como produtos citricos ou outras frutas utilizadas na producao de sucos e
vinhos; remogdo de fibras das tortas de prensagem na producao de 6leos comestiveis; aumento da recuperagao de
amido de batatas e de outras fontes de amido; extragdo de proteinas de folhas e gramineas; amaciamento de frutas e
verduras antes do cozimento; extragdo de 6leos essenciais e compostos de aroma de vegetais; tratamento do mosto
para destilagdo; extragao de componentes do cha-verde; e outros usos (FDA-GRN 292).

Ha uma preparacio a base de celulase que deriva de um fungo geneticamente modificado, o Myceliophthora
thermophila. Copias extras do gene eg5 da celulase do M. thermophila foram incorporadas ao cromossomo do M.

thermophila receptor. Essas copias adicionais estdo sob o controle do promotor do gene cbhl, resultando em uma
linhagem hiperprodutora de celulase (FDA-GRN 292).

l. Ciclodextrina glucanotransferase

A ciclodextrina glucanotransferase (CGTase; EC 2.4.1.19) é uma enzima singular capaz de converter amido ou
derivados do amido em ciclodextrinas, por meio de uma reagao de ciclizagdo. Essa enzima provoca a ciclizagao de
parte de uma cadeia de a-1,4-d-glucana, pela formagdo de uma ligagdo a.-1,4-d-glicosidica (KEGG EC 2.4.1.19).

Inicialmente, a enzima cliva a ligagdo a.-1,4-glicosidica entre os residuos ligados nos subsitios +1 e -1, levando
a forma¢io de um intermedidrio covalente. Em seguida, a cadeia linear do intermedidrio adquire uma
conformagdo ciclica, que ¢ a etapa de circularizagdo. Depois, forma-se uma nova ligagdo o-1,4-glicosidica com o
grupo terminal 4-hidroxila do intermediéario. Os residuos cataliticos envolvidos na clivagem da ligagao sao Asp*
e Glu*’ (numeragao da ciclodextrina glucanotransferase do B. circulans) (Figura 13.14) (Li et al., 2007).

Como resultado, formam-se de modo reversivel ciclodextrinas (dextrinas de Schardinger) de varios tamanhos a
partir do amido e de substratos similares. As maltodextrinas lineares também podem ser desproporcionadas sem
cicliza¢do. As ciclodextrinas sdo o.-1,4-glucanas ciclicas, compostas de 6 a mais de 100 unidades de glicose, e as
formas mais comuns sdo a a, a B e a y-ciclodextrinas. A producdo de ciclodextrinas a partir do amido, mediada
pela ciclodextrina glicosiltransferase, resulta em uma mistura de ciclodextrinas a., B e y, que consistem em seis, sete
e oito unidade de glicose, respectivamente (Figura 13.15) (Li et al., 2007).
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FIGURA 13.14 Circularizac¢io de derivados do amido em ciclodextrinas, catalisada pela ciclodextrina glicanotransferase (CGTase;
EC2.4.1.19). Extraido de Li ef al.(2007).
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FIGURA 13.15 Formas mais comuns de ciclodextrinas circulares. Extraido de Li et al. (2007).

As moléculas circulares de a, B e y-ciclodextrina tém a forma de um cone truncado e oco ou de um anel. Os
atomos de hidrogénio e oxigénio das ligagoes glicosidicas estdo voltados para o lado interno do anel, enquanto os
grupos hidroxila estdo localizados do lado externo; como consequéncia disso, as ciclodextrinas tém uma cavidade
hidrofobica e, ao mesmo tempo, uma superficie externa hidrofilica, que as torna soluveis em dgua. A cavidade
hidrofébica permite que as ciclodextrinas formem complexos de inclusdo com vérios compostos organicos. O
diametro da cavidade cria certa seletividade para os complexos que podem ser formados pelas moléculas
“hospedes”, isto é, o anel maior da y-ciclodextrina de oito unidades consegue acomodar uma variedade maior de
moléculas hospedes que os anéis menores das o e B-ciclodextrinas. Moléculas maiores podem formar complexos
com mais de uma molécula de ciclodextrina (Tsoucaris et al., 1987). A formagao de um complexo de inclusdo com
uma molécula hdspede é a base para a utilizacdo das ciclodextrinas em alimentos, cosméticos e preparagdes
farmacéuticas (Li et al., 2007).

As ciclodextrinas podem ser utilizadas para aumentar o teor de fibras dos alimentos solidos, semiliquidos e
liquidos. Por causa de sua capacidade de formar complexos com certas moléculas organicas, as ciclodextrinas
podem executar certas fungdes tecnoldgicas, como adjuvante de sabor; adjuvante de coloragao; ou agente
transportador, estabilizante ou solubilizante de certas vitaminas (por exemplo, acetato de retinol, vitaminas K eC,
riboflavina e b-caroteno) e 4cidos graxos (FDA-GRN 155). Em geral, sdo consideradas agentes estabilizadores,
emulsificantes, transportadores e auxiliares da formulacao de alimentos (FDA-GRN 64).

As ciclodextrinas sao produzidas com o uso de preparagdes de ciclodextrina glucanotransferase. Nos Estados
Unidos, essas preparagdes sao elaboradas por linhagem E. coli K12 recombinante, a qual expressa o gene que
codifica a a-CGTase da Klebsiella oxytoca (FDA-GRN 155). A enzima ¢é totalmente removida da ciclodextrina final
(FDA-GRN 155, FDA-GRN 64).

J. Quimosina

A quimosina (EC 3.4.23.4) é uma peptidase com ampla especificidade pelo substrato. Ela é mais conhecida por sua
capacidade de coagular o leite, ao clivar a ligagao Phe'®-Met'® da k-caseina (Gilliland et al., 1991) e, por essa razdo,
ser essencial na producio de queijos firmes. A quimosina produzida de maneira heter6loga substitui as
preparagdes tradicionais obtidas do estomago de bezerros.

A quimosina B bovina (Bos taurus) é produzida por fermenta¢do submersa de Trichoderma reesei. O DNA que
codifica a por¢do proquimosina da proteina quimosina foi sintetizado utilizando-se os cddons do T. reesei, sem
alteracdo da sequéncia de aminodcidos codificada. O gene sintético da quimosina B estd sob o controle do



promotor e do terminador originais de T. reesei. Um segundo cassete de expressio do DNA transformante
codifica uma chaperonina do T. reesei que ¢ encontrada no reticulo endoplasmadtico e estd envolvida no
enovelamento de proteinas nascentes secretadas. Essa sequéncia codificadora esta fundida em um promotor e em
um terminador diferentes, oriundos do T. reesei, para o controle da expressio (FDA-GRN 230). A linhagem de
Trichoderma reesei GICC03278 hospeda a sequéncia construida para a expressao, e a preparacdo enzimatica
resultante é conhecida pelo nome comercial Chymostar Supreme. A linhagem T. reesei GICC03278 foi otimizada
quanto a produgdo da enzima, por meio da supressao de varios genes.

A quimosina bovina é produzida na forma de proteina de fusiao utilizando-se o gene da glicoamilase de A.
niger como molécula transportadora. Para tal, introduziu-se no A. niger var. awamori uma copia sintética da
quimosina bovina que apresenta os cddons de uso otimizado e uma alteracdo de serina-351 para treonina. A
quimosina ¢ liberada da proteina de fusdo glicoamilase-proquimosina pela clivagem autocatalitica do propeptideo
(Kappeler et al., 2006).

A quimosina recombinante bovina transcrita a partir do gene sintético da proquimosina bovina também ¢
produzida em E. coli, em A. niger var. awamori (Chy-Max) e na levedura Kluyveromyces lactis (Maxiren) (FDA 21
CFR 184.1685).

K. Glicose oxidase

A glicose oxidase (EC 1.1.3.4) ¢ uma oxidorredutase que catalisa a oxidagao da glicose em peréxido de hidrogénio
(H,0,) e D-glucono-1,5-lactona, agindo sobre os grupos CH-OH, com o oxigénio como aceptor (KEGG R01522):

beta-D-Glicose + Oxigénio <=> D-Glucono-1,5-lactona + Peroxido de hidrogénio

O OH A,
HOAOA‘ HO O O
HO‘\\ '.r,oH I’l’ -‘.\\ . HO\;" ‘ *,OH
OH HO
c00221 { | C00198
0=0 HO-OH
C00007 C00027

Extraido de Li efal. (2007)

A glicose oxidase € utilizada na industria da panificagio como auxiliar de processamento para reforgar o glaten
em massas. A enzima contribui para a oxidagdo dos grupos sulfidrilas livres do glaten, que participam da
formacdo de ligacoes de dissulfeto. Como resultado, a massa torna-se mais forte, mais eldstica, com maior
resisténcia ao choque mecanico, assim como melhor desenvolvimento no forno e o pao com volume maior (FDA-
GRN 106). A glicose oxidase também ¢ utilizada na remoc¢ao da d-glicose da clara do ovo, a fim de evitar o
escurecimento. Ela é empregada para eliminar o oxigénio das embalagens de alimentos - como o oxigénio
presente no espago livre acima das bebidas engarrafadas ou enlatadas - e também para reduzir o escurecimento nao
enzimatico dos vinhos e maioneses.

A glicose oxidase recombinante é produzida pela linhagem Aspergillus oryzae BECh2 geneticamente
modificada, que ndo produz amilase, protease alcalina (alp) e metaloprotease I neutra (Npl) e exibe deficiéncia de
acidos ciclopiazonico e koéjico. Esse micro-organismo transporta o gene codificador da glicose oxidase de A. niger
sob o controle do promotor do gene Pna2ltpl da amilase neutra I. Além disso, a parte ndo traduzida 5" desse



promotor foi substituida pela parte ndo traduzida 5" do promotor (TPI) do gene da fosfato isomerase de
Aspergillus nidulas (FDA-GRN 106). A preparagdo enzimatica resultante esta registrada sob o nome comercial
Gluzyme.

L. Glicerofosfolipideo colesterol aciltransferase

As glicerofosfolipideo colesterol aciltransferases (EC 2.3.1.43) catalisam a transferéncia de residuos acila, como os
residuos palmitoila, oleoila e linoleoila, para vérios ester6is (KEGG R02114):

Fosfatidilcolina + Esterol <=> 1-Acil-sn-glicero-3-fosfocolina + Esteril-éster
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Uma glicerofosfolipideo colesterol aciltransferase de Aeromonas salmonicida é expressa de maneira heter6loga
em Bacillus licheniformis. O organismo hospedeiro ¢ a linhagem de B. licheniformis Bra7, modificada mediante
delecdo de varias enzimas (proteases, amilase), um gene para esporulagdo e genes originais para a resisténcia ao
cloranfenicol para se tornar adequada a expressio de proteinas heterologas. O gene que codifica a
glicerofosfolipideo colesterol aciltransferase da A. salmonicida foi sintetizado e o cdédon, otimizado. Um
aminodcido foi trocado, e o gene sintético estd sob o controle do promotor e do terminador originais do B.
licheniformis. A integracdo no gene (catH) da resisténcia ao cloranfenicol do B. licheniformis foi obtida por meio
de recombinagdo homologa; esse gene atua na selegdo, integracdo cromossdmica e amplificagdo do cassete. As
sequéncias do gene catH flanqueiam o cassete de expressio com as sequéncias montante e jusante. Parte da
sequéncia do gene catH, situada a montante (denominada repetigdo 5’), esta presente duas vezes no plasmideo para
permitir a amplificacdo do cassete de expressao no cromossomo (FDA-GRN 265).

A eficécia da glicerofosfolipideo colesterol aciltransferase do B. licheniformis baseia-se em seus efeitos sobre a
membrana celular ao transferir grupos acila dos fosfolipideos e glicolipideos para aceptores como os esterois, os
alcoois graxos e outros alcodis primdrios menores. Os grupos acila transferidos sao, principalmente, acidos graxos
com 14C a 18C: os acidos miristico, palmitico, estearico, oleico, linoleico e linolénico. O colesterol e outros
esterdis aceitam os grupos acila transferidos para se transformarem em ésteres do colesterol e ésteres de esterdis. Os
alcoois graxos (definidos como alcodis com 12C ou maiores) também podem ser esterificados. Os produtos da
reacdo formados dependem do(s) substrato(s), consistindo, em geral, em lisofosfolipideos, ésteres do colesterol
com 4cidos graxos de 14C a 20C e ésteres de esterdis com dcidos graxos de 14C a 20C (campesterol, estigmasterol,
betasitosterol, 5-avenasterol e 7-estigmasterol).

A preparagdo enzimdtica ¢ utilizada em gemas do ovo e em ovos inteiros, em carnes processadas, na
degomagem de 6leos vegetais, em produtos licteos como o queijo e em produtos de panificacio que contenham
ovos, como 0s bolos. Seu nome comercial é FoodPro™ LysoMaxa Oil (FDA-GRN 265).

A gema do ovo ¢ bastante utilizada na industria de alimentos, por causa de suas propriedades emulsificantes.
Cerca de 30% dos lipideos da gema do ovo sdo fosfolipideos, que contribuem para as propriedades emulsificantes



da gema. Essas propriedades sao exploradas em muitos alimentos, como a maionese, os molhos para salada e outro
molhos e os bolos. No entanto, em alguns casos, as propriedades emulsificantes da gema ndo sdo suficientes para a
obtencdo de um produto homogéneo, sem separagao. Por exemplo, a pasteurizagdo da maionese em temperaturas
altas provoca uma separacao no produto. A prepara¢do enzimatica é utilizada para transformar os fosfolipideos da
gema do ovo em lisofosfolipideos e ésteres do colesterol. Pode-se evitar a separagdo do produto na pasteurizagao
em alta temperatura utilizando-se, no caso da maionese, gema de ovo modificada por enzimas. A gema de ovo
assim modificada deixa o miolo dos bolos mais fofo e macio.

A preparac¢do enzimatica também é adotada em produtos carneos processados. Ela melhora a emulsificagdo dos
produtos carneos processados e contribui para melhorar a consisténcia e reduzir a perda de peso por cozimento. Se
adicionada a carne processada, converte os fosfolipideos presentes em lisofosfolipideos.

Os oleos vegetais brutos, como os de soja, contém cerca de 12% de fosfolipideos, que sdo removidos durante o
processo de refinamento para melhorar sua qualidade e evitar a sedimentacdo. A remocdo dos fosfolipideos é
realizada na etapa de degomagem do processo de refino do 6leo, que pode ser realizada por meios quimicos ou
enzimaticos. Na degomagem, a enzima converte os fosfolipideos em lisofosfolipideos, que sdo mais soluveis em
agua e podem ser removidos do 6leo por lavagem com dgua. A hidrélise enzimatica dos fosfolipideos ¢ um
processo mais suave que a degomagem quimica, que necessita de mais acidos e dlcalis. Além disso, a degomagem
com a enzima produz menos efluentes. No processo de degomagem, a enzima catalisa a transferéncia de acidos
graxos dos fosfolipideos para os fitosterdis do 6leo durante a formagdo dos ésteres de fitosterdis. Os fitosterdis
normalmente sdo removidos na etapa de desodorizagao do refino do 6leo, mas, quando a preparagdo enzimatica é
utilizada, eles sdo convertidos em ésteres de fitosterois; esses ésteres ndo sao removidos durante o processo de
refino, por causa da volatilidade mais baixa dos ésteres de esterdis. Os ésteres de fitosterois nao sdo elementos
estranhos no 6leo vegetal, porque uma parte menor dos fitosterdis ja existe de forma natural na forma de ésteres.

O uso da preparagdo enzimdtica em produtos licteos contribui para aumentar o rendimento durante a
producio do queijo. A enzima adicionada ao leite converte seus fosfolipideos em lisofosfolipideos, intensificando

as propriedades emulsificantes e aumentando o rendimento do queijo ao aprisionar mais lipideos no queijo de
coalho (FDA-GRN 265).

M. Hexose oxidase

A hexose oxidase (EC 1.1.3.5) catalisa a oxidagdo de vdrios monossacarideos e oligossacarideos (em especial, a
glicose; mas, também, a maltose, a lactose, a d-galactose, a d-manose e a celobiose) com o oxigénio para produzir
lactonas e peroxido de hidrogénio (KEGG R01522):

beta-D-Glicose + Oxigénio <=> D-Glucono-1.5-lactona + Peréxido de hidrogénio
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A principal aplica¢do da hexose oxidase estd na fabricacdo de paes, aumentando a for¢a da massa e o volume do
pdo. Para esse fim, a enzima age de modo similar a glicose oxidase, ou seja, o peréxido de hidrogénio produzido
atua como oxidante de outros componentes do alimento. No entanto, essa enzima traz vantagens adicionais, uma



vez que age sobre uma variedade maior de substratos. Na industria de alimentos, a hexose oxidase ¢ utilizada na
fabricacao de queijos e tofu - auxiliando na formagdo do coalho -, na limitagdo do escurecimento indesejavel - ao
reduzir as reagdes de Maillard nos alimentos — e removendo o oxigénio durante a produgao de molhos para saladas
e outros molhos. Essa enzima também é adotada pelas industrias que fabricam massas e macarrdes; nesse caso, ela
reforca a estrutura da massa, o que diminui a perda de amido e proteinas durante o cozimento e confere uma
consisténcia mais firme a mordida e uma textura melhor (FSANZ A475).

Ha algum tempo, é sabido que a hexose oxidase pode ser extraida de vérias algas vermelhas. Porém, por causa
da dificuldade para recuperar as pequenas quantidades da enzima dessas algas, suas propriedades foram pouco
aproveitadas. Nos ultimos anos, esse obstaculo foi superado com o uso das tecnologias do DNA recombinante,
possibilitando a producao de quantidades maiores da enzima e, dessa forma, permitindo uma caracterizagdo mais
completa. As técnicas permitiram que processos industriais fossem empregados na producio de preparagdes
enzimaticas comercialmente vidveis.

O gene que codifica a hexose oxidase foi isolado da alga Chondrus crispus e inserido na levedura hospedeira
Hansenula polymorpha. O plasmideo utilizado nessa construcao foi criado a partir do plasmideo pBR322 de E.
coli, por meio da inser¢do do gene URA3 (que codifica a oritidina-5'-fosfato descarboxilase) do S. cerevisiae, um
promotor e um terminador original da H. polymorpha e o gene que codifica a hexose oxidase de C. crispus. Além
disso, os genes que codificam a resisténcia a ampicilina (Apr) e a tetraciclina (TCr) na linhagem pBR322 original
foram removidos. O organismo resultante produz a enzima em quantidades comerciais durante o processo de
fermentacao submersa (FSANZ A475, FDA-GRN 238).

N. Proteina estruturadora de gelo

As proteinas estruturadoras de gelo estdo amplamente distribuidas na natureza, como em peixes de agua fria,
vegetais, graos, liquens e bactérias. Elas ligam-se ao gelo, ajudando alguns organismos a sobreviver em ambientes
muito frios, seja reduzindo a temperatura na qual os cristais de gelo se formam, seja modificando o tamanho e a
forma dos cristais de gelo, de modo que o gelo seja menos nocivo aos tecidos (Hall-Manning et al., 2004; EFSA
768, 2008).

A proteina estruturadora de gelo de tipo III foi isolada pela primeira vez do sangue do Macrozoarces
americanus, um peixe encontrado na costa nordeste da América do Norte, e consiste em 12 isoformas que podem
ser separadas por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). A isoforma HPLC-12 produz o pico maior e
¢ a enzima funcionalmente mais ativa nos estudos in vitro sobre a estruturacao do gelo (EFSA 768, 2008). Essa
proteina € identificada pelo cddigo de acesso P19614, do banco de dados Swiss Prot. Tem massa molecular de
7,027 kDa, nao ¢ glicosilada, é termoestavel, estavel no intervalo de pH 2-12 e consiste nos 66 aminoécidos
apresentados a seguir:

NQASVVANQL IPINTALTLV MMRSEVVTPV GIPAEDIPRL VSMQVNRAVP LGTTLMPDMV KGYPPA

Essa isoforma da proteina estruturadora de gelo do M. americanus é preparada mediante fermentagdo de uma
linhagem geneticamente modificada da levedura de panificagao S. cerevisiae, em cujo genoma foi inserido um
gene sintético para a proteina estruturadora de gelo. A proteina expressa pela levedura tem a mesma sequéncia de
aminodcidos da proteina do peixe norte-americano, mas a sequéncia dos nucleotideos foi construida de modo que
favorecesse o uso dos cddons da levedura, com o objetivo de maximizar a expressao. Ela é expressa e secretada no
meio de cultura (EFSA 768, 2008, FDA-GRN 117). A proteina estruturadora de gelo produzida na linhagem de
levedura recombinante ¢ uma mistura de 60% de proteina ndo glicosilada com 40% de proteina glicosilada. Apenas
a proteina nao glicosilada ¢ capaz de se ligar a cristais de gelo e alterar a estrutura do gelo.

E utilizada na fabricagdao de produtos gelados comestiveis, como sorvetes a base de creme, sorvetes a base de



leite, sorvetes a base de dgua, sorvetes a base de frutas e outros tipos de sorvetes, sobremesas geladas e quaisquer
produtos similares. Ela possibilita a elaboragao de produtos com baixo teor de gordura, aguicar e calorias. De 2003
a 2007, mais de 470 milhdes de produtos gelados comestiveis contendo a proteina estruturadora de gelo foram
vendidos nos Estados Unidos, e 47 mil litros de sorvete a base de creme contendo a proteina estruturadora de gelo
foram vendidos na Australia e na Nova Zelandia (EFSA 768, 2008).

0. Lacase

As lacases (EC 1.10.3.2) sdao um grupo de oxidorredutases que contém varios ions de cobre e agem sobre 0-quindis
e p-quinois e, muitas vezes, também sobre os aminofendis e a fenilenodiamina (KEGG R00083):

Oxigénio + 4-Benzenediol <=> 4-Semiquinone + 2 H,0O
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A semiquinona pode reagir de modo enzimatico ou ndo. As lacases catalisam a oxidagdo de uma ampla
variedade de fendis e outros substratos com a redugao concomitante do oxigénio em 4gua. Reagdes entre lacases e
fendis sdao comuns na natureza. Um exemplo que se destaca é a oxidagdo de fendis de frutas e verduras por lacases
com a formacdo de polimeros marrons, conhecido como escurecimento enzimatico.

Nos produtos utilizados para refrescar o halito, como as balas de hortela, as gomas de mascar, as pastas dentais
e os enxaguatorios bucais, a lacase reage com compostos polifendlicos de ocorréncia natural em alimentos. As
semiquinonas resultantes reagem com os compostos sulfurados voldteis causadores de odor presentes na cavidade
oral, desodorizando-os e removendo o mau halito (FDA-GRN 122):
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Kunamneni ef al. (2008)

Visto que as lacases tém a capacidade de catalisar a oxidacao e a polimerizagao de fenois e outras substancias,
elas sdo utilizadas em varias aplicagdes, como a clarificagdo de vinhos, a melhora do armazenamento da cerveja, a
estabilizagdo de sucos de frutas, a melhora das massas para a fabricagdo de paes e a produgdo de etanol. As lacases
fingicas sdo utilizadas para acelerar a polimerizagdo de polifenodis na produgao de bebidas como a cerveja, o vinho



e o suco de maga. Na clarificagao dos vinhos, a lacase ¢ utilizada para remover os fendis do mosto de uvas brancas.
A enzima também pode ser utilizada na remogao do oxigénio durante o processamento de alimentos, impedindo a
oxidagdo de substancias sensiveis e, a0 mesmo tempo, preservando os compostos aromaticos ou evitando a
formagao de sabores indesejados (FDA-GRN 122).

Uma lacase transgenica foi produzida por fermentagao submersa da linhagem Aspergillus oryzae How B711. Os
trés genes da TAKA-amilase dessa linhagem foram removidos, por meio do processo de interrup¢io do gene sitio
dirigida, e fez-se a inser¢do do plasmideo de expressio que codifica uma lacase de Myceliophthora themophila.
Com isso, o gene da lacase ficou sob o controle transcricional do promotor da TAKA-amilase de A. oryzae e do
terminador da glicoamilase de A. niger.

P. Lipases

1. Fosfolipase A1

A fosfolipase A (EC 3.1.1.32) hidrolisa a ligagao sn-éster dos diacilfosfolipideos, formando 2-acil-lisofosfolipideo
e dcido graxo livre (KEGG R01314):

Fosfatidilcolina + H,O <==> 2-Acil-sn-glicero-3-fosfocolina + Carboxilato
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A fosfatidilcolina, muitas vezes chamada de lecitina, é composta de um esqueleto de glicerol esterificado a uma
fosfocolina e a dois 4cidos graxos, sendo um dos principais componentes da porgdo fosfolipidica da membrana
celular.

O gene FvPLAI, oriundo do fungo Fusarium venenatum, foi utilizado na produgido heteréloga da fosfolipase
A | nalinhagem de A. oryzae BECh2. O cassete de expressao contém um elemento promotor duplo, construido a
partir do promotor Pna2 [menos TATA] da amilase neutra II de A. niger, fundido na unidade Pna2/TPI, que
corresponde ao promotor da amilase neutra II de A. niger no qual a parte 5’ nao traduzida foi substituida pela
parte 5' nao traduzida do promotor da triose fosfato isomerase (TPI) de A. nidulans. O gene FvPLAI da
fosfolipase de F. venenatum é flanqueado em 3’ pelo terminador da amiloglicosidase de A. niger (FDA-GRN 142).

A preparagdo enzimadtica tem o nome comercial Novozyme 46016 e age, em especifico, sobre o acido graxo da
posicio 1 dos fosfolipideos. E utilizada na industria de laticinios como auxiliar de processamento durante a
producao de queijos, sendo adicionada ao leite. Os fosfolipideos modificados do leite destinado a fabricagdo de
queijos tém propriedades emulsificantes melhoradas e, dessa forma, tornam a produgdo mais eficiente ao reter

mais componentes originais do leite no queijo e reduzir a perda de gordura e de outros s6lidos que acompanham
o soro do leite (FDA-GRN 142).



2. Fosfolipase A2

A fosfolipase A, (EC 3.1.1.4) catalisa a hidrolise dos 3-sn-fosfolipideos na posi¢ao 2, dando origem a 1-acil-3-sn-
lisofosfolipideos e dcidos graxos livres (KEGG R01313):

Fosfatidilcolina + H,O <==> | -Acil-sn-glicero-3-fosfocolina + Carboxilato
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Embora a fosfolipase A, seja capaz de hidrolisar esses fosfolipideos quando eles estao na forma monomérica,
ela ¢ muito mais ativa quando esses substratos estdo organizados na forma de micelas ou em membranas lipidicas.
A presenca de fons célcio é essencial para a atividade enzimatica da fosfolipase A »
A linhagem de A. miger ISO-502 geneticamente modificada ndo produtora de protease e glicoamilase foi
utilizada como linhagem hospedeira para expressar a fosfolipase A, suina. A sequéncia codificadora da fosfolipase
A, suina deriva de uma biblioteca de cDNA do tecido pancredtico e foi integrada a uma proteina de fusdo. As

sequéncias codificadoras dos 498 aminodcidos N-terminais do gene (glaA) da glicoamilase do A. niger estdo
ligadas ao gene da fosfolipase A, suina, por meio do sitio proteolitico sintético KEX2. A expressao dessa
construgdo ¢é regulada pelo promotor do gene glaA e a terminagdo eficaz do RNA ¢ garantida pelo terminador do
gene glaA que flanqueia 3’, ambos derivados da linhagem parental de A. niger. A linhagem produtora, designada
PLA-54, possui varias copias do cassete de expressdo e, como resultado disso, os niveis de expressao da enzima
fosfolipase A, sdo comercialmente atrativos (FDA-GRN 183).

A unidade de expressio ¢ traduzida em uma proteina de fusdo glicoamilase-profosfolipase A . Durante a
secrecdo dessa proteina pela célula microbiana, a protease enddgena kexina separa a profosfolipase A, da
glicoamilase no sitio proteolitico KEX2. Além disso, a parte “pro” da profosfolipase A, também ¢ separada,

resultando em uma enzima madura, ativa. A glicoamilase truncada secretada ainda tem atividade enzimdtica
normal (FDA-GRN 183).

A fosfolipase A, suina heteréloga hidrolisa os fosfolipideos naturais presentes nos alimentos, levando a
formagao de lisofosfolipideos, agentes ativos de superficie com propriedades emulsificantes que imitam os efeitos
dos emulsificantes quimicos nos alimentos. Durante a mistura e a subsequente fermenta¢ao da massa do pao, a
fosfolipase A, hidrolisa os fosfolipideos presentes na farinha de trigo. Os lisofosfolipideos resultantes reforcam a
massa, melhorando a tolerdncia a mistura e ao processo mecanico do equipamento e a reten¢do de gds na massa.
Como consequéncia, ha um aumento no volume do pao, a crosta torna-se mais crocante e melhoram a textura e a
maciez do miolo. Nos produtos finos de panificagao feitos a base de gemas de ovos, a fosfolipase A, hidrolisa os
fosfolipideos presentes nos ovos que fazem parte da receita da massa batida e aerada. Essa agdo contribui para a
estrutura dos produtos derivados dessa massa, como pao de 16 e pound cakes, por meio da incorporagdo e retengao
eficientes de ar. A adigao de fosfolipase A, aos molhos feitos a base de gema de ovo aumenta consideravelmente as

propriedades emulsificantes, a estabilidade ao calor e a viscosidade (FDA-GRN 183). Os nomes comerciais dos



produtos em po sao Bakezyme e Cakezyme (dependendo da aplica¢ao) e o produto liquido ¢ vendido com o nome
Maxapal Ay,

Outra fosfolipase A, heter6loga é produzida pela linhagem Streptomyces violaceruber AS-10. Essa linhagem
transporta um cassete de expressdo que contém o gene codificador da enzima fosfolipase A, de S. violaceruber,

regulado pelo promotor e pelo terminador da fosfolipase D de Streptomyces cinnamoneum. A preparagdo
enzimdtica, denominada PLA2 Nagase, € utilizada como auxiliar de processamento no tratamento das gemas de
ovos ou na hidrélise da lecitina. A gema de ovo tratada e a lecitina hidrolisada melhoram as propriedades
emulsificantes e, por consequéncia, produzem um sabor melhor quando adicionadas a alimentos - como a
maionese — e/ou aumentam a vida de prateleira do produto (FDA-GRN 212).

3. Fosfolipase C

As fosfolipases C (EC 3.1.4.3) catalisam a hidrolise de um fosfolipideo, originando um diglicerideo e fosfato de
colina (KEGG R01312):

Fosfatidilcolina + H,O <=> 1,2-Diacil-sn-glicerol + Fosfato de colina
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As fosfolipases C bacterianas também agem sobre a esfingomielina e o fosfatidilinositol; a enzima oriunda do
plasma seminal niao age sobre o fosfatidilinositol.

Um fragmento genético que codifica as fosfolipases C, designado gene PLC BD1649, foi isolado de uma
biblioteca de DNA do solo e transferido para Pichia pastoris, para criar a linhagem DVSA-PLC-004. As sequéncias
especificas de DNA utilizadas na construgao da linhagem incluem o gene codificador das fosfolipases C —
proveniente de uma biblioteca ambiental - ligado a sequéncia do sinal de secrecao do fator a de S. cerevisiae; um
fragmento do gene da alcool oxidase de P. pastoris (3’ P.p. AOXI); um gene marcador de selegdo de Pichia pastoris,
o gene HIS4 (histidinol desidrogenase); e as sequéncias reguladoras ndo codificadoras e bem caracterizadas de P.
pastoris, que englobam o promotor da dlcool oxidase (AOXI) e o terminador transcricional de AUXI (FDA-GRN
204).

A preparagao enzimadtica é utilizada na degomagem de 6leos, a primeira etapa do processo de refino projetada
para remover os fosfolipideos ou fosfatideos contaminantes que poderiam interferir no processamento dos 6leos
com alto teor de fosforo, como os 6leos de soja, canola, milho e girassol. A fosfolipase C BD 16449 catalisa a
hidrélise da ligacdo fosfodiéster que une o glicerol as por¢des fosfato na posigdo sn-3 dos glicerofosfolipideos,
como a fosfatidilcolina, a fosfatidiletanolamina, a fosfatidilserina e o acido fosfatidico; por exemplo:

Fosfatidilcolina + H,O <=> 1,2-Diacil-sn-glicerol + Fosfato de colina



Fostatidiletanolamina + H,0 <=> 1,2-Diacil-sn-glicerol + Fosfato de etanolamina

Os produtos da hidrdlise sao o diacilglicerol e os ésteres de fosfato soliveis em dgua, o que resulta nos seguintes
beneficios:

» Redugdo da quantidade de fosfolipideos da goma e da massa total da goma.
» Redugao do fosforo total contido no dleo.

» Redugdo da massa total de 6leo neutro arrastado na goma de fosfolipideos.
« Aumento da quantidade de diacilglicerol contido no dleo.

Em consequéncia, a produgao de 6leo é maior e a necessidade de branqueamento é menor, o que leva a reducéo
do uso de agua, de terra de branqueamento e de recursos ambientais.

4. Triacilglicerol lipases

As triacilglicerol lipases (EC 3.1.1.3) catalisam a hidrolise de triglicerideos, bem como de fosfolipideos e
galactolipideos, agindo sobre as ligacdes éster (KEGG R01369):

Triacilglicerol + H,O — Diacilglicerol + Carboxilato (acido graxo)
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As triglicerideo lipases hidrolisam ésteres em solugdo aquosa; no entanto, também sao conhecidas por catalisar
a esterificagdo de dcidos graxos com alcodis ou rearranjar os acidos graxos de glicerideos em certas condigdes, nas
quais o teor de agua ¢ baixo (FDA-GRN 43). Portanto, a especificidade de uma lipase nao é determinada apenas
pela espécie quimica, mas também depende dos reagentes e das condigdes da reagdo. Por exemplo, em algumas
reagOes, determinada lipase mostra especificidade posicional 1,3, enquanto em outras reagdes atua como lipase ndo
especifica.

O rearranjo dos acidos graxos de glicerideos pode melhorar as caracteristicas fisicas e nutricionais dos produtos
a base de glicerideos. As lipases sdo utilizadas na industria de sucos de frutas, nos produtos de panificagdo, na
fermentagao de vegetais e em laticinios. Tradicionalmente, as lipases sdo adotadas na industria de 6leos e gorduras,
onde sdo empregadas principalmente na catdlise da clivagem dos dcidos graxos de triglicerideos. Elas sdo usadas na
degomagem de 6leos comestiveis para remover os fosfolipideos. Também podem ser utilizadas para melhorar as
propriedades emulsificantes de ingredientes (como a lecitina e a gema do ovo) durante o processamento de
alimentos. Na fabricacao de paes, as enzimas melhoram a estabilidade e as propriedades de manuseio da massa e,
com isso, o volume do pao e a homogeneidade de seu miolo (FSANZ A569). Atualmente, existem vdrias
triacilglicerol lipases produzidas de maneira heteréloga na cadeia alimentar e as mais importantes serdo discutidas
na secao a seguir.

Uma preparagdo enzimatica a base de triacilglicerol lipase recombinante é produzida por meio de fermentacao
submersa, utilizando-se uma linhagem selecionada da levedura Hansenula polymorpha; essa linhagem transporta o



gene que codifica uma triacilglicerol lipase do fungo Fusarium heterosporum. O gene original é ressintetizado com
otimiza¢do do uso do cédon, para ser expresso na levedura. No cassete de expressdo, o gene sintético codifica a
mesma sequéncia de aminodcidos do gene original de F. heterosporum e estd sob o controle de um promotor e um
terminador originais de H. polymorpha (FDA-GRN 238, FSANZ A569). Essa preparagiao enzimatica especifica tem
o nome comercial GRINDAMYLO POWERBake.

Comercializadas com o nome Panamore™, as triacilglicerol lipases transgénicas produzidas por Aspergillus
niger sdo utilizadas por causa de sua capacidade de melhorar as propriedades dos produtos para panificagdo. Nesse
caso, o hospedeiro A. niger transporta um gene que codifica uma pré-prolipase (o gene Ifs) e foi construido
sinteticamente, com base nas sequéncias de varias espécies de Fusarium. Sua expressao é controlada pelo promotor

glaA da glicoamilase e pela sequéncia do terminador glaA que flanqueia 3’, ambos oriundos da linhagem parental
de A. niger (FDA-GRN 296).

Uma lipase derivada de Candida antarctica é produzida pela linhagem A. niger MBinl18; que foi otimizada
para expressar proteinas heterdlogas, por meio da supressio do gene pyrG e da interrupcao dos genes da
glicoamilase, da amilase estdvel em meio acido, do regulador de protease, da amilase neutra IT e da amilase neutra I.
A lipase de C. antarctica estd sob o controle do promotor Pna2/tpi da amilase neutra II de A. niger; nesse
promotor, a parte 5" nido traduzida foi substituida pela parte 5" ndo traduzida do promotor da triose fosfato
isomerase de Aspergillus nidulans. O terminador da amiloglicosidase de A. niger completa esse cassete de
expressao. A preparacido enzimadtica é comercializada com o nome Lipozyme e ¢ indicada para a industria de 6leos
e gorduras, com a fun¢do de melhorar as propriedades fisicas e/ou nutricionais dos produtos a base de
triglicerideos (FDA-GRN 158).

Culturas de Aspergillus oryzae sdo utilizadas para produzir varias triacilglicerol lipases transgénicas, oriundas
dos fungos Fusarium oxysporum, Rhizomucor miehei e Thermomyces lanuginosus (antigamente conhecido como
Humicola lanuginose) (FSANZ A569, FDA-GRN 43, FSANZ A402).

Culturas da linhagem geneticamente modificada de A. oryzae H-1-52/c (sindnimo de AI-11) podem expressar
o gene da triacilglicerol lipase de T. lanuginosus, sob o controle do promotor de TAKA-amilase de A. oryzae e a
sequéncia do terminador da glicoamilase de A. niger. Ha duas preparagdes enzimaticas derivadas dessas culturas
comercializadas: a Lipozyme TL IM, para a interesterificagdio de gorduras puras ou produgdo de gorduras para
fritura, gorduras e componentes da margarina; e a Novozym 677 BG, para aumentar a estabilidade da massa e o
volume dos produtos de panificagao, melhorar a maciez e a estrutura do miolo e tornar mais branco o miolo dos
paes (FDA-GRN 43).

Uma triacilglicerol lipase de F. oxysporum € expressa de maneira heteréloga na linhagem de A. oryzae MStrl15,
que foi geneticamente modificada para ndo produzir amilase, protease alcalina e metaloprotease neutra I. Esse
cassete de expressdo esta sob o controle do promotor do gene da amilase neutra II de A. niger, que estd ligado a
sequeéncia-lider ndo traduzida da extremidade 5" do gene da triose fosfato isomerase de A. nidulans. A terminagao
da transcri¢ao € garantida pelo terminador do gene da amiloglicosidase do A. niger. As preparacdes enzimaticas
resultantes sio comercializadas com os nomes Lipopan F, utilizada em panificagdo, e Lecitase Novo, empregada na
industria de gorduras e Oleos para a degomagem do Oleo vegetal, na hidrdlise da lecitina para alterar as
propriedades emulsificantes e na modificagdao da gema do ovo (FDA-GRN 75).

A triacilglicerol lipase de R. miehei expressa no A. niger é comercializada com o nome Palatase, mas,

infelizmente, parece nao haver informagées disponiveis nos registros publicos sobre a natureza das construgoes
genéticas (FSANZ A402).

Uma construgao genética hibrida foi obtida dos fungos T. lanuginosus e F. oxysporum para a produ¢ao de uma
triacilglicerol lipase que age, especificamente sobre o acido graxo da posi¢ao 1, tanto de triglicerideos quanto de
fosfolipideos (FDA-GRN 103). A proteina hibrida é constituida de 284 aminoacidos N-terminais, oriundos do



gene TI1 da lipase de T. lanuginosus; esses aminodcidos estdo ligados a 54 aminodcidos C-terminais, oriundos do
gene FoL da lipase de F. oxysporum. Além disso, a sequéncia da lipase de T. lanuginosus foi modificada em trés
residuos aminoacidicos especificos: glicina'”® — alanina, acido aspartico'’® — triptofano e acido glutimico'*! —
lisina. Lipopan H e Lecitase Ultra sao os nomes comerciais das prepara¢des utilizadas, respectivamente, na
panificagdo e na industria de gorduras e dleos. Na panificagdo, adota-se a atividade direcionada aos triglicerideos e
fosfolipideos, enquanto nos 6leos e gorduras, a atividade direcionada aos fosfolipideos (fosfatideos, lecitinas)
predominara, como resultado das condigdes especificas do processamento. A especificidade da lipase direcionada
aos acidos graxos de cadeia longa da posi¢do 1 é empregada na industria da panificagdo; a tendéncia menor para
liberar acidos graxos de cadeia curta das ligagdes éster primarias de triglicerideos e fosfolipideos diminui o risco de
geragdo de sabores indesejados nas féormulas que contém gordura de leite. Quando utilizada com dleos e gorduras,
essa enzima apresenta maior atividade em relacao aos fosfolipideos, e alta eficicia, se aplicada na modificagdo da
gema do ovo ou do ovo inteiro, na hidrélise da lecitina para alterar as propriedades emulsificantes e na

degomagem de 6leos vegetais (FDA-GRN 103).

Q. Pectinesterase

As pectinesterases (EC 3.1.1.11) catalisam a desesterificacdo da pectina em pectato e metanol. Elas hidrolisam a
ligagao éster entre o metanol e o acido galactur6nico da pectina esterificada (KEGG R02362):
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A pectina é um dos principais componentes da parede da célula vegetal. Nas plantas, as pectinesterases
desempenham papéis importantes no metabolismo da parede celular durante o amadurecimento das frutas. A
desesterificacdo enzimatica das pectinas produz uma pectina baixamente metoxilada que, na presenca de ions
célcio, forma um gel forte. A conversao enzimdtica da pectina altamente metoxilada em pectina de baixo teor de
metoxilagdo possibilita a formacdo do gel e pode tornar desnecessdria a adi¢ao de mais agentes espessantes em
produtos como geleias e molhos de tomate ketchup. A pectina esterase também da firmeza a frutas e legumes,
depois que se difunde pelo tecido vegetal (FDA-GRN 8).

Uma pectina esterase heteréloga ¢ produzida pela linhagem de Aspergillus oryzae IFO 4177; que transporta o
gene que codifica a pectina esterase de Aspergillus aculeatus. O cassete de expressdo consiste no promotor do gene
da TAKA-amilase de A. oryzae, acompanhado pelo gene da pectina esterase de A. aculeatus e pela sequéncia do
terminador do gene da glicoamilase de A. niger. A preparacdo enzimatica resultante ¢ comercializada com o nome
Rheozyme™ e utilizada na gelificacdo de materiais vegetais, no espessamento de preparacdes vegetais, no aumento
da firmeza de frutas e legumes e na desmetilacdo controlada das pectinas altamente metoxiladas. Ela pode ser
encontrada em preparagoes a base de frutas, compotas, sidra, geleias e tomates (FDA-GRN 8).

R. Pectina liase



A pectina ¢ um heteropolissacarideo encontrado em frutas; seus principais componentes sdao o acido galacturénico
e o metanol, havendo também alguns aguicares neutros, como a d-galactose, a l-arabinose e a d-xilose. As moléculas
de pectina sdo formadas por ligagdes a-1,4-glicosidicas entre os anéis de piranose das unidades de dacido d-
galacturonico. Essas cadeias de galacturonanas sdo interrompidas periodicamente pela inser¢do de residuos a-1-
ramnopiranosil com ligacdo do tipo 1,2. Os grupos carboxila da pectina estdo parcialmente esterificados com
metanol, enquanto os grupos hidroxila, as vezes, estdo parcialmente acetilados.

A pectina liase (EC 4.2.2.10) cliva o éster metilico da a-1,4-d-galacturonana em oligossacarideos com grupos 4-
desoxi-6-O-metil-a-d-galacto-4-enuronosil em suas extremidades ndo redutoras. Portanto, a enzima cliva o
esqueleto do acido poligalacturonico metilado da pectina esterificada, por meio de uma reagdo de transeliminagao,
e os oligobmeros clivados contém o grupo dcido 4,5-desidrogalacturénico em sua extremidade ndo redutora.

Uma pectina liase de Trichoderma reesei é produzida por Aspergillus niger. O gene (pe/D) da pectina liase do T.
reesei na linhagem recombinante de T. reesei esta sob o controle do promotor cbhl. Essa pectina liase ¢ uma
endoenzima de forte especificidade, com capacidade de clivar o dcido poligalacturénico altamente esterificado. No
entanto, apenas as ligacoes glicosidicas adjacentes a um grupo éster metilico sio rompidas. Por isso, a pectina liase
mostra uma intensa atividade, direcionada apenas para as pectinas com elevado grau de esterificagdo. No caso da
pectina soluvel em dgua esse grau é de 65-98%. A clivagem de somente um pequeno numero de ligagoes
glicosidicas provoca uma diminuigdo acentuada da viscosidade. Tal reducao tem influéncia favoravel tanto sobre a
velocidade de filtragdo quanto sobre o coeficiente de transmissdo de calor durante a fabricagao do concentrado.
Essa preparagdo enzimatica especifica a base de pectina liase heterdloga ¢ utilizada no processamento de frutas e
verduras em que hd a necessidade de uma redugio rapida da viscosidade. No processamento de sucos, ha um
aumento de seu rendimento e de compostos coloridos (FDA-GRN 32).

S. Fitases

Uma fitase (mio-inositol hexaquisfosfato fosfo-hidrolase) é qualquer tipo de fosfatase que catalisa a hidrolise do
acido fitico (hexaquisfosfato de mio-inositol), uma forma organica nao digerivel de fosforo encontrada em graos e
sementes oleaginosas, que libera uma forma aproveitavel de fésforo inorganico (Mullaney et al., 2000a, b). A 4-
fitase, também chamada de 6-fitase (EC 3.1.3.26), catalisa a seguinte reacao (KEGG R03372):



Hexaquisfosfato de mio-inositol + H,O <=> 1,2,3,5,6-pentaquisfosfato de inositol + Ortofosfato
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Uma 6-fitase heteréloga de Peniophora lycii é produzida de maneira heteréloga na linhagem de Aspergillus
oryzae Pz-3 (FSANZ A371) (EFSA, 2004). A expressdo esta sob o controle do promotor Pna2/TPI, construido
com o promotor da amilase neutra IT de A. niger, no qual a parte 5’ ndo traduzida foi substituida pela parte 5' nao
traduzida do promotor da triose fosfato isomerase (TPI) de Aspergillus nidulans. Na Austrdlia e na Nova Zelandia,
essa preparacao enzimdtica é utilizada como auxiliar de processamento na industria do amido (FSANZ A371). Ela
também ¢é conhecida como aditivo de ragdes para a engorda do gado monogastrico, melhorando a utilizagao do
fosforo nos animais alimentados com dietas a base de cereais (nome comercial Bio-Feed).

T. Transglicosidase

As transglicosidases (EC 2.4.1.24) transferem um residuo o-d-glicosil de uma a-1,4-d-glucana para o grupo
hidroxi primario da glicose, livre ou combinada a uma a-1,4-d-glucana (KEGG).

O gene da transglicosidase do Aspergillus niger foi expresso de maneira heteréloga na linhagem de Trichoderma
reesei RL-P37, geneticamente modificada pela delegao de varios genes de celulase. O cassete de expressdo contém o
DNA que codifica a proteina transglicosidase madura de A. niger, proteina que esta fundida no peptideo-sinal
CBHI de T. reesei para intensificar a secrecdo. Esse quadro de leitura aberto é flanqueado pelo promotor e pelas
sequéncias do terminador do gene (cbhl) da celobio-hidrolase 1 de T. reesei (FDA-GRN 315).

A transglicosidase de A. niger age apenas sobre oligossacarideos com grau baixo de polimerizacao (Goffin et
al., 2010). Essa transglicosidase catalisa a hidrélise e também a transferéncia de o-d-glico-oligossacarideos,
resultando em uma variedade de produtos (Goffin et al., 2010). A transferéncia ocorre com maior frequéncia para
a HO-6, produzindo isomaltose, a partir de d-glicose, e panose, a partir de maltose. A transglicosidase também
pode transferir para a HO-2 ou HO-3 da d-glicose, para formar kojibiose ou nigerose, ou de volta para a HO-4,
para formar maltose. A acao sobre a maltose produz uma concentragdo equimolar de panose e glicose. Como
resultado da catdlise da transglicosidase, os malto-oligossacarideos sao convertidos em isomalto-oligossacarideos,
que contém quantidades elevadas de residuos glicosil unidos por ligagdes do tipo a-d-1,6, a partir da extremidade
nao redutora. Portanto, os agucares nao fermentaveis, inclusive a rafinose e a estaquiose, sdo convertidos em
sacarose, galactose, glicose e frutose, que podem, em seguida, ser fermentados em dlcool (FDA-GRN 315). Em



consequéncia, a preparacao ¢ utilizada como auxiliar de processamento na producao de xarope de isomalto-
oligossacarideos, a partir do amido, e de dlcool para bebidas, a partir do melago.

U. Xilanase
As xilanases (EC 3.2.1.8) hidrolisam as ligagoes B-1,4-d-xilosidicas do esqueleto da arabinoxilana:
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O polissacarideo linear B-1,4-d-xilana é um componente das hemiceluloses, principais constituintes da parede
das células vegetais. As arabinoxilanas sao xilanas altamente ramificadas encontradas em varios cereais e existem
nas formas soltvel e insoluvel.

O gene da endo-B-1,4-xilanase de Thermomyces lanuginosus foi transferido para uma linhagem selecionada de
Fusarium venenafum (nome comercial NOVOZYM 899) e também de Aspergillus oryzae (FDA-GRN 54), com o
gene xilanase de T. lanuginosus sob o controle do promotor e do terminador do gene da tripsina de F. oxysporum.
As preparagbes enzimdticas a base de xilanase heterologa sdao utilizadas na industria alimenticia, mais
especificamente como auxiliar de processamento na panificagao. A hidrolise das ligagoes xilosidicas do esqueleto
da arabinoxilana resulta na despolimerizagdo da arabinoxilana em oligossacarideos menores. Como consequéncia,
a elasticidade da malha de gluten aumenta, melhorando o manuseio da massa.
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