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Enzimas

—> Biocatalisadores

- Proteinas altamente especificas

- Atuam eficientemente sob condicoes brandas, que
sao as requeridas para preservar a funcionalidade e
Integridade de sistemas biologicos




Enzimas
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Enzimas

Ex: Decomposicéo do H,0O,

Catalase

H,0, » H,0 + O,

CondicOes da Reacdo | Energia livre de Ativacdo | Velocidade

KJ/mol Kcal/mol Relativa
Sem catalisador 75,2 18,0 1
Platina 48.9 11,7 2,77 x 10*

Enzima Catalase 23,0 55 6,51 x 108




Caracteristicas

Caracteristica Enzimas Catalisadores
Quimicos
Especificidade ao substrato alta baixa
Natureza da estrutura complexa simples
Sensibilidade a T e pH alta baixa
Condigoes de reacao (T, P e pH) suaves drastica
(geralmente)
Custo de obtencao (isolamento e alto moderado
purificacao)
Natureza do processo batelada continuo
Consumo de energia baixo alto
Formacgao de subprodutos baixa alta
Separacao catalisador/ produtos dificil/cara simples
Atividade  Catalitica (temperatura alta baixa
ambiente)
Presenca de cofatores sim nao
Estabilidade do preparado baixa alta
Energia de Ativacao baixa alta

Velocidade de reacao alta baixa




Historico

Year(s) @ Who? Where? What?
BC Unknown Old World Chymosin from calf and sheep stomach
utilized for production of cheese
1783— Spallanzani verifies in vitro “digestion” of meat in
1836 stomach juice: factor called “pepsin”
1876 Kithne term “enzyme” for catalysts not bound
to living cells (“unorganized ferments”)
1877 Eduard Buchner Berlin Agricultural 1st alcoholic respiration with cell-free
(Nobel prize 1907) College, Germany extract: vital force, vis vitalis, does not
exist
1893 Wilhelm Leipzig Univ., definition of term “catalyst”
Ostwald Germany (Nobel prize 1909)
1894 Emil Fischer Berlin Univ., “lock-and-key” concept
Germany (Nobel prize 1902)
1903 Henry D. Dakin London, UK 1st enantioselective synthesis,
with oxynitrilase
1908 Otto R6hm Darmstadt, Patent for enzymatic treatment of
Germany leather (with trypsin)
1913- Réhm Company Darmstadt, 1st laundry detergent with enzyme
1915 Germany (pancreatin): “Burnus”



Historico

1926

1936
1950

1960

1963

1978

1985

1988

2000

James B.
Sumner

Ernst Sym
Pehr Edman

Stanford Moore
and William Stein

Stanley Cohen and
Herbert Boyer

Michael Smith

Kary B. Mullis

Celera Genomics

Cornell Univ.,
Ithaca, NY, USA

Univ. of Lund,
Sweden

Novo (Bagsvaerd,
Denmark)

Rockefeller Univ.,
New York, USA

Stanford, CA, USA

Univ. of British
Columbia, Canada

Cetus Corp., CA,
USA

Gaithersburg, MD,
USA

1st enzyme crystallized: urease from
jack beans (Nobel prize 1946)

lipase reaction in organic solvent

protein degradation developed

large-scale protease production from
Bacillus licheniformis in submerged
culture

amino acid sequence of lysozyme
and ribonuclease elucidated
(Nobel prize 1972)

method of recombination of DNA
developed

site-directed gene mutagenesis to
change enzyme sequence (Nobel prize
1993)

invention of PCR (Nobel prize 1993)

sequencing of human genome
announced (3 billion basepairs)




Nomenclatura

L, Nome Recomendado: Mais curto e utilizado no dia a
dia de quem trabalha com enzimas; Utiliza o sufixo

"ase'" para caracterizar a enzima. Exs: Urease,

Hexoquinase, Peptidase, etc.

> Nome_ Sistematico (IUB): Mais complexo, nos da
informacdes precisas sobre a funcao metabodlica da
enzima. Ex: ATP-Glicose-Fosfo-Transferase.

>, Nome Usual : Consagrados pelo uso; Exs: Tripsina,
Pepsina, etc.
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Classificacao

catalisam reacdes de transferéncia de elétrons, ou seja: reacdes de
oxi-reducao. Sao as Desidrogenases e as Oxidases.

atuam em CH-OH, C=0, C=0-, CH-NH2, CH-NH- e NADH, NADPH.

1. Oxidorredutases

oH Glicose Oxidase oH p—
EC1.1.34 I
oon o N o
1H + Oz SLETR. HzOz o+ 1 L H—1 o~
o o H——oH
oH OH CHzOH
Glicose Acido Gluconico

catalisam reacdes de transferéncia de grupamentos funcionais como

2 Transferases grupos amina, fosfato, acil, carboxil, etc. Como exemplo temos as
Quinases e as Transaminases. Atuam em grupos com um carbono, aldeido
ou cetona, acil, glicosil. fosfatos ou grupos contendo enxofre

—H Hexoquinase OP =
(EC 2.7.1.1) o
i _aH [ _aH
|;:|;||—| o H

Glicose Glicose-6P



Classificacao

Catalisam reac0Oes de hidrdlise de ligacdao covalente. Ex: as peptidases;
3. Hidrolases hidrolises de ésteres, ligacOes glicosidicas, ligactes peptidicas,
outras ligacdes C-N ou anidridos acidos.

o H 2 H Lactase o H i H
. oo o (EC 3.2.1.108) _ o o, o
C1H = C1H + Hz — C1H * 1 H
i e i
O i O i
Lactose Galactose Glicose

_ Catalisam a quebra de ligacdes covalentes e a remocao de moléculas de
4.Liases  jgua, aménia e gas carbdnico. As Dehidratases e as Descarboxilases s3o bons
exemplos; =C=C=, =C=0 e =C=N

Isocitrato liase

OH (EC 4.1.3.1)
BNZIma DWF' Dwﬂ
— = * ;
o o o H

Isocitrato Succinato Glioxilato



Classificacao

Catalisam reacgdes de interconversao entre isbmeros opticos ou

5. Isomerases . . N
geomeétricos. As Epimerases sao exemplos;

Triose fosfato isomerase

0 (EC 5.3.1.1) H
GH\J\/GF’GE Enhzima }ADF‘DE
Dihidroxiacetona fosfato H Gliceraldeido-3P

Catalisam reacOes de formacao e novas moléculas a partir da ligacao

. L P . i 3 i
©.Ligases entre duas ja existentes, sempre as custas de energia (ATP). Sdo as Sintetases

Acetil CoA carboxilase

] (EC 6.4.1.2) ) i)

/LLSICDA + ATP + Hoog S8 GM COA . ADP . P+ H*
5

Acetil CoA Malonil CoA



Classificacao

ATP + D-Glicose —— ADP + D-Glicose-6-fosfato

IUB - ATP:glicose fosfotransferase

E.C. 2.7.1.1

2 - classe - Transferase
7 - subclasse - Fosfotransferases
1 - sub-subclasse - Fosfotransferase que

utiliza grupo hidroxila como receptor
1 - indica ser a D-glicose o receptor do grupo

fosfato

Nome trivial: Hexoquinase



Classificacao
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Momenclature

Reaction & Specificity

Functional Parameters

Enzyme Names

EC Number

Common/ Recommended Name
Systematic Name

Synonyms

CAS Registry Number

Isolation & Preparation

Furification
Cloned
Expression
Reanatired

Pathway

Catalysed Reaction

Reaction Type

Matural Substrates and Products
Substrates and Products
Substrates

MNatural Substrate

Products

Matural Product

Inhibitors

Cofactors

Metals/lons

Activating Compounds

Ligands

Biochemicals Reactions Aligned

Km Value

kcat/kKm Value

Ki Value

250 Value

pl Value

Turnover Number
Specific Activity

pH Optimum

pH Range
Temperature Optimum
Temperature Range
Kinetic ENzyme DAta

Organism-related information

Organism
Source Tissue




Classificacao

e Quanto A s11a OrigeI: Endocelulares
Exocelulares.
e OQuanto ao seu modo de acdo: Endoenzimas
Exoenzimas

o Duanto ao seu 1uso
Enzima como produto (lactase. colagenase. proteases):

Matéria prima FErnzima

Enzima catalisando a reacdo principal (amualase. glicose-isomerase.
mvertase):

Matéria prima Enzimma Produto

Enzimma catalisando reacdes secundaras do processo produtivo
(proteases):

Matéria prima ~ Produto

Frizirrna Frizirmia FErzimta



Estrutura
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TABLE 4-1 Secondary Structures and Properties of Fibrous Proteins

Structure

Characteristics

Quaternary
structure

Examples of occurrence

a Helix, cross-linked by disulfide

bonds

B Conformation

Collagen triple helix

Tough, insoluble protective structures of
varying hardness and flexibility

Soft, flexible filaments
High tensile strength, without stretch

a-Keratin of hair, feathers, and nails

Silk fibroin
Collagen of tendons, bone matrix




ESt ' t ura Ligacéo Dissulfeto => Amarelo

Cytochrome ¢ Lysozyme Ribonuclease
FIGURE 4-18 Three-dimensional structures of some small proteins. represented by flat arrows and the « helices are represented by spiral
Shown here are cytochrome ¢ (PDB ID 1CCR), lysozyme (PDB ID ribbons. Key functional groups (the heme in cytochrome c; amino acid
3LYM), and ribonuclease (PDB ID 3RN3). Each protein is shown in side chains in the active site of lysozyme and ribonuclease) are shown
surface contour and in a ribbon representation, in the same orienta- in red. Disulfide bonds are shown (in the ribbon representations) in

tion. In the ribbon depictions, regions in the B conformation are yellow.



Twofold Threefold

Estrutura @% %

Two types of cyclic symmetry
(a)

Twofold

Icosahedral symmetry
(e)

FIGURE 4-23 Quaternary structure of deoxyhemoglobin. (PDB ID



Cofatores e Coenzimas

Enzima sem exigéncia de co-fatores:

. Regido da molécula enzimatica que
e~ . e participa da reacao com o substrato.
? Pode possuir componentes nao
Enzima com requerimento de cu—f?tnrea ligados (catahticu:fj: pr0téiCOS: COfatoreS
. P Possui aminodcidos auxiliares e de
e _.ecoe U contato.

A
L

. _

Enzima com requerimento de co-fatores dissoavéis

(estequiometricos): CoE
/- kﬂi\"'
E._ % E E-ChE
A ;
Y T Holoenzyme ™~ ﬁ Apoenzyme - Ly
' nwe ' 50 &7
. A 5 ' ;,!\i ‘ %,!\ r.
e 1“‘ =~ 2 J il'i'-‘ Ac.twe Site .
Fi “a L { . —ch"L Yy
¥ P et ‘ ‘r-—#
CoF’ “ " >

I e ——

”"i—"ﬁ j " !
//, \'{‘u - :7‘ : Cofactor \’{"_i
Protein S 3
Chains —* ba - _ml P

APOENZIMA (porcdo proteica)+ GRUPO PROTESTICO — HOLOENZIMA



Cofatores e Coenzimas

TABLE 6-1 Some Inorganic Elements That
Serve as Cofactors for Enzymes

Cu?™ Cytochrome oxidase

Fe’" or Fe®™ Cytochrome oxidase, catalase, peroxidase

K™ Pyruvate kinase

MgZ ™ Hexokinase, glucose 6-phosphatase,
pyruvate kinase

MnZ " Arginase, ribonucleotide reductase

Mo Dinitrogenase

NiZ* Urease

Se Glutathione peroxidase

Zn°+ Carbonic anhydrase, alcohol

dehydrogenase, carboxypeptidases
A and B



Cofatores e Coenzimas

TABLE 6-2 Some Coenzymes That Serve as Transient Carriers of Specific Atoms or Functional Groups

Coenzyme Examples of chemical groups transferred Dietary precursor in mammals
Biocytin CO, Biotin
Coenzyme A Acyl groups Pantothenic acid and other compounds

5'-Deoxyadenosylcobalamin
(coenzyme B;5)

Flavin adenine dinucleotide

Lipoate

Nicotinamide adenine dinucleotide

Pyridoxal phosphate

Tetrahydrofolate

Thiamine pyrophosphate

H atoms and alkyl groups

Electrons

Electrons and acyl groups
Hydride ion (:H™)

Amino groups
One-carbon groups
Aldehydes

Vitamin Bqs

Riboflavin (vitamin Bs)
Not required in diet
Nicotinic acid (niacin)
Pyridoxine (vitamin Bg)
Folate

Thiamine (vitamin B,)




NH,

N =

i D ¢ f y
.

HS—CHZ—CHZ—N—(ﬁ—CHg—CI—IZ—N—C—C—C—CHZ—O—P—O—P—O—CHz o N N’)

| | |
| | 1O O OHCH; | O O 4

1
G-Mercaptoethylamine Pantothenic acid H H
Cl} OH
O=P—0~
FIGURE 8-41 Some coenzymes containing adenosine. The Cl)—
adenosine portion is shaded in light red. Coenzyme A (CoA)
functions in acyl group transfer reactions; the acyl group (such as 3'-Phosphoadenosine diphosphate
the acetyl or acetoacetyl group) is attached to the CoA through a Coenzyme A (3"-P-ADP)
thioester linkage to the B-mercaptoethylamine moiety. NAD™ func-
tions in hydride transfers, and FAD, the active form of vitamin B: O —
(riboflavin), in electron transfers. Another coenzyme incorporating H.C
adenosine is 5'-deoxyadenosylcobalamin, the active form of vita- 3 = = NH
min Bqz (see Box 17-2), which participates in intramolecular S ‘ . /K
group transfers between adjacent carbons. o H;C l‘|\1 N O
Cll—NH (|:H2 Riboflavin
~ * CHOH
N | Nicotinamide |
‘-x_
o CH, o \N (|3HD]—I
(|:HDH
H H
0=P—0 H H (He -
O
OH OH |
@]
NH, —O—IF|’=D NH,
J ; fwﬁ
= =
N CH; O N N
H H
OH OH OH OH

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) Flavin adenine dinucleotide (FAD)



Atividade Enzimatica

International Unit (IU) - gquantidade de enzima que catalisa a conversao
de 1 ymol substrato (ou a formacao de 1 umol produto) em 1 min, em
condicOes estabelecidas.

Temperatura - 30°C ou 37°C (temperatura corporal)
pH - valor 6timo ou fisiologico, especificando o tampéao utilizado

Atividade Especifica (IU/mg) - relacao entre IU da enzima e mg de
proteina - indica maior pureza da enzima

Atividade molecular (ou numero de turnover) (IU/mol) = relacéo entre
IU da enzima e ymol de enzima.

Obs: Se 0 numero de sitios ativos por molécula de enzima for conhecido »>
Atividade do centro catalitico = IU/n°sitios ativos

Katal (kat) = recomendado pela Comissao de Nomenclatura da Uniao
Internacional de Biogquimica (raramente utilizado) - substitui 0 minuto por
segundo na definicdo de atividade enzimatica



Analise Quantitativa

Ensaios diretos: medida direta da diferenca entre propriedades de
substratos e/ou produtos em funcao do tempo.

Ensaios indiretos: prévio tratamento da mistura reacional gerando
um produto mensuravel ou para aumentar a conveniéncia ou a
sensitividade do ensaio.

O CR-Lipase & :
NO

0. i OH
NO

2

2

Ensaios acoplados: utilizacdo de uma ou mais enzimas para catalisar
areacao de um dos produtos gerando um composto que pode
detectado diretamente.

Glucose Glucomnic Acid

CH_OH
o  OH Glucose

Oxidase /l\/ = |
HO z
REE ——— =g+ H,O,

- 2 &
cH.O " JocH, cH.o - JoTH,
. / #l__r.-*—'k.' H_50O

Peroxidass =
MH ———— e Pink Colouwur {530 rmm)

HoN —F ™ N NH, ——— g HMN N

— — = — —

O -Dianisidine



Métodos de Analise

Espectrofotometria

Collimator Wavelength Selector Detector
{Lens) (Slit) {Photocell)
- A‘I 1o 7
Digital Display
Light source Monochromator Sample or Meter
(Prism or Grating) Solution
(in Cuvette)
2.0

Medida da absorcao de luz (UV-Vis)
- Lei de Lambert-Beer

Measured Absorbance (o)
o)

1.0 2.0

True Absorbance



Métodos de Analise

Espectrofotometria

Table 1 Absorbance characteristics of some naturally occurring, UV-absorbing substrates. The wavelengths
given are those which maximize the difference between substrate and product absorbances

Compound Absorbance characteristics Enzymes

Acetyl coenzyme A

J\ _CoA 232 nm Choline acetyl transferase
H,C S e = 4500 | mol-iecm1 and other acetyltransferases
Fumarate

O.-
NS 9] 240 nm Fumarase
0o “ e = 2440 | mol-iem1 Argininosuccinase
O_
Oxaloacetate

O OH
O/)\%\ro 265 gg’;) N Oxaloacetate decarboxylase
£ = mol~tcm~
O_



Métodos de Analise

Turbidimetria

Acéao sobre polimeros insolUveis - Alteragao da turbidez (espalhamento de luz)
Analise mais dificil em relacdo a reprodutibilidade - Suspensdes

Medidas de turbidez variam com a distancia entre o luz espalhada e o detector

Exemplo: Lisozima atuando

»
Y ? A 7 sobre paredes celulares
| / - 1
N | S a p bacterianas
\\ : y {// - =
N ST ) =450 nm
+1 one unit of activity - produces
¥ |euvette) TS - an initial rate of change in
ommn vl Y G N ‘absorbance’ of 0.001 per min
; N T i .
/ N S~ when the volume in the cuvette
S | N T~ is 2.6 ml (other conditions
| I S~ being pH 6.24 and 25°C).
v A}



Métodos de Analise

Fluorimetria

Excitation-
monochromator

Light source
Xenon arc lamp

Absorption-
monochromator

. /Q\ -
Emission-

monochromator -

Photomultiplier Photomultiplier



100 ' ,
.//’.\ T 1 T . T
N
90 _
V4 Y /
Metodos de Analise ... /| _
i
L 7(\ | / \l\‘ —
: . - Ve \
Fluorimetria : eof | \

Figure 15 Relationship between measured fluorescence and g =0 / \.\
concentration. The concentration dependence of the apparent = o \ |
fluorescence (ex 355 nm, em 460 nm) of methylumbelliferone = 40 ﬁ/ ' ]
was determined. The compound was dissolved in 0.1 M glycine, g
pH 10. At concentrations of fluor below about 10 M the SR | |
relationship is linear but becomes progressively more non-linear < =~ ’.
as light absorption becomes more significant. Eventually, at high 20 ] |
concentrations, this inner-filter effect leads to a fall in measured . ‘®
fluorescence with increasing concentration. 0 N

) \.\‘ -

neg——~ "-* L | .l ‘ L \§

0 20 100 150 200 250 300 350
Exemplo; Elastase [Methylumbelliferone] uM

Substrato: Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-aminomethylcoumarin

By appropriate choice of excitation and emission wavelengths (370 nm and 460 nm)
more than 70% of the maximum fluorescence of aminomethylcoumarin can be used
while the contribution of the unhydrolysed substrate contributes only 0.5% of its
maximum fluorescence.

The system is sensitive enough to detect 10 nM product and is linear to about 5 M.
Elastase may be assayed at pH 7.6 and 25°C in 50 mM Tris—HCI, 0.5 M NaCl, 0.1 M
CacCl..



Métodos de Analise

Cromatografia - HPLC

Wasle

|} Column
iy

infjecfor
Deilvery System ample

Defactor(s)




Métodos de Analise

Titulacdo Automatica

E utilizada quando a reac3o produz ou consome
Acido ou base. Titula-se na solucao acido ou
base para que o pH continue constante. A
quantidade de acido ou base consumido & o

valor da reacao catalitica enzimatica.




Amilases

1. Oxidoredutases
2.4.1.18 — 1,4-a-glucana (enzima ramificadora)

2.4.1.19 — ciclomaltodextrina glucanotransferase
2.4.1.25 — 4-a-glucanotransferase (amilomaltase)

2. Transferases T
2.4.1.161 — oligossacarideo 4-a-D-glicosiltransferase

3. Hidrolases
3.2.1.1 — a-amilase

3.2.1.2 — B-amilase

4. Liases 3.2.1.3 — glucano 1,4-a-glicosidase
(glucoamilase ou amiloglicosidase)

3.2.1.20 — a-glicosidase (maltase)

5. Isomerases | 3.2.1.41 — pullulanase

3.2.1.60 — glucano 1,4-a-maltotetraohidrolase
3.2.1.68 — isoamilase

6. Ligases 3.2.1.98 — glucano 1,4-a-maltohexaosidase
\3.2.1.133 glucano 1,4-a-maltohidrolase




Classificacao

S C— =
amise |
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Aplicacoes

Table 9. Uses of amylases in various sectors of industry

Sector Uses

Food industry Production of glucose syrups, crystalline glucose
Production of high fructose corn syrups
Production of maltose syrups
Reduction of viscosity of sugar syrups
Reduction of haze formation in juices
Solubilization and saccharification of starch for alcohol fermentation in brewing industries

Retardation of staling in baking industry

Detergent industry Used as an additive to remove starch based dirts
Paper industry Reduction of viscosity of starch for appropriate coating of paper
Textile industry Warp sizing of textile fibers

Pharmaceutical industry  Used as a digestive aid




1: tanque de lavagem;
2: moinho;
Et I 3: reator de cozimento/liquefacao;
an O 4: reator de sacarificacdo e
fermentacao;
5: coluna para absor¢ao de etanol;

6: coluna de concentracéo;
7: coluna de retificacéo;

Amilaceas

~ SRove T o6 8: peneiras moleculares;
i piste D 9: primeiro trem do evaporador;
Milho | v 10: centrifuga;
(1) Gluco- g segugdo trem do evaporador;
. : secador.
Alta- amilase @ ®
.amilase @
,/ Levedura
@,
/I/ ¥ —

h‘\\\l
i

, Qe ,n@s"lan;n érosco’py, Ittg., Etan 0 I

>
B. stearothermophilus




Amilases




Celulases

1. Oxidoredutases

2. Transferases

3. Hidrolases

4. Liases

5. Isomerases

6. Ligases

<

3.1 Ligacdes éster

3.2 Glicosilases

3.13 Ligacdes C-S
S gac

3.2.1. S-e O- glicosidases<

3.2.1. N-glicosidases

/
3.2.1.4 endo 1,4-B-glucanase

3.2.1.21 1,4-B-glicosidase

3.2.1.74 glucana 1,4-B-glicosidase

3.2.1.91 1,4-B-celobiosidase
-



Celulases

Dominio Cataliti

// 1,,/

o
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ACAO SINERG

R-glicosidases
Celobiohidrolase Il

Celobiohidrolase |
Endoglucanases

CA

—r




Hemicelulases

Xylan
o 3 4
o
o
I\.-"IeOHO =D~ Glucuronldases o Xylobiose
Acetyl-xylan- Y
esterases OH
< HO OH
e\ o2 &7\ HOL G N O
o
O"* H OH T OH T
//@ Ok Arablnofuran05|dases Endo-xylanases B-Xylosidases
OH
Ra J—
-~ © ~
Ferulic acid OMe
esterases o
OH Galacto-glucomannan
HO
O
Mannobiose
HO :
OH o-Galactosidase
\T/O Acetyl-mannan- O~
" esterases oH OH
HO O/ - HO -
HO -0 = o o
OH -- ~ 3 HO o T
Ra
B-Mannosidases OH Endo-mannanases OH B-Glucosidases
Arabinogalactan
o-1,5-L-Arabinan O"
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Pectinases
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Pectin-Free Juice



Proteases

Enzimas Hemoglobina Gelatina Caseina Proteina soja
Papaina (referéncia) 1 1 1 1
Ficina 0,5 1,1 0,2 0,3
Pepsina 0,65 0,7 0,95 0,1
Subitilisina 1,6 1.3 1,65 1,7
Neutra (Bacillus sp.) 1,35 1,4 1,3 1,4




Proteases

Table 1. Characteristic features of the four types of proteases

w © w
Z s 5¢ _§ 2T v
> : s = E = E 8 E - ajor it & 8
Properties g | % . gz = @ b : inhibitor(s) Major source(s)
z. = o R o o &85 2 E
2 Zf L& £8% g 25
Aspartic or 3423 3045 35 4055 Ca** Aspartate  Pepstatin Aspergillus, Mucor,
carboxyl or cysteine Endothia, Rhizopus,
proteases Penicillium, Neurospora,
animal tissue (stomach)
Cysteine 3422 3435 2-3  40-55 —  Agpartate  Indoacetamide, Aspergillus, stem of
or thiol or cysteine p-CMB pineapple (Ananas
proteases comorus), latex of fig
tree (Ficus sp.), papaya
(Carica papaya),
Streptococcus, Clostridium
Metallo 3424 1937 57 6585 Zn*, Phenyl- Chelating agents Bacillus, Aspergillus,
proteases Ca?* alanine or  such as EDTA, EGTA  Penicillium, Pseudomonas,
leucine Streptomyces
Serine 3421 1835 611 50-70 Ca®* Serine, PMSE, DIFP, EDTA, Bacillus, Aspergillus,
proteases histidine soybean trypsin animal tissue (gut),
and inhibitor, phosphate Tritirachium album
aspartate  buffers, indole, phenol, (thermostable)

triamino acetic acid




Proteases




Modificacao de Proteinas

« Solubilizac&o de proteinas insoluveis

 Melhoramento das propriedades funcionais das proteinas:
hidratacao, emulsificacao, gelificacao, textura e formacao de
espuma

* Proteinas Vegetais

. Concentrados protéicos Prot
roteases

\* Isolados protéicos —

|+ Hidrolisados protéicos Celulases

* Proteinas de Peixe
Agua de farinha de peixe = Prensagem, tviscosidade — Proteases



Modificacao de Proteinas

« Solubilizac&o de proteinas insoluveis

 Melhoramento das propriedades funcionais das proteinas:
hidratacao, emulsificacao, geleificacao, textura e formacao
de espuma

* Proteinas da Carne
« HCS (Hidrolisados de células sanguineas)

* Limpezas de Ossos e sobras \\.’

. \
Processamento da Carne Proteases

 Gelatina

e Queratina



Transglutaminase

e e Modificacdo de
" <, propriedades
|—<CH3:2—£ -+ H;N—CHr{Cngpl funcionais em
e weewand  protefnas de peixe:

lTCaso . .
= Surimi

0O H
21_&—|— — 7 . .
|_“:H P ‘CH“_l - Gelatina derivada
e-(y-glutamyl) lysine isopeptide .
de peixe,
substituindo a

j/\—ﬁ bovina

Protein gel Protein film

Fig. 10.6 Crosslinking of proteins in gel and film induced by transglutaminase.



Transglutaminase




Lipases

Glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3)

Atuam em substratos insolUveis em agua, agindo na interface Oleo-agua
de solucdes emulsionadas. Além disso, caracteristicas como estabilidade

na presenca de solventes organicos, auséncia da necessidade de
cofatores e alta enantiosseletividade.

Thermomyces lanuginosus

Candida antarctica



ReacoOes catalisadas por lipases
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Lipases Comerciais

Manufacturer

Commercial microbial lipase

Novozymes A/S Co.

Genencor Co.

Thermomyces lanuginosus lipase; Candida antarctica lipase B; Rhizomucor miehei lipase; Candida antarctica lipase A;
Humicola lanuginose lipase

Pseudomonas alcaligenes lipase; Pseudomonas mendocina lipase

Amano Co. Aspergillus niger lipase; Candida rugosa lipase; Penicillium roqueforti lipase; Penicillium camemberti lipase; Rhizopus niveus
lipase; Burkholderia cepacia lipase; Pseudomonas fluorescens lipase; Rhizopus oryzae lipase; Mucor javanicus lipase;
Rhizopus delemar lipase; Rhizomucor miehei lipase
Others Chromobacterium viscosum lipase; Geotrichum candidum lipase; Aspergillus oryzae lipase; Rhizopus arrhizus lipase; Bacillus
thermocatenulatus lipase; Fusarium solani lipase; Penicillium expansum lipase
Source Trade name Supplier Applications Industry
Bacteria
Alcaligenes sp. Lipase PL Meito Sangyo, Co. Modification of oils and fats/feed additives  Food processing
Chromobacterium viscosum Lipase CV Genzyme Diagnostics/analytical Health care and diagnostics
Pseudomonas cepacia Lipase SL Amano Chiral synthesis Food processing
Psudomonas menodocina Lumafast Genencor International  Hydrolysis of oils and fats Detergent
Fungi
Aspergillus niger Lipase DS Amano Dietary supplement Biopharmaceuticals
Lipase Sigma Organic synthesis/analytical Food processing
Rhizopus oryzae Lipopan® F Novozyme Dough strengthening Baking and food processing
Lipomod™ 627P-L627P  Biocatalysts Dough texture and shelf life Baking and food processing
Lipomod™ 36P-LO3GP Dietetics Biopharmaceuticals
Rhizomucor miehei Palatase®? Novozyme Cheese flavour enhancement Dairy

Yeast
Candida cylindracea

Candida antarctica

Candida cylindracea/porcine pancreas

Lipase MY

Resinase®?

Novozym® 4353
Noopazyme®?
Lipomod™ 29P-L0O29P

Meito Sangyo, Co.
MNovozyme
Novozyme

Biocatalysts Ltd.

Dictetics

Pitch control

0il based specialities
Pasta/noodles
Cheddary type flavour

Biopharmaceuticals
Forest product
Food processing
Cereal Food
Flavour/Dairy

4 Trade names that are recombinant.



Especificidade

Lipases nao especificas - Candida rugosa, Staphylococcus aureus,
Chromobacterium viscosum, Thermomyces lanuginosus e Pseudomonas sp. 2
agem sobre as moléculas de acilglicerol randomicamente, produzindo acidos
graxos livres, glicerol, monoacilglicerois e diacilgliceréis como intermediarios.

Lipases 1,3 especificas - Aspergillus niger, Mucor javanicus, Rhizopus
delemar, Rhizopus oryzae, Yarrowia lipolytica, Rhizopus niveus e Penicillium
roquefortii > agem nos acidos graxos das posicoes 1 e 3

Lipases acido graxo especificas = Geotrichum candidum - acéo especifica
na hidrolise de ésteres, cujos acidos graxos apresentam cadeia longa insaturada
com duplas ligacOes, em cis no carbono 9.

Lipases estereoespecificas => Burkholderia cepacia, Candida antarctica,
Candida rugosa e Rhizopus delemar = um dos isdbmeros de um racemato pode
ser hidrolisado preferencialmente em detrimento de outro, ou ainda, a formacéo
de um isOmero pode ser catalisada seletivamente a partir de precursores pro-
quirais, como 0S compostos meso-diésteres ou meso-didis.



Aplicacoes

Industry Action Product application
Dairy food Hydrolysis of milk, fat, cheese ripening, modification Development of flavouring agent in milk cheese and
of butter fat butter

Bakery food Flavour improvement Shelf life propagation

Beverages Improved aroma Alcoholic beverages, e.g. sake wine

Food dressings Quality improvement Maysoine dressing and whippings

Health food Trans esterification Health food

Meat and fish Flavour development Meat and fish product fat removal

Fats and oils Trans esterification and hydrolysis Cocoa butter, margarine fatty acids, glycerol mono- and
diglycerides

Laundry Reducing biodegradable stains Cleaning cloths

Cosmetics Esterification Skin and sun-tan creams, bath oil etc.

Surfactants Replaces phospholipases in the production of Polyglycerol and carbohydrates fatty acid esters used as

Agrochemicals
Pharmaceuticals

Fuel industries
Pollution control

lysophospholipids

Esterification
Hydrolysis of epoxyester alcohols

Trans esterification
Hydrolysis and trans esterification of oils and grease

industrial detergents and as emulsifiers in food
formulation such as sauces and ice creams

Herbicides such as phenoxypropionate

Produce various intermediates used in the manufacture
of medicine

Biodiesel production
To remove hard stains, and hydrolyse oils and greases




Biodiesel Enzimatico
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Aplicacoes




Oxidases
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OH Carecholase 0
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Acido salicilhidroxamico e acido cinamico = inibidores de tirosinase

Compostos quaternarios (brometo de cetil tetraamdnio) = inibidores de lacase



New enzyme technology
for cold denim bleaching




Peroxidase (Raiz Forte)
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Armoraciarusticana

Usos: Andlises clinicas e biocatalise em meios nao aguosos

Funcoes:
Degradacéo e sintese de lignina - Reparo de danos fisicos em plantas

Degradacéo dos fitohorménios - Regulacédo do crescimento vegetal

Producao de espécies reativas - Acao contra patégenos



Catalase

catalase

2H, 0525 2H,0 + O, (1)
o atalase | |
ROOH + AH, S H,0 4+ ROH + A (2)

Indice de escaldamento (Blanching) de vegetais e frutas=> Destruicéo
de micro-org e enzimas, preservando cor, textura, sabor e aroma num
prazo de 2 anos congelado

Remocéao de H,O, residual de leites, de O, de ovos em p0, sucos e
vinhos, e em biossensores.

Indicador de contaminacéo de leite por neutrofilos

Indicador de problemas hematologicos e de infeccbes do trato urinario



Aplicacoes de Enzimas

- Detergentes - Laticinios

- Téxtels - Panificacao
- Papel e Celulose - Suco

- Biocombustiveis - Amido

- Cosmeéticos - Cerveja

- Sintese Organica

Mercado Mundial (2013): US$ 4,8 bilhdes

Principais Empresas:

Novozymes, Dupont (Genencor, Danisco), DSM = 75% mercado



Producao

Preparados Enzimas + Outras

Enzimaticos =1 DProteinas + Material N&o-

Comerciais proteico + Preservantes
4

-Extracao: Tecidos

Obtencéo > animais e vegetais

de Enzimas - Fermentacao:

_Micro-organismos




Classificacao

Enzimas Constitutivas

Ligadas aos aspectos centrais do metabolismo
Produzidas continuamente independente da presenca
de substrato

Enzimas Induzidas

SAao sintetizadas em maior proporcao na presenca de
um substrato ou de um produto derivado de sua
degradacao - Inducao da Producao

Industrialmente, estas sao mais comuns



Enzimas de Origem Animal

Meétodo Geral de Producéao

Tecidos
Animais
Secagem
Agua ou Terra
Tampéao Diatoméacea
Trituracao Extracao »  Filtracao
Residuos

Insollveis

Extrato
Enzimatico



Enzimas de Origem Animal

Pancreatina = Amilase + Protease + Lipase
Origem: Pancreas de porco

Uso: Auxiliar digestivo

Obs: Precisa ser desengordurado c/Eter de Petréleo

Renina - Protease + Lipase
Origem: Suco gastrico do 4° estomago do bezerro
alimentado s6 com leite

Uso: Queijos italianos, pudins

Obs: Extracao em pH acido, conversao de pro- renlna
em renina g




Enzimas de Origem Animal

Pepsina = Protease

Origem: Mucosa de estomago de porco

Uso: Auxiliar digestivo e producao de hidrolisados
Obs: Precisa ser misturado com HCI (pH 2) por 16h a
25°C, e depois 1 h a 45°C para converter o

pepsinogénio em pepsina

Esophagus

e T
csophageal “w
sphincter >

- Pyloric
\ sphincter




Enzimas de Origem Animal

Catalase - Oxidorredutase

Origem: Figado e sangue de animais (boi e porco)
Uso: Degradacao de H,0,

Obs: Macerado com 35% de acetona - remocao dos
Insollveis;

Depois, 50% de acetona - ppt da catalase




Enzimas de Origem Vegetal

Papaina - Protease

Origem: Latex do fruto verde de mamao
Uso: Auxiliar digestivo; amaciamento de carne e
clarificacao de cerveja

Obs: Sensivel a oxidacéao do ar

Bromelina - Protease
Origem: Talo e fruto do abacaxi, menos maduros
Uso: Auxiliar digestivo; amaciamento de carne e
clarificacao de cerveja

Obs: A enzima é precipitada com sulfato de amonio,
etanol ou acetona fria



Enzimas de Origem Vegetal

Malte de Cereais

- Proteases, lipases, hemicelulases, oxidorredutases
-> sintetizadas durante a germinacao do grao

- Alfa-Amilase - presente no grao durante a
germinacao

- Beta-Amilase - presente no grao antes de sua
germinacao

Uso: Producao de cerveja

EXTRACAO
1) Primeira secagem (paralisa a atividade enzimatica e reduz o
teor de umidade);

2) Aumento gradativo da temperatura (reduz ainda mais o teor
de umidade);




Enzimas Microbianas

- Micro-organismos produtores: bacterias, fungos filamentosos e
leveduras

- Géneros mais utilizados: Bacillus e Aspergillus = 80-85% mercado

- Maioria das enzimas comerciais sdo enzimas produzidas de forma
nao associada ao crescimento

Caracteristicas do Processo de Producao:

* Producao de varios tipos de enzimas

* Processo rapido

 Facilidade do controle de condicOes e de recuperacao do produto
* Maior produtividade

» Uso de engenharia genetica



Producao

Raw
materials

L

Continuous
sterilization

Antifoam

Sterile
filtration

Sterile filtration

Inoculation tank

Gas exhgust

Heating

Cooling

Compression

>

Air

Sterile filtration

MEASUREMEMNTS:
% carbon dioxide
Gas exhaust o OXygen
Air Tlow
Etc.

Total pressure
Mass and volume
Temperatura

pH

Dissohved oxygen
Enzyme activity
Biomass

Etc.

Far
purification

MEASUREMENTS:

Main production fermentor

e



Producao

Novozymes, Franklinton, USA




Producao




