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RESUMO

Este trabalho realizou estudos sobre propriedades bioquimicas, estruturais e
aplicacdo de uma endoxilanase pertencente a familia GH 11 do fungo termofilico
Myceliophthora heterothallica F.2.1.4. Foram avaliadas caracteristicas estruturais
através de analises de bioinformatica, identificando uma estrutura composta por 65%
de folhas beta, apenas 7% de uma alfa hélice e os outros 27% da estrutura total
correspondem a enovelamento aleatorio (random coil). Os residuos cataliticos da
enzima foram identificados como glutamatos nas posicoes 89 e 181. A producédo da
enzima foi feita por expressdo heterdloga em Pichia pastoris linhagem X33
(Komagataella phaffi) durante 144 horas a 28 °C induzida por metanol. A presenca da
glicosilacdo na regido N-terminal inibiu a afinidade por ions metalicos imobilizadas da
cauda de histidina, por isso o protocolo alternativo de purificacéo foi estabelecido onde
obtivemos um rendimento final de 6,0% da purificacdo. A enzima purificada foi
analisada quanto a influéncia do glicerol sobre parametros termodinamicos e
cinéticos, onde o glicerol amentou significativamente Vn. Ndo apresentando variacdes
significativas sobre K., diminuiu a energia de ativacdo da reacdo e da desnaturacao
térmica, aumentou os valores de meia vida, entropia e entalpia, porém ndo promoveu
alteracdes nos valores de energia livre de Gibbs da desnaturacéo térmica. Simulacdes
de dindmica molecular evidenciaram que a presenca do glicerol promoveu menores
valores de RMSD e Rg. Os parametros cinéticos também foram avaliados na presenca
de compostos fendlicos, onde apenas os valores de Vm. foram aumentados na
presenca de acido siringico, acido ferulico e acido vanilico. Analises de docking
molecular ndo identificaram sitios de ligacdo na superficie da estrutura enzimatica. Os
efeitos observados podem ser atribuidos a adsor¢éo dos fendlicos sobre as fibras de
xilana, favorecida pelo pH do meio reacional. A aplicacdo de 10 U.g* da enzima na
maceracao enzimatica para extracdo do mosto de uva, proporcionou aumento de 8%
no rendimento apds 2 horas em 55°C, diminuicdo da acidez total e aumento nos
valores de pH, sélidos soluveis, acucares redutores e contetdo de polifendlicos totais.
A qualificacdo dos produtos de hidrolise da endoxilanase foi feita sobre os substratos
xilana beechwood e hemicelulose extraida do bagaco de cana-de-acucar. Em 24
horas de hidrélise foi possivel identificar X1, X2 e X5 como produtos principais para a
xilana beechwood, a presenca de X5 foi relacionada ao mecanismo de
transglicosilacao descrito na literatura. No mesmo tempo para a hemicelulose extraida
do bagaco de cana-de-acucar foram identificados X1, X2 e X4. A diferenca entre os
produtos encontrados deve-se a constituicdo estrutural dos substratos avaliados.

Palavras-chave: Endoxilanase. Cinética enzimatica. Termodinamica. Maceragao
enzimatica. Xilooligossacarideos.



ABSTRACT

This work carried out studies on the biochemical and structural properties and
application of an endoxylanase belonging to the GH11 family of the thermophilic
fungus Myceliophthora heterothallica F.2.1.4. Structural characteristics were evaluated
through bioinformatics analyses, identifying a structure composed by 65% of beta
sheets, only 7% of an alpha helix and the other 27% of the total structure correspond
to random coiling. The enzyme catalytic residues were identified as glutamates at
positions 89 and 181. Enzyme production followed by heterologous expression in
Pichia pastoris lineage X33 (Komagataella phaffi) for 144 hours at 28°C induced by
methanol. The presence of glycosylation in the N-terminal region inhibited the affinity
for immobilized metal ions from the histidine tail, so the alternative purification protocol
was established where we obtained a final yield of 6.0 %. The purified enzyme was
analyzed for the influence of glycerol on thermodynamic and kinetic parameters, where
glycerol significantly increased Vmax without showing significant variations over Km,
decreased the activation energy of the reaction and thermal denaturation, increased
the half-life values, entropy and enthalpy, but did not promote changes in the values
of Gibbs free energy of thermal denaturation. Molecular dynamic simulations showed
smaller RMSD and Rg on the presence of glycerol. The kinetic parameters were also
evaluated in the presence of phenolic compounds, where only the Vmax values were
increased in the presence of syringic acid, ferulic acid and vanillic acid. Molecular
docking analyzes did not identify binding sites on the surface of the enzymatic
structure. The observed effects can be attributed to the adsorption of phenolics on the
xylan fibers, favored by the pH of the reaction medium. The application of 10 U.g-1 of
the enzyme in the enzymatic maceration to extract the grape must, provided an 8%
increase in yield after 2 hours at 55°C, a decrease in total acidity and an increase in
pH values, soluble solids, reducing sugars and of total polyphenols. The qualification
of endoxylanase hydrolysis products was performed on beechwood xylan substrates
and hemicellulose extracted from sugarcane bagasse. In 24 hours it was possible to
identify X1, X2 and X5 as main products for beechwood xylan, the presence of X5 was
related to the transglycosylation mechanism described in the literature. At the same
time, for hemicellulose extracted from sugarcane bagasse, X1, X2 and X4 were
identified. The difference between the products found is due to the structural
constitution of the evaluated substrates.

Keywords: Endoxylanase. Enzyme kinetics. Thermodynamics. Enzymatic
maceration. Xylooligosaccharides.
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1. INTRODUCAO

Tem-se intensificado, especialmente nos Ultimos anos, a preocupacao com a
sustentabilidade ambiental e os efeitos negativos provocados pela exacerbada
producdo de residuos industriais e agroindustriais, que necessitam de tratamento
antes de retornarem ao meio ambiente ou podem ser empregados como materia-
prima para novos produtos. Dentre esses residuos encontra-se a biomassa
lignocelulésica, composta principalmente por celuloses, hemiceluloses e lignina.

Desde a descoberta da fermentacdo acetona-butanol por Chaim Weizmann
se abriu 0 caminho para a obtencédo de produtos de elevado valor agregado utilizando
microrganismos adequados e substratos de baixo custo (NUNCIRA, 2013). Essa
abordagem possibilita a obtencdo de produtos como exemplo xilooligossacarideos
(XOS) com propriedades prebiodtica que facilitam o crescimento de Bifidobacterium
spp. e Lactobacillus spp. no trato gastrointestinal (ROBERFROID, 1997), o etanol de
segunda geracdo (RAELE et al., 2014), gas metano (IBRAHIM et al., 2017), e &cido
citrico (FRANCA, 2016), a partir da hidrélise dos polissacarideos para liberagédo de
seus acgUcares constituintes.

O conjunto lignina-hemicelulose-celulose compreende diversos tipos de
carboidratos interligados de modo a garantir a sustentabilidade da planta, constituindo
um material muito resistente, que apresenta desafio ao ser degradado. Essa
decomposicdo pode ser realizada com o auxilio de enzimas, que atuam como
catalisadores bioldgicos altamente desejaveis devido a sua especificidade e por
poderem agir com eficiéncia em condi¢cdes suaves de reacdo. (ALAM et al., 1994;
CHANWICHA et al., 2015; DE MENEZES; SILVA; DURRANT, 2009).

A hemicelulose € o segundo polissacarideo mais abundante na parede celular
vegetal, dentre as quais a xilana € o principal. A xilana apresenta em sua cadeia
principal unidades de D-xilose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo 3-1,4, e cadeias
laterais contendo residuos de L-arabinose, acidos urdnicos e diferentes carboidratos
(SILVA et al., 1998), tais caracteristicas tornam esse material atraente para aplicacoes
biotecnoldgicas.

A degradacao da xilana envolve uma associacdo de enzimas denominada
“‘complexo xilanolitico”, cuja aplicacdes industriais sdo as mais diversas incluindo

capacidade de remover a hemicelulose das polpas de celulose, sendo aplicadas na
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indUstria em substituicdo ao cloro para promover o branqueamento da polpa de
celulose na fabricacéo de papel (GANGWAR; PRAKASH; PRAKASH, 2014).

Além disso, muitos outros processos podem ser incrementados com a
utilizacdo dessas enzimas em substituicdo aos processos quimicos convencionais,
como € o caso da liberacdo de monémeros de xilose para a fermentacéo de leveduras
e producédo do adocante nédo cariogénico xilitol (TAMANINI; HAULY, 2004).

As xilanases também sao utilizadas na complementacao alimentar de animais
como frangos, pois degradam ingredientes que ndo fornecem muitos nutrientes as
aves, uma vez que elas ndo possuem essas enzimas em seu aparelho digestivo,
possibilitando a utilizacdo de novas fontes de alimentos (CAMPESTRINI; SILVA,;
APPELT, 2005).

Na industria alimenticia, o uso de xilanase destaca-se na maceracao
enzimatica de polpa de frutas (KAUSHAL et al., 2021), facilitando o processo de
extracdo do mosto, melhorando caracteristicas organolépticas como cor e aroma
através da maior extracdo de compostos fendlicos e diminuicdo da turvacdo do
material (DALAGNOL et al.,, 2017; NOGALES-BUENO et al.,, 2020). O uso de
xilanases estende-se na panificacdo, com a finalidade de promover a degradacao das
pentosanas, polissacarideos constituidos de D-xilose e L-arabinose, para facilitar o
manuseio da massa, aumentando o crescimento da mesma e resultando em paes de
maiores volumes (DA-SILVA; FRANCO; GOMES, 1997).

Estudos de caracterizacdo bioquimica sobre parametros cinéticos e
termodinamicos, e caracterizagao estrutural sobre estrutura tridimensional, interacdes
com substrato ou outros compostos, garantem entendimento sobre aspectos
importantes para o desenvolvimento de novos métodos de utilizagdo de enzimas, ou
para o aperfeicoamento de métodos ja existentes. Nesse contexto se enquadra o

presente projeto.
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2.1. Endoxilanases e as familias de Glicosideos Hidrolases (GH 10) e (GH 11).

A degradacéo da xilana, principal polissacarideo presente na hemicelulose

das paredes celulares vegetais (Figura 1) demanda uma associacdo de enzimas

denominada “complexo xilanolitico”. Essa denominacéo se deve a heterogeneidade

desse polissacarideo, que apresenta uma cadeia principal constituida de residuos de

D-xilopiranose ligados através de ligagdes glicosidicas B-1,4, e é geralmente

substituida por acidos acético e D-glucurdnico ou 4-O-metil-D-glucurénico e L-

arabinofuranose. Além disso a posicao 5 das unidades de arabinofuranose algumas

vezes esterificada por &cidos ferulico ou p-cumérico (Figura 2) (SCHELLER;

ULVSKOV, 2010).

Figura 1. Representacéo do arranjo estrutural da parede celular vegetal.
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Fazem parte do complexo xilanolitico (Figura 2) todas as enzimas associadas
a hidrélise das ligacdes glicosidicas, que resultem na liberagcdo de monémeros de D-
xilose e demais componentes do polissacarideo (SA-PEREIRA et al., 2003). Essas
enzimas podem ser produzidas por uma variedade de fontes, como fungos
filamentosos, macromicetos, bactérias, algas marinhas e algumas sementes de
plantas em estado germinativo (BASTAWDE, 1992).

Figura 2. Representacéo esquemdtica das principais enzimas envolvidas no processo de
degradacéo da xilana, assim como a estrutura do polissacarideo.
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Fonte: Adaptado (BEG et al., 2001).

As endo-1,4-B-xilanases (E.C 3.2.1.8) sao responsaveis por realizar a
hidrolise das ligagdes glicosidicas do tipo B entre os carbonos 1 € 4 dos monémeros
de xilose. Por outro lado, as endo-1,3-B-xilanases (E.C 3.2.1.32) hidrolisam de forma
randémica as ligagdes B entre os carbonos 1 e 3 das cadeias de xilana. As exo-1,4-[3-
xilosidases (E.C. 3.2.1.37) e as exo0-1,3-B-xilosidases (E.C. 3.2.1.72) hidrolisam as
ligagdes B entre os carbonos 1 e 3 ou 4 dos residuos de xilose do terminal ndo redutor
da cadeia de xilana (NC-IUB, 1979).
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Também fazem parte do complexo as enzimas acessorias, que hidrolisam as
ligacbes das ramificacdes da cadeia principal de xilana, entre estas as acetilxilana
esterases (E.C. 3.1.1.72) que promovem a desacetilacdo da cadeia de xilana e de xilo-
oligossacarideos; feruloil e cumaroil esterases (E.C. 3.1.1.73) que catalisam a
hidrolise dos acidos ferulicos e cumaricos ligados a arabinofuranose; as a-L-
arabinofuranosidases (E.C. 3.2.1.55) responsaveis por hidrolisar as ligacdes alfa entre
os carbonos 1 e 3 ou 1 e 5 dos terminais ndo redutores de a-L-arabinofuranosideo,
liberando a-L-arabinofuranose; as enzimas a-D-glicuronidases (E.C. 3.2.1.131)
hidrolisam as liga¢cfes tipo alfa entre os carbonos 1 e 2 dos residuos de &cido
glicurdnicos; ja as glicuronoarabinoxilana endo-1,4-p-xilanases (E.C. 3.2.1.136)
apresentam a capacidade de hidrolisar as ligacdes B entre os carbonos 1 e 4 dos
residuos de D-xilose e algumas glicuronoarabinoxilanas (NC-1UB, 1979).

De acordo com a classificacdo enzimatica atual, que se baseia na analise dos
dominios cataliticos e nas semelhancas das sequéncias de aminoéacidos, disponivel
em CAZypedia (carbohydrate-active enzymes), as endoxilanases pertencem as
familias glicosideo hidrolases GH10 e GH11, embora algumas outras familias também
apresentem diferentes modos de a¢éo sobre a cadeia de xilana, como as GHs 5, 7, 8
e 43 (LOMBARD et al., 2014).

A familia 10 envolve as endoxilanases com capacidade de hidrolisar as
ligacbes B-1,4 e uma pequena parte das enzimas dessa familia também hidrolisam
ligagdes B-1,3, podendo as primeiras agir de modo limitado sobre as arilcelobiosideos
e ndo sobre a celulose. Por outro lado, as endoxilanases da familia 11 sdo enzimas
com retengao de configuragao e hidrolisam apenas as ligagdes tipo -1,4 e nenhuma
outra atividade foi observada até o momento (KOLENOVA; VRSANSKA; BIELY,
2006).

As enzimas pertencentes a ambas as familias seguem o classico mecanismo
de duplo deslocamento de Koshland (Figura 3), onde a glicosilacdo € a primeira etapa
e necessita 0 desempenho de um residuo nucleofilico sobre o ataque ao centro
anomeérico para deslocar a aglicona e formar o intermediario glicosil-enzima,
simultaneamente ocorre a protonagado do oxigénio glicosidico a medida que a ligacao
se cliva pela acdo de um residuo como catalisador &cido, a segunda etapa €
denominada desglicosilacdo, onde o intermediario glicosila é hidrolisado pela agua.

Essa etapa conta com a acdo de um residuo como catalisador basico que ira
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desprotonar a molécula de agua a medida que o intermediario € hidrolisado (WICKI et
al., 2007).

Figura 3. Mecanismo de duplo deslocamento de Koshland de (-glicosidases
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Fonte: Adaptado de
<<https://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside_hydrolases#bibkey McIntosh1996>>

As GH 10 apresentam glutamatos como residuos cataliticos, um deles
participando como nucledfilo (Glu233) e o outro como acido-basico geral (Glul27), e
uma asparagina (Asn126) vizinha a este residuo acido-basico, que é responsavel por
realizar ligagBes de hidrogénio com o substrato 2-hidroxila (MACLEOD et al., 1994).
A estrutura tridimensional dessas enzimas é composta por uma classica dobra em
barril com os dois principais acidos glutamicos do sitio ativo acido-base e nucledfilo
localizados nas extremidades C-terminais das fitas beta 4 e 7 respectivamente (Figura
4) (DIMAROGONA et al., 2012).

As GH 11 também apresentam glutamatos como residuos cataliticos, sendo

o residuo que atua como nucleéfilo € um glutamato na posicao 78 (Glu78) que age
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sobre a formacao do intermediario, e o outro residuo de glutamato atua como em um
mecanismo acido-basico geral (Glu127) (MACLEOD et al., 1994; MIAO et al., 1994).
A estrutura tridimensional das enzimas desta familia € composta por uma dobra
flexivel de residuos sobre a fenda do sitio ativo onde encontram-se os residuos
cataliticos (TORRONEN; ROUVINEN, 1995), conforme mostrado na figura 4, que
redne uma estrutura tridimensional representativa de cada uma das familias de
glicosideo hidrolases citadas anteriormente. As informacdes e imagens dos modelos
utilizados foram acessadas pelo site Uniprot (https://www.uniprot.org/) e obtidas pelo

direcionamento ao banco de dados Protein Data Bank in Europe. As referéncias dos

trabalhos de cada modelo estédo descritas na legenda.

Figura 4. Comparacdo entre as estruturas tercidrias de endoxilanases pertencentes as
familias GH 10 (A) Conjunto monomeérico 1 da entrada 3u7b.pdb visto de frente e GH 11 (B) 1xyn.pdb

e visto de frente, ambos representados pela configuracao cartoon.

(B)

Fonte: Adaptado de (A) (DIMAROGONA et al., 2012) e (B) (TORRONEN; ROUVINEN, 1995)

disponiveis em Protein Data Bank in Europe << https://www.ebi.ac.uk/pdbe/node/1>>

Embora apresentem o mesmo mecanismo de acao para hidrolise das ligacdes
glicosidicas do substrato, os produtos de hidrolise diferem entre as enzimas das
familias GH 10 e GH 11. A acdo das enzimas em relagdo aos substratos
polissacaridicos é limitada pela substituicdo de unidades xilopiranosila (Figura 5).
Enzimas da familia GH 10 clivam ligacdes glicosidicas na cadeia principal de xilana
mais proximas aos substituintes, cerca de um residuo antes e/ou trés residuos apos

a ramificacdo em direcdo a extremidade redutora. Como resultado, enzimas GH 10
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liberam produtos mais curtos do que os produtos de enzimas da familia GH 11, que
por sua vez clivam ligacdes glicosidicas na cadeia principal de xilana trés residuos
ap6s a ramificacéo (KOLENOVA; VRSANSKA; BIELY, 2006). Outra diferenca esta na
quantidade de residuos de xilopiranosila ndo substituidos entre as ramificacdes;
enquanto enzimas da familia 10 requerem dois residuos, aquelas da familia 11
requerem trés residuos de xilopiranosila consecutivos néo substituidos (BIELY et al.,
1997).

Figura5. Sitios de clivagem das enzimas das familias GH 10 e GH 11 em relacdo ao substrato

4-O-metil-D-glucuronoxilano.
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Fonte: Adaptado (BIELY et al., 1997).

2.2. Interesse industrial sobre as xilanases

Nas ultimas décadas tem se intensificado o interesse sobre enzimas com
capacidade para catalisar a desconstrucao da parede celular vegetal, resultando na
liberacdo de seus mondmeros constituintes, que podem ser utilizados em uma ampla
variedade de processos biotecnoldgicos gerando produtos de maior valor agregado.

Em relacdo aos processos envolvendo as endoxilanases, podemos listar a
obtencéo de produtos para industria alimenticia como adocantes nao cariogénicos, o
xilitol (TAMANINI; HAULY, 2004) e xilooligossacarideos (XOS) com propriedades
prebidticas que facilitam o crescimento de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.
no trato gastrointestinal (ROBERFROID, 1997). Algumas outras propriedades
benéficas tém sido relacionadas aos xilooligossacarideos (KOLENOVA; VRSANSKA;
BIELY, 2006), como a reducéo ao risco de cancer de colon em ratos (HSU et al.,
2004), ou ainda a acao como reguladores de crescimento de plantas (KATAPODIS et
al., 2003) e agentes antibacterianos (CHRISTAKOPOULOS et al., 2003) apresentadas
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por xilooligossacarideos acidos, produtos de hidrélise do 4-O-metil-D-glucurono-D-
xilano.

As xilanases também sé&o utilizadas no branqueamento de polpa de celulose
durante a fabricacao industrial de papel, substituindo parcialmente a utilizac&o do cloro
na remocao da fracdo hemicelulose das polpas, principalmente as enzimas
pertencentes a familia glicosideo hidrolases GH 11, por apresentarem facilidade de
penetracdo na fibra de celulose devido a sua baixa massa molecular (GANGWAR,;
PRAKASH; PRAKASH, 2014).

Também sdo utilizadas na complementacdo alimentar de animais, para
animais de granja as enzimas agem degradando ingredientes que nao fornecem
nutrientes as aves, possibilitando assim a utilizacdo de novas fontes de alimentacéo
(CAMPESTRINI; SILVA; APPELT, 2005). J4& para ruminantes, o pré-tratamento do
material de plantas forrageiras utilizadas na sua alimentacdo pode ser feito com estas
enzimas para degradacédo dos polissacarideos, melhorando a qualidade nutricional e
a digestibilidade (YANG et al., 2001).

Uma aplicagdo promissora das xilanases estd na producao de
biocombustiveis como o etanol de segunda geracdo, a partir da fermentacédo de
monossacarideos liberados pela acao hidrolitica dessas enzimas sobre subprodutos
agroindustriais (GONCALVES et al., 2014; MORETTI et al., 2012).

Na industria alimenticia o uso dessa classe de enzimas destaca-se na
maceracdo enzimatica de polpa de frutas (KAUSHAL et al., 2021), facilitando o
processo de extracdo do mosto, melhorando caracteristicas organolépticas como cor
e aroma através da maior extracdo de compostos fendlicos e diminuicdo da turvacao
do material (DALAGNOL et al., 2017; NOGALES-BUENO et al., 2020). Ainda na
industria alimenticia sdo utilizadas na panificacdo, com a finalidade de promover a
degradacédo das pentosanas, polissacarideos constituidos de D-xilose e L-arabinose,
para facilitar o manuseio da massa, aumentando o0 crescimento da mesma e
resultando em paes de maiores volumes (DA-SILVA; FRANCO; GOMES, 1997).

2.3. Proteinas recombinantes
Mesmo com a enorme variedade de fontes naturais de enzimas, algumas

aplicagbes necessitam de quantidades muito elevadas desses bioprodutos, e como

estratégia para produzi-las em quantidades satisfatorias pode-se adotar a estratégia



26

de producdo de proteinas recombinantes através da expressdo heteréloga. Isso
permite a obtencédo de enzimas em larga escala adotando meios de cultura de baixo
custo, aumentando a eficiéncia no processo de sua purificagao.

A producéo de proteinas recombinantes segue os principios da tecnologia do
DNA recombinante, tendo inicio na clonagem molecular, que consiste no isolamento
e propagacdo de moléculas de DNA idénticas (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
1989). Primeiramente a sequéncia do DNA de interesse, comumente chamado de
inserto, € inserida em outra molécula de DNA, comumente chamada de vetor,
formando entdo o DNA recombinante, que segue para a proxima etapa onde é
introduzido em uma célula hospedeira compativel, durante o0 processo de
transformacao. A célula transformante ou célula transformada passa por varios ciclos
de divisdo celular, resultando em coldnias que contém milhares de copias do DNA
recombinante (Figura 6) (CREAGER, 2020). Quando cultivados em condicdes ideais,
os transformantes podem ser induzidos para a producdo da proteina de interesse,
cujas informacdes genéticas estdo contidas na molécula do DNA recombinante.

Os avancos da biotecnologia e da engenharia genética permitiram o
desenvolvimento de inUmeros sistemas para expressao de proteinas recombinantes,
temos disponiveis atualmente linhagens celulares de bactérias, fungos, plantas,
mamiferos ou insetos (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

Proteinas de elevado peso molecular, ricas em pontes de sulfeto e que
requeiram modificacBes pods-traducionais especificas, sdo preferivelmente expressas
em sistemas eucarioticos, por serem células com aparato celular mais completo
(GOPAL; KUMAR, 2013). As células leveduriformes séo as escolhidas na maioria dos
casos, por apresentarem facilidades de manipulacdo, entre essas Saccharomyces
cerevisiae e Pichia pastoris sdo as mais utilizadas (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

Pichia pastoris é uma levedura metilotréfica que se destaca como sistema de
expressdo de proteinas heterdloga, devido sua alta eficiéncia de secreg¢do e
densidades celulares, e da facilidade de aumento de escala do processo a niveis
industriais, além da disponibilidade de promotores fortes e reguladores do
metabolismo do metanol (AHMED; RIAZ; JAMIL, 2009).

Inicialmente foram isoladas cepas de Pichia pastoris na Franca por Alexandre
Guillermound em 1920 recebendo o nome de Zygosaccharomyces pastori (HENRICI,
1941), posteriormente foram isoladas na Califérnia por Herman Phaff em 1956
recebendo o nome de Pichia pastoris (PHAFF; MILLER; SHIFRINE, 1956). Ambas as
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cepas foram renomeadas apds a criacdo do género Komagataella (YAMADA et al.,

1995), a cepa isolada na Franca recebeu o nome de Komagataella pastoris e a cepa

isolada na Califérnia recebeu o nome de Komagataella phaffi (KURTZMAN, 2009).

Figura 6. Esquema representativo da etapa de clonagem do DNA durante o processo de

producéo da proteina recombinante.
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3. JUSTIFICATIVA

Um trabalho anterior (AMO, 2018) avaliou diferentes sistemas de expressao
da enzima recombinante objeto deste estudo. A enzima expressa por células
eucaridticas (Pichia pastoris) apresentou superior estabilidade térmica em
comparacao com a enzima expressa por células procariéticas (Escherichia coli), pois
parametros como energia de ativacdo da desnaturacdo térmica, tempo de meia vida,
e energia de ativacdo da desnaturacdo térmica, foram superiores para a enzima
expressa por P. pastoris.

O glicerol mostrou um efeito termo protetor no trabalho antes citado, assim
como os compostos fendlicos mostraram-se ativadores da atividade enzimatica.
Tendo tais resultados como base, o projeto propds avaliar os efeitos destas
substancias sobre a termoestabilidade estrutural e sobre os parametros cinéticos da
enzima recombinante. Ao fim, espera-se desvendar a estrutura proteica e as
alteracOes sofridas por esta, possibilitando maior entendimento sobre a enzima em
questéao.

Foram realizados testes para avaliar potencias aplica¢des industrias, como a
maceracao enzimatica para extracao do mosto de frutas, e a sacarificacdo do bagaco
de cana-de-acUcar, liberando xilooligossacarideos de interesse para aplicacdo na
industria de alimento como prebioticos, e também monossacarideos que podem ser
utilizados para a producéo de etanol de segunda geracéo, resultando em um melhor
aproveitamento desses subprodutos agroindustriais, que atualmente sao utilizados

para producao de energia nas usinas de acucar e alcool.



29

4. OBJETIVOS

Gerais

O projeto teve como objetivo produzir uma endoxilanase homéloga do fungo
termofilico Myceliophthora heterothallica F.2.1.4 através da expressao heterdloga em
levedura Pichia pastoris, comparar a termoestabilidade estrutural da enzima
recombinante na presenca de glicerol e avaliar as alteracdes sobre as cinéticas
enzimaticas na presenca de compostos fendlicos, bem como avaliar potenciais

aplicacoes industriais.

Especificos

1. Melhorar a expressdo heter6loga em Pichia pastoris, variando as
condi¢cOes de expresséo.

2. Estudar a desnaturacdo térmica da enzima recombinante avaliando o
efeito do glicerol sobre a termoestabilidade estrutural.

3. Determinar os parametros cinéticos sobre a atividade enzimatica na
presenca de glicerol e compostos fendlicos.

4.  Buscar informacdes em andlises computacionais para entendimento da
estrutura tridimensional da enzima, possiveis interacdes entre compostos fendlicos, e
dindmica molecular na presenca de glicerol.

5. Realizar experimentos de aplicacdo da endoxilanase em procedimentos
com potencial aplicacdo industrial como na maceracdo enzimatica para extragdo do
mosto de uva.

6.  Avaliar os principais xilooligossacarideos produzidos a partir da hidrolise
do substrato comercial xilana beechwood e a hemicelulose extraida do bagaco de

cana-de-agucar.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Caracterizacao estrutural por homologia

5.1.1 Analisein silico dasequéncia de aminoacidos da endoxilanase homologa
do fungo Myceliophthora heterothallica F.2.1.4. utilizada para producéao

heter6loga da endoxilanase recombinante

A predicdo de parametros fisico-quimicos foi realizada pelo Web-software
ProtParam, disponivel no Portal de Recursos de Bioinformatica (Expasy) do Instituto

Suico de Bioinformatica (SIB) — (http://web.expasy.org/protparam/). Foram avaliadas

as modificacBes pés-traducionais, por meio da predicdo de N-glicosilacédo realizada
pelo servidor NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) e para O-

glicosilacao utilizou-se 0 servidor NetOGlyc 4.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/). A busca por dominios conservados foi

realizada pela base de dados Pfam (https://pfam.xfam.org), que dispbe de uma
colecdo de familia de proteinas representadas por mdultiplos alinhamentos de
sequéncias e modelos ocultos de Markov (HMMs), sendo esse ultimo o modelo
responsavel por reconhecimento de parametros ocultos a partir de parametros

observaveis.

5.1.2 Predicao da estrutura por analises computacionais

Para visualizar a estrutura terciaria proteica tridimensional foi utilizado o
método de modelagem por homologia. Primeiro realizou-se o alinhamento e busca por
similaridade utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
disponivel no Web service UniprotKkB — (http://www.uniprot.org/), na busca por
sequéncias com maior identidade, foram escolhidas quatro sequéncias com maior
identidade, sendo duas com 100% (XP_003667299.1 (Myceliophthora thermophila) e
QBC65279.1 (Thermothelomyces heterothallicus)) uma com 90,37%
(XP_001228486.1 (Chaetomium globosum)) e outra com 87,16% (KXX78410.1
(Madurella mycetomatis)). Essas sequéncias serviram como base para a construcao
do modelo estrutural por homologia empregando a “web server’” Swiss Model

(https://[swissmodel.expasy.org/). Os modelos com maior identidade foram
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sobrepostos utilizando o programa VMD (Visual Molecular Dynamics). A validacéo do
modelo foi realizada a partir do grafico de Ramachandran, através do servidor SAVES
v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu/) adotando a ferramenta PROCHECK que analisa a
geometria geral do modelo com a geometria de residuo por residuo e fornece a

qualidade estereoquimica do modelo previsto.

5.1.3 Visualizagdo das glicosilagbes tipo N no modelo da estrutura

tridimensional e interacdo do modelo com o substrato

Uma nova estrutura tridimensional foi gerada por modelagem por homologia

empregando o servidor do SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). A

estrutura da xilanase de Neocallimastix patriciarum (PDB ID: 2VGD) foi escolhida apos
a busca de homdlogos feita pelo Swissmodel como o molde mais adequado. A
gualidade do modelo foi avaliada empregando dois indicadores. O primeiro sendo a
funcdo de pontuacdo QMEAN do proprio SWISS-MODEL, que utiliza de potenciais
estatisticos para comparar as caracteristicas geométricas do modelo, atribuindo uma
pontuacdo de confiabilidade entre 0 e 1, onde nimeros mais altos indicam maior
confiabilidade. O segundo € o grafico de Ramachandran, que determina as regides da
proteina que apresentam diedros do backbone Psi e Phi desfavoraveis.

As glicosilagdes foram acrescentadas nos sitios preditos ap0s construir as
cadeias glicosidicas no site do http://glycam.org/, que permite ao usudrio criar

diferentes oligossacarideos. Estes ultimos foram manualmente aproximados usando
o Pymol (Schrédinger) ao sitio de glicosilacdo da proteina.

Duas unidades repetitivas do substrato da xilanase foram manualmente
colocados no sitio ativo da enzima utilizando como molde o ligante no PDB 2VGD. O

programa Pymol foi utilizado para fazer essa etapa.
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5.2 Producéo por expressao heterologa da endoxilanase de Myceliophthora

heterothallica em Pichia pastoris

5.2.1 Vetor de expressao

O plasmideo de expresséao (pPICZaA_XylMh) foi confeccionado pela empresa
Fastbio (Ribeirdo Preto, SP), utilizando as enzimas de restricdo EcoRI e Notl para

digestéo prévia do vetor pPICZaA.

5.2.2 Transformacéo de Pichia pastoris com o plasmideo pPICZaA_XylMh

Foi realizada por método quimico, utilizando solucao de acetato de litio (100
mmol L*) para suspender 50 pL das células competentes da levedura, essa
suspensao foi centrifugada por 11200xg em temperatura ambiente (£ 27 °C) durante
20 minutos para remocéo do sobrenadante. Em seguida adicionou-se ao pellet: 240
uL de polietilenoglicol (PEG) 50 %; 36 uL de acetato de litio 1 mol L; 25 uL de DNA
de esperma de salméo (2 mg mL?), o qual foi previamente fervido durante 5 minutos;
5 ug do plasmideo pPICZaA_XylMh, previamente linearizado com a enzima de
restricdo Sacl. A mistura seguiu para incubacéo por 30 minutos a 30 °C, seguido por
25 minutos a 42 °C, e posterior centrifugacédo de 11200xg em temperatura ambiente
(x 27 °C) durante 20 minutos, sendo a solucéo de transformacgéo removida. O pellet
celular foi ressuspendido em 1 mL de meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) e
mantido a 30 °C com 240 rpm de agitacao por 1 e 4 horas. Na sequéncia, as células

foram plaqueadas em meio YPD contendo 100 pg mL* do antibiético zeocina.

5.2.3 Ensaios de expresséao

Uma colbnia transformante da etapa anterior foi inoculada em 25 mL de meio
BMGY (extrato de levedura a 1%, peptona a 2%, tampao fosfato pH 6,0 100 mmol L-
1. YNB a 1,34 %, biotina a 4x10°% e glicerol a 1%) e cultivada a 28 °C em frascos
Erlenmeyer de 250 mL com 240 rpm de agitacdo até atingir densidade 6ptica acima
de 2,0, sendo entdo centrifugado a 1500xg por 5 minutos a 4 °C. O pellet celular foi
ressuspenso em 200 mL de meio BMMY (extrato de levedura a 1%, peptona a 2%,
tampéao fosfato pH 6,0 100 mM, YNB a 1,34 %, biotina a 4.10°% e metanol a 0,5%).
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O cultivo seguiu por 144 horas em Erlenmeyer haletado de 2 L, a 28 °C com
240 rpm de agitacdo. Um mL de metanol foi adicionado a cada 24 horas para promover
a indugéo da expressao da xilanase recombinante, e 2 mL do cultivo foram coletados
e clarificados por centrifugacdo a 16.000xg durante 40 minutos a 4 °C. O material
clarificado foi utilizado como extrato enzimatico para determinacdo da atividade

enzimatica e analise do perfil proteico por eletroforese SDS-PAGE.

5.3 Purificacdo da endoxilanase recombinante

5.3.1 Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC)

Apos clarificado o extrato enzimético foi submetido a duas estratégias de
purificacdo por cromatografia de afinidade. A primeira foi utilizando a HisTrap™ High
Performance, contendo ions Ni?* imobilizados, e a segunda utilizando a coluna His
GraviTrap™ TALON® contendo ions Co?* imobilizados.

A cromatografia com HisTrap™ High Performance foi realizada em sistema
AKTA (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada com 5 volumes de coluna de tampé&o
de ligacdo (50 mmol L* de fosfato de sédio, 500 mmol L de cloreto de sédio, 10 mmol
L1 de imidazol). Apés a injecédo da amostra, as proteinas recombinantes foram eluidas
em passos (stepwise elution) com gradiente de 0 até atingir 100 % do tampao de
eluicdo (50 mmol L de fosfato de sédio, 500 mmol L de cloreto de s6dio, 500 mmol
L1 de imidazol). Em cada passo de eluicdo foram coletadas fracdes e submetidas a
dosagem do ensaio enzimatico.

A cromatografia com His GraviTrap™ TALON® foi realizada em bancada. A
coluna foi equilibrada com 5 volumes de coluna de tampéo de ligagdo (50 mmol L de
fosfato de sédio, 500 mmol L de cloreto de sédio). A amostra foi aplicada e seguiu-
se por lavagem de 5 volumes de coluna com tampé&o de ligagdo. Apds as proteinas
foram eluidas com o tampéao de eluicdo (50 mmol L de fosfato de s6dio, 500 mmol L-
! de cloreto de s6dio, 500 mmol L de imidazol), por meio de lavagens sequenciais
aumentando a concentracdo do tampéo de eluicdo. Em cada passo de eluicdo foram
coletadas fragGes e submetidas a dosagem do ensaio enzimético.

Diversos testes foram realizados para tentar atingir uma condi¢céo de adsorcao
das proteinas recombinantes a coluna de purificacdo, incluindo a mudanca da resina

para
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5.3.2 Protocolo alternativo de purificacao

O extrato enzimatico foi submetido a uma precipitacdo com etanol na
proporcao de 25% (v/v), a mistura foi mantida overnight a -20 °C e posteriormente
centrifugada a 10000xg por 30 min a 4 °C, sendo o sobrenadante removido e aplicado
em cromatografia de filtragdo em gel em resina Sephadex G-50 com tampéao fosfato
(50 mmol L* fosfato, 150 mmol Lt NaCl), as fracdes coletadas foram analisadas
guanto a atividade enziméatica de xilanase, as fracdes que apresentaram atividade
foram coletadas e submetidas a uma precipitacdo com 80% de sulfato de amdnio,
permanecendo overnight a 4 °C e apds centrifugado a 10.000 xg por 30 min a4 °C. O
precipitado foi ressuspenso em 500 pL de tamp&do MES 100 mmol L pH 6,5 e aplicado
em cromatografia de filtracdo em gel em resina Superdex 75 (10/300) com tampéao
fosfato (50 mmol L fosfato, 150 mmol L NaCl). Apés cada etapa do processo, as
amostras foram analisadas por eletroforese em SDS-PAGE e foi realizado o ensaio
enzimatico para confeccéo da tabela de purificacao.

A forca centrifuga relativa (RCF) foi calculada pela formula (RCF=0,00001118
X raio x rpm2), onde RCF é a forca centrifuga relativa, Raio é o raio da centrifuga em

centimetros e rpm abrevia “rotagdes por minuto”.

5.4 Ensaio enzimético: dosagem da atividade xilanolitica

A atividade enzimatica foi determinada quantificando-se o produto liberado por
minuto (A[P]/ At), através do método de dosagem de agucares redutores (MILLER,
1959) liberados pela hidrélise dos substratos lignoceluldsicos ou da xilana de madeira
de faia (beechwood). Os ensaios foram conduzidos em triplicata e realizados em
microplacas pela mistura de 10 yL de amostra enzimatica com 90 yL de tampao MES
0,1 mol L* pH 6, que corresponde ao pH 6timo da enzima. O  tampao foi acrescido
com 1% (m/v) de xilana de beechwood, a mistura foi incubada por 5 minutos em
termociclador a 70 °C, em seguida adicionou-se 100 yL do reagente DNS (acido 3,5-
dinitrossalicilico) sendo a mistura aquecida novamente a 95 °C por 5 minutos e
resfriada a 4 °C durante 1 minuto. A absorbancia foi medida a 540 nm em leitor de
microplaca em espectrofotometro UV-VIS (Spectra max — PLUS 384®). A reta de

calibragéo foi confeccionada com D-xilose. Os ensaios controle foram realizados
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substituindo o volume correspondente de enzima por agua ultrapura. O branco foi feito
pela mistura do reagente DNS e agua ultrapura na proporcédo de 1:1 (v/v).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 ymol de agucar redutor por minuto nas condi¢des de
ensaio, seguindo a definicdo da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular, IUBMB (NC-1UB, 1979). A liberacdo do produto por minuto e por mL foi
quantificada pela férmula ([(dA/dt)/€] x Vf/Va x 1000) (JOHN, 2002). Na férmula dA se
refere a absorbéancia (ja descontado o valor do controle), dt € o tempo de incubacgéo
em minutos, e ¢ o coeficiente de extingdo molar do produto. Vf e Va se referem aos

volumes, em mL, do ensaio e da solugcdo enzimética no mesmo.

5.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida: SDS-PAGE

O perfil de proteinas foi analisado por eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). O gel de corrida
foi preparado na concentracdo de 10% com o gel de empilhamento a 5%. Como
método de coloracdo adotou-se Nitrato de prata. Como padrao foi utilizado 5 pL da
mistura dos marcadores de massa molecular Low range 6,5 — 66,0 kDa (Sigma-
Aldrich).

A massa molecular da xilanase foi estimada em comparacédo com padrdes de
proteinas globulares de massa conhecida, através da confeccdo de um gréfico de
Fischer (DENNISON, 2003) do logaritmo da massa molecular em funcdo da migragao
relativa no gel (distancia percorrida pela banda em relacdo a migracdo do azul de
bromofenol, representando este a maxima migracéo). Este procedimento foi realizado
para distinguir a banda correspondente a enzima de outras proteinas presentes em

solucéo.

5.6 Precipitacdo com TCA das amostras a serem utilizadas para as anélises

eletroforéticas
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As amostras proteicas foram previamente precipitadas utilizando acido
tricloroacético (TCA). Para isso, um volume de solucédo estoque de TCA a 100 % (m/v)
foi adicionado a 4 volumes de amostra e a mistura foi incubada por 10 minutos a 4 °C.
Apés a incubacdo o material foi centrifugado a 14.000 xg por 5 minutos a 4 °C, o
precipitado foi lavado 3 vezes com 200 yL de acetona gelada e centrifugado a 14.000
Xg por 5 minutos a 4 °C. O material precipitado foi seco em estufa a 40 °C para
evaporacao da acetona, posteriormente ressuspenso em tampao de amostra para
eletroforese e fervido durante 10 minutos antes de ser aplicado no gel de

poliacrilamida.

5.7 Determinacdo da concentracao de proteina

Foi realizada através de ensaios de espectrofotometria, utilizando
espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific ™ Evolution 201®), em cubeta de
quartzo com 1 cm de caminho Gtico, sendo a leitura realizada em 280 nm. Os

resultados de absorbancia séao tratados seguindo a equagéo 1:

Equacéo 1:

Abs 280nm
Coef.extin¢do molar

[molar de proteina] =

[g/L] = [molar de proteina] x massa molecular

O coeficiente de extin¢cdo molar utilizado no célculo foi obtido pela anélise da
sequéncia primaria da proteina pelo site Protparam, sendo o valor de 74830 M-lcm™.
O valor da concentragcdo molar resultante do calculo anterior foi entdo multiplicado
pelo valor da massa molecular da proteina, 25.192 Da, para obter os resultados em
g/L.

5.8 Avaliacao do efeito do glicerol sobre a desnaturacéo térmica irreversivel

pela atividade enzimatica.
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A avaliacdo seguiu as linhas gerais de Saqib e colaboradores (SAQIB et al.,
2010, 2012), com base em ensaios experimentais, baseando-se na determinacéo da
temperatura étima e da estabilidade térmica da enzima, para calcular os parametros
de energia de ativacao (Ea), energia de ativacao da desnaturacdo (Ea(d)), coeficiente
de temperatura (Q1o), tempo de meia vida t1/2, entalpia AHpb, energia livre de Gibbs

AGp e entropia ASp.
5.8.1 Caracterizacdo quanto a temperatura 6tima

A caracterizacdo da temperatura 6tima da endoxilanase recombinante apés o
procedimento de purificacdo foi determinada pela dosagem da atividade enziméatica
em microplaca variando a temperatura de incubacdo da amostra enzimética com o
substrato xilana beechwood 1%, em 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C durante 10 minutos. A
partir dos resultados obtidos foi confeccionado o grafico de Arrhenius: logaritmo
natural (In) da atividade em U mL* vs. 1000/T (onde T corresponde a temperatura
absoluta em Kelvin: °C + 273,15), sendo a interse¢&o no eixo x do encontro das linhas

ascendentes e descendentes utilizado para calcular o valor de temperatura 6tima.

Equacéo 2:

1000
T(°C) = (— ) — 273,15

5.8.2 Calculo da energia de ativagao da reacao (Ea)
A energia de ativagéo da enzima (Ea) foi calculada pelo ajuste linear da porgéo
descendente do grafico de Arrhenius utilizando o valor de inclinacdo da reta

multiplicado pela constante universal dos gases (R = 8,3145 J K’ mol?).

Equacéao 3:

Ea = —(inclinagdo.R)

5.8.3 Caélculo do coeficiente da temperatura
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O coeficiente da temperatura foi calculado utilizando os valores de Ea e

diversas temperaturas, a partir da equacao a seguir:

Equacéo 4:

(Ea .10)
In Qo = —RTZ

5.8.4 Termodindmica da desnaturacao térmica irreversivel

Para calcular o efeito da temperatura sobre a desnaturacao irreversivel, a
enzima foi incubada em termociclador sob diferentes temperaturas (50, 60, 70, 80 e
90°C) variando o tempo de incubacgédo (15, 30, 60, 120 e 150 minutos), sendo
posteriormente colocada em banho de gelo, permanecendo overnight a 4°C para
restabelecimento de qualquer desdobramento reversivel nas estruturas secundarias
e terciarias. A atividade endoxilanolitica foi determinada e comparada com uma
amostra ndo exposta a incubacao térmica (atividade residual).

Com os valores obtidos pelos procedimentos acima descritos foi
confeccionado um grafico do logaritmo natural da atividade residual no eixo y e o
tempo de incubagé&o térmica no eixo x. Aplicando-se a regressao linear sobre as retas,
foi obtido o valor da inclinagéo, que corresponde a -kd (min-!) (taxa de primeira ordem

da inativacao térmica).
5.8.4.1 Tempo de meia vida

O tempo de meia vida da endoxilanase recombinante ap6s o procedimento de
purificacdo foi calculado para todas as temperaturas testadas na desnaturacao

térmica irreversivel, por meio da seguinte equagao:

Equacéao 5:

2 0,693
T1/2 = ln E = kd

5.8.4.2 Célculo da energia de ativagdo da desnaturacao térmica (Ea))
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Para calcular a energia de ativacdo da desnaturacéo térmica (K J mol?), foi
construido um grafico do logaritmo natural do kd obtido anteriormente no eixo y vs.
1000/T (T corresponde a temperatura absoluta em Kelvin), e aplicou-se a regressao
linear, sendo a inclinacdo da curva multiplicada pela constante universal dos gases
(R=8.3145 J K’ mol!) na equacéo:

Equacéo 6:

Eq@a) = —(inclinagdo. R)

5.8.4.3 Entalpia de ativacao da desnaturagao térmica AHp (kJ mol?)
Os valores foram calculados seguindo a equagéo 7:

Equacéo 7:
AHD ES Ea(d) - RT

5.8.4.4 Energia livre de Gibbs de ativagao da desnaturagao térmica AGp (kJ

mol-1)

Para o célculo foi utilizada a equacéo 8.
Equacéo 8:

kg X h
ky X T)
ko: Constante de Boltzmann = 1.38 x 1023 J Kt

h: Constante de Planck = 6,63 x 1034 J s

AGp = —R.T X In (

5.8.4.5 Entropia de ativagao da desnaturagao térmica ASp (kJ mol?)
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Para calcular a entropia de ativacdo da desnaturacdo s&o necessarios 0s

valores de AHp e AGp calculados anteriormente e aplicados na equagéao:

Equacéao 9:
(AHD - AGD)
T

ASD =

5.8.5. Dinamica molecular da endoxilanase na auséncia e presenca de glicerol

A estrutura analisada por difracao de raios X de uma estrutura da xilanase de
Neocallimastix patriciarum disponivel no Protein Data Bank (PDB ID: 2VGD)
complexada com duas unidades repetitivas do substrato no sitio ativo, utilizando como
molde o ligante no PDB 2VGD, resolvido para resolucéo de 1.80 A (VARDAKOU et
al., 2008), foi usada como modelo para a estrutura fechada (ativa). A simulacdo da
dindmica molecular do complexo 2VGD com agua SPC explicita (10.265 moléculas)
foi realizada por 1 nanosegundo (ns), usando o campo de forca AMBER 99 (WANG;
CIEPLAK; KOLLMAN, 2000) e aplicando condicdes de contorno periédicas. O volume
da célula de simulacdo cubica foi de 360.546 nm?3. Detalhes da configuracdo e
parametros usados na simulacdo de dinamica molecular foram descritos na parte |
(PETERS et al.,, 1999). As andlises das trajetorias e 0os exames das estruturas
moleculares foram realizados usando o programa de modelagem VMD (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996). A avaliacdo de varias propriedades geométricas indicou
que a proteina é equilibrada apds menos de 1 ns.

As simulacdes foram iniciadas a partir da estrutura cristalografica 2VGD e
submetidas a uma minimizacdo de energia de descidas mais acentuadas até que
nenhuma mudanca significativa de energia pudesse ser detectada (<0,01 kJ/mol). Isto
foi seguido por uma corrida de inicializacdo de 5 picosegundos (ps), tomando as
velocidades iniciais de uma distribuicdo Maxwelliana e usando uma constante de
acoplamento de temperatura de 0,01 ps e uma constante de acoplamento de presséo
de 0,05 ps (VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1987). A lista de pares nao ligados foi
atualizada a cada 10 fentosegundos (fs), e as interacdes néo ligadas foram truncadas
em 8 e 10 A, respectivamente. O algoritmo SHAKE (RYCKAERT; CICCOTTI;
BERENDSEN, 1977) foi aplicado para restringir os comprimentos de ligacdo as suas

posicoes de equilibrio, e as equacdes de movimento foram resolvidas usando o
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algoritmo de Verlet (ALLEN; TILDESLEY, 1989). As simulacdes foram realizadas com

um passo de tempo de 2 fs, e as coordenadas foram salvas a cada 0,05 ps

5.9 Avaliacdo do efeito do glicerol e de compostos fendlicos sobre os
parametros cinéticos da endoxilanase recombinante expressa em Pichia

pastoris

As andlises desta etapa foram realizadas com a finalidade de estabelecer se
a presenca dessas substancias é capaz de promover alteracdes sobre os parametros
cinéticos. Os ensaios com glicerol foram conduzidos em condi¢cdes de presenca e
auséncia de 20% (v/v) de glicerol. Os ensaios com compostos fendlicos foram
realizados durante a coorientacdo de iniciacdo cientifica dos alunos Izabela Karolina
Costa Zilli e Guilherme de Paula Pretto. Nesses experimentos a amostra enzimatica
foi submetida a presenca dos fendlicos na concentracéo final de 20 mmol L dos
seguintes compostos: acido 4-hidroxibenzéico, acido ferulico, acido vanilico e &cido
siringico. Para cada condi¢cdo de exposicdo da enzima foi adotado como controle a
substituicdo do volume de substancia utilizado por agua ultrapura. Apdés a pré-
incubacédo da enzima durante 30 minutos a temperatura ambiente com as substancias

correspondentes foram realizadas analises descritas a seguir.

5.9.1 Determinacgdo dos parametros cinéticos

A atividade enzimatica foi determinada conforme o item 5.3, variando-se a
concentracdo de substrato (xilana beechwood) entre 1 a 50 mg mL* dissolvido em
tampdo MES 100 mmol L pH 6,5, e determinando a atividade especifica da enzima
pela taxa ou velocidade inicial de reacdo (Vo) em pmol min' mg?! para cada
concentracdo. Os valores da Constante de Michaelis Km e da taxa ou velocidade
maxima de reacdo Vmax foram obtidos no programa QtiPlot versdo 0.9.9.11 (®lon
Vasilief 2004—2017) para Linux, por meio do ajuste n&o linear de parametros utilizando
como modelo a equacdo de Michaelis-Menten e a equagédo de Hill derivada da
equacao anterior, na qual Km e [S] sdo elevados ao expoente “h”, referente a

cooperatividade:
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Equacéo 10:
Vmax X [S]h

o = &or + ST

5.9.2 Docking molecular

Essas simula¢cfes foram feitas em parceria com o Dr. Flavio Augusto Vicente
Seixas, da Universidade Estadual de Maringa, campus de Umuarama, PR.

A estrutura modelada da xilanase de Myceliophthora thermophila na presenca
dos oligossacarideos glicosilados foi utilizada nas simula¢des de docking cego, por
meio do software Molegro Virtual Docker v6.01. Todas as moléculas de 4gua e os sais
foram removidos da estrutura simulada e, a partir da cadeia polipeptidica foram
identificadas as cavidades pelo método Expanded Van der Waals, com volumes entre
5 e 100.000 A3, sonda (probe) de 1,2 e resolucéo do grid de 0,80 A. O raio de busca
foi configurado como sendo de 35 A centrado nas coordenadas 4.50; -9.04; e -21.59
e a funcéo de busca MolDock Simplex Evolution e funcdo de ranqueamento MolDock
Score [GRID], ambos nas configuracbes padrédo foram escolhidas. As estruturas
tridimensionais dos compostos foram obtidas da base de dados PubChem, no formato
*.sdf e foram utilizadas como biblioteca em 5 simulacdes para obter 10 poses por
simulacdo de cada um dos compostos analisados. Apds ordenar 0s escores por
Rerank Score, os escores das cinco melhores poses, em cada cavidade, foram

utilizados no calculo do escore médio.

5.10 Aplicacdo da endoxilanase recombinante na extragcdo do mosto de uva

preta (uva-Vitoria)

As amostras da uva vitoria (preta e sem semente) foram adquiridas no
supermercado local. A extracdo do mosto de uva seguiu conforme descrito por
(DALAGNOL et al., 2017) salva algumas modificacdes. As bagas foram separadas
dos cachos e lavadas manualmente em agua corrente, posteriormente 25 g foram
acondicionadas em Becker de 125 mL, as peliculas foram rompidas suavemente com
auxilio de pistilo, em seguida adicionou-se a solucdo enzimatica previamente diluida

em tampdo ADA 0,1 mol. L pH 6,99 até a concentracdo de 10 U.g? (unidades de
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enzima por grama de uva). A extracdo seguiu por 60, 120 e 210 minutos, a
temperatura de 55° C, sendo extraida ao final de cada tempo por prensagem manual.
O material resultante, agora chamado de mosto, foi direcionado para as analises a

sequir.

5.10.1 Rendimento da extracdo do mosto de uva por maceracao enzimatica

pela endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris

Apos a extracdo o rendimento do processo foi determinado através da

diferenca entre a massa final e inicial, conforme equacao 11.:

Equacéo 11:

massa do mosto
% = — x 100
massa inicial da uva

5.10.2 Analises fisico-quimicas do mosto de uva extraido por maceracéao

enzimatica pela endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris

5.10.2.1 Sélidos solUveis totais

Para determinacado dos sélidos soluveis totais foi utilizado um refratbmetro

de bancada tipo ABBE a 20,0 £ 0,5 °C, sendo os resultados expressos em °Brix.

5.10.2.2 pH e acidez total

Os valores de pH foram determinados em pHmetro digital de bancada, ja a

acidez total foi determinada por titulagdo com solucéo padronizada de NaOH 0,1

mol. L-1 até atingir pH na faixa de 8,2 — 8,4.

5.10.2.3 Determinacdo de acUcares redutores totais

Foram quantificados através do método de dosagem de aguUcares redutores
(MILLER, 1959). Os ensaios foram conduzidos em triplicata e realizados em
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microplacas pela mistura de 100 pL do material hidrolisado com igual volume do
reagente DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico) permanecendo sob aquecimento a 95 °C
por 5 minutos e resfriamento a 4 °C durante 1 minuto, sendo a absorbancia medida
em 540 nm no leitor de microplaca em espectrofotbmetro UV-VIS (Spectra max —

PLUS 384®). A reta de calibracao foi confeccionada com D-xilose.

5.10.3 Determinacéo de polifendis totais presentes no mosto de uva extraido
por maceracdo enzimatica pela endoxilanase recombinante expressa em Pichia

pastoris

Para a determinacdo de polifendis totais adotou-se o0 método de
espectrofotométrico proposto por (SINGLETON; ROSSI, 1965), utilizando o reagente

Folin- Ciocalteu e o &cido galico como padrao para construcao da reta de calibracao.

5.10.4 Determinacdo de parametros de cor do mosto de uva extraido por
maceracdo enzimatica pela endoxilanase recombinante expressa em Pichia

pastoris

Os parametros de cor foram determinados por espectrofotometria conforme
proposto por (RIZZON, 2010). O mosto foi diluido na proporcgéo de 1:10 e em seguida
foi medida a absorbéncia nos comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm em
aparelho espectrofotbmetro UV-VIS (Spectra max — PLUS 384®). Os resultados
obtidos permitiram calcular os parametros de intensidade e tonalidade de cor, através

das seguintes equacdes:

Equacéo 12:

Intensidade = Abs 420nm + Abs 520nm + Abs 620nm

Equacéo 13:

Abs 420 nm
Abs 520 nm

Tonalidade =
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5.10.5 Determinacéao da clarificacdo do mosto de uva extraido por maceracao

enzimatica pela endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris

A porcentagem de clarificacéo foi avaliada ao final do processo de extragao,
para isso as amostras de mosto extraidas com e sem a endoxilanase objeto deste
estudo, foram submetidas a leitura da absorbancia a 660 nm em aparelho
espectrofotometro UV-VIS (Spectra max — PLUS 384®), seguindo o célculo conforme
a equacao 14.

Equacéo 14

e ~ Abs 660 nm mosto extraido com enzima
% clarificacdo = - —— X 100
Abs 660 nm mosto extraido sem enzima

5.11 Liberacdo de xilooligossacarideos a partir da hidrolise enzimatica de

xilana beechwood e xilana da cana-de-acucar.

O objetivo desse teste foi identificar qual o produto liberado a partir da hidrolise
promovida pela endoxilanase desse estudo sobre diferentes substratos. Nesse caso
0s substratos escolhidos foram o comercial xilana beechwood, que foi descontinuado
pela fabricante Sigma-Aldrich, e a xilana extraida do bagaco de cana-de-acUcar por
Carlos Eduardo de Oliveira Nascimento (NASCIMENTO, 2019).

5.11.1 Processo de hidrdélise enzimética do substrato xilana

Para avaliar os produtos de hidrélise resultantes da atividade enzimatica da
endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris, a fracdo soluvel apés a
precipitacdo com etanol, foi misturada em tamp&o MES 0,1 mol L pH 6,5 acrescido
de substrato, adotando-se a proporcéo de 2,5 U.g? (unidades de enzima por grama
de substrato). A mistura foi mantida em frascos de vidro com rolhas de borracha em
banho-maria a 50° C com agitacéo orbital de 150 rpm, durante diferentes tempos. Ao
final de cada tempo os frascos foram retirados e a enzima inativada por fervura

durante 10 minutos e posteriormente submetida a andlise de caracterizacdo do

material hidrolisado. Foram utilizados dois substratos separadamente, o comercial
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xilana beechwood e a hemicelulose extraida do bagaco de cana-de-agucar, o controle
foi realizado pela substituicdo do volume correspondente a enzima por tampao MES
100 mmol L pH 6,5.

5.11.2 Caracterizacdo do material hidrolisado

O material hidrolisado foi analisado em relagdo aos xilooligossacarideos
(XOOS) liberados de forma qualitativa por cromatografia em camada delgada (CCD)

e guantitativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

5.11.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os produtos de hidrélise foram analisados qualitativamente por cromatografia
em camada delgada. Para isso, as placas de silica foram expostas a fase movel
composta por uma solugdo saturada 5:3:2 (v/v/v) de n-butanol, etanol e agua,
respectivamente, por aproximadamente 1 hora. Ao final, as placas foram reveladas
pela imersdo em uma mistura de metanol, acido sulfurico e a-naftol na proporcéo de
95:5:5 (v/iv/im), respectivamente, e secas em manta de aguecimento até aparecimento
das bandas correspondentes aos acucares. Foram utilizados como marcadores 0s
seguintes sacarideos: xilose (X1), xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4) e
xilohexose (X6).

5.11.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

O material hidrolisado foi analisado por HPLC para determinacdo das
concentracfes de XOS. Essa analise foi realizada em parceria com o Laboratério de
Caracterizagdo e Conversdo de Biomassa (LCCB) no Instituto de Pesquisa em
Bioenergia (IPBEN) na UNESP campus de Rio Claro, sob responsabilidade do
professor Dr. Michel Brienzo.

A andlise seguiu em equipamento SHIMADZU, modelo NEXERA XR,
acoplado com coluna BIO-RAD Aminex HPX-87C (300 x 7,8 mm), sob temperatura
de 80°C, utilizando agua ultrapura como eluente em fluxo de 0,6 mL min. Foram
aplicados 20 uL das amostras preé-filtradas por filtro de seringa com corte de 0,22 um.

Cada andlise teve tempo de duragédo de 15 minutos e foram realizadas em duplicata.
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O pH das amostras foi ajustado entre 5 € 9 com 1 mol L -1 de hidréxido de sodio
(NaOH). Xilose (X1) (Sigma), xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4),
xilopentose (X5) e xilohexaose (X6) (Megazyme-Irlanda) foram utilizadas como
padrbdes para construcdo da curva padrao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Analisein silico dasequénciade aminoacidos da endoxilanase homologa
do fungo Myceliophthora heterothallica F.2.1.4. utilizada para producao

heteréloga da endoxilanase recombinante

A anadlise in silico da proteina ocorreu por meio da inser¢cdo da sequéncia
primaria da endoxilanase desse estudo em diversos softwares disponiveis na internet,
para predicdo de parametros fisico-quimicos, dominios conservados e possiveis

modificacdes pds-traducionais.

6.1.1. Parametros fisico-quimicos

A endoxilanase com a cauda de poli histidina (his-tag) apresenta um total de
224 aminoacidos em sua sequéncia primaria, que totalizam uma massa molecular de
25,2 kDa. O ponto isoelétrico foi predito como sendo de 8,07, valor de pH onde a carga

liquida da proteina se encontra nula.
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Quadro 1. Parametros fisico-quimicos da endoxilanase recombinante de Myceliophthora
heterothallica F.2.1.4.

N° de aminoacidos 224
Massa Molecular 25,192
(kDa)
Ponto Isoelétrico 8,07
Residuos — (Asp+Glu) 18
Residuos + (Arg+Lys) 19
Férmula C1132H1667
N3150338S3
Coeficiente de Extincdo (Mt cm™) 74830

em 280 nm mensurado em agua

Absortividade 2,970
indice de Instabilidade 28,54
indice Alifatico 59,60
Taxa de hidrofobicidade (GRAVY) -0,646

Fonte: ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)

6.1.2. Dominio conservado

A sequéncia correspondente a endoxilanase de Myceliophthora heterothallica
F.2.1.4. apresenta um dominio inteiro conservado correspondente a familia GH11,
sendo considerada a regido funcional da proteina. O alinhamento desse dominio tem
inicio em uma histidina na posigdo 35 e termina em uma isoleucina na posic¢ao 213, e

apresenta um E-value calculado pelo BLAST de 2.8e74, E-values préoximos de 1
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indicam maior probabilidade de o alinhamento acontecer ao acaso, enquanto aqueles
mais distante e menores do que 1 indicam que se pode considerar o alinhamento mais
preciso, e menor a probabilidade de acaso (VANDERWEELE; DING, 2017).

A familia GH11 é composta por enzimas que apresentam apenas atividade
xilanolitica especifica em hidrolisar as ligagbes glicosidicas do tipo B 1-4 entre as
xiloses constituintes do polimero de xilana (BIELY et al., 1997). A presenca do dominio
completo correspondente a essa classe na sequéncia da endoxilanase avaliada,

confirma sua classificacao e funcéo especifica.

6.1.3. Modificacdes pds-traducionais: N e O-glicosilacéo

Glicosilagbes do tipo N acontecem pela adicao de carboidratos ao nitrogénio
da cadeia lateral de residuos de Asparagina (N) que ocorrem em uma sequéncia
especifica de aminoacidos (N-X-T/S), onde T e S representam Treonina e Serina,
respectivamente, e X um residuo variavel (NELSON; LEHNINGER; COX, 2008). Essa
regido se repete por duas vezes na sequéncia da endoxilanase em questéo, sendo a
asparagina localizada nas posicdes 87 e 122. Porém a sequéncia observada para N
122 (N-P-S) ndo € um sitio valido de glicosilacdo, devido a presenca da Prolina na
posicdo 123 (MONONEN; KARJALAINEN, 1984). Assim sendo, apenas o sitio N 87
poderia ocorrer durante o enovelamento da proteina.

Glicosilagbes do tipo O acontecem pela adicdo de carboidratos a hidroxila das
cadeias laterais de serina, treonina da proteina totalmente dobrada (STEEN et al.,
1998). Nesse estudo apenas um residuo de treonina na posicdo 16 foi identificado
como passivel de receber a adi¢do de carboidratos. Contudo, tal residuo se encontra
na regiao excluida da sequéncia da enzima, por ter sido identificada como peptideo
sinal atraves do software online SignalP-5.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0), sendo o sitio de

clivagem apontado para a posi¢cao 18 da estrutura primaria da enzima.
6.2. Predicao da estruturatridimensional
A estrutura terciaria da endoxilanase foi desenhada por homologia e resultou

em uma estrutura composta majoritariamente de folhas beta (Figura 7), sendo 65 %

da estrutura terciaria formada por essa estrutura secundaria; apenas uma alfa hélice
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foi identificada e corresponde a 7% da estrutura total, enquanto os outros 27%

correspondem a enovelamento aleatorio (random coil).

Figura 7. Estrutura terciaria de endoxilanase de Myceliophthora heterothallica F.2.1.4,
modelada por homologia pelo Swiss-Model. Representacdo em trés perspectivas diferentes,
evidenciando o sitio ativo (primeira representacéo), as estruturas secundarias: alfa hélice em vermelho,

folhas betas em amarelo e as regides de random coil em verde.

Fonte: autoria propria usando Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) representada

pelo programa PyMOL (Schrédinger, Inc.).

O modelo da estrutura desenhada por homologia (Figura 7) foi validado a
partir do grafico de Ramachandran (Figura 8), onde 91,1% dos residuos encontram-
se nas regides mais favorecidas (A, B e C), 7,6 % dos residuos encontram-se em
regides adicionais permitidas (a,b,l,p), 0,6 % dos residuos encontram-se em regides
generosamente permitidas (~a,~b,~I,~p) (Arg57), e 0,6 % dos residuos encontram-se
em regides ndo permitidas (Ser125).
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Figura 8. Gréafico de Ramachandran para o modelo da estrutura terciaria de endoxilanase de
Myceliophthora heterothallica F.2.1.4, modelada por homologia pelo Swiss-Model. As regiées em
vermelho identificadas por (A,B e C) correspondem a regides mais favorecidas. As regiées em amarelo
identificadas por (a,b,l,p) correspondem a em regifes adicionais permitidas. As regibes em bege
identificadas por (~a,~b,~l,~p) correspondem a regifes adicionais permitidas. As demais regides do

gréfico sdo regides nao permitidas.
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Fonte: autoria prépria usando servidor SAVES v6.0 e ferramenta PROCHECK.

Na figura 9 é possivel observar as cadeias laterais dos residuos cataliticos de
glutamato, Glu89 em magenta (nucledfilo) e Glu181 em azul (residuo acido/basico) no
mecanismo de duplo deslocamento de Koshland. A posi¢do dos residuos cataliticos
estéa relacionada com regides especificas da sequéncia primaria.

O residuo nucledfilo foi descrito pela primeira vez como sendo Glu78 na
xilanase de Bacillus subtilis (MIAO et al., 1994) sendo a regido em que se encontra
esse aminoacido de “PLIEYYV” ao buscarmos por essa regiao em nossa sequéncia

encontramos “PLVEYYI” nas posi¢des 86 a 92, ao realizarmos o alinhamento multiplo
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das sequéncias foi possivel observar que essa regido é idéntica para todas
endoxilanases com elevada identidade.

O Glul81 foi identificado como sendo o residuo acido/base da catalise, esse
residuo foi descrito para a xilanase de Cellulomonas fimi como sendo Glul27
(MACLEOD et al., 1994) e para a regiao de repeticao “ITELD”, encontramos em nossa
sequéncia a regido padrao “ATEGY” na posicdo 179 a 183, que se repete nos

alinhamentos multiplos com sequéncias de endoxilanases de elevada identidade.

Figura 9. Representacdo da estrutura tridimensional da endoxilanase de Myceliophthora
heterothallica F.2.1.4, destacando os residuos cataliticos no sitio ativo, Glu89 em magenta (nucledfilo)
e Glul81 em azul (residuo acido/bésico), caracteristicos do mecanismo de duplo deslocamento de
Koshland.

Fonte: autoria propria usando Swiss-Model (https:/swissmodel.expasy.org/) representado

pelo programa PyMOL (Schrédinger, Inc.).

A figura 10 representa o modelo de superficie e a imagem de sobreposicéo
do modelo estrutural da endoxilanase com os modelos das proteinas de maior
identidade na sequéncia (100% XP_003667299.1 e QBC65279.1; 90,37%
XP_001228486.1 e 87,16% KXX78410.1). Nota-se que a maior parte das regides de
folnas beta da estrutura possui grande similaridade com as demais estruturas
sobrepostas, enquanto apenas algumas regides de enovelamento aleatorio e de alfa

hélices diferem entre os modelos.
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Figura 10. Representacdo da estrutura tridimensional da endoxilanase de Myceliophthora

heterothallica F.2.1.4, em A modelo de superficie e em B sobreposi¢cdo de modelos.

Fonte: autoria propria usando Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) representado

por PyMOL.

6.3. Visualizacdo das glicosilagbes tipo N no modelo da estrutura

tridimensional e interacdo do modelo com o substrato

Os modelos com maior similaridade entre as sequéncias primarias, que foram
utilizados como base para a construcdo do modelo representativo da estrutura
tridimensional da endoxilanase de Myceliophthora heterothallica F.2.1.4, iniciavam a
sequéncia com uma valina na posicédo 23 (Val 23), com isso a glicosilacdo tipo O
predita para ocorrer em Thr 16 (treolina) ndo pode ser desenhada no modelo da
estrutura.

O servidor Net-N-glic identificou dois locais de glicosilacdo Asn69 e Asn104.
Esta segunda esta proxima de uma prolina, que é uma sequéncia proibida, entdo
apenas Asn69 foi considerada. As glicosilacdes tipo N em Ans69 foram desenhadas
pelo Glycan.com, utilizando a estrutura de oligomanose, classificada como glicano tipo
alta manose, composta por N-acetilglicosamina com 9 residuos de manose
ramificados e ligados por ligacdes alfa 1,2 entre si, e por ligaces alfa 1,3 e alfa 1,6
nas ramificagdes (Figura 11) (FURUKAWA; KOBATA, 1992; WELLENS et al., 2008).
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Figura 11. Representacdo do modelo estrutural glicosilado da endoxilanase de
Myceliophthora heterothallica F.2.1.4. (A) estrutura da oligomanose utilizada como modelo de
glicosilagédo, (B) perspectiva de visualizagéo da estrutura glicosilada, observando-se as regides N e C

terminais do template (modelo).
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Fonte: autoria propria, com base em WELLENS et al, 2008 e Swiss-Model

(https://swissmodel.expasy.org/), representado por PyMOL.

O papel principal da glicosilacdo esta relacionado com o objetivo de
assegurar o correto enovelamento e estabilidade na conformacéo das glicoproteinas
(FURUKAWA; KOBATA, 1992). Nao observamos interacdo entre os atomos das
estruturas de glicosilagbes com o substrato quando avaliada a distancia de 4
Angstroms pelo PyMOL, apenas residuos proximos ao sitio ativo da enzima parecem
interagir com o substrato. Os residuos identificados foram: Q7; T10; S19; W21; N47;
V49; N74; Y78; Y80; W82; E89; Y99; T123; R125; P129; S130; 1131; G133; Y175;
E181 e Y183, sendo E89 e E181 os residuos cataliticos do sitio de clivagem da

enzima.


https://swissmodel.expasy.org/
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A ramificacdo do substrato se encontra ligada aos subsitios -3 e +2
(VARDAKOU et al., 2008), identificamos que o residuo de arginina na posicdo 125
(R125) pode estabelecer ligacdes de hidrogénio com o substrato, entre o hidrogénio
do grupo NH2 da cadeia lateral do residuo e o oxigénio do grupo &cido carboxilico
ligado ao carbono 5 da ramificacdo do subsitio -3. A ramificacdo do subsitio +2
encontra-se proxima ao residuo de tirosina na posicado 99, onde a interacao poderia
ser estabelecida entre o hidrogénio da hidroxila da cadeia lateral e a hidroxila ligada

ao carbono 2 da ramificacéo (Figura 12).

Figura 12. Orientagao do substrato no sitio ativo da enzima. Os subsitios estdo identificados
como -3; -2; -1; +1 e +2. A) modelo de superficie da estrutura enzimatica e substrato representado em
bastbes. B) representagdo do substrato e identificacdo dos subsitios com base no sitio de hidrélise, as

setas vermelhas indicam a ligac&o a ser hidrolisada pela enzima.
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Fonte: autoria propria usando Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) representado

por PyMOL.
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Tais interacdes resultariam na orientacdo adequada do substrato em relacéo
ao sitio catalitico, evidenciando a especificidade catalitica da enzima em hidrolisar a

ligacdo trés residuos apods a ramificacédo (BIELY et al., 1997).

6.4. Producéo por expressao heterologa da endoxilanase de Myceliophthora

heterothallica em Pichia pastoris

As amostras foram retiradas a cada 24 horas do inicio do cultivo, decorridas
as primeiras 48 horas. Observou-se aumento na quantidade de enzima ao longo do
tempo, com 20 U mL* sendo produzidas nas primeiras 48 horas de cultivo e a maxima
de 42,0 U mL?! em 120 horas de inducédo. Apds esse periodo os valores nao
apresentaram aumento consideravel, onde observamos produc¢éo enzimatica de 43,1
U mL? para o tempo de 144 horas (Figura 13). Com isso o tempo utilizado para
produzir maiores volumes de extrato enzimatico para realizacdo dos demais ensaios
permaneceu 120 horas como descrito anteriormente na tese de doutorado de Gabriela
Salvador de Amo (AMO, 2018), que no tempo mencionado alcancou a producédo de
48,8 U mL?

Figura 13. Perfil de producédo da endoxilanase recombinante (U mL1) expressa por Pichia
pastoris cultivada em meio BMMY em diferentes tempos ap6s a indugdo por metanol. A barra

representa o valor da média de trés réplicas e a linha vertical o desvio padrao.
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Fonte: autoria propria.
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Os valores de unidades enziméaticas obtidos nesse estudo sé&o superiores aos
relatados na literatura, onde a expressdo por Pichia pastoris de uma endoxilanase
termoestavel de Cryptococcus flavescens, apresentou valores de 10,4 U/mL! em 60
horas de indugéo com 50% glicose m/v (MARTINS et al., 2020).

6.2 Estimativa da Massa Molecular em condi¢des desnaturantes

Com base nos resultados obtidos a partir da técnica de eletroforese SDS-
PAGE (Figura 14) foi confeccionado um grafico da migracdo relativa no gel de
poliacrilamida x Log Massa Molecular (Figura 15) e por meio da regresséao linear
obteve-se a seguinte equacgéo daretay = 16,22 + (-8,08 * x), sendo x correspondente

a migracao relativa no gel e y o log da massa molecular.

Figura 14. Andlise eletroforética SDS-PAGE (gel de corrida a 12% e gel de empilhamento a
5% de poliacrilamida) do cultivo da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris em
diferentes tempos a indugdo com metanol. A canaleta 5 corresponde ao marcador de massa
molecular Low Range (6,5 — 66 kDa), enquanto aquelas de 1 a 4 correspondem aos tempos de cultivo
48, 72, 120 e 144 horas em tampao de amostra com SDS e exposi¢ao de +/- 5 minutos de fervura

antes de serem aplicadas ao gel.

45 kDa
36 kDa

29 kDa

24 kDa

20 kDa

14 kDa

6,5 kDa

Fonte: autoria propria.
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Figura 15: Grafico de Fischer do logaritmo da massa molecular dos padrdes vs. a migracao
relativa em gel de poliacrilamida a 10 %.
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Fonte: autoria propria.

A fim de observar com exatiddo as proteinas contidas no material analisado,
todas as amostras foram previamente precipitadas com 10% de TCA (Acido
Tricloroacético) e posteriormente aplicadas no gel de SDS-PAGE. Com base na
equacdao da reta obtida através do grafico de Fischer (Figura 15) calculou-se a massa
molecular da banda correspondente a endoxilanase recombinante, resultando no valor
de 25,2 kDa. O valor encontrado € correspondente ao predito pelo Web-software
ProtParam de 25,2 kDa para a sequéncia com a cauda de poli- histidina na regiao

N-terminal.
6.3 Purificacdo da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris

A purificagdo da proteina explorando a afinidade entre a cauda de histidina
inserida na regido N-terminal da sequéncia da proteina e a cromatografia de afinidade
com metais imobilizados (IMAC) ndo promoveu a retengédo da enzima, sendo eluindo

durante a etapa de lavagem com 20 mM de imidazol (dados ndo mostrados). Por esse
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motivo foi estabelecido um novo protocolo de purificacdo para a endoxilanase
recombinante expressa em Pichia pastoris.

O novo protocolo de purificacdo conta com uma etapa inicial de precipitacéo
com etanol para remocado de parte das proteinas contaminantes, seguindo para uma
etapa de cromatografia de exclusdo molecular, posterior concentracao das fracdes por
precipitacdo com sulfato de aménio 80%, e por fim uma nova cromatografia de
exclusdo molecular para obtencao da proteina livre de contaminantes. Os resultados

de cada uma das etapas serao apresentados a seguir.

6.3.1. Precipitacdo com etanol

O extrato enzimético foi incubado com as seguintes concentracdes de etanol:
1:0,25; 1:0,5; 1:1; 1:1,5; 1:2 (v/v). Nas proporcdes de 1:0,25 e 1:0,5 (v/v) 0s maiores
valores de atividade xilanolitica foram observados no sobrenadante do processo de
precipitacao, ja nas proporcdes a partir de 1:1 (v/v), as maiores atividades xilanoliticas
se encontram no precipitado (Figura 16). Embora a proteina de interesse tenha sido
precipitada na presenca de 100% (v/v) de etanol, os valores de atividade enzimatica
se mostraram baixos, com 35% de atividade relativa para o precipitado com essa
concentracdo. As proporcdes de 1:1,5 e 1:2 (v/v) também mantiveram esse perfil de
baixos valores de atividade enzimatica, tanto na fracéo precipitada, quanto na fracao
sobrenadante.
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Figura 16. Precipitacdo do extrato enzimatico contendo a endoxilanase recombinante
expressa em Pichia pastoris utilizando diferentes concentra¢des de etanol. As barras escuras indicam
os valores da média de trés réplicas da atividade relativa do material precipitado e as barras claras

indicam a atividade relativa do material sobrenadante, as linhas verticais indicam o desvio padréo.
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Fonte: autoria propria.

Com base nesses resultados, a proporcédo de etanol adotada foi de 1:0,25
(v/iv), pois foi observado que com esse valor € possivel precipitar proteinas
contaminantes e manter a proteina de interesse na fracdo sobrenadante, mantendo
70 % de atividade enzimatica xilanolitica.

Apoés a etapa de precipitacdo com etanol na proporcado de 1:0,25 (v/v), a

fracdo sobrenadante do processo € aplicada em cromatografia de filtragdo em gel.

6.3.2. Cromatografia de exclusdo molecular em resina de Sephadex G-50

A amostra (sobrenadante da precipitacdo com etanol na proporg¢éo de 1:0,25
(v/v) foi aplicada na coluna e a cromatografia foi realizada com fase movel composta
por tampéao fosfato 50 mmol L acrescido de 150 mmol Lt NaCl em fluxo de 0,160
mL/min, sendo coletadas fracbes de 1,5 mL que posteriormente foram submetidas a
dosagem da atividade enzimatica. Seguindo essas condi¢cdes, a maxima atividade

xilanolitica foi detectada em 64 mL de eluicéo (Figura 17).
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Figura 17. Pefrfil de eluicdo na filtracdo em gel do sobrenadante da precipitacdo com etanol
aplicado em coluna cromatografica GE XK-16/100 com Sephadex G-50 operada em sistema Akta
Purifier, com fluxo de fase mével em 0,16 mL/min. A linha inteira azul representa os valores de
absorbancia em 280 nm, a linha tracejada vermelha representa os valores de absorbancia em 540 nm
apo6s quantificacdo de acglcares redutores resultantes da atividade enzimatica, e a linha pontilhada

marrom representa o valor de condutividade da fase mével.
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Fonte: autoria propria.

As fracBes coletadas que apresentaram atividade enzimatica xilanolitica,
foram agrupadas em uma unica fracao, totalizando um volume de 13,5 mL que foi
submetido a precipitacdo com sulfato de amdnio com a finalidade de concentrar essa

amostra para as etapas seguintes de purificacao.
6.3.3. Precipitacdo com Sulfato de amoénio
Foi realizada uma analise preliminar para determinar a melhor concentracao

de sulfato de amoénio a ser utilizada com a finalidade de concentrar a solucdo de

proteinas obtidas apos a cromatografia de filtragdo em gel pela resina Sephadex G-
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50. Avaliaram-se as concentracdes de 50, 60, 70 e 80 % de saturacao de sulfato de
amonio ao extrato enzimatico (Figura 18).

Figura 18. Analise eletroforética SDS-PAGE (gel de corrida a 10% e gel de empilhamento a
5% de poliacrilamida) das fragGes apos a precipitacdo com diferentes concentragcbes de sulfato de
amonio. A canaleta 1 corresponde ao marcador de massa molecular Low range 6,5 — 66 kDa. As
canaletas 2 e 3 correspondem, respectivamente, ao precipitado e ao sobrenadante da concentracdo
de 50% de saturac@o. As canaletas 4 e 5 correspondem, respectivamente, ao precipitado e ao
sobrenadante da concentracdo de 60% de saturacdo. As canaletas 6 e 7 correspondem,
respectivamente, ao precipitado e ao sobrenadante da concentracdo de 70% de saturagdo. As
canaletas 8 e 9 correspondem, respectivamente, ao precipitado e ao sobrenadante da concentragédo

de 80% de saturacao.

kDa

66

45
36
29

24

14,2
6,5

Fonte: autoria propria.

E possivel observar que em todas as concentragdes de saturacio de sulfato
de amonio, a banda sugestiva da endoxilanase recombinante encontra-se nas fragdes
precipitadas. Com isso estabeleceu-se a concentragcéao de 80 % de sulfato de amonio
para realizar a precipitacdo de todas as proteinas contidas na amostra pos Sephadex
G-50.

6.3.4. Cromatografia de exclusdo molecular Superdex-75

A Ultima etapa do processo de purificacdo contou com uma cromatografia de

filtracdo em gel de alta performance, utilizada em etapas finais de purificacdo. A
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amostra obtida na cromatografia em Sephadex G-50 e concentrada com 80 % de
sulfato de amodnia foi ressuspendida em 0,5 mL de tampé&o fosfato 50 mmol L
acrescido de 150 mmol L'* NaCl, e aplicada a uma coluna de cromatografia de filtracdo
em gel Superdex 75 10/300 GL, com fluxo de 0,16 mL/min. Foram coletadas amostras
de 1,5 mL a partir de 5 mL decorridos da corrida cromatografica, sendo essas fracbes
submetidas a dosagem da atividade enzimatica.

A atividade enzimatica xilanolitica foi detectada com 11 mL de eluigdo, a seta
vermelha na figura 19 indica o pico de absorbancia UV correspondente as fracdes

com atividade xilanolitica.

Figura 19. Perfil de eluicdo na filtracdo em gel do precipitado por 80% de sulfato de aménia
aplicado em coluna cromatografica de filtracdo em gel Superdex 75 10/300 GL operada em sistema
Akta Purifier, com fluxo de fase mével em 0,16 mL/min. A linha continua azul representa os valores de
absorbancia em 280 nm, e a linha pontilhada marrom representa o valor de condutividade da fase
movel. A seta vermelha indica o pico de absorbancia UV correspondente as fragbes com atividade

xilanolitica.
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Para elaboracéo da tabela de purificacdo, as amostras provenientes de cada
etapa do processo foram submetidas a dosagem da atividade enzimatica, dosagem
da concentracao total de proteinas, tendo seus volumes documentados. A atividade
total (U) foi calculada multiplicando a atividade enzimética (U/mL) pelo volume da
amostra (mL), ja a atividade especifica (U/mg) é calculada dividindo a atividade total
(U) pela concentracéo de proteina (mg). Para calcular o rendimento, a atividade total
do material de partida (extrato enzimatico) foi utilizada como 100 % de referéncia, e o
fator de purificacdo foi obtido dividindo a atividade especifica de cada etapa pela

atividade especifica do material de partida.

Tabela 1. Tabela de purificag&o da xilanase recombinante expressa em Pichia pastoris.

Atividade . . Atividade .
Volume o Atividade  Proteina . Rendimento Fator de
enzimética especifica L
(mL) total (U) (mg) (%) Purificagéo
(U/mL) (U/mg)
Extrato
enzimatico 1 35,65 35,65 0,474 75,22 100 1
Pos prec.
1,25 27,78 34,73 0,472 73,58 97,41 0,98
Etanol
Pos G50 13,5 1,16 15,74 0,135 116,61 44,14 1,55
Pos prec.
Sulfato de 1 7,27 7,27 0,197 36,92 20,40 0,49
amonio
Pos 3 0,71 2,13 0,0345 61,85 5,97 0,82
superdex75

Fonte: autoria propria.

A atividade enzimatica € perdida no decorrer do processo de purificacdo, ao
mesmo tempo a concentracdo de proteina ndo sofre tamanha variagdo, com isso
obtivemos baixos fatores de purificacdo a cada etapa do processo. Observa-se na
literatura valores maiores de rendimento da purificacdo, Terrone e colaboradores,

obtiveram 58,7 para a-arabinofuranosidase de Aspergillus hortai, que seguiu o
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processo de purificacdo iniciado pela precipitacdo com 65% de sulfato de amonio,
seguida por cromatografia CM Sephadex C-50 e ap0s por cromatografia de exclusédo
molecular Sephadex G-100 (TERRONE et al., 2020). Outros trabalhos apresentam
valores mais préoximos de fator de purificacdo, como Gomes em 2014 que relata o
fator de purificacdo de 1,4 para endoxilanase do fungo Chrysoporthe cubensis, apos
duas etapas de purificacéo iniciando por cromatografia de troca ibnica em coluna Q-
Sepharose, seguida de cromatografia de exclusdo molecular em coluna Sephacryl S-
200 (GOMES, 2014).

6.4. Avaliacao do efeito do glicerol sobre a desnaturacéo térmica irreversivel
pela atividade enzimatica da endoxilanase recombinante expressa em Pichia

pastoris

Durante as analises desenvolvidas por (AMO, 2018) a presenca de 50 % de
glicerol foi capaz de manter 99,3% da atividade enzimética apos 24 horas a 25 °C, ja
a presenca de 10 mmol L-1 de compostos fendlicos como acido ferulico, &cido
siringico, acido vanilico e acido 4-hidroxibenzéico, apés 24 horas foram capaz de
aumentar a atividade residual da endoxilanase em 138; 133; 123 e 115%,
respectivamente.

Para explorar melhor o efeito protetor do glicerol sobre a endoxilanase
recombinante expressa Pichia pastoris, a presenca da substancia foi avaliada na
determinacao de parametros termodinamicos e simula¢des de dinamica molecular, e

comparadas com os resultados obtidos pela enzima na auséncia da substancia.

6.4.1. Efeito da temperatura na hidrolise do substrato da endoxilanase
recombinante expressa em Pichia pastoris, nas condicbes de auséncia e

presenca de 20% de glicerol durante a reagcdo enzimatica

O aumento da temperatura em um sistema promove um aumento na
velocidade de movimentagdo das moléculas. No caso de uma reacdo enzimatica, a
temperatura € um fator importante para a formacado do complexo enzima-substrato
(ES), uma vez que a velocidade ideal de movimentagdo das moléculas no sistema
reacional ira assegurar a maxima probabilidade de colisdo entre as moléculas de

enzima e de substrato, e consequentemente a maxima probabilidade de formagéo do
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complexo ES (NELSON; LEHNINGER; COX, 2008). Os valores de temperatura 6tima
sdo aqueles onde a maxima probabilidade € assegurada, valores abaixo das
condigbes Otimas resultam em menores velocidades de reacdes, e valores acima
acabam favorecendo o processo de desnaturacao térmica.

Para determinar os valores de temperatura 6tima, energia de ativacdo da
reacdo (Ea) e coeficiente de temperatura (Q1o), a atividade enzimatica foi determinada
em diferentes valores de temperaturas e os produtos quantificados pelo método de
Miller antes mencionado.

A temperatura 6tima da endoxilanase recombinante expressa em Pichia
pastoris determinada nas condi¢cdes 6timas de pH, foi calculada (equacao 2) a partir
da interse¢do no eixo x do ponto de encontro entre as por¢cdes ascendente e
descendente do grafico de Arrhenius. Na auséncia de glicerol o valor estimado foi de
66,0 °C (Figura 20), enquanto na presenca de 20% de glicerol (Figura 21), o valor foi
de 65,4 °C.

Figura 20. Gréfico de Arrhenius de primeira ordem para o efeito da temperatura sobre a
atividade da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris, na auséncia de glicerol nos
ensaios para hidrélise da xilana de Beechwood. As barras verticais indicam o desvio padrdo das
medidas (n=3).
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Figura 21. Gréfico de Arrhenius de primeira ordem para o efeito da temperatura sobre a
atividade da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris, na presencga de 20 % glicerol
nos ensaios para hidrélise da xilana de Beechwood. As barras verticais indicam desvio padrdo das

medidas (n=3).
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Fonte: autoria propria.

Foi observada uma diminuicdo na energia de ativagdo da enzima quando
ensaiada na presenca de glicerol. A energia de ativacao (Ea) (equacao 3) foi calculada
em 50,9 kJ.mol! na auséncia de glicerol e 36,2 kJ.mol! na presenca de 20% de
glicerol, diminuindo aproximadamente 1,4 vezes. Esse resultado indica que a
presenca do glicerol no ensaio faz com que a enzima enfrente menor barreira de
energia a ser superada durante a reacao de hidrélise do substrato, e que a auséncia
desse osmalito no ensaio resulta em menor eficiéncia no trabalho catalitico da enzima.
E possivel supor que a causa dessa diminuicio da energia de ativacdo seja a
desnaturacao térmica mais rapida sobre a enzima na auséncia do glicerol.

Com o valor da energia de ativacdo foi possivel calcular os coeficientes de
cada temperatura (Q1o0) (equacgao 4) indicam a variagédo na taxa de reagcao em resposta
a elevacdo de 10 °C, esses valores geralmente variam entre 1 e 2 para enzimas,

sendo os valores proximos a 2 refletindo maior sensibilidade das estruturas em
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relacdo a temperatura (SAQIB et al., 2010). Os valores de Qo (tabela 2) foram
praticamente os mesmos para os dois ensaios, havendo diferencas apenas na terceira
casa decimal.

Tabela 2. Coeficientes de temperatura (Qio0) da endoxilanase recombinante expressa em
Pichia pastoris estimados com base no gréafico de Arrhenius de primeira ordem.

Quo
Temperatura Temperatura Q1o i
C) (K) Auséncia de glicerol Presenca de 20% de
glicerol
65 338 1,71 1,46
70 343 1,67 1,45

Fonte: autoria propria.

6.4.2. Analise datermoestabilidade da endoxilanase recombinante expressa em
Pichia pastoris, nas condicdes de auséncia e presenca de 20% de glicerol

durante a reacdo enzimatica

Os parametros termodinamicos que nos permitem avaliar a termoestabilidade
das enzimas incluem o tempo de meia vida (Tw), a energia de ativacdo da
desnaturacado térmica (Ea()), a temperatura de fusdo (Tm) além dos parametros de
variacdo da entalpia (AHb), entropia (ASp), e energia livre de Gibbs (AGp) da
desnaturacao térmica. Para serem calculados é necessério incubar a enzima na
auséncia de substrato em diferentes temperaturas por diferentes tempos, ao final
permanecer a enzima em repouso na temperatura de 4 °C, para que a estrutura nativa
possa eventualmente ser revertida e posteriormente determinar a atividade enzimatica
para calcular a taxa de perda da atividade da enzima (SAQIB et al., 2012).

O tempo de meia vida (73:) de uma enzima trata-se do tempo necessario para
gue a enzima perca 50% da atividade original em uma determinada temperatura,
assim valores maiores de meia vida indicam que a enzima é capaz de suportar 0s

efeitos da desnaturagdo térmica por tempos mais longos. Conforme esperado para
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esse teste, a endoxilanase avaliada na presenca de glicerol 20 % apresentou valores
de meia vida maiores do que 0s ensaios ha auséncia do composto (Tabela 3). Os
valores de kd para o calculo do tempo de meia vida (equacéo 5) foram obtidos pelo
negativo da inclinagao das retas obtidas nas figuras 22 e 23.

Tabela 3. Parametros cinéticos da desnaturacdo térmica irreversivel da endoxilanase
recombinante expressa em Pichia pastoris.

Temperatura Auséncia de glicerol Presenca 20 % de glicerol
°C K kg (min) T % (min) kg (min1) T % (min)
55 313,15 0,00793 87,39 0,00156 444,22
60 323,15 0,0184 37,65 0,00859 80,67
65 333,15 0,0164 42,27 0,00919 75,41
70 343,15 0,0203 34,14 0,00395 74,12

Fonte: autoria propria.

Ambas as condi¢des de ensaio apresentaram tempos de meia vida maiores a
55°C. Na presenca de 20% de glicerol os valores apresentados sao aproximadamente
2 vezes maiores do que o observado para 0 ensaio na auséncia do composto, em
todas as temperaturas avaliadas, exceto para a temperatura de 55°C onde o valor

mostra-se 5 vezes maior.
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Figura 22. Gréfico de primeira ordem para o efeito da desnaturacdo térmica sobre a atividade

enzimatica da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris. As amostras de enzima foram
incubadas a40 °C (m), 50 °C (), 60 °C (A ), € 70 °C ('¥) e determinada a atividade residual na auséncia
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Figura 23. Gréfico de primeira ordem para o efeito da desnaturacdo térmica sobre a atividade

enzimatica da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris. As amostras de enzima foram
incubadas a40 °C (m), 50 °C (e), 60 °C (A), e 70 °C (V) e determinada a atividade residual na presenga

de 20% de glicerol.
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Fonte: autoria propria.
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Os valores de kd (mint) de cada temperatura foram utilizados para construir o

grafico (Figura 24), o qual nos forneceu dados para calcular a energia de ativacao da

desnaturacao térmica, e com ela os demais parametros termodinamicos.
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Figura 24. Grafico de Arrhenius de primeira ordem para a determinacdo da energia de
ativacdo de desnaturacé@o (Eap)) da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris. ( e )
ensaio conduzido na auséncia de glicerol, ( m ) ensaio conduzido na presenca de 20% de glicerol. As
constantes de taxa de primeira ordem para a desnaturacéo térmica (kd) da enzima conduzida sob as

duas condi¢des de ensaio séo obtidas a partir dos declives nas Figuras 21 e 22.

Equation y=a+b*x
Plot Auséncia Presenca
Weight No Weighting
Intercept 17,13161 £ 2,237 37,5044 + 13,90083
Slope -7,1996 + 0,75199 -14,38316 + 4,67288
Residual Sum of Squares 0,00524 0,20215
T Pearson's r -0,99459 -0,95107
b R-Square (COD) 0,98921 0,90453
-4,0 T Adj. R-Square 0,97842 0,80905
4,5 - —
® ™~ ® T
T ‘\.\ "'*-;__;_‘
- | |
o -5,0 1 I
C I
5,5 - .
-6,0
- [ ]
-6,5

T T T T T T T T T T T T T T T 1
290 292 294 296 298 3,00 302 3,04 3,06
1000/T

Fonte: autoria propria.

Uma quantidade minima de energia, energia de ativacdo da desnaturacao
(Ea)) € requerida para a eficiéncia do processo de desnaturagdo térmica das
enzimas, ou seja, uma dada quantidade de energia deve ser fornecida a enzima que
se encontra no estado nativo para iniciar o processo de desnaturagcéo. Esse processo
segue para a formacdo de um estado de transicdo intermediario instavel. Caso a
guantidade inicial de energia seja menor que a (Eaw)) 0 intermediério instavel poderéa
redobrar-se novamente para o estado de enzima nativa ap0s a interrupcdo da
exposicao ao calor, poréem se a quantidade inicial de energia for maior o intermediario
instavel ira seguir para o estado desnaturado da enzima, concretizando assim o

processo de desnaturacao térmica irreversivel da enzima (SAQIB et al., 2010).
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A energia de ativacao da desnaturacao térmica (Eaw) (equacado 6) foi maior
na presenca de 20% de glicerol no ensaio enzimatico (119,47 K J mol) e menor na
auséncia de glicerol no ensaio enzimatico (59,86 K J mol?). Esse resultado evidencia
gue a presenca do glicerol no sistema promove a necessidade de aproximadamente
duas vezes mais energia para que a enzima sofra o processo de desnaturacao
térmica.

Utilizando os valores da energia de ativacdo da desnaturacdo térmica (Ea())
calculamos a entalpia do processo (AHp) (equacdo 7), que é descrita como a
guantidade total de energia necessaria para levar a enzima do estado nativo (N) para
o intermediario instavel (U*). A literatura descreve como regra geral valores altos e
positivos de (Eap)) e (AHp) associados a maior termoestabilidade da enzima
(MARANGONI, 2003). Assim sendo o efeito termo estabilizador do glicerol sobre a
endoxilanase desse estudo € novamente comprovado, uma vez que os valores de
entalpia (tabela 4) foram maiores em todas as temperaturas na presenca do glicerol
(116 K J mol?) do que os apresentados pela enzima na auséncia do composto (57 K
J mol), e em ambos os casos houve uma ligeira diminuicdo nas casas decimais dos
valores de entalpia com o aumento da temperatura.

A energia livre de Gibbs (AGp) (equagéo 8) reflete as centenas de interacdes
de hidrogénio e forcas de Van der Waals presentes na estrutura da proteina e
responsaveis por estabilizar a conformacdao terciaria das mesmas, sendo perdidas
durante o processo de desnaturacédo (DE OLIVEIRA et al., 2018).

Ao comparar os valores de (A Gp) entre as duas condi¢des de ensaio (tabela
4), observa-se a maior diferenca para o ensaio na presenca de glicerol na temperatura
de 50 °C, onde ocorre um aumento de 4,4 vezes, passando de 93,78 K J mol* na
auséncia para 98,2 K J mol! na presenca de glicerol. As demais temperaturas
apresentaram um aumento de aproximadamente 2 vezes. A ocorréncia de maiores
valores de energia livre de Gibbs (AGp) para os ensaios na presenca de glicerol, indica
gue 0 composto é capaz de proteger as interacbes que estabilizam a conformacéo
tridimensional da enzima, sendo necessaria maiores quantidades de energia para que
a reacao de desnaturagao ocorra.

Durante a reacdo de desnaturagdo térmica ocorre um aumento na entropia
(ASp) do sistema, ocasionado pelo enfraquecimento das interacdes de hidrogénio e
forcas de Van der Waals presentes na estrutura da proteina a medida que a

temperatura aumenta. Os valores de entropia (ASp) (equacdo 9) foram maiores na
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presenca de glicerol (tabelad4), porém esse resultado pode ndo estar associado
apenas a desordem da estrutura tridimensional da enzima, mas também em relacéo
as moléculas de agua que se organizam na vizinhanca de amino&cidos polares que
sdo expostos durante a desnaturagéo térmica da enzima (SIDDIQUI et al., 1997).
Sendo assim, o0 ensaio na auséncia do glicerol promove uma desestabilizacéo
da estrutura tridimensional de modo mais rapido e eficiente que o ensaio na presenca
do mesmo, fato verificado pelos valores de (Eap)) e (AHp). Dessa forma os
aminoacidos polares sdo expostos e as moléculas de agua do meio reacional se
organizam em torno destes, promovendo menores valores de (ASp). Enquanto na
presenca do glicerol, essa regido de moléculas de agua organizadas € menor e

consequentemente os valores de (ASp) sdo maiores.

Tabela 4. Parametros termodinamicos da desnaturagdo térmica irreversivel na auséncia e

presenca de 20% de glicerol para a endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris.

Temperatura Sem glicerol Com glicerol

o < (KiHn'jOI_ (KAJG;OI_ ASp AHpb AGp ASp
1) 1) (J mol?) (KJImol?) (KJmol?) (J molY)

55 328,15 57,13 93,78 -111,72 116,75 98,21 56,50

60 333,15 57,09 92,92 -107,59 116,70 95,03 65,09

65 338,15 57,05 94,68 -111,34 116,66 96,31 60,22

70 343,15 57,01 95,52 -112,26 116,62 97,73 55,09

Fonte: Autoria propria.

A estabilidade conformacional de proteinas em relacdo a reacdo de
desnaturacao térmica (equacédo 16) pode ser assegurada pelo efeito de osmalitos
(VIANA; DA SILVA GARROTE FILHO; PENHA-SILVA, 2005). O glicerol € um osmalito
classificado como polialcool, que atua no equilibrio entre os estados conformacionais
nativo (N) e inativo, no qual se distinguem duas popula¢cdes moleculares: uma U*
inativa desnaturada reversivel (instavel) e outra | irreversivelmente desnaturada. O
glicerol aumenta o conteudo energético em proporcdes diferentes para ambos 0s

sentidos. O equilibrio da reacédo de desnaturagéo é deslocado para o estado menos
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energético (Figura 25), o que torna a cadeia polipeptidica mais compacta e menos
flexivel, favorecendo o dobramento da proteina (estado nativo) (BHATNAGAR;
BOGNER; PIKAL, 2007).

Equacéo 16:

N U > 11

Figura 25. Representagdo esquematica das mudancas de energia durante a desnaturagao
térmica de proteinas. A quantidade minima de energia (E a (D)) deve ser fornecida & enzima nativa (N)
para que o estado de transi¢cdo intermediario instavel (U*) seja convertido na enzima inativa

irreversivelmente por estar desnaturada ( I).

Ea(D)

Energia

Sentido da reac¢do de desnaturagdo térmica

Fonte: Adaptado de SAQIB et al., 2010.

A interacdo da enzima com o osmolito ndo é favoravel para sua funcao, por
isso eles sdo excluidos da superficie da proteina, onde ocorre a formacdo de uma
camada de hidratacéo, formada por varias moléculas de agua altamente organizadas
e menos flexiveis que as demais. Sendo assim o estado desenovelado apresenta
maior superficie de contato da cadeia polipeptidica com as moléculas de agua,
resultando em uma camada de hidratagcdo maior, que necessitara de mais energia
para estabilizacdo, por essa razdo o glicerol ir4 atuar deslocando o equilibrio da
reagao no sentido do estado nativo, elevando assim os niveis de atividade enzimatica
(QU; BOLEN; BOLEN, 1998).
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6.4.3. Dinamica molecular da endoxilanase na auséncia e presenca de glicerol

As simulagbes de dinamica molecular foram realizadas pela colaboradora
Prof. Dra. Marcela Marques de Freitas Lima, com o objetivo de procurar confirmar o
efeito estabilizador do glicerol sobre a estrutura da enzima. Para tanto, as possiveis
perturbacdes estruturais promovidas pelo composto foram investigadas através da
comparacao entre desvio quadratico média das posi¢cdes atbmicas (RMSD) e os
valores de raio de giro (Rg) obtidos das simula¢cées com a enzima livre e com a enzima
na presenca de glicerol.

Os resultados obtidos a partir das simulacdes de dindmica molecular estao de
acordo com o perfil da termoestabilidade descrito no item 6.4.2, evidenciando o efeito
estabilizador do glicerol sobre a estrutura da proteina. Observa-se esse fato nos
menores valores de RMSD e Rg apresentados nas simulacdes contendo glicerol,
conforme veremos a seguir.

Para a enzima livre (Figura 26) o valor de RMSD aumentou rapidamente
durante os primeiros 0,1 ns atingindo 0,1 nm para as temperaturas de 24; 50; 60 e 65
°C, flutuando de forma constante durante todo o tempo até o final da simulacao.
Apenas as temperaturas de 70 e 80 °C apresentaram maiores valores de RMSD e

bastante flutuacdo apo6s 0,1 ns onde atingiram valores préximos de 0,15 nm.
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Figura 26. Estabilidade estrutural da endoxilanase avaliada por desvio quadratico médio

RMSD obtido a partir das simula¢des de dindmica molecular sob diferentes temperaturas.

RMSD
Backbone after Isq fit to Backbone

RMSD (nm)

0.05
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Fonte: autoria propria.

A presenca de glicerol (Figura 27) diminuiu os valores de RMSD em todas as
temperaturas avaliadas, atingindo a estabilidade em 0,2 ns, e flutuando em valores

proximos a 0,075 nm, enquanto a enzima livre flutuou em valores préximos a 0,1 nm

(Figura 26).
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Figura 27. Estabilidade estrutural da endoxilanase na presenca de glicerol avaliada por

desvio quadratico médio RMSD obtido a partir das simulagdes de dinamica molecular sob diferentes

temperaturas.
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Fonte: autoria propria.

Valores inferiores foram apresentados pela xilanase da familia GH 11 de
Bacillus subtilis, que apresentou flutuagdes nos valores de RMSD em 0,15 nm em
temperatura de 25 °C (WANG et al., 2021a), e semelhantes aos relatados para a
xilanase hipertermdfilica da familia GH 10 de Thermotoga maritima, que flutuaram
entre 0,1 e 0,15 nm em temperatura de 90 °C atingindo picos de 0,2 nm em tempos

maiores de simulagdo (MANNA; GHOSH, 2021).

Os valores de RMSD indicam quanto o esqueleto primario ou cadeia
polipeptidica da enzima movimenta-se durante o periodo de simulac¢éo nas condicfes
avaliadas. Assim sendo, a presenca do glicerol foi capaz de diminuir a movimentacao

da estrutura proteica, garantindo maior resisténcia a desnaturacéo térmica. Este fato

é reforcado pelos valores de raio de giro.
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Os valores de raio de giro (Rg) foram ligeiramente menores na presenca de
glicerol (figura 28 B), oscilando em uma média de 1,56 nm, do que para a enzima livre
(figura 28 A) que oscilou em média proximo a 1,58 nm. Em ambos os casos os valores
obtidos nesse estudo estdo abaixo do reportado para a xilanase GH10 de Aspergillus
fumigatus complexada com a proteina inibidora de xilanase Oryza sativa, que oscilou

em uma média de 2,75 nm nos ultimos 50 ns de simulacdo (WANG et al., 2021b).

Figura 28. Estabilidade estrutural da endoxilanase na auséncia (A) e presenca de glicerol (B)

avaliada por raio de giro (Rg) obtido a partir das simulacées de dinamica molecular sob diferentes

temperaturas.
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Fonte: autoria propria.

E possivel observar que as temperaturas de 60, 65 e 70 °C apresentaram
variagbes semelhantes nos valores de raio de giro ao longo do tempo de simulagéo
com a enzima livre. O mesmo acontece para a enzima na presenca de glicerol para
as temperaturas de 60 e 70 °C. Em ambos os casos os valores para a temperatura de
24 °C nao sofreram tanta variacdo ao longo da simulacdo, enquanto para a
temperatura de 50 °C observa-se um aumento nos ultimos 200 ps. Outro fato a ser
destacado € o maximo valor de Rg atingido a temperatura de 70 °C, que nas
simulagbes com a enzima livre atingiu valores de 1,6 nm e na presenca de glicerol o

maximo foi de 1,58 nm.
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Esses resultados indicam que a presenca de glicerol foi capaz de diminuir o
volume ocupado pela enzima durante o processo de simulacado, evidenciando que a
enzima se manteve mais compacta e sofreu menor efeito desnaturante do que na
auséncia do osmalito. Mostrando-se em concordancia com relatos do que o glicerol é
capaz de induzir a compactacao e reduzir a flexibilidade das proteinas (VAGENENDE;
YAP; TROUT, 2009).

6.5. Efeito do glicerol sobre Pardmetros cinéticos da endoxilanase

recombinante expressa em Pichia pastoris

Para avaliar os efeitos do glicerol sobre os parametros cinéticos Km € Vmax da
endoxilanase recombinante, a enzima foi submetida a avaliagdo da sua atividade
sobre o substrato xilana de beechwood nas concentracées de 1, 2,5, 3,5, 5, e 10 mg
mL1, nas condices 6timas de pH e velocidade inicial aferida apés 1 minuto (tempo
previamente determinado como sendo aquele que garante a liberagdo linear do
produto).

O comportamento cinético da endoxilanase néo seguiu 0s parametros
propostos por Michaelis e Menten (MICHAELIS; MENTEN, 1913), uma vez que a
curva obtida da velocidade inicial vs. a concentracéo de substrato apresentou formato
sigmoidal e nao hiperbdlico. Portanto foi adotada a equacédo de Hill para cinética
enziméatica do tipo cooperativo, onde o coeficiente de Hill (h) representa uma medida
do grau de cooperatividade.

Na auséncia de glicerol nos ensaios o Km observado de acordo com a
equacdo de Hill foi de 2,41 £ 0,073 mg mL%, Vmax 526,6 £ 12,2 pmol min'mg, e h
igual a 2,79 £ 0,2 (Figura 29), ja na presenca de glicerol o Km observado foi 2,36 +
0,11 mg mL*?, Vmax699,9 + 19,1 pmol min~*mg, e h igual a 1,85 + 0,18 (Figura 30).
Os parametros cinéticos observados nesse estudo diferem dos relatados para a
endoxilanase recombinante de Penicillium occitanis expressa em Pichia pastoris, cujo
valores de Km foram superiores (8,33 + 0,7 mg mL™?) e valores de Vmax inferiores (58,82
+ 0,9 umol mintmg?), utilizando xilana Oat Spelled como substrato em ensaios com
pH 3,0 ha 50 °C.
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Figura 29. Parametros cinéticos da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris
utilizando-se o substrato xilana de beechwood nas concentragfes de 1 a 10 mg mL-1. Os ensaios foram
conduzidos no pH 6timo e velocidade inicial de 1 minuto e utilizados como controle na comparagao com
ensaios na presenca de 20% de glicerol. A linha tracejada representa a equacao de Michaelis-Menten.
A linha retilinea representa o correspondente pela equacao de Hill, cuja funcéo e os valores calculados

estéo apresentados no quadro junto ao gréfico.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 30. Parametros cinéticos da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris
utilizando-se o substrato xilana de beechwood nas concentragdes de 1 a 10 mg mL-1. Os ensaios foram
conduzidos no pH 6timo com velocidade inicial de 1 minuto e na presenga de 20% de glicerol. A linha
tracejada representa a equacao de Michaelis-Menten. A linha retilinea representa a equacao de Hill,

cuja funcéo e os valores calculados estao apresentados no quadro junto ao gréfico.
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Fonte: autoria propria.

Observa-se que os valores de Km ndo mostram diferenca entre as duas
condicdes de ensaio (2,41 + 0,073 mg mL* para a enzima na auséncia e 2,36 + 0,11
mg mL? para a enzima na presenca do glicerol), mostrando que o glicerol ndo foi
capaz de aumentar a afinidade da endoxilanase com o substrato xilana beechwood.
Por outro lado, o valor de Vmax foi maior na presenca do glicerol (699,9 + 19,1 pmol
mintmg) e menor para a enzima na auséncia do glicerol (526,6 + 12,2 pmol min-*mg-
1), indicando que o glicerol pode aumentar a velocidade maxima da reacgéo.

Para uma enzima ser considerada alostérica, ou seja, que necessita de outros
fatores para determinar sua interagdo com o substrato, os valores de “h” na equacao
de Hill (Vmax*[S]")/(Km"+[S]") devem ser maiores que 1; os valores iguais ou menores

gue 1 para esse parametro indicam uma interacdo ndo cooperativa da enzima com o
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substrato (MARANGONI, 2003). Esse tipo de alosteria € denominada homotrépica, se
manifestando principalmente em enzimas oligoméricas. Contudo, no caso da xilanase
recombinante deste estudo testes efetuados por cromatografia de exclusdo molecular
(resultados ndo mostrados) apresentaram volume de eluicdo compativel com a
enzima monomeérica, sem formas diméricas ou superiores.

Existem raros exemplos de enzimas monomeéricas e cooperativas, 0 caso
mais conhecido € o da glicocinase da via glicolitica, com h~1,7, onde uma transicao
molecular seria a explicacéo para essa cooperatividade (MIN et al., 2013).

No momento ndao temos uma explicacdo para o fenébmeno observado, e ndo
sabemos se poderia ser exclusivamente da enzima ou por interacdo com as fibras de

xilana.

6.6. Efeito de compostos fendlicos sobre os parametros cinéticos da

endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris

Para avaliar os efeitos dos compostos fendlicos sobre os pardmetros cinéticos
(Km e Vmax) da endoxilanase recombinante, a enzima foi submetida a avaliacdo da sua
atividade sobre o substrato xilana de beechwood nas concentra¢cdes de 1, 2,5, 3,5, 5,
e 10 mg mL™1, nas condicBes 6timas de pH e velocidade inicial aferida apés 1 minuto
(tempo previamente determinado como sendo aquele que garante a liberacao linear
do produto).

Na auséncia dos compostos o Km observado de acordo com a equacéo de Hill
foi de 3,72 + 0,34 mg mL, Vmax 583,6 + 25,56 pmol min'mg™, e hiigual a 1,64 + 0,2
(Figura 31), j& na presenca dos compostos fendlicos os valores variaram (tabela 6),
para o acido siringico 0 Kmfoi 2,50 + 0,07 mg mL, Vmax919,3 + 16,29 pmol minmg-
1, e higual a 2,57 + 0,16 (Figura 32 A). Para o acido vanilico o Km foi 2,54 + 0,30 mg
ML, Vimax 733,31 + 52 pumol min*mg, e h igual a 2,20 + 0,30 (Figura 32 B). Para o
acido feralico o Km observado foi 2,99 + 0,19 mg mL, Vmax 309,44 + 43,44 umol min-
!mg?, e hiigual a 2,07 + 0,15 (Figura 32 C). Para o acido 4-hydroxybenzoico o Km foi
3,18 + 0,62 mg mL, Vmax 620,91 + 100,07 umol min‘*mg?, e h igual a 1,76 + 0,50
(Figura 32 D).
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Figura 31. Parametros cinéticos da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris
utilizando-se o substrato xilana de beechwood nas concentragdes de 1 a 10 mg mL-1. Os ensaios foram
conduzidos no pH 6timo com velocidade inicial de 1 minuto e utilizados como controle na comparagao
com ensaios na presenca dos compostos fendlicos. A linha representa o ajusto resultante da Equagéo

de Hill, cuja fungédo e os valores calculados estdo apresentados no quadro junto ao grafico.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 32. Parametros cinéticos da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris
utilizando-se o substrato xilana de beechwood nas concentragdes de 1 a 10 mg mL-1. Os ensaios foram
conduzidos no pH 6timo com velocidade inicial de 1 minuto na presencga de 10 mmol L dos compostos
fendlicos (A) acido siringico; (B) acido ferulico; (C) acido vanilico e (D) acido 4-hidroxibenzéico. A linha
representa o ajusto resultante da Equacdo de Hill, cuja funcdo e os valores calculados estdo

apresentados no quadro junto ao grafico.
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Fonte: autoria propria.

Os valores obtidos a partir dos graficos da figura 32 foram reunidos e

expressos na tabela 5.
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Tabela 5. Pardmetros cinéticos da endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris

na presenga de 10 mmol L dos compostos fendlicos.

Km Vmax
(mg mL1) (umol min-tmg1) h
Acido siringico 2,50 £ 0,07 919,30 + 16,29 2,57+0,16
Acido ferdlico 2,99 +0,19 903,44 + 43,44 2,07+ 0,15
Acido vanilico 2,54 £ 0,30 733,31 +52,00 2,20 £ 0,30
Acido 4-hidroxibenzoico 3,18 £ 0,62 620,91 £ 100,07 1,76 + 0,50
Controle 3,72+0,34 583,60 * 25,56 1,64 + 0,20

Fonte: autoria propria.

A presenca de acido ferulico e &acido 4-hidroxibenzoico nao afetou
significativamente os valores de Kn, diferentemente de acido siringico e acido vanilico
(tabela 5). Diminuicdo de Km e aumento de Vmax foram observados para uma celulase
comercial na presenca de acido ferulico (TIAN; JIANG; OU, 2013). No caso de duas
B-xilanases de Aspergillus terreus, os valores de Km foram aumentados e Vmax
diminuidos na presenca de acido ferulico e acido 4-hidroxibenzéico, indicando um
efeito inibitério dos compostos sobre a acdo enzimatica (DE SOUZA MOREIRA et al.,
2013).

Os efeitos dos compostos fendlicos sobre a atividade enzimatica tém sido
descritos na literatura através de interacdes covalentes e ndo covalentes entre
fendlicos e os residuos de aminoacidos aromaticos na estrutura enzimética (TIAN;
JIANG; OU, 2013). Tais interacdes resultariam em alteracbes na organizacdo da
estrutura tridimensional da enzima, através da diminuicdo de estruturas rigidas (a-
hélice) e aumento de estruturas flexiveis (folhas B e random coil), proporcionando
maior liberdade conformacional que resultaria em maiores atividades enzimaticas
(KAYA; HEITMANN; JOYCE, 2000), ou na inativagdo estérica das mesmas
(BOUKARI et al., 2011; GONZALEZ-BAUTISTA et al., 2017).

Tendo em vista as informagfes disponiveis na literatura e os resultados da
cinética da endoxilanase na presenca dos compostos fenolicos aqui observados,
analises de dindmica e docking molecular foram realizados para investigar a
existéncia de possiveis sitios de interacdo entre os fendlicos e a estrutura

tridimensional da endoxilanase.
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6.7. Docking molecular

Inicialmente a estrutura modelada da endoxilanase de Myceliophthora
thermophila na presenca do oligossacarideo glicosilado (N69) foi utilizada nas
simulacdes de docking cego, por meio do software Molegro Virtual Docker v6.01.
Foram identificadas duas cavidades pelo método Expanded Van der Waals, com
volumes de 1,3 e 95,0 A3, A cavidade 1 corresponde ao sitio ativo da enzima,
enquanto a cavidade 2 € menor e esté presente na superficie da proteina oposta ao

sitio ativo (tabela 6).

Tabela 6. Residuos constituintes das cavidades encontradas pelo programa Molegro na

estrutura modelada da endoxilanase.

Cavidade Volume (A3) Residuos constituintes

1 195,0 Sitio ativo

Pro60, Gly61, Pro62, Pro63, Trp86, Thr87, Arg88, Tyr94, Phel63, Leul74,

2 113 Glyl175, Thrl76, Trpl77, Asnl178, Tyrl79, Met180

Fonte: autoria propria.

Apés a identificacdo das cavidades procedeu-se o docking dos ligantes,
resultando em 50 poses de cada ligante em 5 simula¢g@es. Foram selecionadas as 5

melhores poses em cada cavidade e calculados o escore médio (Tabela 7).
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Tabela 7. Escores médios das cinco melhores poses de cada ligante, em cada cavidade

avaliada.
Ligante Cavidadel Cavidade 2 Estrutura 2D
(PubChem CID) Score (sd) Score (sd) (PubChem)
O'H
Acido siringico . ) - g
(10742) '6112 (0,11) 62,5 (0,93) \?/
.
0
Acido ferulico X iH
(445858) -65,4 (0,17) 2 -69,1 (0,78)
Acido vanilico )
Acido 4-
hidroxibenzoico  -42,9 (0,67)2 -52,4(0,05)°
(135)

H

Fonte: autoria propria.

Os valores dos escores na cavidade 1 sdo menores que na cavidade 2,

indicando que 0s compostos possuem uma tendéncia de interagirem primeiro na

cavidade 2 e posteriormente na cavidade 1. O &cido siringico apresentou valores bem

préximos para as duas cavidades, indicando que o composto poderia se ligar tanto a
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cavidade 2 quanto ao sitio ativo. JA o acido 4-htidroxibenzoico apresentou maior
probabilidade de ligacdo a cavidade 2.

Supondo-se que a ligacdo dos compostos fendlicos a cavidade 2 poderia
promover um efeito de ativagdo alostérica, foram realizadas analises de dindmica
molecular na presenca dos compostos, os resultados obtidos (dados ndo mostrados)
evidenciaram a expulséo dos ligantes da cavidade 2, mostrando-se conflitantes com
0s observados experimentalmente durante a analise da influéncia dos compostos na
determinacao dos parametros cinéticos.

Portanto, uma nova modelagem estrutural foi realizada pelo colaborador Prof.
Dr. Gabriel Zazeri, com a finalidade de representar com maior exatidao a estrutura da
enzima utilizada nos ensaios de cinética, para isso a sequéncia de 6 residuos de
histidina mais o sitio de clivagem para TEV-protease foi acrescentada na regido N-
terminal, essa estrutura foi submetida a duas metodologias de aprendizado de
maquina, o AlphaFold e o RoseTTaFold. Os dois modelos gerados foram sobrepostos
(Figura 33) apresentando diferenca apenas no inicio da sequéncia, onde o modelo
RoseTTaFold apresentou uma a-hélice, e o AlphaFold apresentou uma regiao de

random coil.

Figura 33. Sobreposicdo dos modelos obtidos das duas metodologias de aprendizado de

magquina, Alphafold (em azul) e o RoseTTaFold (em ciano).

Fonte: autoria propria.

Essa nova estrutura foi submetida a busca por cavidades, e
surpreendentemente, a presenca da cauda de histidina (his-tag) promoveu a excluséo

da cavidade 2 observada anteriormente (Figura 34). No modelo anterior o residuo de



91

triptofano localizado na posicéao 177 foi observado descoberto, podendo estabelecer
interacOes hidrofobicas entre os anéis aromaticos dos compostos fendlicos, no novo
modelo o Trpl77 de encontra-se rotacionado para o interior da molécula (Figura 35),
promovendo a perda da cavidade 2.

Figura 34. Localizacdo das cavidades (em verde) encontradas pelo programa Molegro na
estrutura da endoxilanase. (A) representa a estrutura modelada sem a His-tag, mostrando a cavidade
maior (cavidade 1) corresponde ao sitio ativo da enzima e a menor (cavidade 2) na superficie da
proteina oposta ao sitio ativo. (B) representa a estrutura modelada com a presenca da His-tag na
posicao N-terminal, mostrando apenas a grande cavidade do sitio ativo.

Fonte: autoria propria.

Figura 35. Sobreposi¢cdo das estruturas modeladas da endoxilanase sobrepostas. A regido
da cavidade 2 mostra Trp 177 descoberto na estrutura sem a presenca de his-tag (azul), e rotacionado
para o interior da cavidade, ocupando o espaco do sitio nas duas estruturas com a his-tag modeladas
por aprendizagem de maquina, RoseTTaFold (bege) e Alphafolda (verde).

Fonte: autoria propria.
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Nesse sentido, o efeito positivo dos compostos fendlicos observados nos
ensaios cinéticos nao ocorreria por meio de ligacao alostérica entre os compostos e a
estrutura da endoxilanase.

Foram consultados artigos a fim de procurar esclarecer outras possibilidades
gue expliguem o efeito dos compostos fendlicos. Uma possibilidade é que os fendlicos
interfiram no proprio substrato, por meio de adsor¢cdo dos compostos fendlicos as
fibras da xilana.

Segundo relatado, o processo de adsor¢cdo € considerado rapido e
dependente do pH, uma vez que o composto fendlico ira dissociar-se em meio aquoso
liberando prétons e anios fenolatos (PhO-) (MWANGI et al., 2014). Valores muito
abaixo do pKa deslocam o equilibrio da reacdo para o composto fenélico em sua
férmula molecular, diminuindo a capacidade de adsorcdo por atracao eletrostética, o
mesmo acontece para valores muito acima do pKa (MWANGI et al., 2014). Outros
autores relatam que a adsorcéo do acido ferulico sobre fibras de xilana foi diminuida
com o aumento do pH e aumentada no decorrer do tempo de exposicao (COSTA,
ROGEZ; PENA, 2015).

O valor de pH étimo da enzima encontra-se acima dos valores de pKa dos
acidos fendlicos avaliados, o que poderia resultar em uma atracdo eletrostéatica entre
0s compostos e a fibra de xilana, podemos supor que essa interagdo promoveu o
favorecimento da formacdo do complexo enzima-substrato (ES). Porém os ensaios
disponiveis ndo nos forcem dados que possam explicar como a adsorcdo dos
compostos fendlicos as fibras de xilana é capaz de favorecer as interagdes da enzima

com o substrato.

6.8 Aplicagdo da endoxilanase recombinante na extragdo do mosto de uva

preta (Vitoria)

A aplicagéo de enzimas na industria alimenticia é usada como estratégia para
substituicdo de aditivos quimicos. No caso do processamento de sucos de frutas,
enzimas degradadoras de carboidratos como pectinases, celulases e xilanases sao
empregadas para otimizar os processos de extracdo e produgdo do suco, pois
promovem a decomposicdo de polissacarideos responsaveis por proporcionar
turbidez e viscosidade (pectinas, amido e hemiceluloses), facilitando a filtragem

posterior, aumentando o rendimento, garantindo maior extracdo de compostos
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melhorando assim a qualidade e assegurando a estabilizacdo da cor do produto
(CAKMAK; SAGLAM ERTUNGA, 2016; DA-SILVA; FRANCO; GOMES, 1997;
KAUSHAL et al., 2021) .

Nesse sentido, a endoxilanase recombinante foi empregada durante o
processo de extracdo do mosto de uva. Inicialmente foram testadas as uvas: Arra 15
(verde, sem semente); Candy dreams (roxa, sem semente) e Vitoria (preta, sem
semente), foram observados os resultados mais promissores para a uma Vitoria

(dados ndo mostrados), sendo essa a escolhida para analise posterior.

6.8.1. Rendimento da extracdo do mosto de uva por maceracao enziméatica pela

endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris

O rendimento da extracao foi avaliado pela diferenca entre as massas finais
e iniciais (equacédo 11) do processo de extracdo do mosto, o0s resultados estao
expressos na figura 36.

Figura 36. Rendimento da extracdo de mosto de uva por maceragao enzimatica utilizando a
endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris. As barras representam os valores da média
de trés réplicas e a linha vertical o desvio padréo.
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A presenca da endoxilanase durante o processo de extracdo do mosto de uva,
também conhecido como maceracéo enzimatica, foi capaz de aumentar o rendimento
da extracdo em 6, 8 e 6% para os tempos de 60, 120 e 210 minutos respectivamente
(Figura 36). Resultados semelhantes foram observados para tratamento de polpas de
frutas utilizando-se de uma mistura de pectinase (1,5 U.g?), celulase (0,68 U.g?) e
xilanase (1,8 U.g1), apds 2 horas o aumento percentual no rendimento de suco foi de
8% para banana, 10% para uva, e 18% para maca (KAUR; KUMAR;
SATYANARAYANA, 2004). Ao associar o tratamento enziméatico com mecanico, a
presenca da preparacdo enzimatica comercial Zimopec PX5, foi capaz de aumentar
em aproximadamente 3,6 % o rendimento de suco para o tratamento com micro-ondas
e em aproximadamente 2 % para o tratamento com ultrassom (DALAGNOL et al.,
2017).

6.8.2. Analises fisico-quimicas do mosto de uva extraido por maceracao

enzimatica pela endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris

Os resultados das analises fisico-quimicas realizadas apos a extracdo do

mosto de uva na presenca da endoxilanase estéo representados na tabela 8.



Tabela 8. Analises fisico-quimicas do mosto de uva extraido apdés maceracédo enzimatica

utilizando a endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris.

Controle 10 U.g?
60 minutos 13,75+ 0,62 14,6 + 0,53
Soélidos soluveis totais ]
] 120 minutos 13,75+ 0,59 15,3+ 0,60
(°Brix)
210 minutos 13,5+ 0,27 14,95 + 0,07
60 minutos 3,76 £ 0,04 3,88 £ 0,03
pH 120 minutos 3,72+0,01 3,8+0,08
210 minutos 3,73+0,03 3,81+0,01
60 minutos 0,45+ 0,01 0,40 £ 0,02
Acidez total ]
o o 120 minutos 0,44 + 0,02 0,40 + 0,00
(g.acido citrico/100mL™?)
210 minutos 0,42 £ 0,01 0,43 + 0,03
60 minutos 100 104 +4
% ART 120 minutos 100 110+ 6
210 minutos 100 110+ 8

Fonte: autoria propria.

O tratamento de sucos de frutas por xilanase resulta na degradacdo dos
componentes hemiceluloliticos (xilana) liberando unidades redutoras de carboidratos,
sendo esse parametro um indicador da acdo enzimatica no processo (DA SILVA et
al., 2019). Observa-se que a presenca da enzima durante a extragcao do mosto da uva
proporcionou um ligeiro aumento nos valores de agucares redutores (4%, 10% e 10%
para os tempos de 60, 120 e 210 minutos respetivamente) e de sélidos solluveis totais
(0,85, 1,55 e 1,45 para os tempos de 60, 120 e 210 minutos respetivamente),
indicando que a endoxilanase é capaz de favorecer a extragdo de acucares presentes
na uva, tornando o material de acordo com o minimo exigido de 14° Brix para sucos
integrais de uva, segundo a legislacao brasileira (RIZZON; MENEGUZZO, 2007).
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Estudos anteriores utilizaram uma endo-B-1,4-xilanase de Pediococcus
acidilactici GC25 para tratamento do suco de uva, e observaram um aumento de
aproximadamente 3% nos valores de agucares redutores ap6s 60 minutos de
exposicao a enzima sob a temperatura de 40° C (ADIGUZEL et al., 2019). Valores
semelhantes foram observados para a utilizacdo de endoxilanase de Geobacillus sp.
TF16 no tratamento de suco de laranja, 3% com a enzima livre durante 60 minutos a
55° C, e 6% com a enzima imobilizada covalentemente em quitosana usando
glutaraldeido durante o mesmo tempo a 65° C (CAKMAK; SAGLAM ERTUNGA,
2016).

Segundo (ELIAS, 2008) ao longo da maturacéo dos frutos, as concentracdes
de sélidos soluveis e pH aumentam enquanto a acidez titulavel diminui, 0 mesmo
comportamento foi identificado com o tratamento enzimatico desse estudo (tabela 02).
Tal resultado mostra-se necessaria maior atencéo ao tempo do processo posterior de
pasteurizacdo, uma vez que € recomendado a utilizacdo de temperaturas menores ou
menores tempos de exposicao a levadas temperaturas (MALACRIDA; DA MOTTA,
2006), para impedir a volatilizacdo de compostos aromaticos caracteristicos do suco
de uva, e a utilizacdo de temperaturas mais amenas é facilitado por valores mais
baixos de pH (RIZZON; MENEGUZZO, 2007).

6.8.3. Determinacédo de polifendis totais presentes no mosto de uva extraido por
maceracdo enzimatica pela endoxilanase recombinante expressa em Pichia

pastoris

Em relacdo ao contetdo de polifendis totais (tabela 9), observa-se que a
presenca da endoxilanase proporcionou um aumento na liberacdo desses compostos
durante o processo de extracdo do mosto de uva. Em termos de porcentagem em
comparagdo com o0 controle (extracdo do mosto sem enzima), observamos
aproximadamente +10% nos ensaios conduzidos com 10 U.g? da endoxilanase.
Valores semelhantes foram observados na presenca de 0,5 U.g! da enzima
pectinase associada a agitagdo mecanica durante a extracdo do mosto de Vitis
vinifera Cabernet Sauvignon, que resultaram em +7% de compostos fendlicos no
material avaliado (DALAGNOL et al., 2017).
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Tabela 9. Conteudo de polifendis totais presentes no mosto de uva extraido apdés maceragao

enzimatica utilizando a endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris.

Controle 10 U.g?
60 minutos 1603 + 11 1917 + 100
120 minutos 1482 + 06 1622 + 189
210 minutos 1475 £ 17 1652 + 141

Fonte: autoria propria.

A utilizacdo de enzimas celuloliticas durante o processo de extracdo do suco
de uva ja foi relatada como responsavel por maiores extracdes de fendlicos totais
(NOGALES-BUENO et al., 2020). Tais compostos encontram-se na composi¢cao das
cascas (antocianinas e taninos condensados) e sementes (taninos condensados) da
uva (FOGACA, 2012). O aumento da temperatura durante o processo de extracao
favorece a solubilidade das antocianinas, em contrapartida pode resultar na
degradacdo das mesmas a partir da acdo de enzimas endbégenas da fruta
(glicosidases, polifenol oxidases e peroxidases) ou pela condensacdo com taninos
(MALACRIDA; DA MOTTA, 2006). Esses fatos explicam a diminui¢cdo da quantidade

de compostos fendlicos nos tempos maiores de extracao.

6.8.4. Determinacdo dos parametros de cor e clarificacdo do mosto de uva
extraido por maceracao enzimatica pela endoxilanase recombinante expressa

em Pichia pastoris

Caracteristicas sensoriais colaboram com a aceitacdo do produto pelo
consumidor, dentre elas o aspecto de cor dos sucos de uva € um dos primeiros a ser
avaliado pelo consumidor no momento da compra. A tabela 10 retne os valores de
intensidade e tonalidade de cor dos mostos extraidos sem tratamento enzimatico
(controle) e com 10 U.g-1 da endoxilanase recombinante. Os valores referentes a
clarificagdo foram calculados com base na absorbancia a 660 nm, e utilizaram os

resultados do controle como referéncia para o célculo da porcentagem de clarificacao.
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Tabela 10. Paradmetros de cor avaliados no mosto de uva extraido ap6s maceracao

enzimatica utilizando a endoxilanase recombinante expressa em Pichia pastoris.

Controle 10U.g?
Intensidade Tonalidade Clarificacéo Intensidade Tonalidade Clarificacéo
(%) (%)
60 10,07 0,78 100 11,34 0,84 76,50 + 1,3
minutos
120
; 9,34 0,89 100 10,64 0,89 72,08 +6,3
minutos
210
! 8,36 0,89 100 10,62 0,90 72,6854
minutos

Fonte: autoria propria.

Como esperado, a presenca da endoxilanase foi capaz de clarificar o material
extraido da uva, resultando em algo proximo a 30% menos absorbancia em 660 nm,
consequéncia da diminuicdo de substancias causadoras de turbidez, como a
hemicelulose. Esses resultados sdo semelhantes aos relatados quanto a utilizacéo de
endoxilanase de Streptomyces sp. para tratamento da polpa de abacaxi com 27% de
clarificacdo apds 90 minutos a 55° C (ROSMINE et al., 2017), e xilanase produzida
por Bacillus pumilus VLK-1 para tratamento da polpa de uva com 27% de clarificacao
para a enzima livre e 30% para a enzima imobilizada em em pastilhas de 6xido de
aluminio (KUMAR et al., 2014). Observa-se leve diminui¢do da clarificacéo ao decorrer
do tempo de tratamento enzimético, alguns autores atribuem esse fato a formacéo de
complexos proteicos ou pela complexacao das proteinas aos carboidratos da amostra
(ROSMINE et al., 2017).

A intensidade de cor correlaciona-se diretamente com a quantidade de
compostos fendlicos totais, uma vez que as antocianinas sao as substancias
responsaveis pela cor do produto (MALACRIDA; DA MOTTA, 2006). Portanto os
resultados apresentados na tabela 10 estdo em concordancia aos obtidos na tabela
10, indicando que a maceracdo enzimatica promovida pela endoxilanase
recombinante foi capaz de aumentar a extracdo de compostos fendlicos, melhorando

a intensidade de cor do mosto extraido da uva.



99

Esses resultados sdo promissores, pois de acordo com analise sensorial
realizada com sucos produzidos a partir de diferentes variedades de uvas, 0s produtos
mais bem avaliados s&o aqueles que apresentam maiores valores de intensidade de
cor e consequentemente maiores quantidades de compostos fendlicos como
antocianinas (BENDER et al., 2020; CANOSSA et al., 2017).

6.9. Liberacdo de xilooligossacarideos a partir da hidrolise enzimatica de
xilana beechwood e hemicelulose da cana-de-acgUcar, pela endoxilanase

recombinante expressa em Pichia pastoris

Os xilooligossacarideos apresentam como principal constituinte unidades de
xilose ligadas por ligagbes B 1-4, sendo consideradas fibras alimentares sollveis com
atividade prebiotica, capaz de promover melhora das funcdes intestinais e
imunoldgicas, além de poderem ser utilizados como adocantes dietéticos e ndo serem
cariogénicos (CARVALHO et al., 2013).

A massa molecular desses compostos estd relacionada a sua atividade
bioldgica, com isso desperta-se o interesse em estudar enzimas capazes de produzir
esses oligossacarideos a partir de diferentes fontes de residuos agroindustriais.
Nesse trabalho avaliamos a capacidade de hidrélise da endoxilanase sobre a
hemicelulose extraida a partir do bagaco de cana-de-acgucar, e comparamos o perfil
de producdo de XOS encontrado com a producdo dos mesmos pela hidrélise do
substrato comercial xilana beechwood.

A capacidade hidrolitica da endoxilanase recombinante expressa em Pichia
pastoris foi avaliada inicialmente por tempos curtos de acdo sobre o substrato
comercial xilana beechwood, e sobre a hemicelulose extraida do bagaco de cana-de-
acUcar, foi adotada carga enzimatica de 2,5 U.g* e 2% (m/v) de substrato, os produtos
da hidrolise enzimatica foram analisados qualitativamente em cromatografia de
camada delgada (CCD) (Figura 37).
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Figura 37. Analise dos produtos de hidrélise enzimatica por cromatografia em camada
delgada (CCD). Marcador de xiloogossacarideos (X1 = xilose; X2 = xilobiose; X3 = xilotriose; X4 =
xilotetraose e Xs = xilohexose). Controle: tempo zero. Tempos de hidrélise enzimatica 10, 20, 30 e 60

minutos a 50 °C sobre xilana Beechwood (A) e hemicelulose extraida do bagaco de cana-de-aglcar

(B).

X1
X1

X2
X2
X3 X3
X4 X4
X6 X6

Controle 10 20 30 60 Controle 10 20 30 60

Minutos Minutos

Fonte: autoria propria.

Observa-se na figura 37 que para os tempos menores avaliados (10, 20, 30 e
60 minutos) a liberacdo dos xilooligossacarideos aparentemente foi semelhante, em
todos os tempos o xilooligossacarideo mais bem definido e aparentemente em maior
concentracdo (em relacdo a intensidade da banda correspondente) € a xilotetraose
(X4), indicando que esse seria 0 produto principal da hidrélise endoxilanolitica sobre a
xilana Beechwood. Esse resultado mostra-se de acordo com a capacidade hidrolitica
da familia 11 de glicosideo hidrolases (GH11), que realizam hidrélises de ligacdes
glicosidicas na cadeia principal de xilana trés residuos apés a ramificacao
(KOLENOVA; VRSANSKA; BIELY, 2006), requerendo trés residuos de xilopiranosil

consecutivos ndo substituidos (BIELY et al., 1997).
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O substrato xilana de beechwood apresenta uma estrutura formada por
repetidas unidades de 4-O-metil-glucuroxilana, que sdo compostas por 4 residuos de
xilopiranosil, sendo o terceiro substituido na posicéo orto, por uma ligacao glicosidica
tipo alfa entre o carbono 2 do xilopiranosil e o carbono 1 de um residuo de glicose
metilada em seu quarto carbono (Figura 38) (MCCLEARY; MCGEOUGH, 2015).

Figura 38. Representacdo esquematica da estrutura da xilana de beechwood. A) Unidade de
4-O-metil-glucoroxilana, onde a substituicdo ocorre no terceiro residuo por uma ligacéo tipo alfa entre
o carbono 2 do xilopiranosil e o carbono 1 da glicose metilada em seu quarto carbono. B) Duas unidades
de 4-O-metil-glucoroxilana onde as setas vermelhas indicam o sitio de hidrélise das endoxilanases

pertencentes a familia GH11.
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Fonte: Adaptada de www.magazyme.com

Conforme observado na figura anterior, a estrutura do substrato,
principalmente a posicdo da substituicdo/ramificacdo, e a especificidade da
endoxilanase GH11, asseguram a producédo de xilotetraose (Xyl4) como produto

principal da hidrdlise de xilana de beechwood pela enzima de estudo. Embora os
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demais acgUcares ndo tenham apresentado bandas definidas, € possivel observar
indicios da presenca de agucares até a altura de X2, e ndo se observa a presencga de
mondmeros de xilose.

Nesse sentido foram avaliados tempos maiores de hidrolise enzimética a 50°
C, sobre o substrato comercial xilana beechwood, e sobre a hemicelulose extraida do
bagaco de cana-de-aclucar. Ambas as hidrolises ocorreram em tempos de 0,5; 1; 2; 5;
12 e 24 horas, e os produtos analisados qualitativamente em cromatografia de
camada delgada (CCD), e qualitativamente por HPLC (tabela 12).

A hidrélise prolongada da xilana beechwood resultou na diminuicdo na
concentracdo de X4 enquanto a concentracao de X3 e X2 aumentava, e apds 12 horas
é possivel identificar material correspondente a xilose (Figura 39 A). Ja para a hidrélise
da hemicelulose extraida do bagaco de cana-de-acucar ndo € visivel a presenca de

xilose, sendo o produto predominante entre X4, X3 e X2 (Figura 39 B).

Figura 39. Andlise dos produtos de hidrélise enzimatica prolongada por cromatografia em
camada delgada (CCD). Marcador de xiloogossacarideos (X1 = xilose; X2 = xilobiose; Xz = xilotriose; Xa
= xilotetraose e Xs = xilohexose). Tempos de hidrolise enzimética 0,5; 1; 2; 5; 12 e 24 horas a 50 °C

sobre xilana Beechwood (A) e hemicelulose extraida do bagaco de cana-de-agucar (B).

A B

X1 X2

X2 X3

i X4

X4

X6
X6

P . - . » .
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Fonte: autoria propria.

A quantificagdo desse material foi feita por HPLC e os resultados estao

expressos na tabela 11. Apés 30 minutos de hidrélise enzimética sobre a xilana
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beechwood séo formados X2, X3 e X4, variando suas concentracdes até 12 horas, a
partir do qual observamos a presenca de xilose (X1). Em 24 horas ocorreu a formacgéao
de X5, com significativa diminuigdo de X3 e X4 (tabela 11).

A hidrélise do material hemiceluldsico extraido do bagaco de cana-de-agucar
apresentou X2 e X4 como produtos principais, ao decorrer do processo € possivel

observar aumento de X2 até 12 horas, tempo no qual ocorre a presenca de xilose.

Tabela 11. Quantificagdo por HPLC de xilooligossacarideos obtidos apods processo de

hidrélise enzimatica sobre substratos xilana beechwood e hemicelulose extraida do bagaco de cana-

de-acUcar.
Hidrélise enzimatica (xilana beechwood)
Tempo (horas) X1 X2 X3 X4 X5 X6 TOTAL
0,5 -- 2,22 3,18 1,96 -- -- 7,36
1 -- 2,59 2,54 1,70 -- -- 6,83
5 -- 3,37 2,85 1,70 -- -- 7,91
12 1,96 3,54 3,00 1,94 -- -- 10,45
24 1,72 3,01 0,10 0,54 2,85 -- 9,12
Hidrélise enzimética (hemicelulose bagago de cana-de-acguUcar)
Tempo (horas) X1 X2 X3 X4 X5 X6 TOTAL
0,5 -- 2,22 -- 2,43 -- -- 4,65
1 -- 2,59 -- 2,17 -- -- 4,76
5 -- 3,37 -- 2,19 -- -- 5,56
12 1,96 3,54 -- 2,42 -- -- 7,92
24 0,92 3,01 -- 2,01 -- -- 5,94

Fonte: autoria propria.

Em relacdo a hemicelulose extraida do bagaco de cana-de-acucar o material
utilizado foi obtido e caracterizado por (NASCIMENTO et al., 2022), sendo composto
por lignina 12,3 £ 3,04 hemicelulose 83,41 £+ 2,08 celulose 3,02 + 1,77 (valores em
%). Tipicamente a estrutura molecular de xilanas do bagaco de cana-de-aglcar &

complexa, sendo composta por 4-O-metil-glucuronoarabinoxilanas consistindo de um
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esqueleto B-1,4- D -xilopiranosil linear, ligado com ramificacbes em O-2 de unidades
acido 4-O-metilglucurdnico e O-3 de unidades arabinofuranosil (BIAN et al., 2012;
MORAIS DE CARVALHO et al., 2017).

A complexidade estrutural da xilana presente na hemicelulose do bagaco de
cana-de-acucar, transforma esse material em potencial para obtencdo de materiais
com maior valor agregado. Os resultados obtidos nesse estudo mostram a producéo
de xilose (0,92 g.L ), xilobiose (3,01 g.L ™) e xilotetraose (2,01 g.L ) apds 24 horas de
hidrélise enzimética (tabela 11). Valores de xilobiose s&o superiores, enquanto
xilotetraose séo inferiores, e ndo observamos a formacdo de oligdmeros maiores
como os relatados para a utilizacdo de 30 U/g de endoxilanase de Aspergillus
versicolor sobre a hidrélise de 2% (m/v) do pseudo-caule de bananeira, que apos 24
horas obtiveram a producéo 0,44 g.L* de xilobiose, 3,2 g.L* de xilotetraose e 4,24 g.L
! de xilopentose+xilohexose (FREITAS, 2019).

A presenca de polimeros com menor grau de polimerizacdo durante a
hidrélise de xilana beechwood é semelhante ao observado quando aplicada
endoxilanase GH11 recombinante de Bacillus subtilis Lucky9 sobre o mesmo
substrato, obtendo-se X2, X3 e X4 como produtos principais apés 4 horas (CHANG et
al., 2017).

Tempos prolongados de hidrolise com endoxilanase recombinante de
Kitasatospora sp. sobre xilana oat spelt, apresentaram oligdbmeros de X2 a X5 e
pequenas quantidades de X6 e X7 apos 72 horas (RAHMANI et al., 2019). Enquanto
a endoxilanase recombinante de Nonomuraea flexuosa produziu de X2 a X5 apos 2
horas de hidrélise, e ao avancar o tempo de hidrélise para 48 horas observou-se
apenas X1, X2 e X3 como produtos (ZHANG et al., 2011).

Autores relatam a atividade de transglicosilagdo ocorrendo simultaneamente
a atividade hidrolitica de endoxilanases pertencentes a familia GH 11 (LI et al., 2017)
ou no caso do subsitio -2 ndo estar ocupado em decorréncia de razdes estéricas ou
de alta concentracéio de substrato (KOLENOVA; VRSANSKA; BIELY, 2006).

Durante a atividade hidrolitica, as moléculas de agua entram no sitio ativo em
uma regido préxima a ligacéo glicosidica, atacando o cétion carbodnio intermediério e
promovendo a clivagem da ligacéo glicosidica. Porém o caminho da reacdo pode
mudar para a transglicosilacdo na presenca de alta concentragcdo de moléculas
atuando como receptor (KIM et al., 1999; LI et al., 2017). Essa proposta de caminho

da reacdo esta exemplificada na figura 40.
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Figura 40. Proposta de competicdo do caminho da reagéo entre transglicosilacdo e hidrélise

no sitio ativo das endoxilanases. 1, hidrélise; 2, transglicosilacéo.
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Fonte: (KIM et al., 1999; LI et al., 2017)

IO

O caminho da reacao proposto foi abordado como responsavel pela hidrélise
de &cido aldohexaurénico em acido aldopentaurdnico e xilobiose, através da acao de
quatro endoxilanases GH11 distintas (KOLENOVA; VRSANSKA; BIELY, 2006). Com
bases na literatura, foi construido um esquema para propor o mecanismo de acao da
endoxilanase em estudo sobre o substrato xilana beechwood, demonstrando a reacéo
de transglicosilacao que resultaria na formacao de xilobiose e xilotriose como produtos

principais da acdo enzimatica (Figura 41).



106

Figura 41. Esquema do modo de acao da endoxilanase sobre xilana beechwood (4-O-metil-
glucoroxilana). (A) formagdo do complexo enzima-substrato, do qual é liberado xilotriose; (B)
intermediario covalente é atacado por outra molécula de substrato; (C) xilopentose é formado e

deslocado; (D) xilopentose € clivado em xilotriose e xilobiose.
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Fonte: Autoria propria baseado em (KOLENOVA; VRSANSKA; BIELY, 2006)

Assim sendo, a utlizacdo da endoxilanase para producdo de
xilooligossacarideos mostra-se atraente para a producdo de oligossacarideos com

menor grau de polimerizagéo, que podem ser utilizados como prébioticos.
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7. CONCLUSOES

Em relagdo aos parametros termodinamicos, o glicerol foi capaz de favorecer
a reacao de hidrolise do substrato por meio da diminuicdo na energia de ativacéo da
reacao (Ea), e de aumentar a resisténcia da enzima a desnaturagao térmica, atraves
do aumento da energia de ativacdo da desnaturacdo térmica (Eaw). O efeito
termoprotetor do glicerol sobre a estrutura terciaria da enzima foi evidenciado pelos
valores de entalpia (AHp) e entropia (ASp) e energia de Gibbs (AGp). O efeito
termoprotetor do glicerol sobre a estrutura da endoxilanase foram confirmados pelos
resultados das simula¢des de dinamica molecular, uma vez que os valores de RMSD
e Rg foram menores quando simulados na presenca do composto do que nos ensaios
com a enzima livre. O glicerol também foi capaz de afetar os parametros cinéticos da
enzima, por meio de aumento da velocidade maxima da reacao (Vmax), porém nao
houve alteracdo na afinidade da enzima pelo substrato avaliado (Km).

Os parametros cinéticos da endoxilanase sofreram alteracdes na presenca de
compostos fendlicos. Acido siringico e acido ferdlico apresentaram os maiores valores
de velocidade maxima (Vmax), seguido por acido vanilico, e os valores de K foram
menores na presenca desses compostos. JA o acido 4-hidroxibenzoico nao
apresentou influéncia sobre os parametros cinéticos da endoxilanase.

Analises de docking molecular foram realizadas em busca de sitios de
interagdo para os compostos fendlicos na estrutura da endoxilanase. Quando a
estrutura modelada sem a his-tag na regido N-terminal foi submetida as andlises de
docking, uma cavidade oposta ao sitio ativo foi identificada, despertando a ideia de
que a ligacdo dos fendlicos nessa cavidade poderia promover uma modulacéo
alostérica e potencializar os parametros cinéticos. Uma nova analise foi realizada com
a estrutura tridimensional modelada com a his-tag na regido N-terminal, nesse caso
observamos a rotacao de Trp 177 para o interior da estrutura proteica, o que resultou
na perda da cavidade anteriormente descrita, ndo demonstrando sitios de interagao
para os compostos fenodlicos avaliados, além do sitio ativo da enzima.

A aplicagéao da endoxilanase na extracdo do mosto de uva mostrou-se efetiva
até o tempo de 120 minutos a 50°C, promovendo maiores rendimentos de extracao,
maior quantidade de solidos totais, acUcares redutores totais e compostos fendlicos.
Além de melhorar os parametros de cor como intensidade e tonalidade, assim como

a clarificagcdo do material obtido, tornando o mosto de uva mais adequado aos
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parametros sensoriais exigidos pelos consumidores de produtos a base de suco de
uva.

Os produtos principais da hidrélise de endoxilanase sobre xilana beechwood
séo os oligossacarideos X4, X3 e X2, sendo observado a presenca de xilopentose ao
final de 24 horas de hidrdlise, atribuindo esse fato a especificidade de interacéo e
reconhecimento do sitio de clivagem caracteristicas das enzimas pertencentes a
familia GH 11, e a competicdo do caminho da reacdo com o mecanismo de
transglicosilagdo. Os produtos principais da hidrolise de endoxilanase sobre a
hemicelulose extraida do bagaco de cana-de-acucar foram X4 e X2, com a presenca

de xilose ap6s 12 horas de hidrdlise.
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