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RESUMO 

 

Este trabalho realizou estudos sobre propriedades bioquímicas, estruturais e 

aplicação de uma endoxilanase pertencente à família GH 11 do fungo termofílico 

Myceliophthora heterothallica F.2.1.4. Foram avaliadas características estruturais 

através de análises de bioinformática, 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 aleatório (random coil). Os resíduos catalíticos da 

enzima foram identificados como glutamatos nas posições 89 e 181. A produção da 

enzima foi feita por expressão heteróloga em Pichia pastoris linhagem X33 

(Komagataella phaffi) durante 144 horas a 28 ºC induzida por metanol. A presença da 

glicosilação na região N-terminal inibiu a afinidade por íons metálicos imobilizadas da 

cauda de histidina, por isso o protocolo alternativo de purificação foi estabelecido onde 

obtivemos um rendimento final de 6,0% da purificação. A enzima purificada foi 

analisada quanto à influência do glicerol sobre parâmetros termodinâmicos e 

cinéticos, onde o glicerol amentou significativamente Vmax não apresentando variações 

significativas sobre Km, diminuiu a energia de ativação da reação e da desnaturação 

térmica, aumentou os valores de meia vida, entropia e entalpia, porém não promoveu 

alterações nos valores de energia livre de Gibbs da desnaturação térmica. Simulações 

de dinâmica molecular evidenciaram que a presença do glicerol promoveu menores 

valores de RMSD e Rg. Os parâmetros cinéticos também foram avaliados na presença 

de compostos fenólicos, onde apenas os valores de Vmax foram aumentados na 

presença de ácido siríngico, ácido ferúlico e ácido vanílico. Análises de docking 

molecular não identificaram sítios de ligação na superfície da estrutura enzimática. Os 

efeitos observados podem ser atribuídos à adsorção dos fenólicos sobre as fibras de 

xilana, favorecida pelo pH do meio reacional. A aplicação de 10 U.g-1 da enzima na 

maceração enzimática para extração do mosto de uva, proporcionou aumento de 8% 

no rendimento após 2 horas em 55ºC, diminuição da acidez total e aumento nos 

valores de pH, sólidos solúveis, açúcares redutores e conteúdo de polifenólicos totais. 

A qualificação dos produtos de hidrólise da endoxilanase foi feita sobre os substratos 

xilana beechwood e hemicelulose extraída do bagaço de cana-de-açúcar. Em 24 

horas de hidrólise foi possível identificar X1, X2 e X5 como produtos principais para a 

xilana beechwood, a presença de X5 foi relacionada ao mecanismo de 

transglicosilação descrito na literatura. No mesmo tempo para a hemicelulose extraída 

do bagaço de cana-de-açúcar foram identificados X1, X2 e X4. A diferença entre os 

produtos encontrados deve-se à constituição estrutural dos substratos avaliados. 

 

 

Palavras-chave: Endoxilanase. Cinética enzimática. Termodinâmica. Maceração 

enzimática. Xilooligossacarídeos. 

 

 

 

 



6 
 

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 55ºC, 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. INTRODUÇÃO

Tem-se intensificado, especialmente nos últimos anos, a preocupação com a 

sustentabilidade ambiental e os efeitos negativos provocados pela exacerbada 

produção de resíduos industriais e agroindustriais, que necessitam de tratamento 

antes de retornarem ao meio ambiente ou podem ser empregados como matéria-

prima para novos produtos. Dentre esses resíduos encontra-se a biomassa 

lignocelulósica, composta principalmente por celuloses, hemiceluloses e lignina. 

Desde a descoberta da fermentação acetona-butanol por Chaim Weizmann 

se abriu o caminho para a obtenção de produtos de elevado valor agregado utilizando 

microrganismos adequados e substratos de baixo custo (NUNCIRA, 2013). Essa 

abordagem possibilita a obtenção de produtos como exemplo xilooligossacarídeos 

(XOS) com propriedades prebiótica que facilitam o crescimento de Bifidobacterium 

spp. e Lactobacillus spp. no trato gastrointestinal (ROBERFROID, 1997), o etanol de 

segunda geração (RAELE et al., 2014), gás metano (IBRAHIM et al., 2017), e ácido 

cítrico (FRANÇA, 2016), a partir da hidrólise dos polissacarídeos para liberação de 

seus açúcares 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 

decomposição pode ser realizada com o auxílio de enzimas, que atuam como 

catalisadores biológicos altamente desejáveis devido à sua especificidade e por 

poderem agir com eficiência em condições suaves de reação. (ALAM et al., 1994; 

CHANWICHA et al., 2015; DE MENEZES; SILVA; DURRANT, 2009). 

A hemicelulose é o segundo polissacarídeo mais abundante na parede celular 

vegetal, dentre as quais a xilana é o principal. A xilana apresenta em sua cadeia 

principal unidades de D-xilose unidas por ligações glicosídicas do tipo β-1,4, e cadeias 

laterais contendo resíduos de L-arabinose, ácidos urônicos e diferentes carboidratos 

(SILVA et al., 1998), tais características tornam esse material atraente para aplicações 

biotecnológicas.  

A degradação da xilana envolve uma associação de enzimas denominada 

“complexo xilanolítico”, cuja aplicações industriais são as mais diversas incluindo 

capacidade de remover a hemicelulose das polpas de celulose, sendo aplicadas na 
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indústria em substituição ao cloro para promover o branqueamento da polpa de 

celulose na fabricação de papel (GANGWAR; PRAKASH; PRAKASH, 2014).   

Além disso, muitos outros processos podem ser incrementados com a 

utilização dessas enzimas em substituição aos processos químicos convencionais, 

como é o caso da liberação de monômeros de xilose para a fermentação de leveduras 

e produção do adoçante não cariogênico xilitol (TAMANINI; HAULY, 2004). 

As xilanases também são utilizadas na complementação alimentar de animais 

como frangos, pois degradam ingredientes que não fornecem muitos nutrientes às 

aves, uma vez que elas não possuem essas enzimas em seu aparelho digestivo, 

possibilitando a utilização de novas fontes de alimentos (CAMPESTRINI; SILVA; 

APPELT, 2005). 

Na indústria alimentícia, o uso de xilanase destaca-se na maceração 

enzimática de polpa de frutas (KAUSHAL et al., 2021), facilitando o processo de 

extração do mosto, melhorando características organolépticas como cor e aroma 

através da maior extração de compostos fenólicos e diminuição da turvação do 

material (DALAGNOL et al., 2017; NOGALES-BUENO et al., 2020). O uso de 

xilanases estende-se na panificação, com a finalidade de promover a degradação das 

pentosanas, polissacarídeos constituídos de D-xilose e L-arabinose, para facilitar o 

manuseio da massa, aumentando o crescimento da mesma e resultando em pães de 

maiores volumes (DA-SILVA; FRANCO; GOMES, 1997). 

Estudos de caracterização bioquímica sobre parâmetros cinéticos e 

termodinâmicos, e caracterização estrutural sobre estrutura tridimensional, interações 

com substrato ou outros compostos, garantem entendimento sobre aspectos 

importantes para o desenvolvimento de novos métodos de utilização de enzimas, ou 

para o aperfeiçoamento de métodos já existentes. Nesse contexto se enquadra o 

presente projeto. 
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7. CONCLUSÕES

Em relação aos parâmetros termodinâmicos, o glicerol foi capaz de favorecer 

a reação de hidrólise do substrato por meio da diminuição na energia de ativação da 

reação (Ea), e de aumentar a resistência da enzima à desnaturação térmica, através 

do aumento da energia de ativação da desnaturação térmica (Ea(d)). O efeito 

termoprotetor do glicerol sobre a estrutura terciária da enzima foi evidenciado pelos 

valores de entalpia (ΔHD) e entropia (ΔSD) e energia de Gibbs (ΔGD). O efeito 

termoprotetor do glicerol sobre a estrutura da endoxilanase foram confirmados pelos 

resultados das simulações de dinâmica molecular, uma vez que os valores de RMSD 

e Rg foram menores quando simulados na presença do composto do que nos ensaios 

com a enzima livre. O glicerol também foi capaz de afetar os parâmetros cinéticos da 

enzima, por meio de aumento da velocidade máxima da reação (Vmax), porém não 

houve alteração na afinidade da enzima pelo substrato avaliado (Km). 

Os parâmetros cinéticos da endoxilanase sofreram alterações na presença de 

compostos fenólicos. Ácido siríngico e ácido ferúlico apresentaram os maiores valores 

de velocidade máxima (Vmax), seguido por ácido vanílico, e os valores de Km foram 

menores na presença desses compostos. Já o ácido 4-hidroxibenzoico não 

apresentou influência sobre os parâmetros cinéticos da endoxilanase.  

Análises de docking molecular foram realizadas em busca de sítios de 

interação para os compostos fenólicos na estrutura da endoxilanase. Quando a 

estrutura modelada sem a his-tag na região N-terminal foi submetida as análises de 

docking, uma cavidade oposta ao sítio ativo foi identificada, despertando a ideia de 

que a ligação dos fenólicos nessa cavidade poderia promover uma modulação 

alostérica e potencializar os parâmetros cinéticos. Uma nova análise foi realizada com 

a estrutura tridimensional modelada com a his-tag na região N-terminal, nesse caso 

observamos a rotação de Trp 177 para o interior da estrutura proteica, o que resultou 

na perda da cavidade anteriormente descrita, não demonstrando sítios de interação 

para os compostos fenólicos avaliados, além do sítio ativo da enzima. 

A aplicação da endoxilanase na extração do mosto de uva mostrou-se efetiva 

até o tempo de 120 minutos a 50ºC, promovendo maiores rendimentos de extração, 

maior quantidade de sólidos totais, açúcares redutores totais e compostos fenólicos. 

Além de melhorar os parâmetros de cor como intensidade e tonalidade, assim como 

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

uva. 

Os produtos principais da hidrólise de endoxilanase sobre xilana beechwood 

são os oligossacarídeos X4, X3 e X2, sendo observado a presença de xilopentose ao 

final de 24 horas de hidrólise, atribuindo esse fato a especificidade de interação e 

reconhecimento do sítio de clivagem características das enzimas pertencentes à 

família GH 11, e a competição do caminho da reação com o mecanismo de 

transglicosilação. Os produtos principais da hidrólise de endoxilanase sobre a 

hemicelulose extraída do bagaço de cana-de-açúcar foram X4 e X2, com a presença 

de xilose após 12 horas de hidrólise.  
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