RESSALVA

Atendendo solicitacao da autora,

0 texto completo desta tese sera

disponibilizado somente a partir
de 03/06/2024



AVA
9 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u ne Sp «JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sdo José do Rio Preto

Jéssica de Araujo Zanoni

Avaliacdo de parametros cinéticos, termodinamicos e caracterizacao
estrutural in silico de uma endoxilanase heter6loga do fungo

termofilico Myceliophthora heterothallica F.2.1.4 expressa em Pichia
pastoris.

Sao José do Rio Preto
2022



Jéssica de Araudjo Zanoni

Avaliacdo de parametros cinéticos, termodinamicos e caracterizacao
estrutural in silico de uma endoxilanase heter6loga do fungo
termofilico Myceliophthora heterothallica F.2.1.4 expressa em Pichia

pastoris.

Tese apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Doutor em Microbiologia, junto ao
Programa de  PoOs-Graduacdo em
Microbiologia, do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Séao José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES

Orientador: Prof. Dr. Gustavo O. Bonilla
Rodriguez
Coorientadora: Profa. Dra. Eleni Gomes

Locais de execucdo: Laboratério de Bioquimica de Proteinas
(LBP); Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia Aplicadas (LBMA);
Centro Multiusuario de Inovacédo Biomolecular (CMIB) IBILCE-UNESP,

Sao José do Rio Preto, SP.



Zanoni, Jéssica de Araujo

Z33a Avaliagdo de parametros cinéticos, termodinamicos e caracterizacio
estrutural in silico de uma endoxilanase heterdloga do fungo termofilico
Myceliophthora heterothallica F.2.1.4 expressa em Pichia pastoris. / Jéssica de
Araljo Zanoni. -- Sdo José do Rio Preto, 2022

121 p. :il., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio Preto
Orientadora: Gustavo Orlando Bonilla Rodriguez

Coorientadora: Eleni Gomes

1. Endoxilanase. 2. Cinética enzimatica. 3. Termodinamica. 4. Maceragéo

enzimatica. 5. Xilooligossacarideos. |. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Biociéncias Letras e
Ciéncias Exatas, S&o José do Rio Preto. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha n&o pode ser modificada.



Jéssica de Araudjo Zanoni

Avaliacdo de parametros cinéticos, termodinamicos e
caracterizacao estrutural in silico de uma endoxilanase heteréloga
do fungo termofilico Myceliophthora heterothallica F.2.1.4 expressa

em Pichia pastoris.

Tese apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Doutor em Microbiologia, junto ao
Programa de  Pés-Graduagcdo em
Microbiologia, do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Sao José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES

Comissao Examinadora

Prof. Dr. Gustavo Orlando Bonilla Rodriguez
UNESP — Campus de Séo José do Rio Preto
Orientador

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
USP — Campus de Sao Paulo

Profa. Dra. Heloiza Ferreira Alves do Prado
UNESP — Campus de llha Solteira

Profa. Dra. Marcela Marques de Freitas Lima
UNESP — Campus de Séo José do Rio Preto

Prof. Dr. Hamilton Cabral

USP - Campus de Ribeiréo Preto

Sao José do Rio Preto
3 de junho de 2022



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, professor Dr Gustavo Orlando Bonilla Rodriguez pela
oportunidade, orientagéo e paciéncia.

A minha co-orientadora, professora Dra Eleni Gomes, pela disponibilidade e apoio a

execucgao desse trabalho.
A todos os integrantes e amigos do Laboratério de Bioquimica de Proteinas (LBP),
Guilherme, lzabella, Moisés e Matheus, por todos os momentos compartilhados

durante os ultimos anos.

O mesmo se estende aos amigos do Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia
aplicada (LBMA), Cintia, Vitoria, Carlos, Maité, Erik, Eduardo.

A todos os professores e alunos do programa de pds-graduacdo em Biofisica

Molecular, em especial para Angela, Isabela, icaro, Murilo e Jorge.

Agradecimento especial aos membros da minha banca de qualificagdo Marcia e Roni,

gue foram de suma importancia para o trabalho.

A toda minha familia, que sempre me apoiou.

A0 meu pai, que eu sei que sempre esteve ao meu lado.

Ao meu guerido Daniel pelo apoio e incentivo em todos 0s momentos.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de financiamento 001.



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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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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