Enzimologia - PBI 5206

Inicio 6/03/2017 termino: 21/06/2017
Aulas : quarta-feira 8:00h — 9:40 h
Sexta-feira 9:00h — 12:00 h

Calendario :

aulas tedricas — Marco (8, 15, 22, 29)

aulas praticas — Margo (10, 17, 24,31)

7/04- apresentacao e discussao resultados das aulas praticas

aulas tedricas — Abril (5,12,19, 26,28)

Prova 1- 10/05

aulas praticas - Maio (12,19, 26)

aulas tedricas — Maio (17, 24, 31)

2/06 - apresentacao e discussio resultados das aulas praticas

aulas tedricas — Junho ( 7, 9, 14)

Prova 2 - 21/06

Seminarios individuais: cada aluno apresentara um artigo de sua escolha sobre temas da
disciplina (caracterizagao fisico-quimica e cinética de enzimas), com duracao de 15 a 20 min
cada.

Avaliacao da disciplina: 50% para os dois relatérios de pratica — 50 % seminario individual.
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Atividade Enzimatica
Reacao de 12 Ordem

S->P
% Determinar S utilizado ou o
P formado durante qualquer
intervalo de tempo =
Equacao integrada de 12
ordem.

[5] ou [F]

o[22
=

[S]

£ Ly Tempo

O aparecimento de P e o desaparecimento de S nao sao lineares
com o tempo



k=1 (100% do substrato presente no
tempo zero seria utilizado em 1 min a V cte.

5] 1 S),

2,3-log S| = k(t—1t,)



Reacao de 1 Ordem

log [S] 1 % t,, = tempo de “meia vida”
log[s], |. TR 7 - tempo necessario para
\ ; /o converter em P metade do S
presente.
5] 0,693
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i
I
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Ex. Se o tempo médio de uma reacao de primeira ordem ¢ 0,3s, qual sera
sua constante de velocidade k? Quanto tempo levara para 95% do
substrato desaparecer? In 20 = 2.99



Ex. Seja a reacao A -K--%P. Sabendo-se que os t,, para a reagao
efetuada em pH 5 e 6 sao respectivamente 0,099 min e 0,347 min.
Calcular o valor de K em cada um dos pH. Voce acha que a reacao seria
mais rapida para pHs altos? Por que?

S] dt | gss = ket

[ dS/S = k[dt

t,, S= S/2
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Unidade de Atividade
Enzimatica

Segundo a Enzyme Comission, uma Unidade de
Atividade (U) corresponde a transformacao de um
micromol de substrato, ou a formacao de um
micromol de produto por minuto pela enzima, nas
estabelecidas condi¢cbes do ensaio( temperatura, pH,
concentracao de substrato).

A atividade especifica € expressa em termos de
atividade por mg de proteina (U/mq)



Aspectos praticos de determinacao de atividades enzimaticas

Ex. Beta-glucosidase

1. E necessério conhecer que tipo de reacdo que a enzima catalisa

2. E necessério verificar que método analitico poderia ser aplicado para a
determinacéo do substrato ou do produto de reagdo

3. Definido um método analitico é necessario conhecer ou determinar qual
€ a relacdo resposta (sinal) x concentracdo desse produto de reagéo -

calibracao
A = absortividade x caminho o6tico x concentracao

4. Com o método analitico e a calibragdo em maos é necessario ensaiar o
extrato e medir sua atividade enzimatica

5. De posse dos resultados € necessario calcular a atividade enzimatica



Atividade de Beta-glucosidase
Vamos supor que a reacao foi realizada com a seguinte mistura:

- 0,1 ml de uma solucao 10 mM de para-nitrofenil-glicose
-1,8 ml de tampao em pH apropriado para a acao de beta-glicosidase
-0,1 ml de extrato

-Quanto de p-nitrofenol foi formado em 1 min?
A formacao do produto p-nitrofenol foi monitorado a 410 nm
A absortividade molar do p-nitrofenol € 1 mM-cm-’

- Da reta com os dados de velocidade

% [P] inicial Abs/seg = 0,0053/seg ou 0,318
7 abs/min

-Utilizando a lei de Lambert-Beer temos:

e
=

: -Abs=1 (mM-1 cm-) x 1 cm x C (mM)
| -0,318/1.1=C
: [S] -C =0,318 mM

£ L Tempo



0,318 milimoles 1000 ml
X 2 ml (volume total da reag¢ao)

X =0,000636 milimoles de p-nitrofenol em 1 min ou 0,636 micromoles

Portanto, dentro da cubeta haviam 0,636 Ul de beta-glicosidase. Como essa
quantidade vinha de 0,1 ml de extrato, havia 6,36 Ul/ml de extrato.

Como esse extrato estava diluido 1:5, no extrato original haviam
31,8 Ul/ml extrato



Exercicio de aplicacao:

Ex. 1 - Um extrato contem 20 mg/ml. Dez microlitros desse extrato num
volume de reacao de 0,5 ml catalisaram a formacao de 30 nmoles de
produto em 1 min sob condicbdes Otimas de ensaio. A) exprima v em
termos de nmoles/volume de ensaio; b) micromoles/ml/min c) Qual seria V
se 0os mesmos 10 microlitros fossem ensaiados num volume de 1 mi? d)
Qual a concentragdo da enzima no extrato (U/ml) e) Qual a atividade
especifica da reacao?



Exercicio de aplicacao:

2) A partir dos dados fornecidos abaixo calcular a atividade (Unidades/mg
proteina) da maltase e da trealase presentes em um homogeneizado de tubo
digestivo de um inseto. Uma unidade de enzima € a quantidade de enzima que
catalisa a hidrolise de 1 micromol de substrato por min em condi¢cdes definidas

Curva padrao de proteina Curva padrao de glicose
método de Lowry método da Glicose oxidase (TGO)
Tubo Albumina | H2O Reagente | Reagente | A750 x B Tubo Glicose | H20 Reativo | A420x B
0,25 (ml) C de Folin
0,5 mg/ml (ml) (TGO)
mg/ml (ml) (ml) o
(ml)
1 0,02 0,18 1 0,1 0,05 ! 0,01 0,49 3 0,061
2 0,04 0,16 1 0.1 0,07 2 0,02 0,48 3 0,125
3 0,06 0,14 1 0,1 0,133 3 0,05 0,45 3 0,3
4 0,08 0,12 1 0,1 0,155 4 0,10 0,40 3 0,661
5 0,10 0,10 1 0,1 0.23 > 0,15 0,35 3 1,0
6 0,16 0,04 1 0,1 0,345 6 0,20 0,30 3 1,32
7 0,20 - 1 0,1 0,427 B 0.50 3
8 0,20 1 0,1




0,1 ml do homogeneizado de tubo digestivo foi submetido ao método de Lowry
et al. E resultou em uma absorbancia A750 = 0,300. Amostras do mesmo
homogeneizado acima foram adicionadas em tubos, como descrito abaixo, na
presenca de maltose 14 mM ou trealose 14 mM em tampéo citrato fosfato 50
mM pH 6,0 e deixadas a 30 C pelos tempos indicados. Apds os tempos as
amostras foram fervidas e depois de esfriar o reagente de TGO foi adicionado e
glicose determinada.

Ensaio de trealase

Tubo

Homogeneiza
do
(ml)

Trealose em
tampao
(ml)

Tempo
(min)

TGO
(ml)

A420x B

0,25

0,25

30

0,08

0,25

0,25

60

0,17

0,25

0,25

90

0,27

0,25

0,25

120

0,365

ol I S S

W | W | W | W | W




Significado das expressoes cofator, grupo
prostético e coenzima

Cofator - substancias que, nao sendo reagentes nem produtos da
reacdo, sao indispensaveis a atividade da enzima que catalisa a
reacao em analise. Ex. ATP-Mg?*

Coenzimas sao substancias que podem estar em dois estados (ou
formas) interconvertiveis durante o metabolismo celular: NAD*/NADH,;
NADP*/NADPH:; a coenzima A: acetil-CoA; succinil-CoA ou acil-CoA.

Grupo prostético - componentes de uma proteina que nao sao
constituidas por residuos aminoacidicos mas que estao
permanentemente ligados (em muitos casos por uma ligagcao
covalente) a(s) cadeia(s) aminoacidica(s).



Os nomes das enzimas descrevem as suas
atividades cataliticas

Quando a uma mesma atividade enzimatica correspondem
varias proteinas que sao produtos de genes distintos que
coexistem numa mesma especie diz-se que estas

proteinas sao isoenzimas e sao denominadas com O
mesmo nome.



NOMECLATURA

Classificacao das enzimas em relacido a reacao
isada (ENZYME COMMISSION)

cata

Classes de enzimas Numero de Tipo de reacao
subclasses
1. Oxidorredutases 20 Envolve o0 movimento de eletrons de uma molécula a outra.
Em sistemas bioldgicos nés vemos a remocao de hidrogénio do
substrato e as enzimas sio chamadas desidrogenases.
2. Transferases 9 Envolve a transferéncia de grupos de atomos de uma molécula
a outra
3. Hidrolases 12 Catalisa reacoes entre um substrato e a agua. Moléculas
grandes sao quebradas em pequenas unidades.
4. Liases 7 Catalisam a adicao de grupos a duplas ligacoes ou a formacao
de duplas ligacoes através da remocao de grupos.
5. Isomerases 6 Catalisam a transferéncia de grupos de uma posicao a outra
na mesma molécula.
6. Ligases 5 Ligam moléculas através de ligacdes covalentes..




O que significam os numeros do tipo “EC 2.7.1.1”?

Utilizando-se uma classificacdo proposta pela Comissao de
Enzimas da Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular.

Glicose + ATP —E22™ . Glicose-6P +_ ADP

Nome trivial: Hexoquinase

Nome Sistemdtico: ATP:glicose fosfotransferase (EC 2.7:1,1)

2: Transferase

7: Fosfotransferase

1: Fosfotransferase com grupo OH como aceptor

1: Fosfotransferase com grupo OH da glicose como acep




Enzimas usadas em processos industriais

Classe

Enzimas Industriais

1.0Oxidorredutases

Peroxidases
Catalases
Glucose oxidases
Lacases

2. Transferases

Frutosil-transferases
Glucosil-transferases

3.Hidrolases

Amilases
Celulases
Lipases
Pectinases
Proteases
Pululanases

4.Liases

Pectato liases
Alfa-acetolactoase
descarboxilases

S5.Isomerases

Glucose isomerase

6.Ligases

No momento ainda nao sao usadas




TIPO DE ENZIMA CODIGO EC SINONIMO MECANISMO
-G-G-G-G-G-G-G-G*-
Endo-1,4-B-D- EC 3.21.4 Endoglucanase A A
glucano-4- Endocelulase quebras de ligagoes internas ao
glucanohidrolase acaso
-G-G-G-G-G-G-G-G*-
Exo- 1,4-B-D-glucan- | EC 3.2.1.91 | Celobiohidrolase A A
4-celobiohidrolase Exoglucanase liberacao de celobiose a partir
Exocelulase do extremo redutor® ou nao-
(CBH1yllde redutor
T.reesei)
-G-G-G-G-G-G-G-G*
Exo- 1,4-B-D-glucan- | EC 3.2.1.74 Exoglucanase | -
4-glucohidrolase Exocelulase A
liberagcao de glucose a partir do
extremo nao-redutor
G-G, G-G-G-G
1,4- B-D-Glucosidase | EC 3.2.1.21 Celobiase A A
liberacao de glucose a partir de
celobiose ou de celodextrinas
pequenas
Celobiose- CDH Oxidagao do extremo redutor de
desidrogenase EC 1.1.9.18 celobiose
LPMO (GH61) EC 3.21.4 ?




Carbohydrate-Active enZYmes Database

CAZy database descreve as familias de carboidrato hidrolases e
CBD

Online desde 1998, CAZy € uma base dedicada a analise de genoma,
estrutural e informacgao bioquimica de Carbohydrate-Active Enzymes
(CAZymes).

Classes de enzimas cobertas
Glycoside Hydrolases (GHs) : hydrolysis and/or rearrangement of glycosidic
bonds (see CAZypedia definition)
GlycosylTransferases (GTs) : formation of glycosidic bonds (see definition)
Polysaccharide Lyases (PLs) : non-hydrolytic cleavage of glycosidic bonds
Carbohydrate Esterases (CEs) : hydrolysis of carbohydrate esters

Carbohydrate-Binding Modules (CBMs) : adhesion to carbohydrates




Esquema de acao do complexo hemicelulolitico

3 D-xyloss
) L-arabinese

4-C-methyl-C-
glusuranic acid

@ Ferulic acd

i D-galactoss
T Acetyl group

SYMBOL ENZYME EC- LINKaGE HYDROLYSED
HUBER

Jl Ende-1, 44 mdarass 248 fi-1.4

I fi-D-aylosidasa 2447 fi-1.4
ie-L-ambircluanosidasa | 3.2.1.65 L1 2 o-L-1 3 ard el -1,6

= Arsbrcoylan arabino
luranohydclases

— re-D-glumircridasa 2.2 1,2

=+ leruloyd askarss 3.24 askar band

3 ie-C-galackosdasa d.21.2 1,6

et asaty boylan etanse Ai1E askar band

Fonte: Aro et al, 2005.



Familias: glicosil hidrolases e carboidrato esterases

The hemicel lulolytic enzymes, their classification into GH and CE families and the current crystallographic state.

Enzyme® Substrates EC Family Structure status and
PDB entries”
Endo-fi-1,4-xylanase f-1,4-xylan 3218 GH 5 Cryst. (1BQC)
8 Cryst. (1159)
10 1FHT, 1CLX, 1XYZ, 1HIZ. ..
11 1H4G, 1BCX, 11G0, 1F54. ..
43 (1GY D)
Exo-fi-1 4-xylosidase f-1,4-xylooligomers 3.2.1.37 GH 3 Cryst. (1EX1)
xylobiose 39 Cryst.
43 {1GYD)
a2 -
54 -
a-L-Arabinofuranosidase a-Arabinafuranosyl (1—2) 3.2.1.55 GH 3 (1EX1)
or {1—3) =zylocligomers 43 (1GYD)
#-1,5-arabinan 51 Cryst.
a4 -
62 Cryst.
Endo-x-1,5-arabinanase a-1,5-arabinan 3.2.1.89 GH 43 1GYD
a-Glucuronidase 4-0-methyl-=-glucuranic acid 321139 GH &7 1KaD, 16l
{12} xylooligomers
Endo-fi-1,4-mannanase f-1,4-mannan 3.21.78 GH &5 1BQC, 1QND
26 1GVY, 1GW1, 1J9Y
Exo-fi-1 4-mannosidase f-1,4-mannooligomers 32125 GH 1 (1Q0X)
mannobiose 2 (1BGL)
5 {(1COD0)
a-galactosidase s-galactopyranose (16} 32122 GH 4 -
mannooligomers 27 Cryst. (1KTB}
36 -
57 (1KAWY
f-glucosidase f-glucopyranose {1—4} 3.21.21 GH 1 1BGA, 1GNX, 100X
Mannopyranose 3 (1EX1)
Endo-galactanase f-1,4-galactan 3.2.1.89 GH 53 1FHL, 1FOB
Acetyl xylan esterase 2- or 3-0-acetyl xylan 3.1.1.72 CE 1 {1JJFy
2 =
3 =
4 -
5 1007, 1666
(5] —
7 Cryst.
Acetyl mannan esterase 2- ar 3-0-acetyl mannan 3.1.1.6

Ferulic and p-cumaric acid esterases 3.1.1.73 CE 1 1JJF, 1GKK




Diversidade de hemicelulases

The occurrence of the main hemicellulase genes in representative microorganisms (compiled from the CAZy server)

Organism Total Xylanase Xylosidase Arabincfuranosidases z-Glucuronidase Mannanase Mannosidase Acetyl xylan
hermi- GH family GH family ammbinanase GH family GH family GH family  GH family esterase CE
cellulases family

10011 43 3 39 43 52 43 51 54 62 &7 5 28 2 1 2 4 &
Bacteria (complete genoma)
Agrobactarium 4 1 1
tumefaciens C5&

Bacillus halodurans 9 1 1 1 1 2 1 2 2
C-125

Bacillus subtils 168 7 1 1 1 2 2

Bifidobacterium 13 2 i3 5
longum NCC2705

Caulobactar 8 2 i 2 1 1 1

crascentus CBT1S

Clostidium 14 2 1 1 3 1 1 4 1

acetobutylicum
ATCC 824

Streplomyces 11 2 1 3 2 1

coalicokor A3(2)

Tharmotoga mantima 8 2 1 1 1 1

Xanthomonas 12 3 1 6 1 1

axonopodis pr. Citri
sir. 308

Xanthomonas 11 2 2 1 6 1 1

campestns pv.
campeastng str.
ATCC 33573

Bacteria

Calidomonas firmi 2 1 1 1

Callvibrio japonicus 11 4 2 1 1 1 1 1

Geobacillus 8 2 1 1 2 1 1

stearo thermophilus T-8
Geobacilus 4 2 2
stearo thermophilus 271

Fungi

Aspargilius niger 12 4 1 1 1 2 1 1 1

Trichodaerma reeseal 8 1 2 1 1 1 1 1

Shallom et al, 2003.



Diversidade de hemicelulases: Penicilium

Enzymatic activity Source Gene Glycosyl hydrolase family Reference
Endoxylanase P funiculosam A 7 Alcocer et al. (2003)
ok 11 Alcocer et al. (2003)
o 11 Furniss et al. (2002)
NI 10 Furniss et al. {2005)
P parpurogenum A 10 Chévez et al. (2001a)
nnf 11 Diaz et al. (1997)
P chrvsogenum P 10 Hass et al. (1993)
P canescens viA 10 Serebryanyi et al. (2002)
P simplicissimum vad 10 Schmidt et al. (1998)
Penicidlinm sp. 40 A 11 Kimura et al. (2000
B-xylosidase P herquei 52 43 Ito et al. (2003)
P purpurogenum® - 43 Ito et al. (2003)
Arabinofuranosidase P parpurogenum abf 3 Carvallo et al. (2003)
Enzymatic activity Source Gene Carbohydrate esterase family Reference
Acetyl xylan esterase P purpurogenam axell 5 Gutiérrez et al. (1998)
axel Gordillo (unpublished)
Feruloyl esterase ! funiculosum JaeA 1 GenBank AJ312296
Jael 1 Kroon et al. {2000)

Fonte: Chavez et al, 2006.



Modo de acao de EXs 10/11 em glucuronoxilana

-4XyIB1-4XyIB1-4XyIB1-4XyI[31-4XyIB1-4XyI[31-4XyIB1-4XyIB1-4XyI[31-4XyIB1-
EXs 11 T i2 (A .2
MeGIcA MeGIcA Me GlcA

The shortest ac,dlc.‘fragments e

Xylp1-4XylB1-4Xyl* Xylp1-4Xylp1-4Xylp1-4Xyl*
2 B-xylosidase 2
| EX10 ~ — | EXM

a1 a1
MeGIcA MeGIcA

MeGiIcA substituents do not serve as recognition determinants




Acao de GH10 EX em acidos aldouronicos

MeGleA Xyl MeGleA Xyl
MeGleA Xyl

MeGleA

-

o . . -

e ®
‘ . ’ MeGleA Xyl;
C

MeGleA Xyl,

MeGleA Xyl

S 015 g 015 g x 0 15 g x §



Modo de acido de EXs 10/11 em Arabinoxilana

Araf
I
EXs 10 { ) s J ) J ) 2
-4XylB1-4Xyl31-4Xyl31-4Xylp1-4XylB1-4Xyl31-4XylB31-4XylB1-4Xyl31-4XylB31-4Xylp1-4X.
EXs 117 3 (M T 3 3 3
| | | I
o1 o1 ol ol
Araf Araf Araf Araf
The shortest L-Araf-containing fragments
(Xylp1-4)Xylp1-4Xyl* H* o Q o ‘ Xylp1-4XylB1-4Xylp1- 4Xyl*
|  EX10 MeGIcA | EX11
ot o O & a1
Araf H%%%Cﬁm Araf
Araf

Mode of action seems to be influenced by L-Araf substituents in EXs of GH10







