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Figura 1 — Os dois mecanismos de hidrolise enzimatica de ligagbes glicosidicas. a — mecanismo
retentor, no qual o oxigénio da ligacdo glicosidica é protonado por um &cido (AH) e a saida do
aglicone (R) é facilitada por um ataque nucleofilico (B). O intermediario glicosil-enzima
resultante € hidrolisado e este segundo ataque nucleofilico regenera a configuracdo do carbono
anomérico. b — mecanismo inversor, no qual a protonacdo do oxigénio da ligacao glicosidica e a
saida do aglicone sdo simultaneos a um ataque pela molécula de &gua ativada por uma base (B").
Esta substituicdo nucleofilica Unica gera um produto com configuracdo anomérica oposta ao
substrato. Notar a distancia entre o nucledfilo (base; B-) e o0 &cido (AH) cataliticos, que é distinta

entre estes dois tipos de enzimas.
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celobiohidrolase

Figura 2 — Tipos de sitio ativo encontrados em glicosideo hidrolases. a — bolséo; b — fenda; ¢ -

tanel. Os residuos cataliticos estdo marcados em vermelho. Baseado em Davies e Henrissat (1995).
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familia 1 familia 2 familia 5 familia 6 familia 6 familia 7

B-glicosidases B-galactosidases  endoglucanase celobiohidrolasell endoglucanase celobiohidrolasel
retentora (e->€) retentora (e>e) retentora (e—>e) inversora (e>a)  inversora (e>a)  retentora (e>e)
(B/o)g barril (B/a)g barril (B/a)g barril barril B/a distorcido B-jelly roll

familia 7 familia 9 familia 10 familia 11 familia 13 familia 14
Endoglucanase  endoglucanase xilanase xilanase o-amilase B-amilase
retentora (e->€) inversora (e>a)  retentora (e—>e) retentora (e>e)  retentora (a—>a) inversora (a—>e)

B-jelly roll (ov/a)g (B/a)g barril B jelly roll (B/av)g barril (B/o)g barril

familia 15 familia 16 familia 17 familia 18 familia 19 familia 22
Glucoamilase endo-1,3(4)- glucana- quitinase quitinase lisozima c
B-glucanase 1,3-B-glucosidase
inversora (a>e)  retentora (e>e) retentora (e—>e) retentora (e—>e) inversora (e>a)  retentora(e—>e)
(o/a)g B jelly roll (B/o)g barril (B/ou)g barril principalmente o misto o + 3
familia 23 familia 24 familia 33 familia 34 familia 45
lisozima g lisozima sialidase sialidase endoglucanase
inversora (e>a)  inversora (e~>a) retentora (e—>e) retentora (e->e) inversora (e~>a)
misto a+p misto o+ hélice B hélice B barril B (6 fitas)

Figura 3 — Representacdo de algumas familias de glicosideo hidrolases. a-hélices em vermelho e fitas

17
B em azul. Baseado em Davies & Henrissat (1995) e Henrissat & Davies (1997).



Figura 6: Modelo do sitio ativo da SfBgli50 indicando os glutamatos essenciais a catalise

(E1g7 € E39g) € 0s residuos com os quais eles formam ligacGes de hidrogénio (Rg;, Yj3; €
N3,). O modelo da SfBgli50 foi construido computacionalmente (Swissmodeller) com

base nas estruturas das -glicosidases de B. polymyxa e S. alba.
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Figura 23: Eletroferograms da reacdo de sequenciamento dos plasmideos pT7-7 codificando
as SfBgli50 mutantes N3zA, N3z9D e N3pQ. As caixas vermelhas indicam os nucleotideos

mutados.
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