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RESUMO

O interesse na producéo de oligossacarideos através da transglicosilagao
tem crescido nos ultimos anos. Nas transglicosilagbes catalisadas por enzimas que
seguem o mecanismo Ping Pong bi bi, ha trés reagbes concorrentes: a
transglicosilacdo, a hidrolise primaria (hidrédlise da molécula doadora inicial) e a
hidrolise  secundaria (hidrolise do produto de transglicosilagédo). Nas
transglicosilagdes controladas cineticamente, o rendimento maximo do produto de
transglicosilagdo depende das seletividades da enzima para transglicosilagdo em
relacdo a ambas reagdes de hidrolise. Os métodos atuais para determinar a
seletividade caracterizam apenas a seletividade da transglicosilagdo em relagdo a
hidrolise primaria. No trabalho atual, foi desenvolvido um modelo que pode ser
usado para estimar ambas as seletividades a partir de um perfil de reacdo de
rendimento percentual do produto de transglicosilacédo tracado em relagédo ao
consumo percentual da molécula doadora. Através de estudos de caso da literatura,
foi demonstrado como o modelo pode ser utilizado para quantificar os resultados de
mutacdes destinadas a melhorar a seletividade. O modelo também foi usado para
explorar estratégias para melhorar o rendimento do produto de transglicosilagao.
Esta exploragdo demonstra que nao € suficiente ter altas seletividades para a
transglicosilagdo em relagéo a hidrolise, sendo também necessario que a reagéo de
transglicosilagao tenha uma constante de equilibrio razoavelmente alta.

Palavras-chave: Ping Pong bi bi. Enzima substituida. Glicosilases de retengéo.
Transglicosilases.



ABSTRACT

Interest in the production of oligosaccharides by transglycosylation has
grown in recent years. In enzyme-catalyzed transglycosylations that follow the Ping
Pong bi bi mechanism, there are three competing reactions: the transglycosylation
itself, primary hydrolysis (i.e. of the initial donor molecule) and secondary hydrolysis
(i.e. of the transglycosylation product). In kinetically controlled transglycosylations,
the maximum yield of the transglycosylation product depends on the selectivities of
the enzyme for transglycosylation in relation to these hydrolysis reactions. Current
methods for determining selectivity only characterize the selectivity for
transglycosylation in relation to primary hydrolysis. The current work develops a
model that can be used to estimate both selectivities from a reaction profile of
percentage vyield of transglycosylation product plotted against the percentage
consumption of the donor molecule. Case studies from the literature are used to
show how the model can be used to quantify the results of mutations aimed at
improving selectivity. The model is also used to explore strategies for improving the
yield of the transglycosylation product. This exploration demonstrates that it is not
sufficient to have high selectivities for transglycosylation in relation to hydrolysis, it is
also necessary that the transglycosylation reaction have a reasonably high
equilibrium constant.

Keywords: Ping Pong bi bi. Substituted enzyme. Retaining glycosidases.
Transglycosylases.



FIGURA 1:
FIGURA 2:
FIGURA 3:
FIGURA 4:

FIGURA 5:

FIGURA 6:

FIGURA 7:

FIGURA 8:

FIGURA 9:

LISTA DE FIGURAS

Esquema simplificado da reagao de transglicosilagao ............cc.c..cco... 16
Mecanismo catalitico para as glicosil hidrolases e transglicosilases ...... 18
Reacdes concorrentes no mecanismo Ping Pong bi bi. ......................... 19
Representacado das trés reacdes concorrentes num formato apropriado

para a aplicagdo do método King-Altman de deducdo de equacgdes
cinéticas. As reacbes sdo escritas em termos das varias formas da
(< gV 1 0 = PRSPPI 23
Perfis para o rendimento percentual do produto de transglicosilagéo a-L-
Fucp-(1—3)-D-GIcNAc em fungdo da porcentagem de consumo do
doador original a-L-FucpOCNP para a enzima do tipo selvagem AIfB de
Lactobacillus casei (x) e os mutantes W130H (x) e H80F (x). ............... 31
Perfis para “o rendimento percentual do produto de transglicosilagao de
Bn-B-D-Galf-(1,2)-a-D-Xylp em funcado da porcentagem de consumo do
doador original pNP-B-D-Galf. .........ccooeiiiiiiii e, 34
Perfis previstos para o produto de transglicosilagdo com a constante de
equilibrio para a reagdo de transglicosilagdo mantida no valor do caso
base (Keq) = 0,88) e diferentes valores de StHP € STHS. vvveeeeeeeeeeen... 37

Perfis previstos para o produto de transglicosilagdo com diferentes
valores da constante de equilibrio da reac&o de transglicosilagao. ....... 38
Perfis previstos para o produto de transglicosilagdo com um aumento de

10 vezes nao apenas em StHp € StHs, mas também em Keqm. ........... 39

FIGURA 10: Perfis previstos para o produto de transglicosilagdo com os valores do

caso base (Keq(r) = 0,88, StHp = 10549 e StHs = 14514), com aumento

nas concentragdes iniciais do doador e do receptor. .........c.ccceevevinnnnnnn. 40



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Simbolos usados para descrever as reagdes de transglicosilagédo, de
hidrolise primaria e de hidrolise secundaria, e o cdédigo de letra
correspondente utilizado nas equacgdes cinéticas. .........c.coceevveveveinnnn. 24

TABELA 2: Seletividades para a enzima do tipo selvagem AIfB e duas formas
mutantes, obtidas pelo ajuste do modelo aos dados de Teze et al..
(2021) para a reacao de transglicosilagdo com a-L-FucoOCNP como
doador e D-GICNAC COMO reCePtOr......cccvviviiiee e 31

TABELA 3: As seletividades para a enzima do tipo selvagem TxAbf e suas formas
mutantes, obtidas pelo ajuste do modelo aos dados de Bissaro (2014)
para a reagao de transglicosilagdo com pNP-B-D-Galf como doador e

BNn-a-D-Xylp COMO reCeptor. ........iiiiiieieie e 34



LISTA DE SIGLAS

areceptor - Atividade termodindmica da molécula receptora

8agua - Atividade termodinamica da agua

A - Molécula de substrato doador nos esquemas reacionais

A - Concentracao percentual normalizada de doador

B - Molécula de substrato receptor nos esquemas reacionais

B - Concentracao percentual normalizada do receptor

b - Molécula de agua nos esquemas reacionais

b - Concentracao percentual normalizada de agua

c - Porcentagem de consumo do doador

D - Denominador das equacgdes de velocidade das reagdes

[E]r - Concentracéo total da enzima

Keq(m) - Constante de equilibrio para a reagao de transglicosilagéo

Kwm - Constante de saturagao

Ka - Constante de especificidade da enzima para o doador

ks - Constante de especificidade da enzima para o receptor

ko - Constante de especificidade da enzima para a agua

Kcat - Constante catalitica

kp - Constante de especificidade da enzima para o grupo de saida

ka - Constante de especificidade da enzima para o produto da transglicosilagéo
Kq - Constante de especificidade da enzima para o produto final da hidrdlise
P - Molécula do grupo de saida durante a reac&o de transglicosilagao

P - Concentracao percentual normalizada do grupo de saida

Q - Molécula do produto da transglicosilagao

Q - Concentragéao percentual normalizada do produto da transglicosilagéo
q - Molécula do produto final da reagao de hidrdlise

q - Concentracao percentual normalizada do produto final da hidrélise

Ras - Constante de especificidade relativa combinada para a reacéao direta de
transglicosilagao

Rab - Constante de especificidade relativa combinada para a reacéo direta de
hidrdlise primaria

Rera - Constante de especificidade relativa combinada para a reagao inversa de



transglicosilagéo
Rab - Constante de especificidade relativa combinada para a reagao direta de

hidrolise secundaria

e - Velocidade da reagao de hidrdlise primaria

I'Hs - Velocidade da reagao de hidrdlise secundaria

rr - Velocidade da reagao de transglicosilagao

I'T/H - Velocidade da reagao de transglicosilagéo relativa as reagdes de hidrélise

I'T/HP - Velocidade da reagao de transglicosilagéo relativa a reagao de hidrolise
primaria

I'T/HS - Velocidade da reagao de transglicosilagao relativa a reagcéo de hidrélise
secundaria

S - Fator de seletividade

StHp - Seletividade da transglicosilagdo em relagao a hidrolise primaria

StHs - Seletividade da transglicosilagdo em relagéo a hidrolise secundaria

v - Rendimento do produto de transglicosilagdo como porcentagem da quantidade
de molécula doadora

Subscrito:

o indica o valor da grandeza em tempo zero.



SUMARIO

S 1V Lo T 11 031 2 15
2.1 AS ENZIMAS DE TRANSGLICOSILACAO ........oooeeceieeeeeeeee e 16
2.2 SELETIVIDADE ENZIMATICA PARA REACOES DE TRANSGLICOSILACAO.20
B 1 I | (0N I Y N 22
3.1 OBUETIVOS ...ttt 22
3. 1.1 0DJEHIVO GEIAl ... 22
3.1.20Dbjetivos €SPECITICOS .....ccvvuiiiieieeece e 22
4 DESENVOLVIMENTO DO MODELO.......cccoiiimmmmmmrrrrrrrreeeereee s s s e s s s s sssses s 23
4.1 ESTIMACAO DOS PARAMETROS ...t 28
5  RESULTADOS.......coooiiiiiiiiicicssssssess s sssssmssn s s s e e e s e e e s s e e e s e s s s s e nnnnnnnnnnnnnnnns 30
5.1 ESTUDO DE CASO T .ottt ettt e e e e e 30
5.2 ESTUDO DE CASO 2.ttt 33
5.3 USO DO MODELO PARA EXPLORAR COMO OS PARAMETROS AFETAM O
RENDIMENTO DO PRODUTO DE TRANSGLICOSILACAO .......cccovevveuene. 36
T 0 =T o4 017 - Yo T 41
7  CONSIDERAGOES FINAIS ......c.coceeuirieieeeaesesssessesessssssessessssssssssssssssssssssssnns 44
8 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS.........cccoeeeeeeeeeeeeeeenens 45
REFERENCIAS ...t e sssas e e e s ssss s e e s s st ns st sss s s e nsssssnssssssssnsnes 46
ANEXO ..o r e e e e e e e e e s s e e e e e e e e annannRRRRRRRRRRReRenneeeeeenrnees 52
ANEXO 2. ccccsssssssn e e s e e e e e ee s s e e s s e e e e s nnannnnRRRRRRRRrnnnneneerenreees 56
1 T R 69
ANEXO 4 ... e e e e e e e s s e e e e e e e s nannRRRRRRRRRRRERRnneeeeeenreees 77
ANEXO 5....cessenn e e e e e e re s e e e e a e e annnnRRRRRRRRERREnnnnaeeenenrnees 88
| P 98
11| L P 101

Y R < 16



1 INTRODUGAO

A crescente demanda da sociedade em busca de alimentos saudaveis e de
baixo valor caldérico tem exigido um grande esfor¢go da industria alimenticia em
formular alimentos mais saudaveis. Assim, o0s oligossacarideos estdo sendo
constantemente incorporados a dieta humana, pois fornecem a nutricdo basica e
promovem a saude por meio de mecanismos nao previstos pela nutrigdo
convencional (CUNHA, 2017).

Os oligossacarideos sao carboidratos compostos por residuos de
monossacarideos ligados por ligagdes glicosidicas e estdo presentes em diversos
produtos naturais como frutas, leite e mel (lactose e sacarose); outros como a
maltose e a celobiose sao obtidos a partir da hidrélise quimica ou enzimatica do
amido e da celulose, respectivamente (GIESE et al., 2011). A sintese quimica ndo é
a preferida em industria porque € cara, trabalhosa, com baixos rendimentos e o uso
de substancias quimicas de alto grau de pureza acaba n&o sendo uma alternativa
sustentavel. Atualmente, oligossacarideos sao produzidos através da via enzimatica,
sendo esta uma alternativa que supera essas limitacdes, uma vez que as condi¢cdes
de reagcado sao controladas e a seletividade das enzimas utilizadas (FAIJES e
PLANAS, 2007).

As enzimas utilizadas para sintese de oligossacarideos s&o as glicosil
transferases e as glicosil hidrolases, que catalisam a transferéncia de um
monossacarideo de um doador para um receptor através de uma reacdo de
transglicosilagdo (FAIJES e PLANAS, 2007). Estas enzimas sado ideais para a
sintese de oligossacarideos, pois transferem um residuo glicosil para um receptor a
partir de um acgucar doador. Esta transferéncia rende um produto com configuragao
retida ou invertida em seu carbono anomérico em relagédo ao doador (KITTL e
WITHERS, 2010).

As enzimas que retém a configuragdo do carbono anomérico seguem o
mecanismo Ping Pong bi bi, que envolve a formagao de um intermediario covalente
(glicosil-enzima) que, por sua vez, pode seguir duas rotas: uma rota que envolve
hidrélise da ligacéo glicosidica, liberando o monossacarideo da extremidade ndo-
redutora; enquanto que na outra rota, a transglicosilagéo, o intermediario é atacado
por um receptor glicosidico (uma segunda molécula de substrato), gerando um novo
glicosideo (FRUTUOSO, 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 AS ENZIMAS DE TRANSGLICOSILAGCAO

Em uma reacgado de transglicolisagdo, parte da cadeia de um substrato A,
chamado de doador, transferida a cadeia de um segundo substrato B, dito receptor.
Os dois produtos desta reagéo séo P, o grupo de saida que abandona o substrato A,
e Q, o produto de interesse da transglicosilagdo formado pela ligagéo glicosidica de
da parte de um substrato com o outro substrato liberando um grupo de saida. A

FIGURA 1 resume em forma esquematica esse processo.

FIGURA 1: Esquema simplificado da reagéo de transglicosilagdo

A+B=P+Q

B EHEHEE- o+

Substrato A Substrato B

EHEHEEHE RN OH

Produto Q Grupo de saida ou residuo
FONTE: A Autora (2022).

Galactooligossacarideos, frutooligossacarideos e isomaltooligossacarideos
sdo exemplos de oligossacarideos formados através das reagbes de
transglicosilagéo.

Os galactooligossacarideos ("GOS") sdo encontrados naturalmente no leite
materno e em alguns vegetais, podendo ser produzidos a partir da lactose pela
reacao de transgalactosilagdo, catalisada pela enzima (3-galactosidase (TORRES et
al., 2010; SANGWAN et al., 2011; BELORKAR e GUPTA, 2016; FISCHER e
KLEINSCHMIDT, 2018; MANO et al., 2018; MARTINS et al., 2019).

Os isomaltooligossacarideos (“IMOS”) sdo carboidratos capazes de chegar
intactos ao intestino grosso, onde s&o metabolizados pelas bifidobactérias e
lactobacilos ali presentes, estimulando o seu crescimento e proporcionando efeitos
benéficos a saude (CASA-VILLEGAS et al., 2018).
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Os frutooligossacarideos ("FOS") s&o encontrados em pequenas
quantidades em diversos vegetais, como aspargos, alcachofra de Jerusalém,
chicéria, cebola e batata doce. Sao acucares nao convencionais, nao metabolizados
pelo organismo humano e nao caldricos, e considerados prebiodticos, uma vez que
promovem o crescimento de probidticos como Acidophillus e Bifidus, presentes na
flora do cdlon intestinal, o que possibilita a reducdo do pH do bolo fecal e, como
consequéncia, a eliminagdo de microrganismos patogénicos. Também melhoram a
absorcao de sais minerais, como o calcio, magnésio e ferro, além de diminuir o nivel
de colesterol total, fosfolipidios e triacilglicerdis no sangue (PASSOS e PARK, 2002;
MANO et al., 2018; MARTINS et al., 2019).

Os FOS apresentam cerca de 40 a 60 % do poder edulcorante da sacarose,
sendo um possivel substituto deste, pois uma solugdo de FOS apresenta maior
viscosidade e estabilidade térmica que a sacarose, propriedades altamente visadas
pela industria (CUNHA, 2017).

Inumeras pesquisas surgiram nos ultimos anos com a intengao de encontrar
enzimas adequadas a sintese destes oligossacarideos para uso na formulagdo de
alimentos funcionais. Estas enzimas incluem transglicosilases (glicosil transferases,
GT) e glicosidases (glicosil hidrolases, GH) (BISSARO et al., 2015).

As glicosil transferases atuam na sintese de ligagdes glicosidicas in vitro, em
condicbes de reacdao de hidrélise reversa. O processo pode ser controlado
termodinamicamente ou cineticamente. Em processos termodinamicamente, a
producao do oligossacarideo é feita em altas temperaturas e com adicdo de
solventes organicos, o que pode acarretar na inativagdo da enzima (GIESE et al.,
2011; MALET e PLANAS, 1998).

Nas condigdes cinéticas, a produgao do oligossacarideo depende do ataque
do intermediario covalente por um receptor glicosidico ao invés da agua. Esse
receptor pode se um oligossacarideo, um grupo aril glicosideos ou glicosideos
fluorados (GIESE et al., 2011; MALET e PLANAS, 1998).

A utilizacdo de enzimas sao ideais para a sintese de oligossacarideos, pois
transferem um residuo glicosil para um receptor a partir de um agucar doador. Esta
transferéncia rende um produto com configuragédo estereoquimica retida ou invertida
em seu carbono anomérico em relagao ao doador, permitindo, assim, a classificagao
destas enzimas como de retengdo ou de inversdo da configuracao do carbono
anomeérico (FIGURA 2) (KITTL e WITHERS, 2010).
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FIGURA 2: Mecanismo catalitico para as glicosil hidrolases e transglicosilases

acido geral 8j :O |-|C)i ;

0
OH OH

PN (s

0 0,
O?’ow R? OH
fi

S
0. 0O 0. 0
base geral | |

(A) Nas glicosil hidrolases de inversdo, R' é um sacarideo e R? € um hidrogénio e nas glicosil
transferases R' pode ser um nucleotideo e R? um sacarideo
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(B) Nas glicosil hidrolases de retengdo, R' é um sacarideo e R? ¢ um hidrogénio e nas
transglicosilases R' e R? s&o sacarideos.

FONTE: Adaptado de KITTL e WITHERS (2010).

No mecanismo de inversdo, uma molécula de agua ataca, em apenas uma

etapa, o carbono anomérico do substrato doador (FIGURA 2A) (McCARTER e

WITHERS,1994). Ja o mecanismo de retengdo ocorre em duas etapas, ou seja,

envolve um deslocamento duplo - também conhecido como mecanismo Ping Pong bi

bi - com a formacdo de um intermediario covalente que é uma enzima glicosilada
(FIGURA 2B).

Quando a transglicosilagao ocorre, o grupo hidroxila de outro agucar funciona

como substituto para a agua (FIGURA 2B) (KITTL e WITHERS, 2010). No

mecanismo de retengdo, ha participagdo de dois grupos carboxila pertencentes a

acidos glutamicos ou asparticos presentes em regides conservadas do sitio ativo da
enzima (FRUTUOSO, 2010).

No mecanismo Ping Pong bi bi (FIGURA 3), trés reacbes podem ocorrer: a
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reacao de transglicosilacdo; uma reacdo de hidrolise primaria, na qual a molécula
doadora é hidrolisada diretamente; uma reagédo de hidrdlise secundaria, na qual o

produto de transglicosilagéo € hidrolisado.

FIGURA 3: Reagdes concorrentes no mecanismo Ping Pong bi bi.

E+Ri-LG
Doador

LGOH
Grupo de

saida
Receptor
R20H Hz0
R20H H:0
E +Ri-Rz E + R1OH
Produto Produto
transglicosilagcdo hidrdlise

Hidrélise secundaria >

FONTE: A Autora (2022).

LEGENDA: Em destaque (seta em vermelho) reacdo de interesse para produgdo de
oligossacarideos. E é a enzima livre. R1-LG é um oligossacarideo doador. LG-OH é o grupo de saida.
R2-OH é um grupo receptor.

Diversos trabalhos ja relataram a atividade de transglicosilagdo de algumas
glicosidases, como por exemplo, a atividade de transglicosilagdo de uma
dalcoquinase de Dalbergia cochinchinensis Pierre utilizando alcoois primarios e
secundarios como receptores e de uma linamarase de Manihot esculenta Crantz
utilizando alcoois primarios, secundarios e terciarios. Neste caso, as enzimas
hidrolisam pNPBGIc para formagado de um intermediario enzima glicosil e transfere a

glicose para um alcool receptor, formando alquilglicosideos (COSTA, 2013).
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2.2 SELETIVIDADE ENZIMATICA PARA REACOES DE TRANSGLICOSILACAO

Na avaliacdo de estratégias para melhorar as enzimas para uso em
processos de transglicosilagdo, € util determinar os parametros que caracterizam a
seletividade da enzima para as reagdes de transglicosilagao e hidrolise, sendo que
até o momento, dois parametros foram utilizados:

a) a razao entre a velocidade inicial da reagcdo de transglicosilacdo e a

velocidade inicial da reagao de hidrdlise primaria, frequentemente referida
como “rr/ry”

b) o fator de seletividade "S".

Van Rantwijk et al. (1999) propuseram que tal parametro seria a razao da
velocidade inicial da transglicosilagdo e a velocidade inicial da reagdo de hidrélise

como segue na Eq.(1):

Tt Areceptor
— — g_receptor

(1)

T aégua

onde areceptor € a@sgua SA0 as atividades termodinamicas do receptor e da agua,
respectivamente. Em solugdes diluidas, pode ser apropriado usar concentragdes em

vez de atividades termodinamicas para as espécies de reagdao (HANSSON, 2001):

rr _ [receptor]
o [H0] @

Tanto a razao rr/m1 quanto o fator de seletividade se concentram na hidrélise
primaria, ndo incluindo os efeitos da hidrolise secundaria. Como a hidrdlise
secundaria ocorre apos a formagao do produto de transglicosilagdo, nao € suficiente
se concentrar nas velocidades iniciais, € necessario usar uma ferramenta analitica
que considere todas as reagdes que aparecem na FIGURA 3.

A seletividade é influenciada pelas condigbes de reagdo em geral, por
exemplo, a atividade de agua. A atividade de agua tem, assim, um efeito duplo: afeta
a agao da agua como reagente na hidrolise e modula as propriedades enzimaticas,

uma vez que a atividade de agua afeta a interagcdo das moléculas de agua com a
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superficie da enzima, afetando a conformagao da enzima e, consequentemente, o
seu sitio ativo e, portanto, os valores das constantes de seletividade
(ADLERCREUTZ, 2017).
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3 JUSTIFICATIVA

As glicosil hidrolases podem catalisar tanto as rea¢des de hidrélise quanto a
reacdo de transglicosilacdo. Na sintese de oligossacarideos, as trés reacdes
competem entre si e, para obter altos rendimentos do produto de transglicosilagao, €
necessario ter uma enzima cujo sitio ativo favorece transglicosilagdo e suprime a
hidrélise.

Meétodos atuais para caracterizar a seletividade da reagdo nao levam em
conta a existéncia de dois tipos de hidrélise — primaria e secundaria — focando
somente na primeira. Essa abordagem nao é suficiente para entender o papel da
hidrélise em limitar os rendimentos do produto de transglicosilagdo, de forma que
seja necessario um metodo de analise que caracterize ambas as hidrolises no

processo global.

3.10BJETIVOS

3.1.1 Objetivo geral

Desenvolver um modelo analitico para sistemas de transglicosilagdo com

apenas um produto de interesse.

3.1.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um modelo apropriado que considere as trés reacoes
concorrentes do tipo Ping Pong bi bi em um sistema de transglicosilagao;

e Propor parametros que represente o fator de seletividade (S) para as enzimas
de transglicosilagéo

e Aplicar o modelo em estudos de caso da literatura.

e Utilizar o modelo para explorar maneiras para maximizar o rendimento do

produto de transglicosilagdo obtido durante o processo.
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4 DESENVOLVIMENTO DO MODELO

Ao deduzir as equacdes para o sistema mostrado na FIGURA 2, usou-se a
simbologia usada por Cornish-Bowden (2012) para as reagdes Ping Pong bi bi
(ANEXO 1).

Foi utilizado o método King-Altman (1956), que consiste num método
esquematico aplicado em qualquer mecanismo que contenha uma série de reacdes
entre diferentes formas enzimaticas. Ela ndo é aplicavel a reagbes ndo enzimaticas,
a misturas de enzimas, ou a mecanismos que nao contenham passos enzimaticos
(ANEXO 2).

O primeiro passo no método King-Altman é incorporar todo o mecanismo em
um esquema fechado que mostra todas as formas enzimaticas e as reagdes entre
elas, como em FIGURA 4. Todas as reacdes devem ser tratadas como reacdes de
primeira ordem. Isto significa que as reagdes de segunda ordem sao definidas por
uma constante de velocidade de pseudo-primeira ordem. Por exemplo, para a

reacado E + A — EA, a constante de pseudo-primeira ordem seria dada por ki[A].

FIGURA 4: Representagao das trés reagdes concorrentes num formato apropriado para a aplicagao
do método King-Altman de deducéao de equagdes cinéticas. As reagdes sao escritas em termos das
varias formas da enzima.

T4

FA " E'
kl

FONTE: A Autora (2022).
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As equagdes obtidas pelo método King-Altman nao foram expressas da
mesma forma que Cornish-Bowden (2012) usou, ou seja, em fungao de Kcat, Kie Km.
Em vez disso, optou-se por expressa-las em termos de constantes de especificidade
(MITCHELL e KRIEGER, 2021).

O sistema modelado consiste em trés reacgdes: hidrolise primaria, hidrolise
secundaria e transglicosilagdo, mostradas na FIGURA 3. Os simbolos utilizados para

as diversas espécies reativas estdo indicados na TABELA 1.

TABELA 1: Simbolos usados para descrever as reagdes de transglicosilagao, de hidrolise primaria e
de hidrdlise secundaria, e o cédigo de letra correspondente utilizado nas equagdes cinéticas.

Primeiro Segundo
Primeiro Segundo
Produto Produto
Reacdo Substrato Substrato
(grupo de (produto da
(doador) (receptor) i .
saida) reacao)
Transglicosilagao Ri-LG R2-OH LG-OH Ri-Rz2
(rr) (A) (B) (P) Q)
Hidrélise Primaria R+-LG H20 LG-OH R1-OH
(ree) (A) (b) (P) (a)
Hidrélise R1-R2 H20 R2-OH R1-OH
Secundaria
Q) (b) (B) (q)
(rHs)

FONTE: A Autora (2022).

Apos a aplicagdo do método King-Altman ao esquema mostrado na FIGURA
4, chega-se a um conjunto de equagdes (ANEXO 3) para as velocidades da reacao:

de transglicosilagao (rr), da hidrélise primaria (r4p) € da hidrélise secundaria (r1s):

1o = (kalATKs B] — ko PTko[Q]) (3a)
tp = (kAT b]—kp[PVegfa]) o (3b)
rus = (kqlQlky[b] — kg [B]kq[Q])[E.# (3c)
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Nessas equacgdes, kx € a constante de especificidade da enzima para a
espécie indicada pelo subscrito X, [E]r € a concentracdo total da enzima e D € um
denominador que € 0 mesmo para todas as trés equagdes. Embora seja possivel
deduzir uma expressao para este denominador (ANEXO 4), ndo € necessario, uma
vez que é cancelado das equagdes quando a variavel independente € alterada do
tempo para converséo fracionaria do doador.

Para o esquema apresentado na FIGURA 4, os seguintes balangos nas

espécies podem ser escritos

ac TP e
S = g (4b)
e (4c)
% = rp — Tys (4d)
. (4e)
- (41

Na analise, o rendimento do produto de transglicosilacdo Q é tragado em
fungdo da porcentagem de consumo do doador original A. Esta porcentagem de

consumo (c) é dado por

_ [Alo—r41 oo TA]
c= —[A]o 100 =100 — 100 i, (5)
Portanto,

dc B 100 d[A] _ 100 100

a0 TAlyae T Tan, O e =, () ©)

Vaérias modificagbes sao feitas para chegar ao modelo final. Em primeiro

lugar, a variavel independente das Eqs. (4a) a (4f) é alterada de tempo para c e, em
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segundo lugar, as concentragbes das espécies sdo normalizadas, expressando-as
como porcentagem da concentracdo inicial do doador A. Por ultimo, as constantes
de especificidade individuais nas Egs. (4a) a (4f) ndo séo estimadas individualmente,
nem seus valores absolutos sdo determinados; ao contrario, “constantes de
especificidade relativas combinadas” sdo determinadas. As constantes de

especificidade relativas combinadas utilizadas no modelo final sdo definidas como

AB = I;:I;E (7a)
Ra = (7b)
R = 15 (70)
Rpq = % (7d)

Em outras palavras, tomando como base a preferéncia da enzima para
catalisar a reacéo de transglicosilagdo na diregao direta, Rpq € a preferéncia relativa
para catalisar a reagcao na diregcao inversa da transglicosilagéo, Rab € a preferéncia
relativa para catalisar a reacao de hidrélise primaria e Rap € a preferéncia para
catalisar a reagao de hidrélise secundaria.

Com as modificagdes acima realizadas, para um sistema em que as reagdes

de hidrdlise sao irreversiveis, as Eqgs. (4a) a (4f) podem ser reescritos como

dA _ —(AB—RpqPQ) —RapAb

dc  (AB — RpqPQ) + RapAb (8a)
dB _ —(AB — RpgPQ) + RquQb (8b)
dc— (AB — RpgPQ) + RypAb
dP (AB — RpqPQ) + RapAb (80)
dc  (AB — RpgPQ) + RapAb
dQ _(AB — RpqPQ) — RqyQb (84)

dc ~ (AB — RpoPQ) + RapAb
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db  —RapAb— RqpQb
dc (AB — RpoPQ) + RppAb

(8e)

dq _ RAbAb + RQbe
dc  (AB — RpgPQ) + RppAb

(8f)

onde A, B, P, Q, b e q (ou seja, em fonte italica) sdo as concentra¢gées normalizadas
de A, B, P, Q, b e q, respectivamente, expressas como porcentagem da
concentragao inicial do doador A (ANEXO 5).

Com o propésito de relatar os resultados, os valores de Rar € Rap sao
usados para calcular os “coeficientes de seletividade transglicosilagao/hidrolise”.

Estes sao definidos como

1

St/Hp = Rae (9a)
1

ST/HS = R_Qb (gb)

onde StHp € a seletividade para a transglicosilacdo em relacao a hidrdlise primaria e
Stms € a seletividade para a transglicosilagdo em relagao a hidrolise secundaria.
Adicionalmente, o valor do Rpa é usado para calcular a constante de

equilibrio para a reacéo de transglicosilagédo (Keq(m))

kaks 1

Keqem = ko kq  Req (10)

O rendimento percentual do produto de transglicosilagédo (Y, %) € calculado

como

Yp = —=-100 = Q (11)
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4.1 ESTIMACAO DOS PARAMETROS

Dois estudos de caso foram analisados: Teze et al. (2021) (Estudo de Caso
1) e Bissaro (2014) (Estudo de Caso 2). Detalhes das reagdes particulares de
transglicosilacdo envolvidas sao fornecidos individualmente para cada estudo de
caso na Secgao de resultados (Segédo 5) e nos ANEXOS 6 e 7. Uma vez que 0s
estudos de caso envolvem solugdes aquosas relativamente diluidas, o conteudo
inicial de agua é tomado como 55,5 M (i.e. 55500 mM). Os valores iniciais para
outras espécies de reagcado sao dados na Segao de resultados (Segéao 5).

Em ambos os estudos de caso, os dados estao disponiveis apenas para o
rendimento percentual de produto de transglicosilagdo (yr = Q) em fungdo do
consumo percentual da molécula doadora (c). Em ambos os casos, os autores
realizaram experimentos com varias enzimas diferentes: uma enzima do tipo
selvagem e varias enzimas mutantes.

Um programa foi escrito no Scilab, utilizando a fungao ode para integrar um
conjunto de Egs. (8a) a (8f) para cada curva. Para cada curva ajustada, as Eqs. (8a)
a (8f) contém trés constantes de especificidade relativas combinadas, Rab, Rab €
Rpa. Os valores de Rab € Rap para uma curva dependem apenas dos dados
experimentais daquela curva (ou seja, sao independentes dos valores obtidos para
as outras curvas). Por outro lado, como a Rra representa o reciproco da constante
de equilibrio da reagcdo de transglicosilagdo (ver Eqg. 10), seu valor deve ser o
mesmo para todas as curvas de um estudo de caso particular. Todas as curvas
foram, portanto, ajustadas simultaneamente, sendo os parametros de ajuste: um
valor separado de Rab para cada curva, um valor Rabp para cada curva € um unico
valor de Rpq para o estudo de caso como um todo.

O ajuste foi feito usando a fungédo fminsearch do Scilab, e a fungao objetiva

usada foi:

Fopj = ZZ(QL}'(E) — Qi p))? (12)

j=11=1

onde m € o numero de experimentos (cada experimento corresponde a uma enzima
diferente) e n € o numero total de consumos percentuais para os dados disponiveis

em um determinado experimento. QijE) € a concentragao percentual normalizada do
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produto da transglicosilacéo para o i-ésimo percentual de consumo no experimento j
e Qijr) € a concentragdo percentual normalizada do produto de transglicosilagao
previsto pelo modelo para a mesma porcentagem de consumo no mesmo

experimento.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO DE CASO 1

O primeiro estudo de caso envolve o seguinte conjunto de reagdes de

transglicosilac&o realizado por Teze et al. (2021):

Transglicosilagao: a-L-FucpOCNP + D-GIcNAc = CNP + a-L-Fucp-(1—3)-D-GIcNAc
Hidrdlise primaria: a-L-FucpOCNP + H20 — CNP + L-Fuc
Hidrélise secundaria: a-L-Fucp-(1—3)-D-GIcNAc + H20 —-CNP + L-Fuc

Para as reacdes acima, tem-se:
e 0-L-FucpOCNP é 2-cloro-4-nitrofenil a-L-a-L-fucopiranosideo
e D-GIcNAc é N-acetil-D-glucosamina
e CNP é 2-cloro-4-nitrofenil
e a-L-Fucp-(1—3)-D-GlcNAc é a-L-fucopiranosil-(1—3)-N-acetil-D-glucosamina

e L-Fuc é uma mistura de a-L-Fucp e 3-L-Fucp.

As concentracdes iniciais utilizadas por Teze et al. (2021) do doador (a-
LFucpOCNP) e do receptor (D-GIcNAc) sao ambas de 20 mM. Uma extrapolagao
dos dados experimentais para a ordenada da uma concentracao inicial de a-L-Fucp-
(1—3)-D-GIcNAc de 0,5 mM para as trés curvas.

As reagdes acima foram catalisadas por uma glicosil hidrolase do tipo
selvagem de Lactobacillus casei (AlfB) e duas formas mutantes da enzima (TEZE et
al., 2021). O modelo representado por Eqgs. (8a) a (8f) se ajusta bem aos dados
destas enzimas (FIGURA 5), dando um valor de Keqr de 55,8 (intervalo de
confianca de 95% = 54,3 a 57,3) e os valores de Stnp € Strs listados em TABELA
2.
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FIGURA 5: Perfis para o rendimento percentual do produto de transglicosilagao a-L-Fucp-(1—3)-D-
GIcNAc em fungao da porcentagem de consumo do doador original a-L-FucpOCNP para a enzima do
tipo selvagem AIfB de Lactobacillus casei (x) e os mutantes W130H (x) e H80F (x).
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TABELA 2: Seletividades para a enzima do tipo selvagem AIfB e duas formas mutantes, obtidas pelo
ajuste do modelo aos dados de Teze et al. (2021) para a reagéo de transglicosilagdo com a-L-
FucpOCNP como doador e D-GIcNAc como receptor.

Intervalo de Intervalo de
Enzima StHp StHs
confianca 95% confianca 95%
Tipo selvagem
892 822-975 4047 3606-4610
AlfB
W130H 1893 1818-1976 15576 13947-17637
H80F 7107 6930-7294 92593 80645-108696

FONTE: A Autora (2022).

A enzima do tipo selvagem da um baixo rendimento maximo do produto de
transglicosilagédo, apenas 18%. Este fraco desempenho pode ser compreendido pela
analise os valores de Stnp e StHs € as concentracbes das espécies envolvidas. A
enzima do tipo selvagem tem um Srtnp relativamente baixo de apenas 892. Este
valor pode ser aplicado em Eq. (2) com o valor inicial de concentra¢des do receptor
(20 mM) e agua (55500 mM):

T | _ [receptor], [receptor],
—/ |, =

ST HP

THP ' [agua] = Stwp 55500 mM (13)
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dando um rT/rHP| o de 0,324. Em outras palavras, no inicio da reacao, a velocidade
de transglicosilagédo sera cerca de um ter¢o da velocidade de hidrélise primaria.

Para a enzima do tipo selvagem, o valor de 4047 para a seletividade da
transglicosilagéo sobre a hidrélise secundaria (St,Hs) € mais de 4 vezes maior do que
StHp. Entretanto, a alta concentragao de agua levara a velocidades significativas de
hidrélise secundaria, como pode ser visto pela adaptacéo da Eq. (13) para descrever

a velocidade de transglicosilagdo em relagao a hidrolise secundaria:

rr [doador][ receptor]
— = Stus
THs [

produto da transglicosilagdo][4agua]

S [A] mM - [B] mM
THSTQ] mM - 55500 mM

(14)

As concentracdes do produto de transglicosilagéo (Q) e dos substratos A e B
variam durante a reacao, portanto ri/rus varia. Entretanto, o valor do Stns de 4047
obviamente contribui bem pouco para compensar a alta concentragdo de agua no
denominador.

Os rendimentos maximos do produto de transglicosilagcdo sdo mais altos
para os dois mutantes. No caso de W130H, os valores de StHp € StHs séo
significativamente mais altos do que os valores correspondentes para a enzima do
tipo selvagem. Entretanto, mesmo com o Stnp de 1893, Eq. (13) da um valor de
rT/rHP| o de 0,688, portanto, no inicio da reagcdo a velocidade de transglicosilagao
sera de cerca de dois tergcos da velocidade de hidrolise primaria. O bom
desempenho do H80F é devido ao fato de tanto o StHp como o StHs serem muito
mais altos do que os valores correspondentes para a enzima do tipo selvagem, e
também muito mais altos do que os valores correspondentes para W130H. Com o
Sthp de 7107, Eq. (13) da um valor de rT/er| o de 2,58, de modo que, no inicio da
reacao, a velocidade de transglicosilagdo sera mais rapido do que a velocidade de
hidrélise primaria. Além disso, o valor de Stns de 92593 é 1,67 vezes maior do que
a concentracdo de agua (55500 mM), ajudando a favorecer a transglicosilagéo sobre

hidrolise secundaria.
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5.2 ESTUDO DE CASO 2

O segundo estudo de caso envolve o seguinte conjunto de reagbes de

transglicosilacao realizado por Bissaro (2014):

Transglicosilagdo: pNP-3-D-Galf + Bn-a-D-Xylp = pNP + B-D-Galf-(1,2)-a-D-Xylp
Hidrolise primaria: pNP-B-D-Galf + H20 — pNP + 3-D-Galf
Hidrolise secundaria: -D-Galf-(1,2)-a-D-Xylp + H2O — Bn-a-D-Xylp + B-D-Galf

Nestas reacgdes:
e Bn-B-D-Galf-(1,2)-a-D-Xylp é benzil-B-D-galactofuranosil-(1,2)-a-D-
xilopiranosideo
e Bn-a-D-Xylp é benzil a-D-xilopiranosideo
e pNP-3-D-Galf é 4-nitrofenil B-D-galactofuranosideo
e [(-D-Galf é B-D-galactofuranosideo

e pNP é 4-nitrofenol.

As concentragdes iniciais utilizadas por Bissaro (2014) do doador (pNP-3-D-
Galf) e do receptor (Bn-a-D-Xylp) foram ambos de 5 mM.

As reagcbes acima sao catalisadas pela enzima selvagem a-L-
arabinofuranosidase de Thermobacillus xylanilyticus (TxAbf) e suas varias formas
mutantes (BISSARO, 2014).

O modelo representado pelas Eqgs. (8a) a (8f) se ajusta razoavelmente bem
aos dados para estas enzimas (FIGURA 6) dando um valor de Keq) de 0,88
(intervalo de confianca de 95% = 0,78 - 1,02) e os valores de Stnp € Stns listados
na Tabela 3.

A enzima selvagem TxAbf possui uma alta seletividade para a reacédo de
transglicosilagédo sobre a reagao de hidrélise primaria, com um valor de StHp de
10549. Com este valor de StHp € a concentragdo inicial do receptor de 5 mM, a
Eq. (13) fornece um valor de r1/rup [0 de 0,96, o que significa que as velocidades de
transglicosilagdo e hidrolise primaria serdo semelhantes no inicio da reagdo. Com

relagcdo as velocidades relativas de transglicosilagdo e hidrolise secundaria, o valor
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de Stxs de 14514 faz relativamente pouco para compensar a concentragéo de agua
de 55500 mM no denominador de Eq. (14).

FIGURA 6: Perfis para “o rendimento percentual do produto de transglicosilagdo de Bn-B-D-Galf~(1,2)-
a-D-Xylp em fung¢éo da porcentagem de consumo do doador original pNP-3-D-Galf.
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FONTE: A Autora (2022).
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LEGENDA: Os perfis obtidos por Bissaro (2014) para a enzima do tipo selvagem TxAbf (x) e os
mutantes H98A (x), HI8F (x), W99A (x), WI9F (x), HO8AW99A (x) e HI8FWI9F (x). As linhas solidas
representam as curvas ajustadas.

TABELA 3: As seletividades para a enzima do tipo selvagem TxAbf e suas formas mutantes, obtidas
pelo ajuste do modelo aos dados de Bissaro (2014) para a reagao de transglicosilagdo com pNP-3-D-
Galf como doador e Bn-a-D-Xylp como receptor.

Intervalo de Intervalo de
Enzima StHp
confianga de 95% confianca de 95%

TxAbf selvagem 10549 9718 - 11534 14514 12034 - 18282
H98A 4572 4310 - 4869 19194 15038 - 26525
H98F 9390 8643 - 10277 21413 16529 - 30395

W99A 2614 2410 - 2856 5023 4515 - 5659

WI9F 2909 2687 - 3170 7348 6435 - 8562
H98AW99A 2307 2109 - 2546 9497 7981 -11723
H98FW99F 5118 4796 - 5485 17271 13774 - 23148

FONTE: A Autora (2022).
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O rendimento maximo do produto de transglicosilagao obtido com a TxAbf
selvagem é de apenas 19%. Isto é semelhante ao valor de 18% obtido para a AlfB
selvagem no primeiro estudo de caso, apesar dos valores de StHp € StHs para a
TxAbf selvagem serem significativamente mais altos que os da AIfB selvagem. Isto
mostra que os valores de StHp € StHs ndo s&o os unicos fatores que influenciam o
rendimento maximo do produto de transglicosilagéo; a constante de equilibrio da
reacao, que é 55,8 para o Estudo de Caso 1 e apenas 0,88 para o Estudo de Caso
2, também é importante.

A mutante H98F fornece um rendimento maximo do produto de
transglicosilagdo mais alto do que a TxAbf selvagem. Isto se deve principalmente ao
aumento do StHs. StHp € razoavelmente similar tanto para a enzima do tipo
selvagem quanto para H98F, mas Stus para H98F é cerca de 1,3 vezes o valor para
a TxAbf selvagem. Os mutantes H98A e H98FW99F também tém valores de St s
superior ao da TxAbf selvagem. Entretanto, seu desempenho é pior do que a TxAbf
selvagem porque seus valores para StHp sdo aproximadamente metade do valor de
StHp da TxAbf selvagem. Para as outras trés mutantes (W99A, WOI9F e
H98AWO99A), os valores de StHp € SthHs sdo inferiores aos valores da enzima
selvagem TxAbf e o desempenho da transglicosilagdo acaba sendo ruim em virtude

disso.
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5.3 USO DO MODELO PARA EXPLORAR COMO OS PARAMETROS AFETAM O
RENDIMENTO DO PRODUTO DE TRANSGLICOSILACAO

O rendimento maximo do produto de transglicosilagdo no Estudo de Caso 2
foi relativamente baixo. Isso levou ao questionamento de como o aumento nas
seletividades StHp e StHs € na constante de equilibrio afetaria o rendimento maximo
do produto de transglicosilagdo. Nesta se¢cdo, o modelo € usado para explorar isto.
Os parametros do caso base sdo aqueles obtidos para a TxAbf selvagem na reagao
de transglicosilagao estudada por Bissaro (2014): Keqem) = 0,88, StHp = 10549 e StHs
= 14514 (TABELA 3). Para todas as simulacdes, os valores iniciais s&o fixados em
[A] =5 mM, [B] =5 mM, [Pl =0 mM, [q = 0 mM e [b] = 55500 mM. Estes
correspondem aos valores iniciais de concentragdao percentual normalizada de A =
100, B=100,P=0,9g=0e b=1110000.

A FIGURA 6 explora os efeitos de StHp e StHs sobre o rendimento do
produto de transglicosilagdo, com Keqm sendo mantido no valor de 0,88.
Aumentando tanto Stxp quanto Stns individualmente tem um efeito modesto. Com
um aumento de 10 vezes em StHp ou StHs, 0 rendimento maximo do produto de
transglicosilagéo é inferior a 30% (FIGURA 7A). De fato, um aumento de 1000 vezes
em StHp ou em StHs causa uma melhora insignificante sobre o aumento de 10
vezes (compare FIGURA 7B com FIGURA 7A). Os melhores resultados sao obtidos
quando tanto StHp quanto StHs sdo aumentados simultaneamente. Quando ambos
sdo aumentados em 10 vezes, o rendimento maximo do produto de transglicosilagao
€ de cerca de 40%, aproximadamente o dobro do valor obtido para a situagao da
TxADbf selvagem (FIGURA 7A). Ha pouco ganho adicional em tentar aumentar ainda
mais esses valores sem alterar a reagao em si. Mesmo com um aumento de 1000
vezes em ambas as seletividades, o rendimento maximo so6 atinge 48% (FIGURA
7B).
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FIGURA 7: Perfis previstos para o produto de transglicosilagcdo com a constante de
equilibrio para a reacao de transglicosilagdo mantida no valor do caso base (Keqm = 0,88) e
diferentes valores de StHp € Sths.
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FONTE: A Autora (2022).

LEGENDA: Em ambas as partes (A) e (B), o estudo de caso base (==) tem Stvp = 10549 € Sths =
14514. Part (A): (=) Strp = 10549%10 e Sths = 14514; (=) StHp = 10549 e Sths = 14514x10; (=)
Sthp = 10549x10 e Sths = 14514%10. Part (B): (=) StHp = 10549%1000 e Sths = 14514; (=) Sthp =
10549 e StHs = 14514%1000; (=) StHp = 10549%1000 e StHs = 14514x1000.

Os resultados nas FIGURAS 5 e 6 sugerem que a constante de equilibrio da
reacao de transglicosilagdo € importante: a reacédo estudada por Teze et al.. (2021)
teve uma constante de equilibrio 60 vezes maior que a reagao estudada por Bissaro
(2014) e um rendimento maximo do produto de transglicosilagdo quase 3 vezes
maior (Veja as Segbes 5.1 e 5.2). A constante de equilibrio pode ser alterada pela
alteracdo da reacdo; se a intencdo € produzir um determinado produto de
transglicosilagéo, entdo pode-se usar os mesmos grupamentos R1 e Rz (ver TABELA

1), mas com um grupo de saida diferente.
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A FIGURA 8 explora os efeitos da Keq(r) sobre o perfil previsto para o produto
de transglicosilagdo, usando as seletividades da TxAbf selvagem Stnp (10549) e
StHs (14514). O valor da constante de equilibrio afeta o rendimento, mas o efeito é
modesto. Um aumento de Keq(r) de 0,88 para 10 aumenta o rendimento maximo da
transglicosilagdo do valor do caso base de 19% a apenas 23%. Um aumento
insignificante ocorre quando Keqr) € aumentada para 100, o rendimento maximo

previsto da transglicosilacéo é de apenas 24%.

FIGURA 8: Perfis previstos para o produto de transglicosilagdo com diferentes valores da
constante de equilibrio da reagéo de transglicosilagao.
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FONTE: A Autora (2022).

LEGENDA: Os perfis foram gerados com parametros para o caso base de Stnp (10549) e Sths
(14514) e varios valores de Keq(): (=) Caso base, com Keq(t) = 0.88, (=) Keaem) = 0.1; (=) Kea(m) = 10;
(=) Keam = 100.

Os resultados das simulagdes mostradas nas FIGURAS 7 e 8 sugerem que
se uma reagao de transglicosilagdo tem uma constante de equilibrio baixa e da
baixos rendimentos (menores que 20%), entdo, a melhor estratégia seria melhorar
tanto a constante de equilibrio quanto as seletividades simultaneamente.

A FIGURA 9 mostra que, se fosse possivel melhorar Keq(t), StHp € STHs em
10 vezes cada para a formagao do produto de transglicosilagdo de Bissaro (2014) ou
seja, Bn-B-D-Galf-(1,2)-a-D-Xylp, entdo, o rendimento maximo do produto de
transglicosilacéo chegaria a 57% (veja a curva magenta na FIGURA 9), triplicando o

valor de 19% obtido com a TxAbf selvagem. Se Keqm e apenas uma das duas
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seletividades fossem melhorados em 10 vezes, o rendimento maximo previsto da
transglicosilagéo ficaria em torno de 35% (veja as curvas vermelha e azul na
FIGURA 9).

FIGURA 9: Perfis previstos para o produto de transglicosilagdo com um aumento de 10
vezes nao apenas em Strp € StHs, mas também em Keq(m).
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FONTE: A Autora (2022).

LEGENDA: Os varios cenarios previstos séo: (=) Caso base, com Keq) = 0.88, Sthp = 10549 e Sths
= 14514; (=) Keqm) = 10, StHp = 10549x10 e Sths = 14514; (=) Keqm = 10, StHp = 10549 € Stphs =
14514x10; (=) Keqm = 10, StHp = 10549x10 e Sthp = 14514x10.

Uma estratégia alternativa € aumentar a concentragdo dos substratos, sem
tentar melhorar a enzima. Bissaro (2014) utilizou 5 mM do doador, 4-nitrofenil 3-D-
galactofuranosideo e 5 mM do receptor, benzil a-D-xilopiranosideo. Rendimentos
significativamente mais altos do produto de transglicosilagdo poderiam ser obtidos
com a enzima do tipo selvagem se a concentragdo do receptor fosse aumentada
(FIGURA 10A). Se a concentragdo inicial do doador for mantida em 5 mM, com
concentragdes iniciais do receptor de 5, 10, 20, 50, 100 e 200 mM, os rendimentos
maximos previstos do produto de transglicosilagdo serdo de 20%, 33%, 48%, 68%,
80% e 88%, respectivamente.

Outra possivel estratégia seria aumentar as concentracdes iniciais do doador
e do receptor em conjunto, embora, os rendimentos previstos ndo passem de 50%
(FIGURA 10B). Se tanto o doador quanto o receptor tiverem concentragdes iniciais
de 5, 10, 20, 50, 100 e 200 mM, os rendimentos maximos previstos do produto da

transglicosilacéo serao de 20%, 27%, 34%, 40%, 44% e 46%, respectivamente.
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Estas estratégias tém uma desvantagem significativa: mesmo que a reagao
seja interrompida quando o rendimento maximo do produto de transglicosilagédo é
atingido, a mistura final do produto contera um grande excesso de receptor nao
reagido no primeiro caso, e grandes quantidades de ambos doador e receptor nao
reagidos no segundo caso. Estes substratos sao agucares substituidos e, portanto,
relativamente caros de produzir. Portanto, seria necessario um método eficiente para
sua recuperacao e reutilizagdo em reacdes subsequentes, ndo sendo a melhor

alternativa, visto que o custo do processo aumentaria.

FIGURA 10: Perfis previstos para o produto de transglicosilagao com os valores do caso
base (Keqm) = 0,88, StHp = 10549 e StHs = 14514), com aumento nas concentragdes iniciais do
doador e do receptor.
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FONTE: A Autora (2022).

LEGENDA: Em ambas as partes (A) e (B), o caso base tem o doador e o receptor em concentra¢des
iniciais iguais a 5 mM (==). Parte (A): 5 mM do doador e as concentragdes iniciais do receptor sendo
(=) 10 mM, (=) 20 mM, (=) 50 mM, (==) 100 mM e (=) 200 mM. Part (B): Concentragdes iniciais de
ambos o doador e o receptor em (==) 10 mM, (==) 20 mM, (==) 50 mM, (=) 100 mM e (==) 200 mM.
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6 DISCUSSAO

Esta dissertagdo traz duas contribuicdes. Em primeiro lugar, desenvolve e
aplica um modelo para determinar as seletividades para transglicosilagcdo, em
relagao tanto a hidrélise primaria quanto a hidrolise secundaria, para as enzimas de
retencdo e transglicosilases que catalisam a reacdo de transglicosilagdo pelo
mecanismo Ping Pong bi bi. Em segundo lugar, demonstra como este modelo pode
ser utilizado para explorar estratégias para melhorar o rendimento do produto de
transglicosilagao. Estas contribuigcdes sao discutidas a seguir.

O uso de c, a porcentagem de consumo do doador, como variavel
independente faz com que o modelo representado por Egs. (8a) a (8f) seja limitado a
anadlise de dados, nao podendo prever o comportamento da reagdo de
transglicosilagdo em funcado de tempo. Mesmo como uma ferramenta analitica, o
modelo ndo pode ser usado para analisar dados tragcados em termos de tempo, mas
isto ndo € uma desvantagem. De fato, muitas vezes se encontram problemas na
identificabilidade dos parametros quando se tenta estimar parametros através do
ajuste de modelos baseados no tempo a perfis temporais de reacédo, devido a
necessidade de estimar os valores de constantes de saturagao (Kwu) e constantes de
inibicdo (Ki) simultaneamente com as seletividades. Correlagdes significativas entre
parametros tipicamente ocorrem, semelhantes aos encontrados no ajuste da
equacao de Michaelis-Menten a curva de progresso para estimar kcat € Km (CHOI,
REMPALA; KIM, 2017).

O modelo do trabalho atual foi desenvolvido para o caso em que ha um
unico produto de transglicosilagdo, como os cobertos pelos estudos de casos.
Porém, o modelo pode ser estendido para sistemas mais complicados em que ha
mais de um produto da reacao de transglicosilagéo e, consequentemente, mais do
que uma reacao de hidrdlise. Para fazer isto, € necessario identificar a rede de
reagdes que ocorrem no sistema e deduzir as equagdes apropriadas. Em seguida, é
preciso obter perfis experimentais para as concentragdes percentuais normalizadas
das diversas espécies de reagao e traga-las em fungédo da porcentagem do consumo
do doador original. As seletividades transglicosilagcao/hidrélise (hidrélise primaria e
secundaria) e as especificidades relativas da enzima para as diferentes reagcdes de
transglicosilagdo podem, entdo, ser estimadas pelo ajuste do modelo aos dados. A

viabilidade de fazer isso € demonstrada pela aplicagédo de uma estratégia analoga
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para determinar as especificidades relativas de enzimas na hidrolise de
oligossacarideos: Pereira et al.. (2016) mostraram que o modelo simples para a
analise de esquemas lineares de hidrolise de oligossacarideos (MITCHELL;
CARRIERE; KRIEGER, 2008) poderia ser estendido & analise de esquemas
ramificados de hidrdlise.

Ao contrario do modelo proposto nesta dissertacdo, os métodos
desenvolvidos anteriormente para analisar as influéncias relativas de
transglicosilagao e hidrdlise sobre os rendimentos dos produtos de transglicosilagao
nao distinguem a hidrdélise primaria e hidrélise secundaria quantitativamente. Alguns
autores utilizaram o fator de seletividade junto com a Egs. (1) ou Eqg. (2) (VAN
RANTWIJK et al.,, 1999; HANSSON et al., 2001; MLADENOSKA et al., 2007;
MLADENOSKA, WINKELHAUSEN, KUZMANOVA, 2008; ADLERCREUTZ, 2017) ou
medigdes diretas das velocidades iniciais de transglicosilagéo e hidrélise (HUBER,
KURZ, WALLENFELDS, 1976; FANG et al., 2006; BOHIN et al., 2013; FRUTUOSO
e MARANA, 2013; GUERRERO e CONEJEROS, 2015; MLADENOSKA, 2016;
YANG et al., 2017; FLORINDO et al., 2018; CHEN et al., 2019; HOFFMANN et al.,
2020; KLIMACEK, SIGG, NIDETZKY, 2021; ZHAO et al., 2002). Outros autores se
limitaram a avaliagéo qualitativa dos perfis de reagao (TEZE et al., 2021; BISSARO,
2014; ARAB-JAZIRI et al., 2013; BISSARO et al., 2015).

Esta dissertagdo mostrou que, a fim de caracterizar a "seletividade
transglicosilagdo/hidrolise" de uma enzima em uma reacéo de transglicosilagédo, nao
é suficiente determinar o fator de seletividade de Van Rantwijk et al. (1999) e
Hansson et al. (2001), que aparece em Egs. (1) e (2). Seu fator de seletividade
caracteriza apenas a seletividade da enzima para transglicosilagdo em relacéo a
hidrolise primaria e, portanto, ndo leva a hidrdlise secundaria em conta. A analise
desenvolvida na dissertacdo mostra que € importante caracterizar a seletividade da
enzima para transglicosilagdo em relagdo as duas reagdes de hidrolise e que
também €& importante levar em conta a reversibilidade da reacdo de
transglicosilacdo. Uma consequéncia disto € que, a fim de obter estimativas tanto
das seletividades como da constante de equilibrio, ndo é suficiente obter apenas as
velocidades iniciais, no minimo, € necessario obter um perfil de reagdo, semelhante
aos perfis obtidos por Teze et al. (2021) e Bissaro (2014).

A obtencéao de perfis de outros componentes envolvidos na reagao, como, por

[P}

exemplo, para o produto final de hidrdlise “q” e também para o receptor “B”, torna-se
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interessante, porém ndo essencial. Nesses perfis, para se obter as melhores
estimativas de parametros, os dados devem ser obtidos para baixo, médios e altos
valores de consumo percentual do doador, a fim de caracterizar bem o aumento
inicial, o pico e a descida do perfil para o produto de transglicosilagao.

O modelo desenvolvido podera ser util para guiar as tentativas para melhorar
o rendimento do produto de transglicosilagdo. Primeiro, como demonstrado nos
estudos de caso (Veja as Segdes 5.1 e 5.2), o modelo pode ser ajustado aos perfis
de reacao para obter estimativas das seletividades que enzimas do tipo selvagem e
mutantes tém para transglicosilacdo em relagéo a hidrolise primaria e secundaria.
Isto permitiria aos pesquisadores quantificar os efeitos de suas estratégias de
engenharia de proteinas, com duas seletividades, em vez de serem limitadas a
interpretagdes qualitativas dos perfis.

Segundo, como foi mostrado na Secgdo 5.3, as exploragdes teoricas das
previsdes do modelo podem ajudar a evitar tentativas fracassadas de melhorar os
rendimentos: Na Sec¢ao 5.3, foi mostrado que, se a constante de equilibrio da reagao
de transglicosilagdo for baixa, os esforgos para melhorar as seletividades daria
retornos limitados; também € necessario manipular a reacdo para aumentar a

constante de equilibrio.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O modelo desenvolvido no trabalho atual pode ser usado para determinar
tanto a seletividade para transglicosilagcdo em relagdo a hidrdlise primaria quanto a
seletividade para a transglicosilagao em relagao a hidrodlise secundaria.

O modelo também é uma ferramenta util para guiar os esfor¢os para
melhorar o rendimento do produto de transglicosilagdo: tais esforgos n&do devem ser
limitados a melhorar as seletividades da enzima para transglicosilagéao em relagao a
hidrélise primaria e secundaria, também devem ser consideradas estratégias para

maximizar a constante de equilibrio da reag&o de transglicosilagéo.
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8 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

O modelo do trabalho atual foi desenvolvido para sistemas que apresentem
um unico produto de transglicosilagdo. Desta forma, propdem-se trabalhos futuros
que visam estender o modelo desenvolvido para sistemas em que se tém varios
produtos de transglicosilagdo distintos. O numero de parametros destes modelos,
entretanto, aumentam de forma significativa, ja que cada produto de
transglicosilagao distinto tera sua prépria reacéo de hidrolise secundaria. Além disso,
sera também preciso identificar a seletividade da enzima para as diferentes

transglicosilagdes que ocorrem em paralelo.
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ANEXO 6

Case Study 1

The data for the first case study were taken from Fig. 2 of the article of Teze et
al.. (2021) using WebPlotDigitizer (https://automeris.io/WebPlotDigitizer/). This figure
of Teze et al.. (2021) is a plot of the percentage normalized concentration of the
transglycosylation product Q (a-L-Fucp-(1—3)-D-GIcNAc) as a function of the
percentage consumption of the donor molecule A (2-chloro-4-nitrophenyl a-L-
fucopyranoside). The data are shown in Table 3.

For all three experiments, the initial values are set at [A] = 20 mM, [B] = 20
mM, [P] = 0 mM, [Q] = 0.5 mM, [q] = 0 mM and [b] = 55000 mM. These correspond to
initial percentage normalized concentrations of A = 100, B=100, P=0, Q=2.5,q =
0 and b = 277500. The initial value of Q = 2.5 is obtained by extrapolating the
experimental curves of Teze et al.. (2021) back to the ordinate.

Table 4 shows the values of the parameters that gave the best fit of the model

to the data of Teze et al.. (2021) and the 95% confidence intervals of these
estimates.
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Table 3: Data obtained from Teze et al.. (2021) for Case Study 1.

. Mutant
Wild-type AIfB Mutant W130H Mutant H80F H80F continued
c Q c Q c Q c Q

2.8802 2.4975 5.0691 4.8731 0.9217 4.0203 57.6037 | 40.5685
4.9539 2.9239 7.4885 6.1523 1.3825 4.6904 58.9862 | 41.0558
6.7972 3.2893 10.2535 7.0660 3.2258 5.6650 60.3687 | 41.7868
8.5253 3.7157 13.1336 8.1624 4.6083 6.8223 | 61.2903 | 42.4569
10.0230 4.7513 16.1290 9.1980 5.9908 7.7360 62.4424 | 43.0660
12.4424 4.9949 19.1244 | 10.4162 7.6037 8.8934 63.5945 | 43.6751
14.6313 5.4822 22.5806 | 11.5736 9.1014 9.9289 | 64.7465 | 44.3452
17.0507 6.3350 25.9217 | 12.7310 10.1382 | 10.7817 | 66.5899 | 45.1980
19.8157 6.7614 29.7235 | 13.9492 11.2903 | 11.4518 | 67.1659 | 46.3553
22.9263 7.6142 33.5253 | 15.2284 12.9032 | 12.5482 | 68.6636 | 46.4772
26.2673 8.4670 37.3272 | 16.6294 14.2857 | 13.4619 | 69.8157 | 47.1472
30.2995 9.0152 41.4747 | 17.8477 15.4378 | 14.2538 | 70.7373 | 47.5736
34.7926 9.9289 45.6221 19.0660 16.7051 15.1066 | 71.8894 | 47.9391
39.8618 | 10.9645 | 49.7696 | 20.4670 17.7419 | 15.8376 | 73.0415 | 48.4873
459677 | 12.1827 | 54.0323 | 21.6244 19.1244 | 16.8122 | 73.9631 48.9137
53.4562 | 13.7056 | 58.2949 | 22.9036 20.5069 | 17.7259 | 74.6544 | 49.7665
63.4793 | 15.1066 | 62.4424 | 24.1827 221198 | 18.8223 | 76.0369 | 49.8883
76.0369 | 17.1168 | 66.4747 | 25.4010 23.5023 | 19.9188 | 76.2673 | 50.7411
90.7834 | 18.1523 | 70.7373 | 26.1929 251152 | 20.8934 | 77.6498 | 50.8629
98.7327 | 15.7766 | 74.1935 | 27.2284 26.4977 | 21.9898 | 78.5714 | 51.8376
99.4240 | 11.6954 | 77.5346 | 28.3249 27.7650 | 22.6599 | 80.2995 | 52.3858
99.5392 8.4061 80.5300 | 28.9949 29.0323 | 23.2690 | 81.5668 | 51.9594
83.4101 29.7868 29.9539 | 23.8782 | 81.6820 | 53.1777

85.9447 | 30.2741 31.5668 | 24.4873 | 82.9493 | 53.2995

88.0184 | 30.8832 33.0645 | 25.4010 | 84.5622 | 54.0305

89.8618 | 31.1878 34.1014 | 26.0711 | 86.1751 54.7005

91.4747 | 31.3706 35.0230 | 26.8629 | 88.0184 | 55.3096

92.8571 31.4315 36.1751 27.5939 | 90.0922 | 55.9797

93.7788 | 31.4315 37.2120 | 28.2640 | 92.6267 | 56.1624

94.9309 | 31.3706 38.4793 | 28.9340 | 94.9309 | 56.1015

95.8525 | 31.1878 39.4009 | 29.9695 | 96.5438 | 55.4315

97.4654 | 30.3959 40.8986 | 30.5178 | 97.8111 54.4569

98.3871 28.8122 421659 | 31.2487 | 98.2719 | 53.4213

98.8479 | 27.3503 43.5484 | 32.0406 | 98.8479 | 51.5939

99.0783 | 26.0102 44 4700 | 32.7107 | 98.9631 50.2538

99.0783 | 25.0355 453917 | 33.9289 | 99.0783 | 49.0964

47.0046 | 34.1117 | 99.0783 | 47.5127

48.1567 | 35.0863 | 99.0783 | 46.1117

49.4240 | 35.6954 | 99.1935 | 44.2843

50.6912 | 36.3046 | 99.1935 | 42.8223

51.7281 37.0964 | 99.1935 | 41.4213

52.9954 | 37.8274 | 99.1935 | 39.8985

543779 | 38.4365 | 99.3088 | 38.1929

55.5300 | 39.1675 | 99.3088 | 36.8528

56.4516 | 39.8985 | 99.3088 | 35.5127
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Table 4: Parameter estimates and 95% confidence intervals obtained by fitting the model to the data
of Teze et al.. (2021).

95% confidence 95% confidence
Fitted Fitted . interval Parameter | Estimated interval
Uncertainty . a
parameter value Lower Upper |of interest| value Lower Upper
limit limit limit° limit ©
Rra 0.0179304 | 0.0004882 | 0.017442 | 0.018419 Keaq() 55.77 54.29 57.33
Wild-type AlfB
Rab 0.0011212 | 0.0000956 | 0.001026 | 0.001217 St.pH 892 822 975
Rab 0.0002471 | 0.0000302 | 0.000217 | 0.000277 St.sH 4047 3606 4610
W130H
0.000506 | 0.000550
Rab 0.0005282 | 0.000022 2 2 St.pH 1893 1818 1976
0.000056 | 0.000071
Rab 0.0000642 | 0.0000075 7 7 St.sH 15576 13947 17637
H80F
0.000137 | 0.000144
Rab 0.0001407 | 0.0000036 1 3 St.pH 7107 6930 7294
0.000009 | 0.000012
Rab 0.0000108 | 0.0000016 2 4 St.sH 92593 80645 108696

@ The parameters of interest that are reported in the paper are the reciprocals of the fitted parameters.

® The lower limit of the 95% confidence interval for the parameter of interest is calculated as the

reciprocal of the upper limit for the corresponding fitted parameter.

¢ The upper limit of the 95% confidence interval for the parameter of interest is calculated as the

reciprocal of the lower limit for the corresponding fitted parameter.
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ANEXO 7

Case Study 2

The data for the second case study were taken from Fig. 3. of “Chapter Il —
Part I’ of the thesis of Bissaro (2014) wusing WebPlotDigitizer
(https://automeris.io/WebPlotDigitizer/). This figure of Bissaro (2014) is a plot of the
percentage normalized concentration of the transglycosylation product Q (Bn-B-D-
Galf~(1,2)-a-D-Xylp) as a function of the percentage consumption of the donor
molecule A (pNP-B-D-Galf). The data are shown in Table 5.

For all experiments, the initial values are set at [A] =5 mM, [B] =5 mM, [P]=0
mM, [q] = 0 mM and [b] = 55000 mM. These correspond to initial percentage
normalized concentrations of A = 100, B = 100, P = 0, g = 0 and b = 1100000.
Different initial concentrations of Q were obtained by extrapolating the experimental
curves of Bissaro (2014) back to the ordinate: [Q] = 0 mM for wild-type TxAbf, mutant
W99A and mutant WO9F; [Q] = 0.1 mM (which corresponds to a percentage
normalized concentration of 2) for mutant H98A, mutant H98F and mutant
HI98AW99A; and 0.05 mM (which corresponds to a percentage normalized
concentration of 1) for mutant H98FW99F.

Table 6 shows the values of the parameters that gave the best fit of the model
to the data of Bissaro (2014) and the 95% confidence intervals of these estimates.

101



c0l

qLge¢cl |¢lGc’06 |90v6°0L |8660%8 | 0000°G 6¢01'96 | ¥¥9G'E yr08'96 |€996°0L |¥8YE'L6 |98EL9L |00L¥'8L |80CV'S |V
9.0'v6

L6e€l 101068 |90¥6'0L |vCvCe€8 |198E9 GGyC'G6 |0€0L'v | 19€€96 |/19¢E¢Cl |cCS€e06 | 1/1829L |c0l€GL |126LS |8
car'e6

¢e8cvl | /G06'98 | €996°0L | 0€9V'C8 | €ClL. ¢L06'¢6 |6E€LL9 |CELLG6 |28.9PL |998E88 |¥CI9C9L | VEELEL |LEEQ9 |
I¥L'€6

oLoe'vl |968¥'¥8 |90v6°0L |l6VY¥'L8 | €89L'8 ¢e89'l6 | 99v8'L ¢LGC'06 |11€89L LGEO'G8 | 99€E9L | 8C98LL |90V¥'8 |
918'L6

9ey¥9'GL  |6GLCL8 | 89180l 16496, |/12€C6 8./¥'68 |8.1C'8 6816°.8 |¥95€6L |€G¥E6L |9.€C9L |¥08969 |1 L
G8Yv'LL | €€9'68

8Gl6'Gl |2l0g'6L |8LLL0L |¥9€L'GL | 0S0G°6 6€69°98 | 1G86'8 1GGC'v8 |€191°0¢ |2¢SvOv.L |¥COC9L |G2S6'99 |V €
¥9S°€l 192198

YEOL'9L | 2¢G69°9L |9v¥S 0L | 9¥CG69 | GEGO'6 9800°€8 | LvE0'6 ¥6€8°L8 | ¥C9C’Llc |GC09'69 |¥C9C9l |¥08EVY (€ 0
998'GlL |090°1L8

99€€9l |8/8L°€L |.GC6'6 0861¢9 |8ccc 0l |v68lL'6L |V650°6 €Gve'6L |1/8C'Lc  |GP/899 | 188L9L |/129C°L9 |€ 9
192’8l |960°¢L

6¢Lc9l |8.€5°0L |680L°6 82¢6'¢G |8lcE0L |629L°LL |LVEO'6 L1G8°9L | 1L/8CLC | LCL6'€9 |9E¥I9'GL |622C8G | yA
¢8C'6l |299°99

99€e9L | 010689 |€€L9°L 8L¥8°0vy |G.¥C’0lL |8GlL6'GL |8SLY'8 0ce0eL |198€°LCc | 16E9°09 |G8¥L'GL |9.89VG |0 6
S09'61 | S29'69

188L°9L L86Y° L9 | ¥S9G6°9 L€6G'EE | 086L°0L |0L9€V. | 0968'L 6009'€9 |/€€9°LC |LPO9°9G |0S0SVL |EVL60S |6 A
8016l |908°GS

98€L'9L | €€8LG9 |GGYI'S LclG'le | 8¥C00L |v98¥'CcL |6S06'9 [COEL'LG |[8c¢C0C |99G8'Ly |€1/8CL |6880¢Cy |6 €
11881 |9680G

L€69'GL | 00CL'C9 |0€0LV 0.€6°LL |€¥L00L |¢68G89 |6ELL'9 |G90C'SY |¥E99'8L | G9GGCY | LPEGTLL | 2998°9E || 6
€618 |€90°9¥

LyEO0'VL | G299°09 |¥8GL'Y L90v'€l | 680L°6 9/8¢'LG | GlvC'G L129°€E | 199891 L66€°9€ |€2lC0L |LEVEOE |G 4
¥S0'ZlL | 290°0%

89180l |€29.¥E |96EGE €Lv0'6 LEEQ9 080907 |99€8°€ €Lee’se | L0Ev' VL | EVBE6C | ¥E99'8 Loveve |8 YA
¥20'GL |€18°¢CE

SYALA] 6viECL |€89LE vees'vy 0665°¢ 6¢v0'GL | 6908'L 18901 |ZVEGLL | 29G€LE | 69069 GGe8 9L |8 g
0Zv'0l | Lv6'¥e
00000 00000 8¥20°0 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 81200 00000 00000 |0000°0

o} 9 O 0 o) 9 0 o 0] 9 o} 0 O o

466Md86H jueinu V66/MV86H jueinw 466/M jueinu V66/M jueinu 486H juenw V86H jueinw Jawx L odA-piipm

'Z Apnig ase) Joj (71.02) oJessig woly paulelqo eye( G dlqeL




€0l

79689 6...'v6

€G9¥'8 ¥€.9°C6

67198 1,088°06
9cvL'G GGvc’'G6 | 0¥09'6 G/98'68
9evL'8 ¥9.0'v6 | 00000l |C¥G98'88 6809'LL |6610°C6
0€0.L°6 06Lc’€6 |9vv¥S0L | 81.0'88 99€€’L 0¢/c’L6 8¢clcl |CSEE06
€LLe0lL |CL06'¢6 |€899°0L |//2898 660G°L 0¢/c’L6 99€8°€l | 0vvC68
96€0°'LL |850C¢6 |1€69°0L |S¥L8'G8 |€1/8C 191126 | C188’L 0c/c’/6  |188L9 €vGl'v6 |0L06'¥L |¥0.6°G8
LCEL° VL | P8YETL6 | €998°0L [¥SYOV8  |680L°Y 604696 |.16¢0°¢C IV6lL°L6 | EVLS L 66¥0°¢6 |€.9.°Gl |6819¢8




Table 6: Parameter estimates and 95% confidence intervals obtained by fitting the model to the data

of Bissaro (2014).

Parameter | Estimated 95% confidence
Fitted Fitted Uncertainty 95% confidence interval | of interest | value ? interval
parameter value Lower Upper
Lower limit | Upper limit limit® limit ©
Rra 1.1339592 | 0.1538986 | 0.9800606 | 1.2878578 Keam) 0.881866 | 1.0203451 | 0.776483
Wild-type TxAbf
Rab 0.0000948 | 0.0000081 | 0.0000867 | 0.0001029 StpH 10549 11534 9718
Rab 0.0000689 | 0.0000142 | 0.0000547 | 0.0000831 StsH 14514 18282 12034
Mutant H98A
Rab 0.0002187 | 0.0000133 | 0.0002054 | 0.0002320 StpPH 4572 4869 4310
Rab 0.0000521 | 0.0000144 | 0.0000377 | 0.0000665 St.sH 19194 26525 15038
Mutant H98F
Rab 0.0001065 | 0.0000092 | 0.0000973 | 0.0001157 StpH 9390 10277 8643
Rab 0.0000467 | 0.0000138 | 0.0000329 | 0.0000605 St.sH 21413 30395 16529
Mutant W99A
Rao 0.0003826 | 0.0000324 | 0.0003502 | 0.0004150 StpH 2614 2856 2410
Rab 0.0001991 | 0.0000224 | 0.0001767 | 0.0002215 StsH 5023 5659 4515
Mutant W99F
Rab 0.0003438 | 0.0000283 | 0.0003155 | 0.0003721 StpPH 2909 3170 2687
Rab 0.0001361 | 0.0000193 | 0.0001168 | 0.0001554 St.sH 7348 8562 6435
Mutant H98AW99A
Rab 0.0004335 | 0.0000407 | 0.0003928 | 0.0004742 StpH 2307 2546 2109
Rab 0.0001053 | 0.0000200 | 0.0000853 | 0.0001253 St.sH 9497 11723 7981
Mutant H98FW99F
Rao 0.0001954 | 0.0000131 | 0.0001823 | 0.0002085 StpH 5118 5485 4796
Rab 0.0000579 | 0.0000147 | 0.0000432 | 0.0000726 StsH 17271 23148 13774

@ The parameters of interest that are reported in the paper are the reciprocals of the fitted parameters.
® The lower limit of the 95% confidence interval for the parameter of interest is calculated as the
reciprocal of the upper limit for the corresponding fitted parameter.
¢ The upper limit of the 95% confidence interval for the parameter of interest is calculated as the
reciprocal of the lower limit for the corresponding fitted parameter.
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ANEXO 8

A model for transglycosylation in terms of percentage consumption of the
donor that assumes that all three reactions are irreversible, including
transglycosylation

In Case Study 1 of this dissertation, a relatively high value of 55.8 was
obtained for the equilibrium constant of the transglycosylation reaction. A model that
assumes that all three reactions are irreversible (i.e. not only the two hydrolysis
reactions but also the transglycosylation reaction) was therefore fitted to the data.
This model is obtained by setting Rea in Egs. (68a) to (68f) to zero, giving

dA  —AB —Ra,Ab

dc - AB+Rupdb 1 (69a)
dB  —AB + RopQb
=== ov? (69b)
dc AB + RAbAb
dP  AB + Ry, Ab
= oA (69¢)
dc AB + RAbAb
dQ AB — RopQb
dQ _ A5 ~ Ron0b (69d)

dc  AB + RppAb

db _ —RapAb — RqpQb
dc AB + Rp,Ab

(69e)

dq _ RAbAb + RQbe
dc AB + RppAb

(69f)

This model was applied to the data of Case Study 1 of this dissertation.
However, it gave a minimum value of the objective function (Eq. (12) of these
Annexess) of 475.0, which is over 4-fold higher than the value of 110.5 obtained with
the model represented by Eqgs. (68a) to (68f). Interestingly, the fitted profiles for the
wild-type AIfB and mutant W130H are very similar for the two models, but the fitted
profile for the mutant H80F is different near the peak yield of the transglycosylation
product (compare Figure 10 with Figure 3 of these Annexes).
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Figure 10: Fitting of the model that assumes all three reactions are irreversible (i.e. not only primary
and secondary hydrolysis, but also transglycosylation) to the data of Teze et al.. (2021) for wild type
AIfB from Lactobacillus casei. Profiles are plotted for the percentage normalized concentration of the
transglycosylation product a-L-Fucp-(1—3)-D-GIcNAc as a function of the percentage consumption of
the original donor a-L-FucpOCNP. Key: Wild-type AIfB (X) and the mutants W130H (%) and H80F
(X). The solid lines represent the fitted curves. Details of other reaction species and the initial
concentrations used in the assays are given in the dissertation.
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