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Resumo 

β-glicosidases (EC 3.2.1.21) são enzimas chave no processo de produção de biocombustíveis 

de segunda geração. Elas agem em conjunto com endoglucanases e exoglucanases na conver-

são de biomassa em açúcares fermentáveis. Entretanto, a maior parte das β-glicosidases co-

nhecidas são altamente inibidas por grandes concentrações de glicose. Assim, a busca por mu-

tações que melhorem a atividade de β-glicosidases não tolerantes a inibição por glicose é de 

grande importância para a indústria. Nesta tese, é apresentada uma revisão sistemática da lite-

ratura para coletar informações sobre β-glicosidases glicose-tolerantes e construir uma base 

de dados, denominada BETAGDB. Além disso, são caracterizados resíduos importantes no 

bolsão catalítico para atividade e glicose-tolerância. Por fim, apresenta-se um método baseado 

na diferença de variação de assinaturas estruturais para propor mutações em enzimas, deno-

minado SSV (Structural Signature Variation). SSV usa modelagem em grafos para criar uma 

assinatura estrutural identificadora de β-glicosidases glicose-tolerantes. O método SSV foi 

avaliado em três estudos de caso: (i) 27 mutações descritas na literatura foram manualmente 

classificadas como benéficas ou não. A seguir, a classificação foi reproduzida utilizando SSV. 

O método obteve uma acurácia de 0,74 e uma precisão de 0,89; (ii) 18 mutações benéficas 

foram propostas para a β-glicosidase não tolerante Bgl1B. Resultados experimentais de três 

mutações corroboram os resultados obtidos pelo segundo estudo de caso e demonstram que 

SSV é um método eficaz para proposta de mutações em β-glicosidases; e (iii) comparou-se 

SSV com SVM para verificar se a distância euclidiana, métrica usada por SSV para compara-

ção de assinaturas, era eficaz. Comparou-se ainda com BioGPS, um método que usa finger-

prints para proposta de mutações baseadas em estruturas tridimensionais. SSV obteve valores 

de precisão e especificidade superiores a SVM. Na comparação com BioGPS, SSV foi capaz 

de predizer corretamente cinco em sete mutações validadas em bancada que inseriam ativida-

de amidase em uma lipase. Os resultados obtidos nesta tese podem ajudar na produção de en-

zimas β-glicosidases mutantes capazes de aperfeiçoar a produção de biocombustíveis de se-

gunda geração. O método SSV pode ser estendido a outras enzimas e pode ainda ser utilizado 

em conjunto com outras estratégias e ferramentas para propor mutações mais eficientes. SSV 

está disponível em: <http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv>. 
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Abstract 

β-glucosidases (EC 3.2.1.21) are key enzymes in the second-generation biofuel production. 

They act synergically with endoglucanases and exoglucanases in the conversion of biomass to 

fermentable sugars. However, most known β-glucosidases are highly inhibited by high glu-

cose concentrations. Hence, the search for mutations that improve the activity of non-tolerant 

β-glucosidases has great importance to the industry. In this thesis, I present a systematic re-

view of the literature to collect information about glucose-tolerant β-glucosidases and to con-

struct a database, called BETAGDB. In addition, important residues for the activity and glu-

cose-tolerance were characterized in the catalytic pocket. Finally, I proposed a method based 

on the difference of variation of structural signatures to propose mutations in enzymes, called 

Structural Signature Variation (SSV). SSV uses graph modeling to create a structural signa-

ture that identifies glucose-tolerant β-glucosidases. The SSV method was evaluated in three 

case studies: (i) 27 mutations described in the literature were manually classified as benefi-

cial or not. The classification was then reproduced using SSV. The method obtained an accu-

racy of 0.74 and a precision of 0.89; (ii) 18 beneficial mutations were proposed for the non-

tolerant β-glucosidase Bgl1B. Experimental results of three mutations corroborate the out-

comes obtained by the second case study and demonstrate that SSV is an effective method for 

the proposal of mutations in β-glucosidases; and (iii) SSV was compared with SVM to verify 

whether the Euclidean distance, metric used by SSV for comparison of signatures, was effec-

tive. It was also compared with BioGPS, a method that uses fingerprints to propose mutations 

based on three-dimensional structures. SSV obtained values of precision and specificity supe-

rior to SVM. In the comparison to BioGPS, SSV was able to correctly predict five in seven 

bench-validated mutations that inserted amidase activity into a lipase. The results obtained in 

this thesis may aid in the production of mutant β-glucosidase enzymes capable of enhancing 

the production of second-generation biofuels. The SSV method can be extended to other en-

zymes and can also be used together to other strategies and tools to propose more efficient 

mutations. SSV is available at <http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv>. 
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1. Introdução 

Biocombustíveis são uma forma de energia limpa e renovável (CHOUDRI et al., 2017). Eles 

destacam-se como uma alternativa aos combustíveis fósseis, uma vez que seu processo de 

combustão libera na atmosfera CO2 equivalente ao já fixado pelas plantas (HO; NGO; GUO, 

2014). No caso dos combustíveis fósseis, moléculas de carbono, que já estavam removidas do 

ciclo do carbono, são extraídas e recolocadas no ciclo, o que agrava os efeitos do aquecimento 

global (BROWN; CALDEIRA, 2017).  

Biocombustíveis são produzidos a partir de matérias agrícolas, como cana-de-açúcar, 

milho, algas, dentre outros tipos de matérias orgânicas (SOLOMON, 2010). Dentre os tipos 

de biocombustíveis mais produzidos destacam-se o biodiesel, o biogás e o bioetanol (VAZ, 

2019). O Brasil tem se destacado como o segundo maior produtor de biocombustíveis do 

mundo, produzindo bioetanol a partir de cana-de-açúcar (Figura 1; RAMAN; GNANSOU-

NOU, 2014).  

 
Figura 1. Produção mundial de biocombustíveis.  
Os cinco maiores produtores de biocombustíveis são, respectivamente: Estados Unidos, Brasil, França, Alema-
nha e China. Fonte: Adaptado de BP GLOBAL (2016). 

O processo de produção do bioetanol ocorre em várias etapas, destacando-se duas: sa-

carificação e fermentação. Na sacarificação, o açúcar é extraído da matéria-prima, enquanto 

na fermentação, o açúcar extraído é convertido em etanol.  
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Os processos de produção de biocombustíveis podem ser classificados de acordo com 

a forma a qual a matéria-prima para produção do biocombustível é obtida. Biocombustíveis 

de primeira geração são aqueles a qual, no processo de produção, o açúcar é extraído com fa-

cilidade a partir de alimentos, como beterraba, trigo, milho, cana-de-açúcar, dentre outros 

(MARTIN, 2010). O processo de produção de biocombustíveis de primeira geração pode en-

trar em conflito com a produção de alimentos, uma vez que parte das lavouras destinadas a 

produção de alimentos passaria a ser destinada a produção de combustíveis. Além disso, esse 

processo gera a produção de resíduos pouco aproveitados, como o bagaço da cana-de-açúcar. 

Uma solução para esses problemas pode estar na chamada segunda geração de biocombustí-

veis (ROBAK; BALCEREK, 2018). 

Biocombustíveis de segunda geração são aqueles produzidos a partir de biomassa. Ce-

lulose é a maior fonte de biomassa da Terra, compondo em torno de 40 a 50% de todo peso da 

biomassa de plantas (UCHIMA et al., 2012; UCHIYAMA; YAOI; MIYAZAKI, 2015). Ela é 

composta por monômeros de glicose conectados por ligações β-1,4 glicosídicas (PERCIVAL 

ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006; RAMANI et al., 2015a). A glicose obtida pela degra-

dação da celulose pode ser fermentada para produção de bioetanol, uma alternativa verde 

promissora e fonte de energia renovável para produção de combustíveis (TEUGJAS; VÄL-

JAMÄE, 2013).  

O bagaço da cana-de-açúcar é um exemplo de biomassa lignocelulósica. A lignocelu-

lose é um componente presente na parede celular de plantas. É composta por lignina, hemice-

lulose e celulose, cuja degradação pode gerar uma grande quantidade de monossacarídeos 

fermentáveis (glicose) que podem ser utilizados na produção de etanol lignocelulósico. Esti-

ma-se que se 80% da glicose aprisionada na estrutura da parede celular do bagaço da cana-de-

açúcar pudesse ser extraída, seria possível dobrar a produção brasileira de bioetanol sem a 

necessidade de aumentar as áreas destinadas ao cultivo de cana-de-açúcar (Prof. Dr. Luis Fer-

nando Marins, comunicação pessoal). Entretanto, a produção de biocombustíveis de segunda 

geração ainda apresenta limitações. Fungos e bactérias possuem sistemas enzimáticos capazes 

de decompor com eficácia a parede celular de plantas. Um desses sistemas é composto por 

três celulases: as endoglucanases, as exoglucanases e as β-glicosidases (Figura 2).  
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Figura 2. Processo de decomposição da celulose.  
Fonte: Adaptado de CHANDEL & SILVA (2013). 

β-glicosidases agem sinergicamente com endoglucanases (E.C. 3.2.1.4) e exoglucana-

ses (E.C. 3.2.1.91), conhecidas também como celobiohidrolases, em um sistema enzimático 

responsável pela bioconversão de celulose (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008). Enquanto en-

doglucanases agem na cadeia da celulose produzindo oligossacarídeos de tamanhos variados, 

exoglucanases agem na produção principalmente de celobiose (Figura 3). β-glicosidases cli-

vam as ligações β-1,4 glicosídicas ao reagir com uma molécula de água, produzindo dois mo-

nômeros de glicose (BÉGUIN; AUBERT, 1994). β-glicosidases têm o papel fundamental nes-

se sistema de remover a celobiose, que é um forte inibidor tanto das endoglucanases quanto 

das exoglucanases (CHAMOLI et al., 2016; KADAM; DEMAIN, 1989; MURPHY et al., 

2013; WATANABE et al., 1992; ZHAO et al., 2013). Entretanto, a maior parte das β-

glicosidases relatadas na literatura são inibidas pelo aumento da concentração do próprio pro-

duto (GUEGUEN et al., 1995; RAJASREE et al., 2013; TEUGJAS; VÄLJAMÄE, 2013; 

YANG et al., 2015b). Portanto, o interesse na descoberta de β-glicosidases termoestáveis e 

resistentes à inibição por glicose tem crescido nos últimos tempos. Além disso, a produção de 

tais enzimas pode ajudar na descoberta dos mecanismos de funcionamento de enzimas β-

glicosidase eficientes e pode gerar melhorias no processo de sacarificação para produção de 

biocombustíveis (PEI et al., 2012). Sugere-se ainda que β-glicosidases melhoradas podem 

proporcionar um aumento da conversão de bagaço-de-cana em açúcar (CAO et al., 2015). 
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Figura 3. Processo de sacarificação enzimática na produção de biocombustíveis de segunda geração. 
(A) Em geral, o processo de ocorre pela ação de três enzimas: (i) endoglucanases (ENDO), (ii) exoglucanases ou 
celobiohidrolases (EXO), e β-glicosidases (BGL); (B) β-glicosidases podem sofrer inibição competitiva pela 
glicose, produto da quebra da celobiose; (C) a inibição de β-glicosidases proporciona um aumento de celobiose 
no meio, que é um inibidor de endoglucanases e exoglucanases; (D) portanto, a presença de β-glicosidases mais 
eficientes poderia melhorar o processo de sacarificação. Fonte: próprio autor. 
 

Na produção industrial, essas enzimas costumam ser cultivadas em fungos. Entretanto, 

a produção em fungos requer a suplementação de enzimas β-glicosidase, que tendem a ser 

pouco secretados por esses organismos. Novozyme® 188 é um coquetel comercial de enzi-

mas celulósicas largamente utilizadas para complementar a ação das celulases. Novozyme® 

188 ainda tem sido utilizado para comparar novas β-glicosidases e testá-las para conversão de 

celulose (CAO et al., 2015; UCHIMA et al., 2012; ZHAO et al., 2013). Por exemplo, o fungo 

Trichoderma reesei, um produtor de celulases em nível industrial, requer a suplementação 

desta enzima para melhorar a conversão de celulose. Entretanto, a β-glicosidase presente em 

Novozyme® 188 apresenta uma constante de inibição (Ki) inferior a 0,1 M (CAO et al., 

2015). Enzimas com uma constante de inibição superior a esse valor podem ser consideradas 

mais eficientes. Para que a produção industrial de biocombustíveis de segunda geração seja 

economicamente viável, ela deve ocorrer em nível industrial com um baixo custo tanto no 
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processo sacarificação quanto de fermentação. Em geral, suplementações encarecem o pro-

cesso de produção. Ainda, para ser economicamente viável, a hidrólise de celulose deve ser 

conduzida em uma alta concentração de matéria seca, que inevitavelmente resulta em uma 

alta concentração de produtos de hidrólise, como a glicose e celobiose, o que faz da inibição 

por produtos o maior desafio do processo de engenharia de enzimas (TEUGJAS; VÄL-

JAMÄE, 2013). Logo, a descoberta de novas β-glicosidases tolerantes a inibição por glicose 

pode ser eficaz para suplementação em nível industrial e pode ainda reduzir custos do proces-

so.  

 Recentemente, β-glicosidases com uma característica especial de alta resistência a ini-

bição por glicose têm sido descritas na literatura (SALGADO et al., 2018). Essas β-

glicosidases, denominadas como glicose-tolerantes, têm sido sugeridas como enzimas mais 

eficientes para produção de biocombustíveis de segunda geração. Além disso, o uso de técni-

cas de engenharia genética tem sido proposto para tornar β-glicosidases não tolerantes a inibi-

ção em β-glicosidases glicose-tolerantes. Um exemplo é a técnica de EP-PCR (error-prone 

PCR), que produz mutações aleatórias na estrutura da proteína (WILSON; KEEFE, 2001). 

Nessa técnica, uma DNA polimerase danificada insere mutações em posições aleatórias da 

sequência durante o processo de replicação do gene codificante da β-glicosidase. Na maior 

parte dos casos, essas mutações não geram qualquer impacto ou até mesmo pioram a ativida-

de das β-glicosidases. Ocasionalmente alguma mutação benéfica pode ser descoberta, mas 

isso depende de extensos experimentos de bancada e validação manual de cada mutante pro-

duzido aleatoriamente. Logo, a descoberta de resíduos específicos para mutações sítio-

dirigidas aparenta ser a estratégia mais eficiente para melhoria de enzimas β-glicosidase, e sua 

busca tem incentivado estudos com pesquisadores de diversas áreas. Tais problemas motiva-

ram um projeto de pesquisa apresentado ao edital Biologia Computacional CAPES 051/2013. 

O projeto, denominado “Bioinformática Estrutural de Proteínas: modelos, algoritmos e apli-

cações biotecnológicas”, busca propor novas mutações em β-glicosidase que melhorem a pro-

dução de biocombustíveis. Esta tese faz parte desse projeto de pesquisa. 

1.1 Enzimas β-glicosidase 

β-glicosidase (E.C. 3.2.1.21) é uma classe de enzimas que hidrolisam as ligações glicosídicas 

de dissacarídeos, oligossacarídeos, aquil- e aril-β-glicosídeos (CAIRNS; ESEN, 2010; LU et 

al., 2013). Elas são extraídas de diversos organismos, como por exemplo, animais 

(PENTZOLD et al., 2014; UCHIMA et al., 2011), fungos (SAHA; BOTHAST, 1996), plantas 
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(CAIRNS; ESEN, 2010; PENTZOLD et al., 2014), bactérias (CRESPIM et al., 2016) e até 

mesmo em metagenomas (UCHIYAMA; MIYAZAKI; YAOI, 2013; UCHIYAMA; YAOI; 

MIYAZAKI, 2015). Em animais, essas enzimas ajudam no metabolismo de glicosídeos, além 

de participar de diversas funções digestivas (CAIRNS; ESEN, 2010; MARANA et al., 2001). 

Em plantas, elas desempenham diversas funções, tais como defesa, liberação de compostos 

aromatizantes, catabolismo da parede celular e lignificação (CAIRNS; ESEN, 2010; 

PENTZOLD et al., 2014). Em bactérias e em fungos, elas são componentes essenciais para 

hidrólise da celulose (RAMANI et al., 2015b). β-glicosidases têm aplicações em diversas 

áreas das indústrias biotecnológicas, como melhoria do aroma de sucos e vinhos 

(SWANGKEAW et al., 2010), hidrólise de glicosídeos de isoflavonas de soja (LI et al., 2012; 

SINGHANIA et al., 2013), redução de toxicidade de ração animal (COTA et al., 2015; 

GOPALAN et al., 1992) e degradação de celulose para conversão de biomassa em produção 

de biocombustível (SINGHANIA et al., 2013; SØRENSEN et al., 2011). 

Inicialmente, as β-glicosidases foram classificadas, baseado na especificidade por 

substrato, em três grupos: (i) aril-glicosidases; (ii) celobiases; e (iii) β-glicosidases de ampla 

especificidade (RAMANI et al., 2015b, p. 1; SINGHANIA et al., 2013; YANG et al., 2015a). 

Entretanto, a limitação dessa classificação levou à necessidade de um novo método de classi-

ficação, a partir de então, baseado em similaridades de sequências (HENRISSAT, 1991). As-

sim, β-glicosidases passaram a ser classificadas com base nas famílias das glicosídeo hidrola-

ses (GH) 1, 3, 5, 9, 30 e 116 (CAIRNS; ESEN, 2010; HENRISSAT; BAIROCH, 1993; 

JABBOUR; KLIPPEL; ANTRANIKIAN, 2012). Entretanto, a maior parte das β-glicosidases 

conhecidas pertencem às famílias 1 e 3 (CRESPIM et al., 2016; DEL POZO et al., 2012; 

SHIPKOWSKI; BRENCHLEY, 2005; SINGHANIA et al., 2013). 

Enzimas β-glicosidase da família GH1 pertencem ao clã GH-A. Esse clã apresenta 

uma estrutura altamente conservada conhecida como (α/β)8 TIM barril, composta por oito fi-

tas-beta, que se enovelam em forma de barril, intercaladas com oito alfa-hélices (Figura 4a). 

Além disso, β-glicosidases GH1 apresentam dois glutamatos a uma distância de aproximada-

mente 5Å localizados nas fitas-beta 4 e 7 do barril (CAIRNS; ESEN, 2010; CANTAREL et 

al., 2009; CRESPIM et al., 2016; HENRISSAT; DAVIES, 1997; JABBOUR; KLIPPEL; 

ANTRANIKIAN, 2012). Elas hidrolisam através de um mecanismo de retenção do carbono 

anomérico, usando os glutamatos como nucleófilo catalítico e ácido/base catalítico (Figura 

4a). Em contrapartida, as β-glicosidases da família GH3 apresentam estruturas menos conser-

vadas, em geral, utilizando um aspartato e um glutamato como nucleófilo catalítico e áci-

do/base catalítico (Figura 4b). Nos últimos anos, β-glicosidases da família GH1 têm chamado 
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a atenção devido à alta resistência a inibição por produto, o que pode ter aplicação para de-

gradação de celulose (YANG et al., 2015b). 

 
Figura 4. Comparação estrutural entre β-glicosidases GH1 e GH3. 
(a) β-glicosidase GH1 de Pyrococcus furiosus (3APG). A estrutura apresenta um enovelamento (α/β)8 TIM bar-
ril, com dois glutamatos como nucleófilo catalítico e ácido/base catalítico nas fitas-beta 4 e 7 presentes no barril; 
(b) β-glicosidase GH3 de Mucor circinelloides (modelado; template: 4I8D). A estrutura apresenta um aspartato 
como nucleófilo catalítico e um glutamato como ácido/base catalítico. Imagens geradas com PyMOL 
(http://pymol.org). Fonte: próprio autor. 

A maior parte das β-glicosidases reportadas como glicose-tolerantes pertencem à fa-

mília GH1. De fato, β-glicosidases da família GH1 têm sido reportadas entre 10 e 1000 vezes 

mais tolerantes que β-glicosidases GH3 (DE GIUSEPPE et al., 2014). Entretanto, detectou-se 

duas β-glicosidases GH3 com alta atividade em concentrações de glicose de 140 mM (HU-

ANG et al., 2014) e 400 mM (RAMANI et al., 2015a). 

 COTA et al. (2015) destacaram o potencial para uso industrial de enzimas β-

glicosidase GH1 devido a ampla especificidade de substratos e fraca inibição por glicose. DE 

GIUSEPPE et al. (2014) argumentam que as β-glicosidases GH1 têm um canal profundo e 

estreito na entrada do sítio ativo (Figura 5a-c). Tal canal pode estar relacionado com a maior 

tolerância a glicose das enzimas GH1. Em oposição, as β-glicosidases da família GH3 têm a 

concavidade que leva ao sítio ativo mais larga. Isso facilita a entrada do substrato, o que pode 
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levar a uma maior atividade catalítica. Entretanto, também facilita a retenção do produto, cau-

sando uma maior inibição, mesmo com baixas concentrações de glicose (Figura 5b-d). 

 
Figura 5. Comparação entre bolsões catalíticos de β-glicosidases GH1 e GH3. 
(a) Acesso de glicose ao sítio ativo da β-glicosidase glicose-tolerante GH1 de H. insolens. (b) Acesso de glicose 
ao sítio ativo da β-glicosidase GH3 de A. aculeatus. Comparação entre bolsões catalíticos de (c) GH1 e GH3: o 
canal das GH1 é mais profundo e estreito que o das GH3. Fonte: adaptado de DE GIUSEPPE et al. (2014). 

 CAO et al. (2015) sugeriram que uma β-glicosidase ideal poderia ser obtida melho-

rando a tolerância a glicose das GH3 ou melhorando a constante especificidade (kcat / Km) das 

GH1. BREVES et al. (1997) reportaram duas β-glicosidases das famílias GH1 e GH3, respec-

tivamente, presentes em um mesmo operon de Thermoanaerobacter brockii. Isso sugere que a 

diversidade de β-glicosidases de diferentes famílias pode ser de alguma forma benéfica para o 

organismo. Logo, isso pode ser uma evidência de que o uso de coquetéis suplementares com 

β-glicosidases de diferentes famílias pode melhorar a produção de biocombustíveis. 

1.2 Tolerância a glicose 
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Glicose inibe a atividade de β-glicosidases competindo com o substrato (celobiose) na intera-

ção com o sítio ativo. Portanto, β-glicosidases tolerantes à glicose podem aumentar a produ-

ção e reduzir custos (YANG et al., 2015b). MELEIRO et al. (2015) relataram que a hidrólise 

enzimática produz concentrações de glicose que variam de 650 a 1000 mM. Assim, a β-

glicosidase ideal deveria estar ativa mesmo em concentrações de glicose maiores que essas. 

A constante de inibição (Ki) para glicose tem sido reportada como o principal parâme-

tro utilizado para medir a inibição por produto. Quanto menor o valor da constante de inibi-

ção, consequentemente, maior a inibição. Uma análise da literatura demonstrou que a β-

glicosidase de Bacillus subtilis (CHAMOLI et al., 2016) apresenta a mais alta constante de 

inibição por glicose (1,9 M) dentre as estruturas disponíveis em bancos de dados públicos 

(Tabela 1). Quando a constante de inibição para glicose não estava disponível, os artigos re-

portavam outro parâmetro de tolerância, como o IC50. O IC50 mede a concentração de inibidor 

quando a velocidade da reação atinge 50% da velocidade máxima. Entretanto, em alguns tra-

balhos não se tem o IC50 calculado precisamente. Por exemplo, a β-glicosidase GH3 obtida no 

organismo Mucor circinelloides mantém 84% da sua atividade a uma concentração de glicose 

acima de 140 mM (HUANG et al., 2014).  

 
Tabela 1. Lista de β-glicosidases tolerantes a inibição por glucose. 
 

# ORGANISMO UNIPROT  PDB GH TA PH KI
B IC50C KM

D FONTE 

1 Bacillus subtilis I3QIG4 ND* 1 60 6 1900 ND* ND* (CHAMOLI et al., 

2016) 

2 Metagenoma de China 

South Sea 

D5KX75 ND* 1 40 6.5 ND* 1000 20.4 (Yang et al., 

2015b) 

3 Metagenoma de Tur-

pan Depression 

A0A0F7K

KB7 

ND* 1 50 5 ND* 3500 ND* (CAO et al., 

2015) 

4 Exiguobacterium 

antarcticum B7 

K0A8J9 5DT5 1 30 7 ND* 1000 6.18 (CRESPIM et al., 

2016) 

5 Metagenoma de 

Kusaya gravy 

HV348683.

1 e 

ND* 1 45 5-6.5 ND* >750 0.36 (Uchiyama et al., 

2015) 

6 Thermoanaerobacte-

rium aotearoense 

A0A0H4N

XH8 

ND* 1 60 6 800 ND* ND* (Yang et al., 

2015a) 

7 Talaromyces funicu-

losus h 

K4KB38 ND* 3 60 5 ND* 400 1.25 (RAMANI et al., 

2015a) 

8 Humicola grisea var. 

thermoidea 

O93784 4MDO 1 40 6 ND* >450  ND* (Benoliel et al., 

2010; de 

Giuseppe et al., 

2014) 

9 Metagenoma de solo K4I4U1 ND* 1 50 6 ND* >300 2.09 (LU et al., 2013) 

10 Thermoanaerobacte-

rium thermosaccharo-

D9TR57 ND* 1 70 6.4 600 ND* 7.9 (PEI et al., 2012) 
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lyticum 

11 Fervidobacterium 

islandicum 

G8YZD7 ND* 1 90 7 211 ND* ND* (Jabbour et al., 

2012) 

12 Mucor circinelloides ND* ND* 3 50 5 ND* >140 4.55 (HUANG et al., 

2014) 

13 Trichoderma reeseig O93785 ND* 1 30-40 f 5-7 ND* 650 2.48 f (Guo et al., 2016) 

14 Thermotoga naph-

thophila 

D2C6W2 ND* 1 80 7 1200 ND* 7.76 (AKRAM et al., 

2016) 

15 Caldicellulosiruptor 

bescii 

B9MNR1 ND* 1 85 6.8 113.8 ND* 90.8 (BAI et al., 2013) 

16 Neurospora crassa U9W8B8 ND* 1 40-45 5.5-

6.5 

ND* 950 0.21 (MELEIRO et al., 

2015) 

17 Pyrococcus furiosus E7FHY4 3APG 1 > 80 ND* 207 ND* ND* (COTA et al., 

2015) 

18 Thermotoga petrophi-

la 

A5IL97 ND* 1 > 80 ND* 1100 ND* ND* (COTA et al., 

2015) 

19 Acidilobus saccha-

rovorans 

D9PZ08 4HA3 1 93 6 500 ND* ND* (GUMEROV et 

al., 2015) 

20 Metagenoma Hydro-

thermal Spring 

W8W3B8 ND* 1 90 6.5 150 ND* ND* (SCHRÖDER et 

al., 2014) 

21 Neotermes koshunen-

sis 

Q8T0W7 3AHZ 1 50 5 ND* >1000 ND* (Uchima et al., 

2011; de 

Giuseppe et al., 

2014) 

22 Thermoanaerobacter 

brockii 

Q60026 ND* 1 ND* ND* 200 ND* ND* (BREVES et al., 

1997) 

23 Nasutitermes takasa-

goensis  

D0VYR9 ND* 1 65 5.5 ND* >600 ND* (Uchima et al., 

2012) 
a Temperatura ótima (em ºC).  
b Constante de inibição (Ki) para glicose (em mM).  
c IC50 (em mM).  
d Afinidade (Km) para celobiose (em mM).  
e  Sequência obtida no GenBank (gi|347872408|dbj|HV348683.1).  
f Mutante L167W/P172L aumenta a temperatura ótima para 55ºC e reduz afinidade por celobiose para 0,23 mM.  
g Trichoderma reesei (teleomorfo Hypocrea jecorina);  
h Talaromyces funiculosus (anamorfo Penicillium funiculosum). 

* ND: não determinado.  

 

 FANG et al. (2010) suspeitaram que a tolerância a inibição por glicose estava relacio-

nada com a diferença geométrica ao redor do loop C, uma região que está próxima a entrada 

para o canal que leva ao sítio ativo. Eles sugerem que parte da cavidade deveria desempenhar 

um importante papel na ligação do substrato. Como destacado anteriormente, DE GIUSEPPE 

et al. (2014) argumentaram que β-glicosidases da família GH1 tolerantes a inibição por glico-

se têm um canal profundo e estreito que limita o acesso da glicose ao sítio ativo. Assim, a 
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forma do canal do substrato (bolsão catalítico) é responsável pela redução do acesso da glico-

se e, consequentemente, a resistência à inibição por glicose em β-glicosidases GH1. Os auto-

res ainda detectaram que na β-glicosidase de Humicola grisea var. thermoidea (PDB: 

4MDO), os aminoácidos W168 e L173 contribuem para redução do efeito inibitório, devido à 

aplicação de restrições nos subsítios +2, que consequentemente limita o acesso da glicose ao 

subsítio -1. Entretanto, YANG et al.  (2015b) utilizaram mutações para verificar que a afini-

dade por glicose por resíduos na entrada e no meio do canal pode ser mais importante para o 

mecanismo de tolerância a glicose do que a profundidade e estreiteza do canal. 

1.3 Estimulação por glicose 

Além da tolerância a glicose, um controverso efeito estimulatório de glicose para β-

glicosidases foi reportado em diversos trabalhos (AKRAM et al., 2016; CRESPIM et al., 

2016; GUO; AMANO; NOZAKI, 2016; LU et al., 2013; MELEIRO et al., 2015; PEI et al., 

2012; RAMANI et al., 2015a; SOUZA et al., 2014; UCHIYAMA; YAOI; MIYAZAKI, 2015; 

YANG et al., 2015a, 2015b; ZHAO et al., 2013). Esse efeito é descrito unicamente para β-

glicosidases da família GH1 (DE GIUSEPPE et al., 2014; YANG et al., 2015b). Entretanto, 

nem todas as β-glicosidases glicose-tolerantes apresentam esse efeito estimulatório 

(MELEIRO et al., 2015).  

Estimulação por glicose consiste num aumento da atividade de β-glicosidases em de-

terminadas concentrações de glicose. Por exemplo, SOUZA et al. (2014) relataram que na 

presença de 50 mM de glicose a atividade da β-glicosidase de Humicola insolens RP86 era 

estimulada em até 1,8 vezes. CAO et al. (2015) argumentam que o efeito estimulatório por 

glicose ocorre devido a um efeito alostérico pela ligação da glicose a um sítio secundário ou 

devido a transglicosilação, reação em que o intermediário é atacado por um aceptor glicosídi-

co formando um novo glicosídeo, como por exemplo celotriose, celotetraose ou celopentose 

(FRUTUOSO, 2011). Além disso, argumentaram que o resíduo V174 pode estar relacionado 

com tal efeito. GUO, AMANO e NOZAKI (2016) sugerem que durante o processo de sacari-

ficação, enquanto a concentração de glicose aumenta, a inibição por substrato é gradualmente 

reduzida. Tal hipótese suporta a ideia de que o efeito estimulatório não ocorre devido a pre-

sença de certas quantidades de glicose, mas devido à redução de concentração de celobiose no 

ambiente. O que sugere que algumas β-glicosidases também podem ser inibidas por celobi-

ose. Eles ainda sugeriram que os resíduos W168, L173 e F348 podem ser os responsáveis pela 

tolerância e estimulação por glicose, restringido o volume e largura da entrada do local ativo e 
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prendendo uma molécula de glicose no subsítio +2 através de interações hidrofóbicas. Entre-

tanto, deve-se ressaltar que a base para a tolerância e estimulação não está totalmente clara 

(YANG et al., 2015b). 

1.4 Classificação de β-glicosidases baseada em tolerância e estimulação por glicose 

Muitos métodos tradicionais de classificação de enzimas não consideram a importância das 

características de tolerância e estimulação por glicose em β-glicosidases, como por exemplo a 

classificação baseada na especificidade da enzima ou a classificação em famílias propostas 

pelo CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes; CANTAREL et al., 2009). Por esse motivo, no-

vos métodos de classificação têm sido propostos recentemente.  

 CAO et al. (2015) propuseram que, em relação à inibição por glicose, β-glicosidases 

poderiam ser divididas em três grupos:  

(i) β-glicosidases que são fortemente inibidas por glicose: em Ki menores que 

0,1 M (TEUGJAS; VÄLJAMÄE, 2013);  

(ii) β-glicosidases que são tolerantes a baixa concentração de glicose, mas são 

inibidas em altas concentrações: como por exemplo as β-glicosidases de As-

pergillus oryze (Ki de 1,36 M; UCHIMA et al., 2011); de Candida petala (Ki 

de 1,36 M; SAHA; BOTHAST, 1996) e de uma bactéria não cultivada (Ki de 

4,28 M; LI et al., 2012);  

(iii) β-glicosidases que são estimuladas por baixa concentração de glicose e são 

inibidas por alta concentração de glicose: como por exemplo, a β-glicosidase 

do metagenoma de Turpan Depression que apresenta sua atividade aumentada 

em até quatro vezes entre concentrações de 0,2-0,6 M de glicose.  

 

Recentemente, SALGADO et al. (2018) estenderam a classificação proposta por CAO 

et al. (2015) e propuseram uma nova classificação, agora levando em consideração quatro ca-

tegorias de β-glicosidases (Figura 6): 

(i) β-glicosidases fortemente inibidas por baixas concentrações de glicose: a mai-

or parte das β-glicosidases são classificadas nessa categoria. Apresenta enzi-

mas cuja constante de inibição por glicose seja menor que 0,1 M, como por 

exemplo, β-glicosidases da família GH3 (CHAUVE et al., 2010; DECKER; 

VISSER; SCHREIER, 2001; HARNPICHARNCHAI et al., 2009; MELEIRO 

et al., 2014; YOON; KIM; CHA, 2008), algumas da família GH1 (FANG et al., 
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2010; PÉREZ-PONS; REBORDOSA; QUEROL, 1995; WIERZBICKA-WOŚ 

et al., 2013), e diversas β-glicosidases ainda não categorizadas nos grupos da 

plataforma CAZy (AŠIĆ et al., 2015; BENOLIEL et al., 2010; BOU-

DABBOUS et al., 2017; MALLEK-FAKHFAKH; BELGHITH, 2016);  

(ii) β-glicosidases tolerantes à glicose: classe composta por enzimas com valores 

de constante de inibição para glicose maiores que 0,1 M. β-glicosidases glico-

se-tolerantes mostram uma atividade catalítica entre 40-65º C, e pH ótimo vari-

ando entre 4,5-6,5. Esse grupo é composto majoritariamente por β-glicosidases 

da família GH1, com exceção das β-glucosidases GH3 de Mucor circinelloides 

(HUANG et al., 2014) e de Talaromyces funiculosus, anamorfo 

de Penicillium funiculosum (RAMANI et al., 2015a);  

(iii) β-glicosidases estimuladas por baixas concentrações de glicose, mas inibidas 

por altas concentrações: enzimas desta categoria podem apresentar um aumen-

to na atividade, dado por um fator de estimulação (FE), que pode variar de 1,1 

a 4,5 vezes. Paradoxalmente, a melhoria na atividade ocorre devido ao aumen-

to da concentração de glicose no meio, em geral, variando entre 20 a 500 mM 

(SALGADO et al., 2018). Entretanto, essas enzimas ainda são inibidas em altas 

concentrações de glicose;  

(iv) β-glicosidases não inibidas por altas concentrações de glicose: enzimas desta 

categoria apresentam atividade catalítica na presença de glicose maior do que 

na ausência. Por exemplo, as β-glicosidases de Bacillus halodurans (XU et al., 

2011), de um metagenoma microbial (UCHIYAMA; MIYAZAKI; YAOI, 

2013) e de um metagenoma de solo (MATSUZAWA; YAOI, 2017) foram es-

timuladas a uma concentração de 1 M de glicose; a β-glicosidase de Jeotgali-

bacillus malaysiensis (LIEW et al., 2018) e uma outra extraída de um solo 

agrícola (BIVER et al., 2014) foram estimuladas a uma concentração 2,5 M de 

glicose; por fim, a β-glicosidase de Anoxybacillus sp. DT3-1 foi estimulada a 

5 M e reteve atividade relativa alta a até 15 M de glicose (CHAN et al., 2016). 
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Figura 6. Representação do efeito da concentração de glicose na atividade relativa de β-glicosidases. 
Linha laranja: β-glicosidases fortemente inibidas por glicose (classe i); linha amarela: β-glicosidases tolerantes a 
glicose (classe ii); linha verde: β-glicosidases estimuladas por baixas concentrações de glicose, mas inibidas por 
altas concentrações (classe iii); e linha roxa: β-glicosidases não inibidas por altas concentrações de glicose (clas-
se iv). Fonte: adaptado de SALGADO et al. (2018). 
 

TEUGJAS & VÄLJAMÄE (2013) sugerem que os parâmetros mais importantes para 

avaliar enzimas β-glicosidase são a constante de especificidade para celobiose, dada pela ra-

zão entre a constante catalítica e constante de Michaelis (kcat/KM), e constante de inibição por 

glicose (Ki). Assim, β-glicosidases eficientes devem apresentar para celobiose valores mais 

altos de kcat e mais baixos de KM. Além disso, enzimas que apresentam altas temperaturas 

ótimas podem ser importantes, uma vez que, nesse mesmo estudo, o aumento de temperatura 

ambiente reduziu a inibição por glicose e aumentou a eficiência catalítica. Apesar de que 

também relataram que um aumento na tolerância por glicose tende a gerar uma redução na 

eficiência catalítica, ou seja, redução nos valores de constante de especificidade. Muitas β-

glicosidases são inibidas pelo substrato (celobiose), o que ocorre possivelmente devido a uma 

reação de transglicosilação que compete com hidrólise (TEUGJAS; VÄLJAMÄE, 2013; 

WOODWARD; WISEMAN, 1982).  

De fato, nem todos os fatores acima apresentados são levados em consideração nas 

classificações propostas por CAO et al. (2015) ou por SALGADO et al. (2018). Pode-se então 

inferir que o processo de seleção de enzimas para a hidrólise de celulose é complexo e depen-

de de muitos fatores. Logo, a escolha da enzima β-glicosidase ideal para uma aplicação indus-
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trial depende de um profundo estudo das características das enzimas obtidas e das condições 

às quais elas serão empregadas. Além disso, a glicose inibe a atividade enzimática das β-

glicosidases competindo com o substrato para ligar no sítio ativo, logo a inibição aparenta ser 

inevitável (YANG et al., 2015b). Como retratado anteriormente, CAO et al. (2015) sugerem 

que a β-glicosidase ideal poderia ser obtida melhorando a tolerância das GH3 ou melhorando 

o constante especificidade das GH1. Assim, a produção de enzimas mutantes por meio de en-

genharia genética aparenta ser uma boa estratégia para melhoria do processo de produção de 

biocombustíveis de segunda geração. 

1.5 Mutações em β-glicosidases 

Nos últimos tempos, algumas mutações têm sido retratadas na literatura por promover um 

efeito negativo para a atividade de β-glicosidases (aqui denominadas como mutações não be-

néficas). Entretanto, muitas outras mutações têm sido descritas como importantes para tornar 

β-glicosidases mais eficientes para degradação de celulose (aqui denominadas como mutações 

benéficas). Diversos estudos têm relatado mutações pontuais, aquelas que ocorrem em um 

único aminoácido, ou um conjunto de mutações que trazem benefícios para a atividade da en-

zima, como aumento da resistência a tolerância, da temperatura ótima, da constante de inibi-

ção por glicose, da eficiência catalítica, da atividade e da constante de especificidade (Tabela 

2).  
Tabela 2. Mutações coletadas na literatura e na base de dados UniProt. 

id Mutação Efeito Classificação Fonte 

1 H228T Responsável por prender a glicose no centro do 
canal que leva ao sítio ativo, levando assim à re-
sistência a tolerância. 

Benéfica (YANG et al., 
2015b) 

2 V174C / 
A404V / 
L441F 

Leva a um aumento da temperatura ótima de 50ºC 
para 60ºC, reduz pH ótimo de 6 para 5,5 e aumen-
ta a meia vida de 1h para entre 2 a 20h. 

Benéfica (CAO et al., 
2015) 

3 H184F Gera um aumento na constante de inibição por 
glicose. 

Benéfica (LIU et al., 2011) 

4 P172L Aumento na eficiência catalítica (Vmax/Km). Benéfica (LEE et al., 2012) 

5 P172L / 
F250A 

Aumento na eficiência catalítica (Vmax/Km). Benéfica (LEE et al., 2012) 

6 L167W Aumento da temperatura ótima para 50ºC e au-
mento da tolerância a glicose. 

Benéfica (LEE et al., 2012) 

7 L167W / 
P172L 

Aumento da atividade em duas vezes. Benéfica (GUO; AMANO; 
NOZAKI, 2016) 

8 L167W / Aumento da atividade em 1,3x. Benéfica (GUO; AMANO; 
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P172L / 
P338F 

NOZAKI, 2016) 

9 V168Y Redução na atividade específica. Não benéfica (BERRIN et al., 
2003) 

10 F225S Redução na atividade específica. Não benéfica (BERRIN et al., 
2003) 

11 Y308F Redução na atividade específica. Não benéfica (BERRIN et al., 
2003) 

12 Y308A Redução na atividade específica. Não benéfica (BERRIN et al., 
2003) 

13 I207V Aumento na constante de especificidade (Kcat/Km) 
de nove a 24 vezes, dependendo do substrato. 

Benéfica (SANSENYA; 
MANEESAN; 

CAIRNS, 2012) 

14 N218H Redução da Km pela metade. Benéfica (CHUENCHOR 
et al., 2008) 

15 N273V Aumento da Km em cinco vezes Não benéfica (CHUENCHOR 
et al., 2008) 

16 F252I Redução da afinidade para o substrato. Não benéfica (ZOUHAR et al., 
2001) 

17 F252W Redução da afinidade para o substrato. Não benéfica (ZOUHAR et al., 
2001) 

18 F252Y Redução da afinidade para o substrato. Não benéfica (ZOUHAR et al., 
2001) 

19 M284N Redução do Kcat/Km de sete a 30 vezes, depen-
dendo do substrato. 

Não benéfica (SANSENYA; 
MANEESAN; 

CAIRNS, 2012) 

20 H276M Redução do Kcat/Km de dois a seis vezes, depen-
dendo do substrato. 

Não benéfica (SANSENYA et 
al., 2011) 

21 V173C Reduz a afinidade por celobiose pela metade. Não benéfica (TSUKADA et 
al., 2008) 

22 M177L Pequena redução na afinidade para celobiose. Não benéfica (TSUKADA et 
al., 2008) 

23 D229N Redução na afinidade para celobiose em 17 vezes. Não benéfica (TSUKADA et 
al., 2008) 

24 H231D Redução na afinidade para celobiose em três ve-
zes. 

Não benéfica (TSUKADA et 
al., 2008) 

25 E96K Melhoria da termoestabilidade. Benéfica (SANZ-
APARICIO et al., 

1998) 

26 N223G Redução da transglicosilação, da tolerância a gli-
cose e da atividade de 4,62 para 0,62. 

Não benéfica (MATSUZAWA 
et al., 2016) 

27 N223Q Redução da transglicosilação, da tolerância a gli-
cose e da atividade de 4,62 para 0,5. 

Não benéfica (MATSUZAWA 
et al., 2016) 
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Mutações em aminoácidos na entrada e no meio do canal que leva ao sítio ativo em 

uma β-glicosidase da família GH1 foram utilizadas para caracterizar sítios em que a glicose 

tem uma maior preferência de ligação em relação ao sítio ativo (Figura 7b; YANG et al., 

2015b). Através das mutações H228T e N301Q/V302F, os autores desse estudo aumentaram a 

tolerância a glicose de uma β-glicosidase considerada não tolerante, denominada Bgl1B. 

Além disso, através de mutações, é possível revelar a importância de resíduos para atividade 

catalítica de β-glicosidases. Por exemplo, a importância do resíduo 184 para tolerância a gli-

cose foi retratada através da mutação H184F (LIU et al., 2011).  

 
Figura 7. Dados estruturais de β-glicosidases, aminoácidos relacionados com a tolerância a glicose e ao 
sítio ativo. 
(a) β-glicosidase do metagenoma de Turpan Depression. Em amarelo os dois resíduos de aminoácidos do sítio 
ativo (E357 e E171). Em verde, resíduos da proteína selvagem. As mutações V174C/A404V/L441F aumentaram 
a atividade catalítica, entretanto a tolerância a glicose reduziu de 3,5M a 3M; (b) β-glicosidase do metagenoma 
de China South Sea. Em amarelo o sítio ativo (E170 e E352). Em verde, os aminoácidos mutados (H228T, 
N301Q e V302F) na entrada e no meio do canal que leva ao sítio ativo; (c) β-glicosidase de Trichoderma reesei. 
Em amarelo, os dois glutamatos catalíticos (E165 e E367). Em verde, as mutações L167W e P172L; (d) β-
glicosidase de Humicola grisea. Ela apresenta um estreito e profundo canal que leva ao sítio ativo. Em amarelo, 
os resíduos ácido/base catalítico e o nucleófilo. E166 e E377 estão a uma distância de ~5 Å. Em verde, os resí-
duos de aminoácidos W168 e L173 responsáveis por contribuir com a redução da inibição. Imagens geradas pelo 
PyMOL (http://pymol.org). Fonte: próprio autor. 

Além da tolerância à glicose, estabilidade térmica e de pH são importantes caracterís-

ticas para melhoria da degradação de biomassa por β-glicosidases. Mutações sítio-dirigidas na 
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entrada do sítio ativo (L167W e P172L) foram utilizadas para melhorar tais características de 

uma β-glicosidase extraída de Trichoderma reesei (Figura 7c) (GUO; AMANO; NOZAKI, 

2016).  

 CAO et al. (2015) realizaram mutações aleatórias em uma β-glicosidase obtida em 

uma biblioteca de metagenoma. Eles detectaram três importantes aminoácidos, V173C, 

A404V e L441F, e usando mutações sítio-dirigidas construíram um mutante termoestável e 

tolerante a inibição por glicose, chamado M3. Esse mutante aumentou a conversão do bagaço 

de cana entre 14 e 35% (Figura 7a). 

1.6 Análises de bioinformática 

A principal estratégia adotada para melhoria de enzimas β-glicosidase tem consistido no uso 

de mutações aleatórias, como por exemplo, por meio da técnica de EP-PCR. Entretanto, a 

probabilidade de uma mutação benéfica ser alcançada por essa técnica é baixa. Por exemplo, 

uma enzima β-glicosidase pertencente à família GH1 possui aproximadamente 400 resíduos. 

Se cada resíduo pode ser mutado em outros 19 aminoácidos é possível que se tenha um total 

de aproximadamente 2,58 x 10520 combinações possíveis (20400).  

 Nesse contexto, a bioinformática surge como um elemento transformador. Utilizando-

se técnicas da bioinformática tradicional e estrutural é possível estabelecer as bases estruturais 

para melhor compreender o fenômeno da glicose-tolerância em β-glicosidases, e assim propor 

mutações para teste em bancada. Neste tópico serão abordados conceitos relacionados a análi-

ses de bioinformática. 

1.6.1 Sequências 

A evolução das tecnologias de sequenciamento de próxima geração (NGS - Next-Generation 

Sequencing) tem proporcionado um expressivo aumento na quantidade de genomas sequenci-

ados, tanto de fungos, bactérias e até mesmo de metagenomas, principais fontes de β-

glicosidases. Por exemplo, uma busca em janeiro de 2017 na base de dados de sequências de 

proteínas UniProt (http://uniprot.org) pelo E.C. number “3.2.1.21” (identificador das β-

glicosidases) retornou 10.153 sequências. A mesma busca repetida em janeiro de 2018 retor-

nou 17.013 sequências. Uma busca por estruturas tridimensionais no PDB 

(http://www.rcsb.org) retornou apenas 153 estruturas tridimensionais em janeiro de 2017, e 

176 em janeiro de 2018, o que demonstra um grande contraste entre o número de sequências e 

estruturas tridimensionais disponíveis. Assim, apesar da grande quantidade de sequências de 
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β-glicosidases disponíveis, pouco se sabe sobre a maioria delas. De fato, muitas dessas se-

quências só foram obtidas devido ao aumento de sequenciamentos de genoma completos, 

principalmente de bactérias, ocasionado pela recente redução dos custos (MARIANO et al., 

2016).  

A bioinformática tradicional tem proporcionado uma grande evolução na biologia mo-

lecular, principalmente nas análises de dados ômicos, como sequências de DNA, RNA e pro-

teína. Novos algoritmos e ferramentas têm proporcionado uma melhor compreensão das se-

quências biológicas, o que poderia levar a novas descobertas científicas. Uma correta anota-

ção da função de proteínas e correlação com sua estrutura é a base para compreensão de seu 

papel, o que pode ser proveitoso para construção de proteínas mais eficientes para a indústria 

baseado na comparação com outras proteínas.  

Proteínas podem ser comparadas por meio de alinhamentos de sequências. Tais ali-

nhamentos são utilizados para detecção de parentes evolutivos (proteínas homólogas) de uma 

sequência por meio de buscas em um grupo de sequências selecionadas ou nos grandes ban-

cos de dados públicos, como UniProt, Genbank ou PDB. Alinhamentos de sequências tam-

bém são úteis para detecção de mutações (NELSON et al., 2014). 

Mutações podem se originar de erros no processo de replicação genética ou de danos 

nas fitas do DNA, que podem levar a alterações na estrutura de proteínas e que, quando pas-

sadas aos descendentes, podem ser danosas ou letais. Ocasionalmente uma mutação pode 

equipar melhor um organismo para sobreviver melhor em um dado ambiente. Foram muta-

ções genéticas ocasionais, combinadas com a seleção natural, que resultaram nessa enorme 

quantidade de enzimas com variadas características (NELSON et al., 2014). Como exemplo, 

pode-se citar as β-glicosidases de bactérias termofílicas, que são capazes de desempenhar sua 

atividade catalítica em altas temperaturas, o que tem grande aplicação na indústria (AKRAM 

et al., 2016; BAI et al., 2013; BREVES et al., 1997; COTA et al., 2015).  

Nos últimos anos, diversos métodos, algoritmos e programas de computador têm aper-

feiçoado os processos de alinhamento. O alinhamento de sequências é um processo de busca 

eletrônica ao qual é feito o deslizamento de uma sequência sobre outra ou mais sequências até 

que seja encontrada um trecho com boa correspondência. A qualidade de um alinhamento é 

medida pelo total de posições onde resíduos de aminoácidos nas duas sequências sejam idên-

ticos (identidade). Programas de alinhamento usam um método baseado em matrizes para se-

lecionar um alinhamento de melhor pontuação que maximize os resíduos de aminoácidos 

idênticos enquanto minimiza a introdução de lacunas (intervalos ou gaps). Lacunas são inse-

ridas quando sequências apresentam trechos idênticos conectados por sequências diferentes. 
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Para permitir que trechos correspondentes sejam alinhados ao mesmo tempo, a ferramenta de 

alinhamento introduz lacunas em uma das sequências para registrar os segmentos correspon-

dentes (Tabela 8). Os programas incluem penalidades na pontuação global do alinhamento 

para cada lacuna introduzida para evitar alinhamentos sem informações significativas (NEL-

SON et al., 2014). 

 
Figura 8. Alinhamento de sequências de duas proteínas. 
Trecho de sequência da proteína Hsp70 de E. coli e B. subtilis. Resíduos de aminoácidos idênticos estão destaca-
dos. O intervalo (gap) introduzido na sequência de Hsp70 de B. subtilis melhora o alinhamento. Resíduos de 
aminoácidos idênticos estão sombreados. Fonte: (NELSON et al., 2014).  
 

 Alinhamentos podem ser globais, quando consideram que as sequências devem ser 

alinhadas em toda sua extensão, ou locais, quando partes das sequências podem ser alinhadas. 

Para alinhamento global, destaca-se o algoritmo de Needleman-Wunsch, adotado, por exem-

plo, pelo programa ggsearch36 (PEARSON, 2016). Dentre outros programas que realizam 

alinhamento de sequência, destacam-se a ferramenta BLAST (JOHNSON et al., 2008) para 

alinhamentos locais e buscas em grandes bases de dados, e as ferramentas ClustalW2 e Clus-

tal Omega para alinhamentos globais e múltiplos (SIEVERS et al., 2011).  

1.6.2 Bioinformática estrutural 

Bioinformática estrutural consiste num campo da bioinformática que prevê o uso de estruturas 

tridimensionais para compreender as interações que ocorrem em macromoléculas ou outros 

tipos de moléculas, como proteínas e suas interações com substrato e produto. Semelhanças 

entre estruturas tridimensionais podem ser úteis para revelar relações evolutivas nas quais a 

homologia de sequências foi apagada pelo tempo (NELSON et al., 2014).  

Estruturas tridimensionais de proteínas são cruciais para inferir sobre o mecanismo de 

glicose-tolerância em β-glicosidases. Entretanto, poucas estruturas de β-glicosidases glicose-

tolerantes têm sido disponibilizadas em bancos de dados públicos, como o Protein Data Bank 

(PDB). Assim, modelagem comparativa tem sido a técnica mais utilizada para se obter estru-

turas tridimensionais a partir de sequências (BAI et al., 2013; CHAMOLI et al., 2016; 

CRESPIM et al., 2016; JABBOUR; KLIPPEL; ANTRANIKIAN, 2012; RAMANI et al., 

2015a; YANG et al., 2015a, 2015b).  
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1.6.2.1 Modelagem comparativa 

Modelagem comparativa consiste na obtenção da estrutura tridimensional de uma proteína, 

em geral não resolvida experimentalmente, a partir de sua sequência e de uma estrutura tridi-

mensional referência, denominada template ou estrutura molde. A escolha do template é reali-

zada a partir de alinhamentos de sequências entre a proteína estudada e o banco de dados 

PDB. Convencionou-se que a sequência molde deve ter uma identidade maior que 25% com a 

proteína estudada (BITAR; FRANCO, 2014).  

A modelagem comparativa se difere da modelagem ab initio (de novo) por depender 

de uma estrutura referência. Entretanto, essa estratégia tende a apresentar estruturas modelo 

mais próximas da estrutura real. Um dos programas que realiza modelagem comparativa é o 

MODELLER (MARTÍ-RENOM et al., 2000; SALI; BLUNDELL, 1993; WEBB; SALI, 

2014). MODELLER utiliza a técnica de restrição espacial, na qual a distância entre átomos de 

resíduos equivalentes ao template é utilizada por heurísticas na construção de modelos. Para 

avaliação e seleção dos melhores modelos, MODELLER apresenta o potencial estatístico 

DOPE (Discrete Optimized Protein Energy). Além disso, o número de resíduos em posições 

favoráveis pode ser utilizado nessa avaliação. O gráfico de Ramachandran permite a visuali-

zação de ângulos de torção Ψ (psi) e Φ (phi) de resíduos de uma proteína. O ângulo de torção 

phi define a rotação em torno da ligação do carbono alfa ao nitrogênio de um resíduo, enquan-

to psi define a rotação em torno da ligação carbono alfa a outro carbono do mesmo resíduo. 

Devido às propriedades das cadeias laterais dos resíduos, nem todos os ângulos phi e psi são 

permitidos. Assim, a presença de ângulos não favoráveis pode ser utilizada para eliminar mo-

delos com alta probabilidade de erros. Dentre os programas que geram o gráfico de Rama-

chandran pode-se citar o RAMPAGE (LOVELL et al., 2003). 

1.6.2.2 Ancoramento molecular 

Ancoramento molecular (também conhecido como atracamento molecular, docagem molecu-

lar ou docking) é um método da bioinformática estrutural que busca simular as interações en-

tre diferentes moléculas, prevendo orientações mais favoráveis para uma das moléculas em 

relação a outra (Figura 9). Programas de docking possuem estratégias distintas, que em geral, 

utilizam campos de força, que são representações que definem as interações que ocorrem nas 

moléculas. Ancoramento molecular tem sido utilizado para simular as interações entre proteí-

na e substrato (BAI et al., 2013; CHAMOLI et al., 2016; YANG et al., 2015b). Por exemplo, 
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para entender as ligações de celobiose e glicose em β-glicosidases (KHAIRUDIN; MAZLAN, 

2013).  

 
Figura 9. Representação do docking entre substrato e proteína.  
Nesta exemplificação, celobiose foi utilizada como ligante e a proteína β-glicosidase (PDB ID: 1BGA) como 
receptor. Figura gerada pelo PyMOL (http://pymol.org). Fonte: próprio autor. 
 

Docking tem sido utilizado, por exemplo, para detectar diferenças entre β-glicosidases 

mutantes. Em um estudo recente, diversos mutantes de uma β-glicosidase obtida em um me-

tagenoma marinho demonstraram que a glicose prefere se ligar a um sítio secundário ao invés 

de se ligar ao sítio ativo (YANG et al., 2015b). Tais estudos podem ajudar a elucidar o meca-

nismo de resistência a inibição das GH1. Em um outro estudo com uma β-glicosidase de Ba-

cillus subtilis, CHAMOLI et al. (2016) reportaram que a docagem molecular da celobiose 

mostrou uma maior afinidade do que outros substratos, o que não foi consistente com os da-

dos cinéticos. Isso demonstra que ainda há dificuldades em lidar com ancoramento dos açúca-

res em β-glicosidases. Docking tende a trabalhar com moléculas estáticas, o que não condiz o 

estado natural da molécula. Estudos mais precisos poderiam ser obtidos com simulações de 

dinâmica molecular, entretanto a realização de dinâmica molecular requer altos custos compu-

tacionais. 

1.6.3 Assinaturas estruturais 

Assinaturas estruturais, também conhecidas como fingerprints, são representações de conjun-

tos de características que descrevem semelhanças entre estruturas tridimensionais, visando 

definir, agrupar ou discriminar um conjunto de dados biológicos (DE MELO-MINARDI, 

2008; PIRES, 2012). Assinaturas estruturais de proteínas podem ser construídas a partir de 

modelagem computacional em grafos. Um grafo consiste de um conjunto de vértices interli-

gados ou não por um conjunto de arestas (PIRES, 2012).  
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Assinaturas baseadas em grafos têm sido utilizadas para classificação e anotação au-

tomática de proteínas (PIRES et al., 2011; PIRES, 2012), predição das interações proteína-

ligante (PIRES et al., 2013), predição do efeito de mutações na estabilidade da proteína 

(PIRES; ASCHER; BLUNDELL, 2014), predição do impacto de mutações na afinidade entre 

proteína e ligante (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2016) e predição do impacto de mutações 

na afinidade entre anticorpos e antígenos (PIRES; ASCHER, 2016).  

1.6.4 Cutoff Scanning Matrix 

Cutoff Scanning Matrix (CSM) é um método para construção de assinaturas estruturais basea-

da em grafos (PIRES et al., 2011). O método CSM permite a construção de matrizes numéri-

cas que, por meio de técnicas de aprendizado de máquina, podem ser utilizadas para classifi-

car proteínas com alta acurácia. Segundo o algoritmo do CSM, cada centroide de um resíduo 

é representado por um vértice e a ligação entre resíduos até uma certa distância (cutoff) é re-

presentada por arestas (Figura 10a). A contagem de pares de resíduos é realizada em variadas 

distâncias (steps) e, por fim, uma matriz com a quantidade de pares de resíduos para cada dis-

tância representa a assinatura da proteína (Figura 10b).  

 
Figura 10. Construção da assinatura estrutural usando CSM.  
(A) Representação da modelagem em grafos de uma proteína. Cutoff de 6 a 12 Å (com steps de 3 Å). (B) Matriz 
de assinatura da proteína. Nesse exemplo, avalia-se um cutoff variando de 0 a 30 Å, com valor de step de 0,2 Å. 
Fonte: Adaptado de PIRES (2012). 

 A função que gera a assinatura CSM recebe um conjunto de proteínas, que serão re-

presentadas com uma linha da matriz final, uma distância mínima e máxima para cutoff e a 

distância de variação (step). A seguir, o programa calcula a distância euclidiana entre todos os 

resíduos de cada proteína, levando em consideração a posição espacial do carbono alfa como 
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ponto representativo para um resíduo (centroide). Por fim, CSM calcula, para cada distância 

cutoff, quantos pares de resíduos existem. Por exemplo, se o programa receber como distância 

mínima o valor zero, distância máxima o valor dez e como distância de variação o valor dois, 

CSM inicialmente irá calcular quantos carbonos alfa estão a uma distância maior que 0 e me-

nor ou igual a 2 Å, a seguir entre 2-4 Å, 4-6 Å, 6-8 Å, e por fim entre 8-10 Å. Cada um desses 

cutoff é representado por uma coluna na matriz final (Figura 11). 

 
Figura 11. Algoritmo para o cálculo do CSM.  
Fonte: Adaptado de PIRES et al. (2011). 

O método CSM foi utilizado para classificação estrutural de proteínas levando em 

consideração classes, enovelamento, superfamília e família, e obteve uma precisão de 0,927, 

0,868, 0,871, 0,888, respectivamente (PIRES et al., 2011). Para isso, foi utilizada a base de 

dados Full-SCOP e o algoritmo de KNN (k-nearest neighbors). Os autores ainda propuseram 

que o uso de técnicas de redução de ruídos melhoraria a precisão da classificação. Aplicando 

a técnica de decomposição por valores singulares obtiveram uma precisão de 0,954, 0,922, 

0,926, 0,938, respectivamente. 

A redução dimensional e de ruídos apresentada no método CSM utiliza a técnica de 

decomposição em valores singulares, também conhecida como SVD (singular value decom-

position). SVD é uma técnica de álgebra linear que permite a redução dimensional de uma 

matriz A, de tamanho m x n, em três matrizes: U, S e V (Figura 12). Onde U é uma matriz de 

tamanho m x m, V é uma matriz de tamanho n x n, e S é uma matriz cuja diagonal armazena 

os valores singulares da matriz A. U e V são matrizes ortonormais, i.e. quando multiplicadas 

por sua matriz transposta obtém-se a matriz de identidade (PIRES, 2012). 
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Figura 12. Decomposição em valores singulares: a matriz A é decompostas nas matrizes U, S e VT. 
Fonte: próprio autor. 

 

 O uso da decomposição em valores singulares permite que dados pouco representati-

vos (ruídos) sejam removidos das matrizes de assinatura, reduzindo o custo computacional 

para processamento das matrizes e melhorando resultados de algoritmos de classificação. Ao 

aplicar uma técnica de redução dimensional para reduzir o tamanho da matriz, entretanto, o 

número de dimensões representativas pode ser maior do que dois, o que dificulta a visualiza-

ção dos dados. O método de MARCOLINO, COUTO e SANTOS (2010) pode ser utilizado 

para visualizar os dados multidimensionais em um ambiente bidimensional, entretanto os cál-

culos para comparação entre assinaturas deve ser realizado usando o vetor com todas as di-

mensões representativas. 

1.6.5 Assinaturas de nível atômico (aCSM)  

Atomic Cutoff Scanning Matrix (aCSM) é um método de assinatura baseado em grafos que 

leva em consideração o nível atômico para modelagem (PIRES et al., 2013). Nessa aborda-

gem cada átomo é representado por um nó do grafo e os pares de átomos, que atendam as dis-

tâncias de corte (cutoff), como arestas. O aCSM foi desenvolvido especialmente para modela-

gem computacional da estrutura de bolsões de proteínas. Três modelos de assinatura foram 

propostos para aCSM:   

• aCSM: gera um valor por cutoff correspondente ao total de pares de átomos na faixa 

de distância analisada; 

• aCSM-HP (Hydrophobic patche): gera três valores por cutoff. O primeiro remete ao 

total de pares de átomos na faixa de distância analisada entre dois átomos polares; o 

segundo indica quantos desses pares de átomos são compostos por dois átomos hidro-
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fóbicos; e o terceiro indica quantos pares de átomos são compostos por um átomo hi-

drofóbico e um outro átomo polar; 

• aCSM-ALL: considera oito categorias para propriedades farmacofóricas de átomos 

propostas pelo programa PMapper (pH 7). As oito categorias são: hidrofóbico, positi-

vo, negativo, aceptor, doador, aromático, enxofre e neutro. Entretanto, nem todas as 

combinações entre categorias são realizadas, e por isso, aCSM gera apenas 36 combi-

nações por cutoff. 

 O algoritmo de aCSM (Figura 13) é bastante similar ao algoritmo do CSM, apresen-

tando apenas algumas diferenças. Ao invés de utilizar uma única posição espacial para repre-

sentar um resíduo (CSM utiliza o carbono alfa), aCSM calcula a distância entre todos os áto-

mos. Além disso, aCSM define uma classe de acordo com os grupos farmacofóricos dos resí-

duos de aminoácidos, que poderão ser utilizados na construção da matriz de acordo com a 

versão da assinatura utilizada. Por exemplo, para o cálculo da assinatura de uma proteína, uti-

lizando-se como parâmetros de entrada a distância mínima de 0 Å, máxima de 30 Å e varia-

ção de 0,2 Å seria gerado um vetor com 151 colunas (aCSM), 453 colunas (aCSM-HP) e 

5436 colunas (aCSM-ALL).  

 
Figura 13. Algoritmo de cálculo do aCSM.  
Fonte: Adaptado de PIRES et al. (2013). 

VTAM = 𝑄𝑡𝑖𝑝𝑜𝑠 [
(DMAX − DMIN)

DSTEP
+ 1] 

(1) 

A equação (1) apresenta a fórmula para cálculo do tamanho do vetor de assinatura, 

onde Qtipos indica a quantidade de tipos de pares avaliado (um para aCSM, três para aCSM-

HP e 36 para aCSM-ALL); DMAX a distância máxima; DMIN a distância mínima; e DSTEP a dis-

tância de variação avaliada por cutoff.  
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 Por levar em consideração as informações farmacofóricas dos átomos, aCSM-ALL é 

indicado para determinar assinaturas de bolsões em proteínas e prever as interações com li-

gantes. Por essa razão, ele poderia ser utilizado para determinar a assinatura dos bolsões cata-

líticos de β-glicosidases. 

1.7 Hipóteses 

Após uma análise sistemática da literatura (MARIANO et al., 2017a), detectou-se estudos re-

ferentes a enzimas β-glicosidase tolerantes a inibição por glicose com dados disponíveis para 

análises de bioinformática (MARIANO et al., 2017b; ver apêndices). Dada a importância das 

enzimas β-glicosidase e a necessidade de melhoria dessas enzimas para a indústria nacional 

de biocombustíveis de segunda geração, as seguintes hipóteses foram levantadas: 

(i) Resíduos importantes para a característica de tolerância a inibição por glicose em 

β-glicosidases possivelmente se localizam na concavidade que leva ao sítio ativo; 

(ii) logo, toda essa região, aqui denominada bolsão catalítico, seus resíduos e proprie-

dades farmacofóricas devem apresentar padrões conservados em β-glicosidases to-

lerantes a inibição que poderiam ser utilizados para classificá-las;  

(iii) assim, assinaturas estruturais poderiam ser utilizadas para identificar β-

glicosidases glicose-tolerantes e propor mutações que melhorassem a atividade de 

β-glicosidases não tolerantes.  

 

Com base nessas hipóteses, propõe-se um método para verificação da variação das as-

sinaturas de enzimas β-glicosidase. Esse método pode ser utilizado para simulação de muta-

ções pontuais, além da classificação dessas mutações como benéficas ou não benéficas para 

melhoria da atividade de β-glicosidases.  
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 2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Utilizar técnicas de bioinformática, como assinaturas estruturais, para propor mutações sítio-

dirigidas em enzimas β-glicosidase que proporcionem uma melhoria no processo de produção 

de biocombustíveis de segunda geração. 

2.2 Objetivos específicos 

• Encontrar estruturas de β-glicosidases resistentes à inibição por glicose; 

• Construir uma base de dados para armazená-las; 

• Detectar resíduos importantes para tolerância a inibição por glicose; 

• Detectar uma assinatura estrutural que caracterize enzimas resistentes à inibição por 

glicose; 

• Desenvolver um modelo computacional para sugestão de mutações em β-glicosidases 

e possivelmente estender esse modelo para outras enzimas. 
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3. Material e métodos 

3.1 Coleta dos dados 

Sequências de 23 β-glicosidases glicose-tolerantes foram coletadas nas bases de dados Uni-

Prot (http://www.uniprot.org) e GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Estruturas 

tridimensionais de cinco proteínas foram obtidas na base de dados Protein Data Bank (PDB; 

http://pdb.org; BERMAN et al., 2000). Foi realizada a comparação entre as sequências cole-

tadas utilizando-se o algoritmo de Needleman-Wunsch para alinhamento global com o sof-

tware ggsearch36 (PEARSON, 2016).  

3.2 Pipeline para modelagem comparativa 

A fim de realizar a modelagem de sequências sem estruturas tridimensionais disponíveis foi 

construído um pipeline automático para modelagem comparativa (Figura 14). Um pipeline 

automático constitui num conjunto de software que são sistematicamente executados por um 

script. A construção de um pipeline automático permite que modelagens comparativa sejam 

executadas de maneira rápida, sistemática e consistente com uma metodologia única. 

 

Figura 14. Pipeline para modelagem de 18 sequências de β-glicosidases glicose-tolerantes sem estruturas 
tridimensionais disponíveis. 

Quatro etapas são propostas: (i) definição do template com BLASTx na base de dados PDB; (ii) alinhamento de 
sequências com ClustalW; (iii) modelagem comparativa com MODELLER; e (iv) avaliação e definição do me-
lhor modelo usando a pontuação DOPE. Fonte: próprio autor. 

A metodologia foi baseada no pipeline de BITAR & FRANCO (2014) e foi dividida 

em quatro etapas: (i) definição do template; (ii) alinhamento de sequências; (iii) modelagem 

comparativa; e (iv) avaliação e definição do melhor modelo (Figura 14). A estrutura modelo é 

escolhida com base nos resultados de maior identidade do BLASTx usando como base de da-

dos de busca o PDB (Figura 15). Se não houver estruturas referência com identidade maior 

Template
• BLASTx
• Identidade >25%

Alinhamento
• ClustalW

Modelagem
• MODELLER
• 100 modelos

Avaliação
• Score DOPE
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que 25% no PDB não é possível realizar a modelagem. A cobertura também é um fator im-

portante. A maior parte das β-glicosidases coletadas pertencem a família GH1, que possui 

uma estrutura tridimensional altamente conservada. O alinhamento entre molde e sequência 

estudada foi realizado com clustalw v2.1. Para cada sequência foram construídos 100 modelos 

usando MODELLER (usando parâmetros padrão). O melhor modelo foi selecionado baseado 

no menor valor da função DOPE (SHEN; SALI, 2006).  

 
Figura 15. Estruturas cristalográficas e modelos de β-glucosidases. 
(a) A. saccharovorans (PDB ID: 4HA3); (b) B. subtilis (template: 4IPL); (c) C. bescii (template: 3AHX); (d) E. 
antarcticum (PDB ID: 5DT5); (e) F. islandicum (template: 4HA3); (f) H. grisea (PDB ID: 4MDO); (g) T. reesei 
(template: 3AHY); (h) Metagenome China South Sea (template: 3AHX); (i) Metagenome hydrothermal spring 
(template: 4HA3); (j) Metagenome Kusaya gravy (template: 1OD0); (k) Metagenome soil (template: 1OD0); (l) 
Metagenome Turpan Depression (template: 1OD0); (m) M. circinelloides (GH3; template: 4I8D); (n) N. takasa-
goensis (template: 3AHZ); (o) N. koshunensis (PDB ID: 3AHZ); (p) N. crassa (template: 4MDO); (q) P. furio-
sus (PDB ID: 3APG); (r) P. funiculosum (GH3; template: 4D0J); (s) T. brockii (template: 5DT5); (t) T. aotearo-
ense (template: 5DT5); (u) T. thermosaccharolyticum (template: 5DT5); (v) T. naphthophila (template: 1OD0); 
e (w) T. petrophila (template: 1OD0). Somente a cadeia A foi exibida. Imagens geradas com PyMOL 
(http://pymol.org). Fonte: próprio autor. 
 

O pipeline foi utilizado para modelar as 18 β-glicosidases sem estrutura tridimensional 

disponível. Ao todo 1800 modelos foram construídos. Selecionou-se um representante para 

cada β-glicosidase baseado no menor score DOPE. A quantidade de resíduos em posições 

desfavoráveis para cada modelo também foi verificada (dados não disponíveis), mas consta-

tou-se poucas variações entre diferentes modelos de uma mesma proteína.  
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3.2.1 Base de dados BETAGDB  

Foi construída uma base de dados, denominada BETAGDB, e um website para disponibilizar 

as estruturas tridimensionais coletadas ou modeladas e visualizá-las usando 3Dmol (REGO; 

KOES, 2015). Assim, os 18 modelos de β-glicosidases, além das cinco estruturas disponíveis 

no PDB passaram a constituir a primeira base de dados de β-glicosidases glicose-tolerantes 

(Figura 15). BETAGDB está disponível em: <http://bioinfo.dcc.ufmg.br/betagdb>.  

3.3 Ancoramento molecular de celobiose 

Ancoramento molecular foi utilizado para verificar quais resíduos das β-glicosidases glicose-

tolerantes pertencentes a família GH1 estavam diretamente relacionadas com a ligação do 

substrato. Além disso, foi utilizado para determinar o número de contatos realizados por cada 

resíduo com a celobiose e assim determinar a importância do resíduo. 

 O software DOCK v6.7 foi usado para ancoramento molecular (ALLEN et al., 2015). 

Receptor e ligante foram preparados antes do docking. A estrutura cristalográfica de uma β-

glicosidase ligada a celobiose (PDB ID: 3VIK; JENG et al., 2012) foi escolhida como refe-

rência. As outras estruturas de glicose-tolerantes foram sobrepostas a ela usando o software 

Chimera (PETTERSEN et al., 2004). Para estruturas extraídas do PDB, íons e cofatores foram 

removidos. Hidrogênios foram adicionados e os resíduos de receptores padrão foram atribuí-

dos com AMBER ff14sb atomic partial charges (MAIER et al., 2015), enquanto para celobi-

ose foi utilizado AM1-BCC charges (JAKALIAN; JACK; BAYLY, 2002). Todos os sistemas 

receptor-celobiose foram submetidos a minimização (500 steepest descent minimization steps) 

usando Chimera’s Minimize Structure module (PETTERSEN et al., 2004). Esse passo de mi-

nimização permite que os novos átomos de hidrogênios adicionados no receptor e no ligante 

se ajustem em posições razoáveis, enquanto também transportam a proteína a um ponto de 

energia potencial inferior ao anterior. 

 Receptor e celobiose foram separados para que preparações específicas do DOCK pu-

dessem ser executadas. O programa sphgen do DOCK (DESJARLAIS et al., 1988) foi usado 

para gerar esferas no sítio de ligação (Figura 16A). As esferas que estavam dentro de um raio 

de 8 Å da posição da celobiose cristalográfica (PDB ID: 3VIK) foram mantidas para o aco-

plamento (Figura 16B). A caixa ao redor das esferas, além de uma margem de 5 Å em todas 

as direções, foi usada para restringir o espaço do receptor para cálculos da grade de energia. 

Celobiose foi tratada como flexível em todos os resultados de docking, de acordo com o pro-

tocolo de docking flexível padrão (ALLEN et al., 2015). Um máximo de 300 conformações 
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de ligantes foram obtidas e agrupadas (corte de RMSD de 2 Å) para todos os sistemas recep-

tor-celobiose a fim de reduzir redundâncias e permitir uma melhor análise do docking.  

 
Figura 16. Caixa utilizada para determinação da região do docking. 
(A) Esferas do sítio de ligação; (B) Caixa foi definida com base nos resíduos a uma distância de 8 Å da posição 
cristalográfica da celobiose. Uma margem de 5 Å em todas as direções foi usada para restringir o espaço do re-
ceptor para cálculos da grade de energia. Fonte: próprio autor. 

3.4 Caracterização do bolsão catalítico 

Para determinação do bolsão catalítico utilizou-se o método de PIRES et al. (2013). Nesse 

método é proposto que, para uma determinada estrutura tridimensional de proteína em com-

plexo com ligante, é possível extrair uma assinatura estrutural identificadora do bolsão (po-

cket) analisando-se os resíduos a uma distância de 4 a 8 Å do ligante, sendo 6 Å a distância 

ideal. Optou-se por estender essa distância para 6,5 Å, uma vez que na β-glicosidase de H. 

insolens, o triptofano, descrito como importante para o processo de resistência a inibição, es-

tava a uma distância superior a 6 Å e inferior a 6,5 Å.  

 Uma vez que a determinação dos resíduos do bolsão requer uma proteína em comple-

xo com um ligante, utilizou-se a β-glicosidase do cupim Neotermes koshunensis em complexo 

com celobiose (PDB ID: 3VIK) como referência. Foram selecionados 24 resíduos em um raio 

de 6,5 Å da celobiose. A seguir, foi realizado alinhamento estrutural entre as 21 β-glicosidase 

da família GH1 e 3VIK para coletar os resíduos correspondentes do bolsão catalítico. Para 

essa etapa foi utilizado o software MultiProt (SHATSKY; NUSSINOV; WOLFSON, 2004). 

As coordenadas dos átomos pertencentes a resíduos do bolsão catalítico foram extraídas e sal-

vas no formato PDB. Linhas correspondentes a águas foram removidas. Por fim, as sequên-

cias dos novos arquivos PDBs foram extraídas e salvas no formato FASTA. Por não corres-
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ponderem à sequência numérica das estruturas originais, a partir daqui serão referidas como 

subsequências.  

Para analisar a conservação das sequências de aminoácidos, realizou-se alinhamento 

de sequências utilizando Clustal Omega (GOUJON et al., 2010; SIEVERS et al., 2011). 

3.5 Construção das assinaturas estruturais 

A construção da assinatura de tolerância a glicose iniciou-se pela extração dos resíduos do 

bolsão catalítico (ver resultados). Os resíduos foram obtidos com base no alinhamento estru-

tural com a β-glicosidase de N. koshunensis (3VIK), cujos resíduos do bolsão catalítico a uma 

distância de 6,5 Å da celobiose foram extraídos conforme descrito no capítulo anterior. A 

construção da assinatura foi realizada usando aCSM-ALL, valor de distância mínimo de 0 Å, 

máximo de 10 Å e variação de 0,1 Å (o método usado para definição desses valores é descrito 

nos estudos de caso). Por fim, os valores de ΔSSV e ΔΔSSV foram calculados usando distân-

cia euclidiana simples entre vetores. 

 
Figura 17. Metodologia para construção da assinatura de tolerância à glicose. Fonte: próprio autor. 

3.6 Estudos de caso 

Foram propostos três estudos de caso para avaliar o método de assinatura de tolerância à gli-

cose. O primeiro estudo de caso compara a eficácia do método para avaliar o impacto de mu-

tações. O segundo estudo de caso propõe mutações para uma β-glicosidase não tolerante, e os 

resultados são comparados com dados experimentais. No terceiro estudo de caso, é feita uma 

comparação entre o método proposto e outros métodos. 

3.6.1 Avaliando mutações da literatura 

O primeiro estudo de caso foi dividido em algumas etapas. Inicialmente, 27 mutações em β-

glicosidases foram coletadas a partir de buscas na base de dados UniProt (Tabela 2). Cada 

mutação foi avaliada individualmente e classificada como benéfica (melhoram a atividade da 

enzima) ou não benéfica (pioram a atividade enzima) com base nos efeitos sugeridos nos arti-

gos. A seguir as mutações foram modeladas utilizando o script de mutações pontuais do sof-

Extração dos 
resíduos no bolsão 

catalítico
Construção da 

assinatura
Redução 

dimensional
Determinação do 
ΔSSV e ΔΔSSV 
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tware MODELLER. Os bolsões catalíticos foram coletados usando in-house scripts e a assi-

natura construída usando aCSM-ALL. Para a β-glicosidase extraída do metagenoma de Tur-

pan Depression (mutação V174C/A404V/L441F; (CAO et al., 2015) foi escolhida a segunda 

assinatura mais próxima, uma vez que ela é glicose-tolerante e faz parte de BETAGDB. 

Foi definida a β-glicosidase glicose-tolerante de BETAGDB com assinatura mais pró-

xima da β-glicosidase testada. Os melhores valores dos parâmetros foram definidos com base 

em testes recursivos variando as distâncias máxima de cutoff de 1 a 30 Å e a distância de vari-

ação de 0,1 a 0,9 Å. O resultado com maior acurácia apresentou distância máxima de 10 Å e 

distância de variação de 0,1 Å. Por fim, foi avaliado se a pontuação de ΔΔSSV correspondia 

com o valor esperado para determinada mutação. 

 
Figura 18. Passos para determinação do estudo de caso 1. Fonte: próprio autor. 
 

3.6.2 Propondo mutações para uma β-glicosidase não tolerante 

No segundo estudo de caso, os 22 resíduos do bolsão catalítico foram mutados por força bru-

ta, ou seja, todas as mutações pontuais possíveis foram testadas. As mutações foram modela-

das in silico usando o software MODELLER. A seguir, as assinaturas das selvagens e das mu-

tantes foram construídas usando aCSM-ALL (distância mínima de 0 Å, máxima de 10 Å e 

distância de variação de 0,1 Å). Foi determinada a melhor referência calculando o valor de 

ΔSSV. Em seguida, foi avaliado o ΔΔSSV para mutantes e selvagens. Eliminou-se mutações 

com ΔΔSSV não benéfico, ou seja, aquelas que apresentam pontuações maiores que zero. A 

seguir foram avaliados: conservação nas tolerantes, conservação na família e estabilidade da 

estrutura (Figura 19). 

 
Figura 19. Metodologia para proposta de mutações para uma β-glicosidase não-tolerante. Fonte: próprio 
autor. 
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•100% conservados
•Não detectadas na família
•Altamente
desestabilizadoras



 
 

49 

Foram construídos 418 mutantes por força bruta. Das 418 mutações, 92 apresentavam 

um valor de ΔΔSSV menor que zero, e foram classificadas para próxima etapa. A seguir eli-

minou-se 12 mutações que ocorriam em resíduos 100% conservados nas β-glicosidases GH1 

de BETAGDB. A ferramenta SIFT (http://sift.jcvi.org/) foi utilizada para analisar resíduos 

permitidos em determinada posição baseado em alinhamentos de toda a família GH1 (NG; 

HENIKOFF, 2003). Das 80 mutações, restaram 24. Também avaliou-se o impacto das muta-

ções na estabilidade da proteína usando mCSM (PIRES; ASCHER; BLUNDELL, 2014). O 

software mCSM prediz a diferença de variação de energia livre (ΔΔG). Eliminou-se mutações 

altamente desestabilizadoras seguindo as definições descritas no trabalho de PIRES, 

ASCHER e BLUNDELL (2014), ou seja, mutações com ΔΔG menor que -2 Kcal/mol. 

3.6.3 Comparando SSV com outros métodos 

O uso de distância euclidiana para classificação no método SSV foi comparado com SVM. 

Para essa avaliação SSV foi utilizado usando in-house scripts na linguagem Python e a SVM 

foi executada usando a ferramenta WEKA (FRANK; HALL; WITTEN, 2016). Para esse teste 

foram utilizados dados do primeiro estudo de caso (avaliando mutações da literatura). Quatro 

experimentos foram realizados, sendo um deles usando SSV e outros três usando SVM com 

entradas diferentes: (i) SSV; (ii) SVM usando assinaturas de proteínas selvagens; (iii) SVM 

usando assinaturas de proteínas mutantes; (iv) SVM usando assinaturas de proteínas selva-

gens e mutantes. As seguintes métricas foram avaliadas: precisão, acurácia, especificidade, 

sensibilidade e F1-score (SILVA; LEIJOTO; NOBRE, 2017). 

 A seguir foi realizado um teste comparativo com a ferramenta BioGPS. Nessa compa-

ração, foi utilizada a estrutura cristalográfica de CaLB obtida no PDB (ID: 1TCA). Moléculas 

de água e ligantes foram removidos. Os mutantes M1-M8 foram modelados usando a ferra-

menta de mutagêneses do PyMOL (http://pymol.org). Detectou-se os resíduos do bolsão cata-

lítico da estrutura selvagem e mutantes usando AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010). A 

molécula N-benzyl-2-chloroacetamide, o mesmo ligante utilizado para determinar a atividade 

de amidase em CaLB (FERRARIO et al., 2014b), foi obtida na base de dados Zinc (IRWIN et 

al., 2012). Foram usados os parâmetros “exhaustiveness = 50” e uma caixa de 15x15x15 Å 

cujo centro foi definido baseado na posição do último átomo da serina catalítica (resíduo 

S105; átomo OG). Utilizou-se a primeira conformação obtida pelo docking e coletou-se todos 

os resíduos a uma distância de 6.5 Å de qualquer átomo do ligante (Figura 20). O ligante foi 

removido e a estrutura salva no formato PDB.  
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Figura 20. Região do bolsão catalítico de CaLB (PDB ID: 1TCA). 
Resíduos a 6.5 Å do ligante docado em CaLB (região azul); em amarelo a serina catalítica (S105); em laranja o 
ligante N-benzyl-2-chloroacetamide; em verde o ácido/base catalítico (H224), o oxyanion 1º termo (Q106) e 2º 
termo (T40). Subsequência do bolsão catalítico: “PGTGTSLWSQADGTLALSVWQTEIVHLLAPAAAI”. Ima-
gem gerada com PyMOL (http://pymol.org). Fonte: próprio autor. 
 

Os testes foram realizados com a ferramenta web do SSV usando o bolsão catalítico da 

proteína selvagem, os oito mutantes e a base de dados de templates (Tabela 3). Para esse pas-

so, o arquivo PDB do mutante M3 foi comprimido no formato zip. O mutante M3 foi utiliza-

do na base de dados de templates por apresentar o maior fator de melhoria descrito na literatu-

ra para CaLB.  

 
Tabela 3. Experimento das oito mutações de CaLB usando SSV para comparação com BioGPS. 
  
Mutante  Mutação FM  Classificação  

esperada  

Link  

M1   G39A/W104F/L278A  6.3  Benéfica  http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv/project/id/SSVC69F173  

M2  G39A/T103G/L278A  3.8  Benéfica  http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv/project/id/SSVCF1AB06  

M3  G39A/T103G/W104F/L278A  11.2  Benéfica  http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv/project/id/SSV84D8A0C  

M4  G39A  2.8  Benéfica  http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv/project/id/SSV273B233  

 M5  G39A/L278A  3.3  Benéfica  http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv/project/id/SSV2911964  

M6   I189A   0.4  Não benéfica  http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv/project/id/SSVE6997DF  

M7  T40A   0.4  Não benéfica  http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv/project/id/SSV6D921F4  

M8 T103G   1.1  Neutra/Benéfica  http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv/project/id/SSV703D402  
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4. Resultados 

Coletou-se 23 estruturas de β-glicosidases descritas na literatura como resistentes a inibição 

por glicose (Tabela 1). Dessas, 21 pertenciam à família GH1 e duas à família GH3. Apenas 

cinco delas apresentavam estrutura tridimensional resolvida experimentalmente. As outras 

foram modeladas por comparação (dados foram disponibilizados na base de dados BE-

TAGDB, disponível em http://bioinfo.dcc.ufmg.br/betagdb). Uma análise comparativa das 

estruturas de β-glicosidases tolerantes a inibição coletadas demonstra que apenas β-

glicosidases da mesma família (GH1 ou GH3) possuem similaridades em suas sequências 

(Tabela 4).  
Tabela 4. Matriz com o percentual de identidade entre sequências determinado pelo algoritmo Needle-
man-Wunsch para alinhamento global.  
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B. subtilis 100 35 34 34 35 33 32 31 31 30 29 28 30 30 26 30 27 27 23 24 23 0 0 

C. bescii 35 100 49 49 49 48 44 49 44 42 42 37 38 38 37 38 38 29 27 26 28 0 0 

T. naphthophila 34 49 100 100 53 52 45 50 51 48 44 40 40 40 39 39 43 31 29 28 28 0 0 

T. petrophila 34 49 100 100 53 52 45 50 51 48 44 40 40 40 39 39 43 31 29 28 28 0 0 

T. brockii 35 49 53 53 100 79 47 65 46 48 55 38 42 40 35 42 43 30 27 30 25 0 0 

T. aotearoense 32 48 52 52 79 100 45 62 44 45 54 38 40 39 37 39 44 29 27 27 24 0 0 

Metagenome KG 32 43 45 45 47 45 100 47 40 38 42 35 37 37 33 37 40 27 26 27 26 0 0 

T. thermosaccharolyticum 31 49 51 51 65 62 47 100 44 45 53 38 40 40 36 38 45 30 30 28 25 0 0 

Metagenome TD 31 43 51 51 45 44 39 44 100 49 41 37 39 40 36 39 40 26 28 27 24 0 0 

Metagenome S 30 40 45 45 46 42 37 43 48 100 41 34 37 38 32 37 40 27 28 26 24 0 0 

E. antarcticum B7 29 42 43 43 55 54 42 53 41 42 100 33 35 36 32 35 43 27 25 28 26 0 0 

N. koshunensis 27 35 38 38 36 36 33 36 36 33 31 100 36 37 69 36 33 28 26 24 24 0 0 

N. crassa 29 38 40 40 42 39 38 39 40 39 35 38 100 74 41 90 39 28 27 27 26 0 0 

T. reesei 30 37 39 39 41 39 38 40 41 40 36 39 74 100 41 73 38 28 29 25 25 0 0 

N. takasagoensis 25 35 38 38 34 35 31 34 35 33 32 69 39 39 100 38 31 25 24 23 24 0 0 

H. grisea 29 38 39 39 41 39 38 38 39 39 35 39 90 73 40 100 37 29 27 26 26 0 0 

Metagenome CSS 27 38 43 43 44 44 40 45 40 41 43 34 39 38 31 37 100 27 28 28 27 0 0 

Metagenome HS 26 28 30 30 29 28 26 29 27 27 27 29 27 27 25 28 26 100 52 49 40 0 0 

A. saccharovorans 23 26 28 28 27 26 25 29 27 28 25 25 27 28 24 26 27 51 100 53 44 0 0 

P. furiosus 23 25 28 28 30 26 26 28 26 27 27 25 27 24 24 26 27 49 53 100 46 0 0 

F. islandicum 22 28 28 28 24 24 26 24 25 24 26 26 26 25 24 26 26 41 45 47 100 0 0 

T. funiculosus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 38 

M. circinelloides 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 38 100 

Sequências subject estão nas linhas e a query nas colunas. Devido ao tamanho da cobertura os valores presentes 
nas colunas e linhas podem apresentar diferenças. Legenda: Metagenome Kusaya gravy (KG), Metagenome Tur-
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pan Depression (TD), Metagenome soil (S), Metagenome China South Sea (CSS), Metagenome hydrothermal 
spring (HS). Fonte: próprio autor. 

Apesar de algumas sequências apresentarem alta identidade, como no caso das β-

glicosidases obtidas nas bactérias hipertermofílicas T. naphthophila e T. petrophila, muitas 

enzimas definidas na literatura como glicose-tolerantes possuíam baixa identidade entre si. 

Isso gerou um indício inicial de que pode haver diferentes conjuntos de resíduos responsáveis 

pela tolerância a inibição por glicose. 

Baseado nas informações coletadas dos trabalhos de YANG et al., (2015b) e DE GIU-

SEPPE et al. (2014) inferiu-se que os resíduos presentes no canal que leva aos glutamatos ca-

talíticos podem ser vitais para atividade de β-glicosidases glicose-tolerantes. Alguns desses 

aminoácidos, como uma leucina e um triptofano presentes no meio desse canal, têm sido 

apontados como responsáveis pela redução da inibição por glicose em β-glicosidases glicose-

tolerantes (DE GIUSEPPE et al., 2014). Entretanto, outros aminoácidos também podem estar 

correlacionados com a característica da resistência a inibição. A fim de compreender melhor 

resíduos importantes para característica da glicose-tolerância, realizou-se um estudo da con-

servação de aminoácidos nas regiões próximas aos resíduos catalíticos nas 21 β-glicosidases 

da família GH1 de BETAGDB (por terem a estrutura mais conservada, o que facilita a pro-

posta de mutações).  

4.1 Bolsão catalítico 

Determinou-se todos os resíduos a uma distância de 6,5 Å do ligante utilizando-se como refe-

rência a estrutura da β-glicosidase de N. koshunensis em complexo com celobiose (3VIK). A 

seguir, as posições desses resíduos foram extrapoladas para as 21 estruturas GH1 de BETA-

DGB (denominadas neste manuscrito como β-glicosidase glicose-tolerantes) por meio de ali-

nhamento estrutural e os átomos foram extraídos para arquivos PDB. Além disso, as sequên-

cias foram extraídas a partir dos novos arquivos PDB dos bolsões catalíticos (para detalhes, 

consulte a seção “materiais e métodos”). A fim de estabelecer os mais importantes resíduos 

do bolsão catalítico, conservações foram analisadas por meio de alinhamento múltiplo das 

subsequências (Figura 21). 
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Figura 21. Alinhamento entre os resíduos de bolsões catalíticos das 21 β-glicosidases GH1 glicose-
tolerantes.  
Aminoácidos correspondem na β-glicosidase de T. brockii aos resíduos: H121, W122, N166, E167, W169, 
C170, L174, H181, N224, L225, T226, A244, N297, Y298, Y299, T300, S302, E355, W402, E409, W410, e 
F418. β-glicosidases da família GH3 não foram incluídas no alinhamento. Alinhamento gerado com Clustal 
Omega. Fonte: (MARIANO et al., 2017b). 
 

Detectou-se uma subsequência consenso “HWNEWCLHNLTANYYTNEWEWF” 

formada por 22 resíduos mais conservados nos bolsões catalíticos das β-glicosidases GH1 de 

BETAGDB (Figura 22). Esses aminoácidos correspondem na β-glicosidase de T. brockii aos 

resíduos: H121, W122, N166, E167, W169, C170, L174, H181, N224, L225, T226, A244, 

N297, Y298, Y299, T300, S302, E355, W402, E409, W410 e F418 (Figura 22a). O bolsão 

catalítico da β-glicosidase de T. brockii foi o que apresentou maior similaridade com a subse-

quência consenso (21 dos 22 resíduos). Por essa razão, a partir de agora, será utilizado como 

referência para identificação dos resíduos.  

O alinhamento múltiplo dos resíduos do bolsão catalítico revelou ainda que apenas 

seis aminoácidos eram conservados em todas as estruturas: H121, N166, E167, Y299, E355, e 

W402. Os resíduos E167 e E355 são ácido/base catalítico e nucleófilo, respectivamente. Os 

outros resíduos conservados estão localizados ao redor dos resíduos catalíticos. Isso sugere 

que podem ser essenciais para o reconhecimento e acomodação do substrato no sítio ativo. Os 

resíduos W122, N297, E409, W410 e F418 são conservados em mais de 90% das sequências. 

Enquanto isso, os resíduos W169, C170, L174, N224, A244, Y299 e T300 são conservados 

na maior parte das estruturas. A baixa conservação dos resíduos L225, T226 e S302 (que na 



 
 

54 

subsequência consenso é substituído por uma asparagina) sugere que eles tenham uma menor 

importância. Entretanto mais estudos são necessários para validar essa hipótese. Um triptofa-

no foi detectado como um 23º resíduo no bolsão catalítico, entretanto aparece apenas em cin-

co estruturas (Figura 21; Figura 22D). 

 

Figura 22. Resíduos presentes no bolsão catalítico de β-glicosidases glicose-tolerantes. 
(A) Resíduos a 6,5 Å do ligante na β-glicosidase de T. brockii. (B) visão superior do bolsão catalítico no canto 
direito acima; (C) no canto direito abaixo, visão lateral. (D) Resíduos correspondentes a H121, W122, N166, 
E167, W169, C170, L174, H181, N224, L225, T226, A244, N297, Y298, Y299, T300, S302, E355, W402, 
E409, W410 e F418. A conservação é demonstrada a partir de um gráfico de pizza. Foram destacados os resí-
duos catalíticos, E167 e E355, e os resíduos W169 e L173, descritos na literatura como responsáveis pela tole-
rância a glicose. Imagens geradas com PyMOL (http://pymol.org) e D3.js (http://d3js.org). Fonte: próprio autor 
(MARIANO et al., 2017b). 
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4.2 Análise da interação com celobiose  

A fim de melhor compreender a importância dos resíduos do bolsão catalítico, realizou-se do-

cking de celobiose em todas as estruturas GH1 de BETAGDB. Inicialmente foram realizadas 

análises dos resultados de docking com menor RMSD (Figura 23A). Entretanto, percebeu-se 

que uma análise estática dos resultados de docking poderia gerar a perda de informações rele-

vantes, como por exemplo, resíduos que interagem com a celobiose no caminho até o sítio 

ativo. Por essa razão, optou-se por utilizar todas as conformações obtidas para calcular o nú-

mero de contatos entre resíduos e substratos (Figura 23B). 

 

 
Figura 23. Docking de celobiose no bolsão catalítico das β-glicosidases glicose-tolerantes.  
(A) Posição cristalográfica extraída de 3VIK é representada na cor azul. Na cor laranja é representada a posição 
de docking com menor RMSD. Em cinza, os resíduos que realizam contatos. (B) Representação de todas as con-
formações detectadas para celobiose no bolsão catalítico de uma β-glicosidase. Celobiose representada na cor 
laranja. Fonte: próprio autor (MARIANO et al., 2017b). 

Foi calculado o número de contatos entre todos resíduos dos receptores e da celobiose 

a partir das conformações agrupadas obtidas no docking. Um contato pode ser definido como 
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um tipo de interação direta: polar, apolar, favorável ou não-favorável (incluindo conflitos). 

Dentre os tipos de contatos, pode-se citar: (i) ligações de hidrogênio, quando átomos aceptor e 

doador de diferentes aminoácidos encontram-se em uma distância e angulação que favoreçam 

uma interação; (ii) ligação iônica, ligação que ocorre entre aminoácidos polares positivos e 

negativos; (iii) empilhamento aromático, interação que ocorre entre aminoácidos que possuem 

anel aromático; e (iv) interação hidrofóbica, que ocorre entre compostos apolares (SILVA et 

al., 2019). 

 
Figura 24. Contatos da celobiose com resíduos de β-glicosidases. 
(A) Número de contatos com celobiose para cada resíduo das β-glicosidases de BETAGDB. Número de contatos 
são listados no eixo Y, enquanto a posição dos resíduos correspondentes é listada no eixo X. Uma tabela com 
resíduos correspondentes a cada posição pode ser encontrada nos apêndices. (B) Número de contatos com a ce-
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lobiose para cada resíduo de T. brockii. A linha no centro indica os valores mínimo e máximo de contatos reali-
zados por resíduos na mesma posição nas outras 20 glicose-tolerantes. Fonte: próprio autor (MARIANO et al., 
2017b). 
 

Os resíduos correspondentes a W122, N166, E167, C170, L174, Y299, E355, W402, 

E409 e W410 realizaram contatos com a celobiose em todas as estruturas analisadas (Figura 

24). Além desses, os resíduos correspondentes a H181 e N224 efetuaram contatos na maioria 

das estruturas, não presentes apenas na β-glicosidase de B. subtilis. Alguns resíduos realiza-

ram diversos contatos, exceto quando substituídos por outros aminoácidos, como por exem-

plo, W169 quando substituído por uma glutamina ou T226 quando substituído por uma glici-

na. O resíduo apresentado na 17ª posição da subsequência consenso do bolsão catalítico, que 

na β-glicosidase de T. brockii é S302, apresenta muitos contatos quando é uma serina, mas 

quase nenhum quando é uma alanina. Quando o resíduo nessa posição é uma asparagina, o 

mais conservado aminoácido na subsequência consenso para essa posição, em algumas β-

glicosidases ele apresenta muitos contatos, enquanto em outras nenhum, como por exemplo 

nas β-glicosidases de N. crassa e T. reesei, respectivamente. 

Os resíduos correspondentes a L225, A244, N297, Y298, T300 e F418 fizeram poucos 

ou nenhum contato (Figura 24). Os resíduos na posição correspondente de N297 e F418 reali-

zaram diversos contatos quando substituídos por uma serina e uma tirosina, respectivamente.  

4.3 Assinaturas estruturais em β-glicosidases glicose-tolerantes 

A análise de conservação de resíduos e de contatos com celobiose demonstrou que os padrões 

internos dos bolsões catalíticos têm um nível de complexidade que transcende a capacidade 

de análise manual humana. Portanto, métodos computacionais que permitam uma abstração 

do problema e análise em larga escala são bem-vindos.  

 Assinaturas estruturais poderiam ser utilizadas para descrever características singula-

res e grupais de enzimas β-glicosidase. Desta forma, criou-se a hipótese de que β-glicosidases 

que apresentam a característica de alta tolerância a inibição por glicose possuem a assinatura 

do bolsão catalítico parecida com a de outras β-glicosidases que possuem a mesma caracterís-

tica. Como explicado anteriormente, uma assinatura pode ser vista como uma identificação 

única capaz de representar uma proteína ou parte de uma proteína. Logo, é possível inferir 

que proteínas com características similares possuem assinaturas parecidas. Assim, também é 

possível comparar β-glicosidases, ou até mesmo propor mutações que melhorem a atividade 
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catalítica, utilizando as assinaturas extraídas das β-glicosidases presentes na base de dados 

BETAGDB.  

4.4 Structural Signature Variation (SSV) 

Para comparar diferenças e similaridades entre proteínas usando assinaturas estruturais, pro-

põe-se aqui um método denominado Structural Signature Variation (SSV), ou na tradução 

“Variação de Assinatura Estrutural”.  A variação da assinatura estrutural pode ser estabelecida 

pela distância euclidiana entre vetores de assinaturas de duas proteínas, conforme descrito na 

equação da variação da assinatura de tolerância (2): 

 

∆SSV = SSVP1 − SSVP2 

(2)  

onde SSVP1 e SSVP2 representam vetores de assinatura de duas proteínas e ΔSSV a distância 

euclidiana entre os dois vetores. 

 SSV pode ainda ser utilizado para transferir características benéficas de uma proteína 

para outra e inferir o impacto de mutações por meio do cálculo da diferença de variação de 

assinatura estrutural (ΔΔSSV). Para isso são necessárias três estruturas: (i) proteína selvagem; 

(ii) proteína mutante; e (iii) proteína modelo (com características benéficas que deseja-se 

transmitir para o mutante).  

Para o cálculo do ΔΔSSV é necessário inicialmente determinar ΔSSV entre a proteína 

selvagem e a proteína modelo, e a seguir, determinar o ΔSSV entre a proteína mutante e a 

proteína modelo. Por fim, calcula-se a diferença entre os dois valores de ΔSSV, conforme 

descrito na equação da diferença da variação das assinaturas estruturais entre uma proteína 

mutante (Mt) e uma selvagem (Wt) (3): 

 

∆∆SSV =  ∆SSVMt −  ∆SSVWt 

(3) 

 Espera-se que assinaturas mais próximas apresentem menores valores de distância eu-

clidiana. Logo, se uma mutação inseriu padrões de distância cumulativa entre átomos (consi-

derando também suas propriedades farmacofóricas) mais próximas da proteína modelo, então 

pode-se inferir que essa proteína mutante poderá apresentar características funcionais mais 

parecidas com as da estrutura modelo. Dessa forma, valores de ΔΔSSV negativos indicam que 

o mutante possui uma assinatura mais próxima do modelo. Logo, aquela seria uma mutação 
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benéfica. Consequentemente, valores de ΔΔSSV positivo indicam que o selvagem possui uma 

assinatura mais próxima do modelo. Logo, a mutação não seria benéfica. Para melhor ilustrar 

isso, será apresentado a implementação do SSV em enzimas β-glicosidase e, a seguir, uma 

comparação com outros métodos. 

4.4.1 Aplicação do SSV em β-glicosidases 

Como exemplo, pode-se representar a assinatura de uma β-glicosidase glicose-tolerante como 

um ponto em um plano bidimensional (Figura 25A). É possível comparar β-glicosidases men-

surando a variação dos vetores de assinatura. Dada uma segunda β-glicosidase cuja tolerância 

não seja descrita na literatura (Figura 25B), denomina-se variação das assinaturas o valor ob-

tido pela distância euclidiana entre dois vetores de assinaturas (Figura 25C). A variação de 

assinatura (ΔSSV) pode ser utilizada para definir qual β-glicosidase glicose-tolerante tem uma 

assinatura mais próxima de uma β-glicosidase de tolerância desconhecida. 

 
Figura 25. Representação da assinatura de tolerância à glicose.  
(A) Representação do vetor de assinatura de uma β-glicosidase tolerante e de uma segunda β-glicosidase (B), 
cuja tolerância é desconhecida, no espaço bidimensional. É importante ressaltar que um vetor de assinatura pode 
ter n dimensões, logo a figura retratada é apenas ilustrativa. A distância euclidiana entre os dois pontos (C) defi-
ne a variação entre assinaturas e pode ser utilizada para definir se β-glicosidases possuem características simila-
res. Além disso, a diferença da variação de assinatura (D) pode ser utilizada para medir se uma mutação aproxi-
ma ou distancia o ponto representativo de uma β-glicosidase de tolerância desconhecida do ponto de uma β-
glicosidase tolerante - algoritmo de k-nearest neighbors (KNN) com k = 1. Fonte: próprio autor (MARIANO et 
al., 2019). 
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 Além disso, é possível comparar as assinaturas de β-glicosidases selvagens e mutantes 

por meio da diferença da variação de assinatura (ΔΔSSV). Por exemplo, dada uma terceira β-

glicosidase, obtida por uma mutação experimental ou determinada computacionalmente, a 

variação da distância de assinatura dela para a tolerante pode ser comparada com a variação 

da distância da selvagem também para a tolerante (Figura 25D). A diferença da variação de 

tolerância pode ser utilizada para determinar se uma dada mutação é benéfica ou não para a 

enzima. Se o valor de ΔΔSSV for maior que zero, como no exemplo da Figura 25D, a assina-

tura da mutada estará mais distante da assinatura da tolerante, logo a mutação tende a não ser 

benéfica. Caso o ΔΔSSV seja menor do que zero, a mutação aproximaria as assinaturas, o que 

indicaria que ela tende a ser benéfica.  

4.4.2 Estudo de caso 1: verificando mutações com SSV 

Para verificar a eficácia de SSV para avaliar a proposta de mutações em enzimas β-

glicosidase realizou-se três estudos de caso. O primeiro estudo de caso foi dividido nas se-

guintes etapas:  

(i) 27 mutações em β-glicosidases foram coletadas a partir de buscas na base de dados 

UniProt (Tabela 2), classificadas em benéfica ou não benéfica, e modeladas por 

comparação quando estruturas tridimensionais obtidas por métodos experimentais 

não estavam disponíveis (Figura 26A); 

(ii) foi realizado alinhamento estrutural com a estrutura de 3VIK, cujos resíduos do 

bolsão catalítico foram anteriormente definidos (Figura 26B); 

(iii) bolsões catalíticos foram coletados (Figura 26C); 

(iv) assinaturas estruturais foram construídas para proteínas selvagens, mutantes e para 

todas as estruturas de BETAGDB (Figura 26D); 

(v) para cada proteína selvagem e seu mutante foi definida a β-glicosidase glicose-

tolerante de BETAGDB com assinatura mais próxima (Figura 26E); 

(vi) por fim, foi avaliado se a pontuação de ΔΔSSV correspondia com o valor esperado 

para determinada mutação (Figura 26F). 
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Figura 26. Etapas do estudo de caso para validação do SSV usando 27 mutações coletadas na literatura 
para β-glicosidases. 
(A) Proteínas selvagem e mutante; (B) definição do bolsão catalítico com base no alinhamento estrutural com a 
proteína 3VIK (resíduos a uma distância de 6,5 Å do ligante); (C) Extração do bolsão catalítico; (D) Construção 
de assinaturas usando aCSM-ALL; (E) Definição da estrutura modelo; e (F) cálculo da diferença da variação de 
assinatura estrutural. Fonte: próprio autor (MARIANO et al., 2019). 
 

 O método ΔΔSSV acertou 20 das 27 mutações analisadas (Tabela 5). A mutação 

H184F foi um dos erros apresentados pelo método. O resíduo H184 corresponde a H181 em 

T. brockii. Analisando o alinhamento múltiplo das β-glicosidases glicose-tolerantes (Figura 
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21), percebe-se que na posição correspondente a H181, o resíduo mais conservado é uma his-

tidina. Entretanto percebe-se ainda que uma fenilalanina é o segundo resíduo mais conservado 

nessa posição. É possível inferir que durante a determinação da β-glicosidase referência para 

cálculo do ΔSSV, o método deve ter escolhido como referência uma β-glicosidase com uma 

histidina na mesma posição. É importante destacar também que a mutação H184F gera um 

aumento na constante de inibição para glicose, entretanto, como discutido nos capítulos ante-

riores, não há relato do impacto dessa mutação na tolerância a inibição por glicose quando o 

substrato era celobiose (LIU et al., 2011). 

 
Tabela 5. Predição do impacto de mutações a partir da pontuação da diferença da variação da assinatura 
de tolerância.  

id Mutação Fonte ΔΔSSV esperado ΔΔSSV score Predição 

1 H228T (YANG et al., 2015b) ΔΔSSV < 0 -231,09  

2 V174C/A404V/L441F (CAO et al., 2015) ΔΔSSV < 0 -254,94  

3 H184F (LIU et al., 2011) ΔΔSSV < 0 102,59  

4 P172L (LEE et al., 2012) ΔΔSSV < 0 -5,18  

5 P172L/F250A (LEE et al., 2012) ΔΔSSV < 0 -5,18  

6 L167W (LEE et al., 2012) ΔΔSSV < 0 -635,90  

7 L167W/P172L (GUO; AMANO; 
NOZAKI, 2016) 

ΔΔSSV < 0 -649,96  

8 L167W/P172L/P338F (GUO; AMANO; 
NOZAKI, 2016) 

ΔΔSSV < 0 -649,96  

9 V168Y (BERRIN et al., 2003) ΔΔSSV > 0 321,87  

10 F225S (BERRIN et al., 2003) ΔΔSSV > 0 -375,63  

11 Y308F (BERRIN et al., 2003) ΔΔSSV > 0 32,74  

12 Y308A (BERRIN et al., 2003) ΔΔSSV > 0 -111,33  

13 I207V (SANSENYA; 
MANEESAN; CAIRNS, 

2012) 

ΔΔSSV < 0 -71,13  

14 N218H (CHUENCHOR et al., 
2008) 

ΔΔSSV < 0 -243,87  

15 N273V (CHUENCHOR et al., 
2008) 

ΔΔSSV > 0 -59,65  
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16 F252I (ZOUHAR et al., 2001) ΔΔSSV > 0 77,46  

17 F252W (ZOUHAR et al., 2001) ΔΔSSV > 0 131,62  

18 F252Y (ZOUHAR et al., 2001) ΔΔSSV > 0 34,27  

19 M284N (SANSENYA; 
MANEESAN; CAIRNS, 

2012) 

ΔΔSSV > 0 -152,13  

20 H276M (SANSENYA et al., 2011) ΔΔSSV > 0 -515,50  

21 V173C (TSUKADA et al., 2008) ΔΔSSV > 0 5,66  

22 M177L (TSUKADA et al., 2008) ΔΔSSV > 0 22,93  

23 D229N (TSUKADA et al., 2008) ΔΔSSV > 0 13,65  

24 H231D (TSUKADA et al., 2008) ΔΔSSV > 0 -58,61  

25 E96K (SANZ-APARICIO et al., 
1998) 

ΔΔSSV < 0 -30,69  

26 N223G (MATSUZAWA et al., 
2016) 

ΔΔSSV > 0 50,47  

27 N223Q (MATSUZAWA et al., 
2016) 

ΔΔSSV > 0 266,27  

  

Das 18 mutações não benéficas, que deveriam apresentar um ΔΔSSV maior que zero, 

12 foram preditas corretamente. Das nove mutações benéficas, que deveriam apresentar um 

ΔΔSSV menor que zero, oito foram preditas corretamente (Tabela 6).  

 
Tabela 6. Matriz de confusão dos resultados preditos comparados aos valores reais. Deve-se ressaltar que 
o resultado é considerado positivo se ΔΔSSV < 0 (benéfica); e negativo se ΔΔSSV > 0 (não benéfica). 

Predito 

R
ea

l 

 Não benéfica Benéfica 

Não benéfica 12 6 

Benéfica 1 8 

 

Para as 27 mutações propostas, o método de ΔΔSSV obteve valores de sensibilidade 

(recall/revocação), especificidade, valor predito positivo (precisão), valor predito negativo, 

acurácia, precisão e F1-score (média harmônica) de 0,57, 0,92, 0,89, 0,67, 0,74, 0,89 e 0,70, 

respectivamente (Tabela 7). 
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Tabela 7. Valores de sensibilidade, especificidade, valor predito (+), valor predito (-) e acurácia para os 
testes de ΔΔSSV para as 27 mutações em β-glicosidases.  

Teste Fórmula Resultado 

Sensibilidade VP / (VP+FN) 0,57 

Especificidade VN / (FP+VN) 0,92 

Valor predito (+) VP / (VP+FP) 0,89 

Valor predito (-) VN / (FN+VN) 0,67 

Acurácia (VP+VN) / N 0,74 

Precisão VP / (VP+FP) 0,89 

F1-score 2 x (PxS) / (P+S) 0,70 
* Valores: VP = 8; VN = 12; FP = 1; FN = 6; e N=27. VP: verdadeiros positivos; FN: falsos negativos; VN: ver-
dadeiros negativos; FP: falsos positivos; P: precisão; S: sensibilidade; N: total de elementos. 

4.4.3 Estudo de caso 2: propostas de mutações para a β-glicosidase Bgl1B  

Propôs-se anteriormente que os resíduos-chave para o processo de conversão de celobiose a 

glicose com alta eficiência estão localizados na concavidade que leva ao sítio ativo. Ao todo 

22 resíduos foram caracterizados no bolsão catalítico das β-glicosidases glicose-tolerantes. 

Entretanto, apesar de algumas similaridades, essas β-glicosidases apresentam diferentes resí-

duos em certas posições desse bolsão. 

 No segundo estudo de caso, propôs-se mutações no bolsão catalítico da β-glicosidase 

Bgl1B, extraída de um metagenoma marinho (FANG et al., 2009). Mutações experimentais 

nessa β-glicosidase foram comparada com uma outra β-glicosidase glicose-tolerante Bgl1A 

(FANG et al., 2010) no trabalho de YANG et al. (2015b). Esse trabalho servirá como base 

para validação das mutações aqui propostas. Bgl1B apresenta um IC50 de 50 mM, enquanto 

Bgl1A de 1000 mM. 

 Para o segundo estudo de caso, cada um dos resíduos do bolsão catalítico foi mutado 

para um dos outros 19 possíveis aminoácidos. Ao todo foram construídos 418 mutantes 

(Figura 27A). Para proteína selvagem e mutantes foram definidos modelos (templates) obti-

dos em BETAGDB usando SSV (Figura 27B). Por fim, calculou-se a diferença da variação de 

assinaturas estruturais. O mutante que apresentasse assinatura mais próxima ao modelo do 

que a proteína selvagem provavelmente apresentaria características mais similares ao modelo, 

como por exemplo poderia adquirir características de glicose-tolerantes (Figura 27C). 
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Figura 27. Representação do estudo de caso 2. 
(A) 418 mutações pontuais foram propostas para Bgl1B; (B) o melhor modelo (template) foi selecionado na base 
BETAGDB usando SSV; (C) a mutação que apresenta uma assinatura mais próxima ao template (T) do que a 
estrutura selvagem (W) é definida como a provável mutação mais eficiente. Fonte: próprio autor (MARIANO et 
al., 2019). 
 

 Após o cálculo do ΔΔSSV e uma etapa de filtragem (ver materiais e métodos), um to-

tal de 18 mutações em cinco diferentes resíduos foram propostas para Bgl1B (Tabela 8). 

 
Tabela 8. Mutações benéficas propostas para Bgl1B.  

F172 V227 H228 G246 T299 

F172C V227M H228A G246S T299S 

F172I V227R H228C G246T 

 

F172K 

 

H228M 

  

F172P 

 

H228N 

  

F172V 

 

H228P 

  

  

H228Q 

  

  

H228T 

  

  H228V   

As mutações H228C, H228T e H228V possuem dados experimentais que comprovam que são eficazes para me-
lhoria da atividade relativa em relação à concentração de glicose no meio. 
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O resíduo H228 foi o que mais apresentou possíveis mutações benéficas: oito no total. 

De fato, três dessas oito mutações apresentam dados experimentais disponíveis na literatura: 

H228T, H228C e H228V (Figura 28). Segundo os experimentos de YANG et al. (2015b), as 

três mutações mantiveram taxas de atividade relativa mais altas que Bgl1B mesmo em altas 

concentração de glicose. Isso demonstra que SSV é capaz de detectar mutações benéficas. 

 
Figura 28. Atividade relativa em relação à concentração de glicose para Bgl1B e mutantes.  
Seta vermelha maior indica a atividade de Bgl1B. As outras três setas menores indicam as três mutações detecta-
das por SSV. Fonte: Adaptado de YANG et al. (2015b). 

 Para melhor compreender a importância das mutações propostas para os cinco resí-

duos de aminoácidos, realizou-se alinhamento estrutural entre Bgl1B e as β-glicosidases em 

complexo com celobiose (3VIK) e com glicose (3WH6) usando-se a ferramenta PyMOL. 

Após o alinhamento, as moléculas de glicose e celobiose foram transferidas separadamente 

para Bgl1B. Para esta etapa não foi utilizado nenhum campo de força ou realizada minimiza-

ção para detectar o melhor posicionamento dos ligantes. Optou-se por realizar a simples trans-

ferência dos ligantes para detectar possíveis conflitos entre resíduos sugeridos para mutação e 

a posição em que os ligantes são encontrados naturalmente em outras β-glicosidases.  

Dos cinco resíduos aos quais são propostas mutações dois chamaram a atenção: H228 

e G246. Analisando a estrutura de Bgl1B com celobiose ligada, percebe-se que a posição do 

resíduo H228 entra em conflito com a posição da celobiose (Figura 29). Isso sugere que a pre-

sença de uma histidina força o substrato a adotar outra posição de ligação que provavelmente 

acarreta em uma menor afinidade. Histidina é um resíduo polar e carregado positivamente. As 
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mutações propostas por SSV sugerem que resíduos de menor volume apolares ou polares neu-

tros aumentariam a resistência à inibição por glicose de Bgl1B.  

 
Figura 29. Posicionamento da celobiose transferida e do resíduo H228 em Bgl1B.  
Em verde, a celobiose, em amarelo os resíduos aos quais sugere-se mutações. Imagem gerada com PyMOL. Fon-
te: próprio autor.  

 O resíduo G246 está localizado em uma alfa-hélice que pertence a estrutura do β-barril 

(Figura 30A). Glicose é um resíduo capaz de atingir ângulos diédricos phi e psi que nenhum 

outro resíduo consegue atingir, o que permite que ele tenha uma maior mobilidade. Além dis-

so, é um resíduo de pequena cadeia lateral. A mutação desse resíduo por outro, como por 

exemplo por uma serina, poderia aumentar a quantidade de contatos realizados entre resíduos 

próximos na região (Figura 30B). O aumento na quantidade de contatos tende a aumentar a 

estabilidade das ligações da região. Por ser uma alfa-hélice localizada no bolsão catalítico, um 

aumento da estabilidade da região poderia reduzir a mobilidade e abertura da entrada ao sítio, 

o que poderia restringir o acesso do inibidor ao sítio e aumentar a tolerância a glicose. 
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Figura 30. Comparação entre o número de contatos realizados pelos aminoácidos glicina e serina para 
mutação G246S de Bgl1B.  
(A) Localização da G246 em Bgl1B. (B) Quando o resíduo 246 é uma glicina, ele realiza 67 contatos na região 
próxima. Quando é substituído por uma serina, o número de contatos aumenta para 107. Imagem gerada com 
Arpeggio (JUBB et al., 2017). Fonte: próprio autor. 

4.4.4 Estudo de caso 3: comparação com outros métodos (SVM e BioGPS) 

SSV foi comparado ao método Support Vector Machine (SVM) implementado pela ferramen-

ta WEKA (FRANK; HALL; WITTEN, 2016). SVM é um algoritmo de aprendizado supervi-

sionado usado para classificação e análise de regressão. A comparação com SVM foi realiza-

da para verificar se a distância euclidiana, métrica simples utilizada por SSV, apresentaria 

bons resultados quando comparada com um conjunto de métodos mais robustos, como o en-

contrado no SVM.  

 Quatro experimentos foram realizados: (i) SSV; (ii) SVM usando assinaturas de prote-

ínas selvagens; (iii) SVM usando assinaturas de proteínas mutantes; (iv) SVM usando assina-

turas de proteínas selvagens e mutantes. Observou-se que SSV apresentou precisão e especifi-

cidade superior aos outros métodos, obtendo os valores de 0,89 e 0,92, respectivamente 
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(Tabela 9). SSV previu corretamente mais mutações benéficas do que SVM em todas as vari-

ações testadas. 
Tabela 9. Métricas usadas para comparar SSV com SVM. 
Métrica SSV SVMS SVMM SVMSM 

Precisão 0,89 0,64 0,36 0,36 

Acurácia 0,74 0,81 0,74 0,74 

Especificidade 0,92 0,79 0,70 0,70 

Sensibilidade 0,57 0,88 1,00 1,00 

F1-score 0,70 0,74 0,53 0,53 

SVMS: usando apenas as assinaturas de selvagens; SVMM: usando apenas as assinaturas de mutantes; SVMSM: 
usando apenas as assinaturas de selvagens e mutantes. Para execução do SVM foram utilizados os parâmetros 
padrão.  
 

 A seguir, comparou-se SSV com a ferramenta BioGPS (FERRARIO et al., 2014a). 

Oito mutações na lipase B de Candida antarctica (CaLB) foram usadas na comparação. CaLB 

é uma lipase pertencente à superfamília das serina-hidrolases, cuja inserção de atividade de 

amidase tem muitas aplicações industriais (BRAIUCA et al., 2006; FERRARIO et al., 2014a, 

2014b). BioGPS classificou as oito mutações de CaLB baseado no fator de melhoria (FM), 

que é dado pela razão da atividade de amidase de CaLB mutante pela selvagem. Assim, a mu-

tação é benéfica para FM > 1, não benéfica para FM < 1 e neutra para FM = 0.  

SSV previu corretamente cinco dos sete testes realizados (Tabela 10). 
 
Tabela 10. Mutantes de CaLB avaliados por SSV.  

Mutante Mutação FM Classificação ΔΔSSV Status 

M1 G39A/W104F/L278A 6,3 Benéfica -841 ✓ 

M2 G39A/T103G/L278A 3,8 Benéfica -121 ✓ 

M3* G39A/T103G/W104F/L278A 11,2 Benéfica -841 ✓ 

M4 G39A 2,8 Benéfica 150  

M5 G39A/L278A 3,3 Benéfica -121 ✓ 

M6 I189A 0,4 Não benéfica -94  

M7 T40A 0,4 Não benéfica 40 ✓ 

M8 T103G 1,1 Neutra/Benéfica 0 ✓ 

* M3 foi utilizado para treinamento e não deve ser levado em consideração na avaliação de predição.  
Fonte: (BRAIUCA et al., 2006; FERRARIO et al., 2014a, 2014b). 
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4.5 Webtool SSV  

Para facilitar o uso do método SSV, desenvolveu-se um website com interface amigável 

(Figura 31A). No website é possível executar o método SSV pela Internet (Figura 31B) ou 

baixar o código fonte do SSV para execução em larga escala (requer Python e Perl instala-

dos). Para execução da ferramenta online deve-se usar como entrada: (i) nome do projeto (op-

cional), (ii) e-mail (opcional), (iii) descrição da mutação (opcional), (iv) arquivo PDB da pro-

teína selvagem (obrigatório), (v) arquivo PDB da proteína mutante (obrigatório), e (vi) base 

de dados de templates no formato zip (obrigatório). A base de dados do primeiro estudo de 

caso (27 mutações em β-glicosidases) foi disponibilizada publicamente para testes (Figura 

31C). Na página de resultados é possível visualizar a descrição do projeto criado (identifica-

dor, mutação, e-mail e data de criação), classificação da mutação com base nos valores de 

ΔΔSSV, além de uma visualização interativa da estrutura selvagem e mutante (Figura 31D). 

SSV está disponível no endereço: <http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv>.  

 
Figura 31. Interface da webtool SSV.  
(A) Página inicial. Para executar a ferramenta, inicialmente clique em um dos botões apontados pela seta. (B) 
Seção de execução da ferramenta online. (C) A base de dados utilizada no estudo de caso 1 (mutantes, selvagens 
e templates) pode ser baixada na página inicial. (D) Página de resultados. Fonte: próprio autor.  
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5. Discussão  

Neste estudo, propôs-se estratégias usando bioinformática para melhor compreender as bases 

estruturais relacionadas aos mecanismos de tolerância a inibição por glicose em enzimas β-

glicosidase utilizadas na produção de biocombustíveis de segunda geração e, assim, propor 

mutações que melhorassem a produção. Realizou-se uma busca na literatura através de uma 

revisão sistemática (ver apêndices) e criou-se uma base de dados com estruturas de β-

glicosidases glicose-tolerantes (BETAGDB). Além disso, desenvolveu-se um método (SSV) 

para a proposta de mutações em enzimas baseadas na diferença de variação de assinaturas es-

truturais (ver apêndices).  

5.1 Importância dos resíduos do bolsão catalítico na tolerância a glicose 

As estruturas de β-glicosidases coletadas foram usadas para caracterizar resíduos conservados 

no bolsão catalítico. A conservação de resíduos é a primeira indicação de padrões conserva-

dos que podem ser utilizados para propor mutações em β-glicosidases não tolerantes. Utili-

zando alinhamento múltiplo de sequências, foi possível estabelecer uma subsequência con-

senso para o bolsão catalítico de β-glicosidases glicose-tolerantes e, assim, tentar estabelecer 

os aminoácidos necessários no bolsão catalítico para β-glicosidases com alta eficiência na 

produção de biocombustíveis.  

A subsequência consenso “HWNEWCLHNLTANYYTNEWEWF”, formada por 22 

resíduos mais conservados das glicose-tolerantes, apesar de não aparecer por completo em 

nenhuma estrutura, poderia indicar os principais resíduos de aminoácidos para o efeito da gli-

cose-tolerância (Figura 22).  

Onze resíduos aparecem em mais de 90% das sequências e devem ter um papel fun-

damental para atividade enzimática (Tabela 11). Os outros resíduos podem estar correlaciona-

dos com os variantes valores de tolerância a glicose e sua importância pode ser verificada 

através dos estudos de interação com o ligante. Os resíduos correspondentes a W122, N166, 

E167, C170, L174, Y299, W402, E409 e W410 realizaram diversos contatos com o ligante e 

aparentam ser essenciais para o reconhecimento e acomodação do substrato (Tabela 11).  
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Tabela 11. Resíduos conservados e contatos com celobiose para os 22 resíduos correspondentes a subse-
quência consenso do bolsão catalítico das 21 glicose-tolerantes GH1. 

# Resíduos 
(T. brockii) 

Conservação dos resíduos Contatos com celobiose 

> 90% con-
servado 

100% conser-
vado 

Resíduo correspon-
dente faz contato em 
todas as estruturas 

Não realiza contatos 
quando substituído  (re-

ferência T. brockii) 
1 H121 x x     
2 W122 x   x   
3 N166 x x x   
4 E167 x x x   
5 W169       x 

6 C170     x   
7 L174     x   
8 H181       x 
9 N224       x 

10 L225         
11 T226       x 
12 A244         
13 N297 x       
14 Y298         
15 Y299 x x x   
16 T300         
17 S302       x 
18 E355 x x x   
19 W402 x x x   
20 E409 x   x   
21 W410 x   x   
22 F418 x       

 

5.1.1 Sítio ativo 

O resíduo E167, ácido/base catalítico, também realiza diversos contatos com o ligante. Entre-

tanto, E355, nucleófilo catalítico, realiza poucos contatos. H121 é outro resíduo altamente 

conservado, mas que também realiza poucos contatos com o ligante. O resíduo H121 prova-

velmente está envolvido na ligação do substrato a enzima ou na estabilização do estado de 

transição, participando da ação catalítica junto a E167 e E355 (BARRETT et al., 1995; 

SANZ-APARICIO et al., 1998). Além disso, a distância da histidina para os glutamatos pode 

sugerir que ela contribui com um próton no mecanismo de ação catalítico das β-glicosidases 

GH1 (Figura 32). 
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Figura 32. Mecanismo de ação catalítica das β-glicosidases GH1.  
 (A) Mecanismo de retenção do carbono anomérico. Um dos grupos glicosídicos se liga, formando o estado de 
transição. Inicialmente ocorre a glicosilação: o ácido catalítico doa um próton para o grupo que irá sair, enquanto 
o nucleófilo catalítico ataca no lado oposto. A seguir ocorre um passo de desglicosilação, em que a base catalíti-
ca (mesmo carboxilato do ácido catalítico) extrai um próton de uma molécula de água e ataca o carbono anomé-
rico (CAIRNS; ESEN, 2010). (B) Distância entre os resíduos H120, E166 e E377 da β-glicosidase de H. Grisea 
(equivalentes a H121, E167 e E355 de T. brockii). A proximidade pode sugerir que a histidina contribui com o 
próton para um dos glutamatos. Foi estabelecido que mutações em resíduos em posições análogas podem levar a 
total inibição da enzima (WITHERS et al., 1992). Fonte: Adaptado de KETUDAT CAIRNS; ESEN (2010). 

5.1.2 Canal do substrato 

Como discutido anteriormente, β-glicosidases glicose-tolerantes apresentam um profundo e 

estreito canal que limita o acesso da glicose ao sítio ativo. A forma do canal e os resíduos que 

o compõem podem estar envolvidos na redução do acesso da glicose, e consequentemente, na 

característica da glicose-tolerância (DE GIUSEPPE et al., 2014). Na β-glicosidase de H. gri-

sea, os resíduos W168 e L173 (W169 e L174 na β-glicosidase de T. Brockii) foram descritos 

como importantes para liberação da glicose. Esses resíduos aparecem na maiorias das glicose-

tolerantes. Tal conservação reforça a importância desses aminoácidos para a regulação da en-

trada e saída de produto e substrato, demonstrada na literatura (DE GIUSEPPE et al., 2014; 

GUO; AMANO; NOZAKI, 2016). Além disso, o resíduo C170 aparece em muitas sequências 

de glicose-tolerantes, o que sugere que a inserção de uma cisteína nesta posição pode ser be-

néfica. Em um recente estudo, mutações aleatórias em uma β-glicosidase detectaram três mu-

danças benéficas: V174C, A404V e L441F, onde V174 corresponde a C170 em T. brockii 

(Figura 7a). Essas mutações permitiram a construção de uma β-glicosidase mutante glicose-

tolerante e termoestável, que aumentou a conversão do bagaço da cana entre 14 e 35% (CAO 

et al., 2015). 

Os resultados demonstrados ainda sugerem que o aparecimento de uma cisteína 

(C170) nessa posição parece estar correlacionado com o aparecimento de um triptofano 
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(W169) e uma leucina (L174) em uma região próxima. Além disso, de acordo com os resulta-

dos do docking, quando os três resíduos, triptofano, cisteína e leucina, aparecem juntos, eles 

realizam menos contatos do que quando na mesma posição aparecem outros resíduos. Isso 

sugere que a presença de resíduos que realizam poucos contatos com a celobiose no meio do 

canal que leva ao sítio ativo pode ser benéfico para tolerância a inibição por glicose. 

As informações coletadas na revisão sistemática indicaram que mutações ocorridas 

nas regiões próximas ao canal que leva ao sítio ativo (bolsão catalítico) provocam maior im-

pacto na tolerância a inibição por glicose em β-glicosidases GH1. As análises de conservação 

de sequência indicaram resíduos essenciais para enzimas β-glicosidase, entretanto nem todas 

as β-glicosidases glicose-tolerantes coletadas apresentavam resíduos considerados importan-

tes para tolerância pela literatura. A exemplo pode-se destacar o triptofano (W169) e a leucina 

(L174) localizados no centro do bolsão catalítico. Apesar de serem considerados essenciais 

(DE GIUSEPPE et al., 2014), apenas sete das 21 glicose-tolerantes apresentavam os dois resí-

duos juntos. Em algumas das glicose-tolerantes, a leucina (L174) é substituída por uma vali-

na, um aspartato ou uma isoleucina. Em outras, o triptofano (W169) é substituído por uma 

asparagina ou uma leucina. E em outras, ambos são substituídos por uma asparagina e uma 

glutamina, respectivamente.  

5.1.3 Mecanismo de glicose-tolerância 

A importância de resíduos tanto no meio desse canal quanto na entrada para glicose-tolerância 

já havia sido revelada através de mutações na β-glicosidases extraída do metagenoma de Chi-

na South Sea (Figura 7b). Nesse estudo, a tolerância a glicose de uma β-glicosidase não tole-

rante (Bgl1B) foi aumentada através das mutações H228T e N301Q/V302F (YANG et al., 

2015b). Esse resultado pode sugerir que sítios secundários a qual a celobiose se liga no cami-

nho até o sítio ativo são de grande importância para o processo de liberação da glicose e a 

inevitável inibição. O resíduo correspondente a H228 na β-glicosidase de T. brockii é T226. 

Analisando outras β-glicosidases glicose-tolerantes, não há ocorrência de uma histidina na 

mesma posição. Logo, o alinhamento múltiplo do bolsão catalítico das glicose-tolerantes con-

firma a importância desse resíduo, sugerindo que a mutação H228T é benéfica. Além de que a 

análise visual também demonstrou que a presença de uma histidina naquela posição interfere 

na alocação da celobiose no sítio ativo (Figura 29). 

 O estudo de YANG et al. (2015b) contrapõe a afirmação de que a largura e profundi-

dade do canal sejam os únicos responsáveis pela glicose-tolerância conforme relatado por DE 

GIUSEPPE et al. (2014). Eles afirmam que Bgl1A (tolerante) e Bgl1B (não tolerante) possu-
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em canais de largura e profundidade iguais, o que indica que existem outros mecanismos que 

levam à resistência a glicose. Eles propõem um mecanismo de atividade de β-glicosidases 

GH1: (i) glicose e o celobiose podem se ligar a diversos sítios ao longo do canal; (ii) a inibi-

ção ocorre quando a glicose prefere se ligar ao sítio ativo. Quando ela prefere se ligar a outros 

sítios ocorre a chamada tolerância; e (iii) ainda, a estimulação por glicose depende da geome-

tria dos outros sítios, onde a ligação da glicose aumenta a atividade de clivagem de substrato 

por meio de transglicosilação ou de outro efeito alostérico. A transglicosilação pode estimular 

a clivagem do substrato se a glicose estiver ligada próximo ao substrato. Entretanto, eles afir-

mam que o mecanismo de transglicosilação ainda não está totalmente elucidado.  

Assim, a glicose-tolerância pode resultar da ligação da glicose com outros sítios, pro-

vavelmente na entrada (apontam os resíduos 301 e 302) ou no meio (apontam os resíduos 184 

e 228) do canal que leva ao sítio ativo. O resíduo na posição 184 já havia sido sugerido como 

importante para tolerância a glicose através da mutação H184F (LIU et al., 2011). O resíduo 

H184 (correspondente a H181 em T. brockii) aparece na maioria das β-glicosidases glicose-

tolerantes reportadas. A mutação H184F mostrou um aumento na tolerância a inibição por 

glicose quando o substrato era pNPG. Fenilalanina é o segundo mais comum resíduo nesta 

posição (Figura 22b; Figura 21). Além disso, os resultados de docking demonstram que uma 

histidina realiza mais contatos com a celobiose do que uma fenilalanina na mesma posição. 

Entretanto, não há relato do impacto dessa mutação na tolerância a inibição por glicose quan-

do o substrato era celobiose. Assim, mais experimentos com celobiose como substrato são 

necessários para fazer inferências. Ainda, FLORINDO et al. (2018) relatam que a mudança de 

um único aminoácido na posição correspondente a H181 nas β-glicosidases de Trichoderma 

harzianum (ThBgl1 e ThBgl2) de um aminoácido hidrofóbico (F180) para um aminoácido 

polar (N186) permitiu a formação de um túnel de água que leva ao sítio ativo. Eles ainda re-

forçam que o papel das moléculas de água na vizinhança do substrato é uma característica de-

terminante para conduzir a reação para a hidrólise ou transglicosilação. Logo, a mutação de 

um aminoácido polar por um hidrofóbico favoreceria a transglicosilação (processo que pode 

unir uma celobiose a uma glicose formando uma nova molécula).  

É importante ressaltar que Bgl1A e Bgl1B possuem identidade de 55% (resíduos idên-

ticos 245/443; cobertura de 98%). Isso quer dizer que elas possuem 198 resíduos distintos 

(Figura 33). Logo, a proposta de mutações baseada em comparações de sequências deveria se 

atentar para 198 resíduos de aminoácidos que poderiam ser substituídos. Como se viu na Fi-

gura 28, os mutantes de Bgl1B apresentaram melhorias em sua resistência a inibição por gli-

cose. Entretanto, Bgl1A ainda mantém atividade superior que todos os mutantes em altas con-
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centrações de glicose. Logo, deve se questionar se seria possível melhorar ainda mais a ativi-

dade de Bgl1B em altas concentrações de glicose efetuando apenas algumas mutações em ou-

tros resíduos. Usando apenas alinhamento de sequência seria necessário testar todas essas mu-

tações. Assim, torna-se claro a necessidade de métodos mais eficientes para reduzir o número 

de testes em bancada, como por exemplo as comparações por assinaturas estruturais propostas 

por SSV. 

 

 
Figura 33. Comparação entre estruturas de Bgl1A e Bgl1B. 
(A) Alinhamento estrutural entre Bgl1A (cartoon azul) e Bgl1B (cartoon branco). Estruturas apresentam um  
RMSD de 0,643. Resíduos do bolsão catalítico são mostrados como sticks (exceto F302). Resíduos destacados 
no trabalho de YANG et al. (2015b): T228, Q301 e F302 (verde). Resíduos destacados no trabalho LIU et al. 
(2011): H228 (azul ciano). Posições correspondentes aos resíduos destacados no trabalho de DE GIUSEPPE et 
al. (2014) e CAO et al. (2015): F172 (posição correspondente a W169), C173 e L177 (magenta). Resíduos catalí-
tico E170 e E352 foram rotulados para servir como referência de posicionamento. Figura gerada com PyMOL 
(http://pymol.org). (B) Alinhamento entre sequências gerado com Clustal Omega v1.2.4 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Percentual de identidade: 55,43% (calculado por Clustal2.1). Fonte: 
próprio autor. 
 

Infere-se então que não é apenas a acessibilidade da glicose ao sítio ativo que está re-

lacionado à inibição. Afinidade, energia de ligação e preferência relativa da glicose a outros 

sítios é crucial para a β-glicosidases glicose-tolerantes. YANG et al. (2015b) ainda relatam 

que o mecanismo e modelo proposto foi suportado por validações bioquímicas e pode ser es-

tendido a outras β-glicosidases. Entretanto, ainda seria possível aperfeiçoar a atividade de 

Bgl1B para que ela se aproxime de Bgl1A. No estudo de caso 1, SSV obteve um ΔΔSSV de -

231 para a mutação benéfica H228T, quando se esperava um valor de ΔΔSSV < 0 para muta-

ções benéficas. No estudo de caso 2, em um teste cego, SSV foi capaz de prever três mutações 

que melhoram a atividade de Bgl1B (H228T, H228C e H228V). Logo, as outras mutações 

preditas para Bgl1B poderiam melhorar a atividade da enzima a níveis mais próximos de 
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Bgl1A, uma vez que SSV indica que tais mutações inserem padrões internos mais similares a 

Bgl1A. Entretanto, validações em bancada são necessárias para conclusões definitivas.  

5.1.4 Papel dos resíduos do bolsão catalítico na atividade 

Em resumo, o estudo de estruturas das β-glicosidases glicose-tolerantes é importante para de-

tecção de sítios para aplicação de mutações sítio-dirigidas que levem a construção de enzimas 

β-glicosidases mais eficazes para produção de biocombustíveis. Nesta seção, demonstrou-se 

que os resíduos H121, N166, E167, Y299, E355, W402, W122, N297, E409, W410 e F418 

têm alta conservação nas estruturas de β-glicosidases glicose-tolerantes coletadas, e por essa 

razão presume-se que tenham papel vital para ligação do substrato. Também foi detectada 

uma aparente coocorrência do resíduo C170 quando os resíduos W169 e L174 aparecem na 

estrutura. Foi ainda proposta uma possível ligação disso com a tolerância à glicose. Também 

foi verificado que o resíduo T226 pode ser essencial para a tolerância à glicose. Além disso, 

foi detectado que o resíduo H181, descrito na literatura com importante para tolerância a ini-

bição por glicose, realiza mais contatos com a celobiose do que quando é substituído por uma 

fenilalanina. Ainda, a mutação nesse resíduo pode estar relacionado com uma maior passagem 

de água até o sítio ativo, o que favoreceria a hidrólise. Por fim, foi proposto que o número de 

contatos de um resíduo em determinada posição pode ser uma boa métrica, além da conserva-

ção, para propor mutações para β-glicosidases não tolerantes. Entretanto, métodos que envol-

vam estrutura tridimensional podem ser de grande valor para a proposta de mutações mais 

eficientes. Os resultados das análises de sequências sugerem que existem certas conservações 

no bolsão catalítico das glicose-tolerantes e certos resíduos podem estar relacionados com as 

características dessas enzimas (Tabela 12). Pode-se citar por exemplo o resíduo na posição 

224, que é majoritariamente uma asparagina nas glicose-tolerantes, mas pode apresentar di-

versos outros resíduos em outras proteínas da família GH1.  
Tabela 12. Importância dos resíduos do bolsão catalítico. 

Resíduo1 GH12 Glicose-tolerantes3 Importância4 

H121 H H Provavelmente está envolvido na ligação do substrato 
a enzima ou na estabilização do estado de transição, 
participando da ação catalítica junto a E167 e E355.  
Faz parte da região responsável pela ligação da celobi-
ose. 

W122 W W Faz parte da região responsável pela ligação da celobi-
ose.  

N166 N N Faz parte da região responsável pela ligação da celobi-
ose. 
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E167 E E Sítio ativo (ácido/base catalítico) 

W169 y G F W N W L Importantes para liberação da glicose. Entretanto, uma 
fenilalanina (F) aparece nesta posição em Bgl1A (tam-
bém considerada glicose-tolerante). 

C170 i a C V C V T Possivelmente requer um aminoácido pequeno nesta 
posição devido a presença de aminoácidos volumosos 
na vizinhança, como por exemplo W169 (ao lado). 

L174 i E V L L V D Importante para a liberação da glicose. 

H181 H H F M Pode estar relacionado a um túnel que permite a pas-
sagem de água até o sítio ativo, o que indicaria a prefe-
rência pela hidrólise ou pela transglicosilação. 

N224 k i l t d g s a V N A N Possivelmente uma asparagina ou uma alanina nesta 
posição favorece a glicose-tolerância, uma vez que 
outras proteínas da família GH1 apresentam uma vari-
ada gama de aminoácidos nesta posição.  

L225 f N a T M i V L N F L G I Apresenta uma grande variação de aminoácidos nesta 
posição. Realiza poucos ou nenhum contato com o 
ligante. Baixa importância para glicose-tolerância. 

T226 i l r q v p d e k M 
G N A S T  

T S A G D N Apresenta  uma grande variação de aminoácidos nesta 
posição. Entretanto, a substituição de uma histidina 
por treonina, citosina, aspartato, serina ou valina me-
lhorou a resistência a inibição de Bgl1B. Logo, a pre-
sença de um aminoácido polar básico e mais volumoso 
pode não ser benéfico para a glicose-tolerância, sendo 
preferível um aminoácido capaz de agir como aceptor 
em ligações de hidrogênio. Resíduo responsável pelo 
processo de liberação da glicose (ver apêndices). 

A244 c W p d M e k Q n 
g r t i S V A H L F 
Y 

A M K R S Apresenta uma grande variação de aminoácidos nesta 
posição. Realiza poucos ou nenhum contato com o 
ligante. Baixa importância para glicose-tolerância. 

N297 N N  Resíduo próximo ao sítio ativo. Aparenta ter alguma 
relação com a ligação da celobiose. 

Y298 d N Y Y W F H Resíduo próximo ao sítio ativo. Nas glicose-tolerantes 
a posição foi ocupada por resíduos volumosos. 

Y299 Y Y Faz parte da região responsável pela ligação da celobi-
ose. 

T300 S T  S T Recebe uma serina ou uma treonina tanto nas GH1 
quanto nas glicose-tolerantes. Seu papel precisa ser 
melhor estabelecido.  

S302 c y f M H i p v l g 
N r T d Q S A k E 

Q L N H A S Apresenta uma grande variação de aminoácidos nesta 
posição. Baixa importância para glicose-tolerância. 

E355 E E Sítio ativo (nucleófilo) 

W402 W W Faz parte da região responsável pela ligação da celobi-
ose. 

E409 E E Faz parte da região responsável pela ligação da celobi-
ose. 
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W410 W W Faz parte da região responsável pela ligação da celobi-
ose. 

F418 F F Faz parte da região responsável pela ligação da celobi-
ose. 

1 Aminoácidos correspondentes ao bolsão catalítico de T. brockii.  
2 Aminoácidos encontrados nas posições correspondentes em outras proteínas da família GH1. Determinado pela 
ferramenta SIFT. Aminoácidos que aparecem poucas vezes para determinada posição foram descartados 
(threshold 0,05). Letras maiúsculas indicam que o aminoácido aparece no alinhamento de toda a família. Letras 
minúsculas indicam que é uma predição do SIFT (NG; HENIKOFF, 2003). 
3 Aminoácidos encontrados nas posições correspondentes em β-glicosidases glicose-tolerantes. Aminoácidos que 
aparecem em menos do que duas sequências foram descartados.  
4 Possível importância dos resíduos para a glicose-tolerância. 
 

Assim, mesmo resíduos declarados como vitais para glicose-tolerância, como (W169 e 

L174), alguns não estão presentes em todas as glicose-tolerantes detectadas. Além disso, não 

se pode ter certeza se tais resíduos vitais agem em conjunto com outros resíduos próximos ou 

distantes. Logo, apesar de que a comparação com estruturas primárias de enzimas que apre-

sentem características desejadas seja uma boa estratégia, como por exemplo a comparação 

entre Bgl1A e Bgl1B, o uso de algoritmos e métodos capazes de detectar detalhes às vezes 

imperceptíveis ao olhar humano pode ser importante. O uso de assinaturas estruturais pelo 

método SSV permite uma abstração do problema, uma vez que SSV implementa a transferên-

cia de características intrínsecas por meio da redução da diferença de variação de assinaturas. 

SVV permite a proposta de mutações eficientes mesmo sem uma explicação explicita dos mo-

tivos biológicos que levam aquela mutação a melhorar a atividade da enzima. 

5.2 Comparação do SSV com outros métodos de proposta de mutações 

Mutações podem afetar a estabilidade da proteína, influenciar na catálise, afetar sítios de liga-

ção para substrato, causar regulações alostéricas ou modificações pós-traducionais (WANG; 

MOULT, 2001). Até mesmo o impacto de mutações pontuais, aquelas que causam a mudança 

de um único aminoácido, na função da proteína é difícil de ser previsto computacionalmente. 

Mudanças na estabilidade podem levar à disfunção de uma proteína, podendo causar até 

mesmo doenças. Entretanto, mudanças na estabilidade também são a base da engenharia de 

proteínas (LAIMER et al., 2015). Estima-se que mutações pontuais causem uma mudança na 

estabilidade da proteína entre um e três Kcal/mol, o que não seria suficiente para alterar o 

enovelamento da proteína, entretanto mutações podem afetar importantes funções das proteí-

nas (WANG; MOULT, 2001). Por isso, propor mutações in silico em enzimas não é uma tare-

fa trivial e deve-se levar em consideração múltiplos fatores e estratégias. 
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 Alinhamento de sequências é o mais tradicional método computacional para compara-

ção de sequências e detecção de diferenças por meio das matrizes de substituição (CORPET, 

1988). Alinhamentos de sequências podem ser realizados par-a-par ou com múltiplas sequên-

cias. Diversas ferramentas têm utilizado análises de sequências como estratégias para propos-

ta de mutações. Por exemplo, a ferramenta SIFT utiliza alinhamentos múltiplos e homologia 

de sequências para detectar ocorrência de resíduos para determinada posição de uma proteína 

alvo e toda sua família (NG; HENIKOFF, 2001). Outro exemplo é a ferramenta ProSAR, que 

usa sequências para predizer contribuições de mutações para funções de proteínas (BER-

LAND et al., 2014; FOX et al., 2007). Entretanto, tais métodos não levam em consideração a 

estrutura tridimensional da proteína.  

Outra estratégia computacional para a proposta de mutações é a predição in silico da 

diferença da variação da energia livre de Gibbs (ΔΔG). O cálculo do ΔΔG pode ser utilizado 

para prever mudanças na estabilidade que são desejadas nas abordagens de engenharia de pro-

teínas. A teoria da variação de energia, proposta por Willard Gibbs, define que, durante rea-

ções químicas, a energia livre de Gibbs (G) pode ser calculada com base em três fatores: en-

talpia, entropia e temperatura. Em temperatura constante, a variação de energia livre (ΔG) é 

determinada pelo número de ligações químicas, formação e quebra de interações não covalen-

tes (entalpia), como ligações de hidrogênio, e a variação da aleatoriedade do sistema (entro-

pia). Em reações exergônica o valor de ΔG é negativo, pois o sistema se transforma de modo 

a possuir menor energia (liberação de energia). Em reações endergônicas o valor de ΔG é po-

sitivo, pois o sistema adquire energia livre. A diferença da energia livre de Gibbs (ΔΔG) cor-

responde a diferença de energia livre entre as estruturas selvagem e mutante. Valores mais 

baixos de ΔΔG refletem uma menor dificuldade para assumir certa conformação e são termo-

dinamicamente mais estáveis (NELSON et al., 2014). Ferramentas computacionais têm utili-

zado abordagens, como assinaturas estruturais e aprendizado de máquina, para predição da 

diferença da energia livre de Gibbs (ΔΔG). Como exemplo pode-se citar as ferramentas 

mCSM (PIRES; ASCHER; BLUNDELL, 2014) e Maestro (LAIMER et al., 2015). Diversos 

estudos têm mostrado que essas abordagens têm utilidade, mas também apresentam limitações 

(LAIMER et al., 2015). Por exemplo, levam em consideração apenas o impacto no ambiente 

local do resíduo mutado, além de ser difícil realizar previsões nas variadas condições em que 

a proteína está presente, como temperatura e pH, uma vez que tais ferramentas dependem de 

dados experimentais para serem treinadas. Além disso, não apresentam explicação semântica 

dos motivos biológicos que levaram a tal resultado. 
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Métodos que levam em consideração a estrutura tridimensional podem ser uma alter-

nativa robusta a métodos que trabalham apenas com sequência. Por exemplo, o método active 

site constellations usa uma abordagem baseada em estrutura que é independente de parâme-

tros de similaridade entre sequência e estrutura para sugerir promiscuidade catalítica, e assim, 

desenvolver e manipular novas enzimas (STEINKELLNER et al., 2014). BioGPS é um outro 

exemplo de metodologia in silico para engenharia de enzimas promíscuas usando proprieda-

des físico-químicas e geométricas de estruturas tridimensionais (FERRARIO et al., 2014). 

BioGPS usa assinaturas estruturais (referidas como fingerprints) para comparar propriedades 

de sítios ativos levando em consideração mais do que a sequência. Portanto, considerou-se 

uma abordagem similar ao SSV.  

Assim, realizou-se uma comparação de SSV com BioGPS usando os dados do estudo 

de caso com oito mutantes de CaLB (lipase B de Candida antarctica). Entretanto há algumas 

particularidades em comparação com o estudo de caso executado no trabalho de FERRARIO 

et al. (2014). Primeiramente, eles usaram uma base de dados heterogênea com 42 serina-

hidrolases para treinamento e construção da assinatura. Entretanto, eles afirmaram que não foi 

feita uma curadoria nessa base de dados, baseando-se exclusivamente na anotação, o que po-

deria apresentar um viés no resultado, uma vez que não há uma garantia que as enzimas sele-

cionadas apresentam a melhor performance para atividade requerida. Por isso decidiu-se utili-

zar o mutante M3 como template no experimento com SSV. M3 apresentava o maior fator de 

melhoria (atividade de amidase 11,2 vezes maior que a selvagem). Como experimento contro-

le, usou-se o mutante M3 como teste e treinamento, e obteve-se o resultado esperado 

(ΔΔSSV = -841, quando o esperado para uma mutação benéfica era um ΔΔSSV < 0). Das ou-

tras sete mutantes avaliadas, SSV obteve um resultado similar a BioGPS em cinco, errando 

apenas a predição dos mutantes M4 (G39A), que obteve um ΔΔSSV = 150, mas por ter um 

FM de 2,8 esperava-se um ΔΔSSV < 0; e M6 (I189A), que obteve um ΔΔSSV = -94, mas por 

ter um FM de 0,4 esperava-se um ΔΔSSV > 0. É possível que com uma base de treinamento 

com mais templates seria possível obter-se uma maior acurácia. O mutante M8 (T103G) obte-

ve um ΔΔSSV = 0. Esse caso foi considerado um acerto devido ao mutante ter um FM de 1,1, 

o que indica uma baixa mudança na atividade de amidase da enzima, logo esperava-se 

ΔΔSSV = 0 ou ΔΔSSV < 0. 

No estudo de FERRARIO et al. (2014) é descrito que a base de treinamento é compos-

ta por quatro classes de serina-hidrolases: (i) lipases; (ii) esterases; (iii) proteases; e (iv) ami-

dases. O objetivo deles era converter uma lipase (CaLB) em uma amidase, que tem maior uti-

lidade na indústria. Assim, eles demonstraram a eficácia de BioGPS plotando os componentes 
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principais (PC1 e PC2) da base de treinamento e dos mutantes (Figura 34). A Figura 34 real-

mente demonstra que os mutantes benéficos estão dentro do grupo das amidases, enquanto a 

proteína selvagem está presente no grupo das lipases. Entretanto, algumas considerações pre-

cisam ser feitas. Os componentes principais dos mutantes M6 e M7 se aproximaram levemen-

te ao grupo das amidases. Entretanto, os dados experimentais indicam que tais mutações re-

duzem a atividade de amidase. Ainda, o grupo das esterases parece ser bastante heterogêneo, 

se mesclando ao grupo das amidases e das lipases. E há diversos outliers presentes em grupos 

distintos, além de outliers não classificados em nenhum grupo. 

 
Figura 34. Projeção da análise de componentes principais (PC1 e PC2) dos mutantes CaLB no modelo 
BioGPS-UPCA (score global). 
Mutantes melhorados são destacados como triângulos pretos enquanto mutantes não benéficos estão em rosa. 
Proteína selvagem CaLB (1TCA) é indicado pela seta azul. As diferentes classes de serina hidrolases são relata-
das em cores diferentes. Cada proteína é indicada pelo seu PDB ID. Fonte: adaptado de (FERRARIO et al., 
2014). 
 

Por fim, é necessário destacar que SSV apresenta algumas vantagens sobre BioGPS. 

Os autores de BioGPS submeteram as estruturas mutantes a 500 ns de dinâmica molecular 

usando GROMACS (versão 4) para prepará-las antes das análises. Dinâmica molecular tem 

um alto custo computacional, enquanto SSV usa assinaturas baseadas no método CSM, que 

tem um baixo custo computacional de processamento. Ferramentas baseadas nos métodos 
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CSM têm sido usadas com sucesso para muitas aplicações, como por exemplo predição de 

efeitos de mutações na estabilidade de proteínas (PIRES; ASCHER; BLUNDELL, 2014) e 

predição do impacto na afinidade entre anticorpos e antígenos (PIRES; ASCHER, 2016). 

Conclui-se que assinaturas estruturais fornecem um método computacional viável para identi-

ficar padrões em macromoléculas que podem ser importantes para definir estrutura e função. 
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6. Conclusões  

Neste manuscrito propôs-se um método para sugestão de mutações em enzimas β-glicosidase 

utilizadas na produção de biocombustíveis de segunda geração. Realizou-se uma profunda 

busca na literatura através de uma revisão sistemática e criou-se uma base de dados com es-

truturas de β-glicosidases glicose-tolerantes, denominada BETAGDB. A característica da to-

lerância a inibição por glicose tem sido descrita como responsável por permitir que enzimas 

β-glicosidase tenham maior eficiência na conversão de celobiose em glicose. As análises dos 

resultados da revisão sistemática sugerem que os resíduos responsáveis pela característica da 

tolerância a glicose devem estar na concavidade principal de β-glicosidases: um canal que le-

va a passagem do substrato até o sítio ativo. Denominou-se bolsão catalítico a região e todos 

os resíduos localizados a uma distância de 6,5 Å da posição de ligação do substrato no sítio 

ativo. Propôs-se ainda, que a assinatura estrutural extraída do bolsão catalítico poderia carac-

terizar β-glicosidases glicose-tolerantes, além de permitir a comparação dessas enzimas com 

β-glicosidases não tolerantes. Para testar essa hipótese, criou-se um método para propor mu-

tações baseado na diferença de variação de assinaturas estruturais, denominado SSV (Structu-

ral Signature Variation). A partir de três estudos de caso, avaliou-se a capacidade do método 

em prever se mutações seriam benéficas ou não, propôs-se mutações para uma β-glicosidase 

não tolerante comparando as mutações propostas com dados experimentais disponíveis, e por 

fim, comparou-se o método SSV com SVM e com a ferramenta BioGPS. SSV foi eficaz nos 

três estudos de caso. 

Assinaturas estruturais podem ser uma alternativa complementar aos métodos basea-

dos em sequência e às ferramentas de predição de diferença de variação de energia livre. Em 

geral, métodos baseados em sequência apresentam baixo custo computacional. SSV é um mé-

todo baseado em comparações de estruturas tridimensionais com baixo custo computacional. 

O uso de estruturas tridimensionais tem sido adotado por outras ferramentas, modelos e algo-

ritmos, como por exemplo os métodos active site constellations e BioGPS Descriptors. Bio-

GPS reportou que seu método poderia ser usado com baixo custo computacional, entretanto 

nos estudos de caso apresentados foi necessário o uso de dinâmica molecular para preparar as 

estruturas, o que pode ter tornado o processo computacionalmente custoso.  

SSV se mostra um eficiente método para proposta de mutações para β-glicosidases 

não tolerantes e pode ajudar na engenharia de enzimas com maior tolerância a inibição por 



 
 

85 

glicose para produção de biocombustíveis de segunda-geração. O método proposto aqui pode 

ser estendido para outras enzimas. Além disso, SSV pode ser utilizado em conjunto com ou-

tros métodos, ferramentas e algoritmos para sugerir mutações com maior confiabilidade para 

reduzir custos para experimentos in vitro. Uma descrição completa de SSV pode ser obtida 

em MARIANO et al. (2019). SSV está disponível em um website com um interface amigável 

no endereço: <http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv>. 

 

  



 
 

86 

 

7. Perspectivas  

A proposta de mutações que levem a uma enzima β-glicosidase que não sofra qualquer tipo de 

inibição durante o processo de sacarificação ainda é um problema em aberto e dificilmente 

será solucionado por completo, uma vez que a inibição ocorre por competição. Entretanto, 

este trabalho apresentou boas estratégias para melhorar enzimas pouco eficientes com base 

em assinaturas estruturais de β-glicosidases caracterizadas como eficientes (ver apêndice 9). 

Espera-se que as análises, estratégias e ferramentas aqui propostas possam levar a uma nova 

geração de enzimas mais eficientes para produção de biocombustíveis. 

As análises de estruturas evidenciaram neste trabalho que β-glicosidases podem apre-

sentar diversos mecanismos de glicose-tolerância. Análises da entrada e saída de substrato e 

ligante usando técnicas de dinâmica molecular podem ser úteis para melhor elucidar esses 

mecanismos (ver apêndice 8). 

Poucas β-glicosidases com tolerância conhecida possuem dados disponíveis atualmen-

te: 23 sequências ao todo, sendo 21 da família GH1 e duas da família GH3. Dessas apenas 

cinco possuem estrutura tridimensional revelada por experimentos de bancada. Espera-se que 

novas β-glicosidases glicose-tolerantes descobertas possam ajudar a melhorar o método pro-

posto.  

Além disso, a maior parte dos testes realizados com SSV utilizou de mutações pontu-

ais. A combinação de diferentes mutações pode, eventualmente, produzir enzimas mais efici-

entes. Entretanto, deve-se levar em consideração que cada um dos resíduos do bolsão catalíti-

co pode ser mutado por até 19 aminoácidos. Isso geraria um imenso número de possíveis 

combinações, o que dificultaria a análise. Entretanto, espera-se futuramente realizar testes in 

silico com mais mutações. 

Validações em bancada estão sendo realizadas pela equipe do Prof. Dr. Luis Fernando 

Marins na FURG-RS, colaborador do projeto. Detalhes das mutações propostas foram omiti-

dos desta tese por fazerem parte de patentes requisitadas. 
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Harvard University (HarvardX), HARVARDX, Estados Unidos.

2019 - 2019 Data Science: Wrangling. (Carga horária: 16h). 
Harvard University (HarvardX), HARVARDX, Estados Unidos.

2019 - 2019 Data Science: Inference and Modeling. (Carga horária: 16h). 
Harvard University (HarvardX), HARVARDX, Estados Unidos.

2019 - 2019 Data Science: Machine Learning. (Carga horária: 16h). 
Harvard University (HarvardX), HARVARDX, Estados Unidos.

2019 - 2019 Data Science: Probability. (Carga horária: 16h). 
Harvard University (HarvardX), HARVARDX, Estados Unidos.

2019 - 2019 Data Science: Linear Regression. (Carga horária: 16h). 
Harvard University (HarvardX), HARVARDX, Estados Unidos.

2018 - 2018 Data Science: Visualization. (Carga horária: 16h). 
Harvard University (HarvardX), HARVARDX, Estados Unidos.

2018 - 2018 Data Science: R Basics. (Carga horária: 16h). 
Harvard University (HarvardX), HARVARDX, Estados Unidos.

2018 - 2018 Intro to Python for Data Science. (Carga horária: 4h). 
DataCamp, DATACAMP, Estados Unidos.

2018 - 2018 Using Python for Research. (Carga horária: 4h). 
DataCamp, DATACAMP, Estados Unidos.

2017 - 2017 Extensão universitária em Laboratório de Criação de Materiais Didáticos para EaD.
(Carga horária: 60h). 
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

2017 - 2017 Módulo teórico do Curso de Verão de Engenharia de Máquinas Biológicas. (Carga
horária: 12h). 
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

2017 - 2017 Introdução a Modelagem Matemática. (Carga horária: 15h). 
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

2014 - 2017 Extensão universitária em Língua Inglesa. (Carga horária: 420h). 
Centro Acadêmico de Ciências Sociais (FAFICH, UFMG), CACS, Brasil.

2016 - 2016 Extensão universitária em Língua Francesa. (Carga horária: 60h). 
Centro Acadêmico de Ciências Sociais (FAFICH, UFMG), CACS, Brasil.

2015 - 2015 Extensão universitária em Modelagem Molecular de Sistemas Biológicos. (Carga horária:
16h). 
Universidade Federal do Rio Grande, FURG, Brasil.

2014 - 2014 Extensão universitária em PATRIC: estudo de sistemas patogênicos. (Carga horária:
15h). 
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

2014 - 2014 Extensão universitária em Anotação avançada de sequências com EGene2. (Carga
horária: 15h). 
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

2013 - 2013 Extensão universitária em Conversación y Redacción. (Carga horária: 15h). 
Universidad de Salamanca, USAL, Espanha.

2013 - 2013 Extensão universitária em Lengua Española. (Carga horária: 30h). 
Universidad de Salamanca, USAL, Espanha.

2013 - 2013 Bioinformática Estrutural e Análises de Proteoma. (Carga horária: 90h). 
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

2012 - 2012 Uso do Google para visualizar dados geográficos. (Carga horária: 4h). 
Universidade Federal de Lavras, UFLA, Brasil.

2012 - 2012 Cloud computing. 
Dell Training Centre, DELL, Brasil.

2012 - 2012

Pós-doutorado

Formação Complementar
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Dell layered security solutions. 
Dell Training Centre, DELL, Brasil.

2008 - 2008 Extensão universitária em Infra-estrutura de TI (S2B Microsoft). (Carga horária: 84h). 
Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais, PUC Minas, Brasil.

2005 - 2006 Hardware - Montagem e Manutenção de computadores. (Carga horária: 72h). 
Microlins, MICROLINS, Brasil.

Vínculo institucional
2015 - Atual Vínculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Estudante de doutorado, Carga horária:

40, Regime: Dedicação exclusiva.
Vínculo institucional
2013 - 2015 Vínculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Estudante de mestrado, Carga horária: 40,

Regime: Dedicação exclusiva.
Atividades
8/2018 - Atual Ensino, Ciências da Computação, Nível: Pós-Graduação

Disciplinas ministradas
Ambientes para Computação (estágio à docência)

03/2018 - 07/2018 Ensino, Bioinformática, Nível: Pós-Graduação
Disciplinas ministradas
Introdução à Programação Python Aplicada à Bioinformática (estágio à docência)

8/2013 - 11/2013 Ensino, Bioinformática, Nível: Pós-Graduação
Disciplinas ministradas
Introdução à Linguagem de Programação Perl (estágio à docência)

Vínculo institucional
2012 - 2013 Vínculo: Colaborador, Enquadramento Funcional: Analista desenvolvedor, Carga horária:

40, Regime: Dedicação exclusiva.

Vínculo institucional
2011 - 2012 Vínculo: Colaborador, Enquadramento Funcional: Professor, Carga horária: 15
Outras informações Professor do curso de Hardware - Manutenção de computadores

Vínculo institucional
2011 - 2012 Vínculo: , Enquadramento Funcional: Técnico em informática, Carga horária: 30

Vínculo institucional
2011 - 2012 Vínculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Iniciação científica, Carga horária: 6

Vínculo institucional
2013 - 2013 Vínculo: Estudante de Intercâmbio, Enquadramento Funcional: Estudante de

Intercâmbio, Regime: Dedicação exclusiva.

2016 - Atual ThAMES: Modelos, algoritmos e visualizações para o estudo de redes biológicas
multivariadas dinâmicas
Projeto certificado pelo(a) coordenador(a) Raquel Cardoso de Melo Minardi em
26/02/2019.
Descrição: Bioinformática é uma área essencialmente interdisciplinar e agregadora de
conhecimentos da Ciência da Computação, e de diversas áreas na solução de problemas
biológicos. Sob a perspectiva de Computação, existem ainda grandes demandas de

Atuação Profissional

Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

Evolua Comunicação, EVOLUA, Brasil.

Serviço Nacional de Aprendizagem Comercial - SENAC Minas, SENAC/MG, Brasil.

Prefeitura Municipal de Lagoa Santa, PMLS, Brasil.

Faculdade Anhanguera de Belo Horizonte, FABRAI, Brasil.

Universidad de Salamanca, USAL, Espanha.

Projetos de pesquisa
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novos modelos que possibilitem a geração de conhecimento útil para catalizar
descobertas e invenções com potencial biotecnológico. Nossa atuação em Bioinformática
consiste em trabalhar em diversos cenários biológicos que tratam de problemas em
aberto na biologia ou com especial interesse biotecnológico. No presente projeto, temos
um grande problema a ser estudado e uma interessante aplicação em um cenário de
alta relevância biotecnológica: a engenharia de enzimas do tipo Beta-Glicosidades
envolvidas na produção de biocombustíveis de segunda geração. Alguns problemas tem
impedido a produção custo-eficiente desses biocombustíveis. Dentre eles, destaca-se a
inibição da enzima Beta-Glicosidase por Glicose. Do ponto de vista de Bioinformática,
esse projeto consiste então no estudo do impacto de mutações em proteínas para sua
engenharia visando resolver o problema acima descrito. É importante destacar que a
construção de enzimas mutantes com a eficiência necessária para os requisitos
levantados anteriormente é um problema de grande complexidade, uma vez que uma
proteína tem centenas de aminoácidos e para cada aminoácido há dezenove mutações
possíveis. Dessa forma, fica evidente a necessidade de novos modelos, algoritmos e
ferramentas que sejam capazes propor soluções para o problema descrito. A abordagem
que aqui propomos consiste na modelagem dessas proteínas como grafos nos quais um
nó pode ser um aminoácido (centenas) ou um átomo (milhares) e as arestas descrevem
interações químicas entre eles. Essa seria uma rede multivariada e dinâmica, a qual
pretendemos analisar através de modelos, algoritmos e visualizações que serão
propostas nesse projeto e que podem ser amplamente utilizadas em outros cenários de
aplicação. 
Situação: Em andamento; Natureza: Pesquisa. 
Alunos envolvidos: Graduação: (2) / Especialização: (0) / Mestrado acadêmico: (0) /
Mestrado profissional: (7) / Doutorado: (6) . 

Integrantes: Diego César Batista Mariano - Integrante / Raquel Cardoso de Melo Minardi
- Coordenador.

2014 - 2015 Biologia Computacional-REDE DE COOPERAÇÃO ACADÊMICA PARA O ESTUDO E
DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS PARA A GENÔMICA ESTRUTURAL E
FUNCIONAL
Descrição: Descrição: Fortalecer e ampliar o intercâmbio acadêmico entre os programas
inter-unidades de Pós-Graduação em Bioinformática da UFMG (CAPES 6) e da USP (5), o
de Biotecnologia da UFPA (CAPES 5) e o de Bioinformática da UFPR (CAPES 3) com a
criação de uma rede voltada a aumentar a formação de recursos humanos em Biologia
Computacional, em resposta à presente chamada... 
Situação: Concluído; Natureza: Pesquisa. 
Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico: (7) Doutorado: (6) . 

Integrantes: Diego César Batista Mariano - Integrante / Edgar Lacerda de Aguiar -
Integrante / SIOMAR C. SOARES - Integrante / VASCO A. C. AZEVEDO - Coordenador /
Vinícius A. C. Abreu - Integrante / Carlos A. A. Diniz - Integrante / SS Hassan -
Integrante / Alberto Fernandes de Oliveira Junior - Integrante / TIWARI, S. - Integrante
/ Edson Luiz Folador - Integrante / Jose Miguel Ortega - Integrante / Lucas Bleicher -
Integrante / Sintia Silva de Almeida - Integrante / Rafaela Salgado Ferreira - Integrante
/ Liza Figueiredo Felicori Vilela - Integrante / Leticia de Oliveria Castro - Integrante /
Lucas Amorim Gonçalves - Integrante / Raoni Almeida de Souza - Integrante / Benjamin
Viart - Integrante / Camila Franco Batista de Oliveira - Integrante / Andrea Silveira Vilela
- Integrante.

2014 - Atual Bioinformática Estrutural de Proteínas: modelos, algoritmos e aplicações biotecnológicas
Projeto certificado pelo(a) coordenador(a) Raquel Cardoso de Melo Minardi em
29/06/2016.
Descrição: Este projeto propõe-se enfrentar dois desafios biotecnológicos de grande
relevância nacional. O primeiro envolve a ricina, uma potente fitotoxina encontrada na
mamoneira. Co-produtos da produção do óleo de mamona podem conter quantidades
letais de ricina. Além do risco de intoxicação animal e humana do bagaço, isso tem
dificultado sua reutilização e reciclagem, em especial no semiárido nordestino. A ricina
preocupa também pelo seu potencial uso como arma química. Portanto, há forte apelo
para se encontrar meios efetivos de neutralizar, inibir e/ou detectar a ricina. O segundo
envolve a modelagem de celulases multifuncionais, capazes de degradar eficientemente
a lignocelulose, composto base para a produção de biocombustíveis de segunda
geração, os quais têm por princípio a utilização de subprodutos de plantas que não
podem ser usados na alimentação humana. Ambos desafios exigem uma abordagem
multidisciplinar sinérgica entre a modelarem teórica in silico e experimental in vitro.
Objetivos: 1) Prever in silico e validar in vitro ligantes de ricina 2) Simular in silico e
caracterizar in vitro efeitos causados por intervenções estratégicas em beta-glicosidases
modificadas. 3) Projetar, implementar e validar modelos, algoritmos e ferramentas de
Quimioinformática e Bioinformática Estrutural de Proteínas que permitam dar suporte
aos objetivos biotecnológicos previamente descritos. Espera-se que este projeto possa
revelar novas plataformas químicas para o desenvolvimento de inibidores, kits de
detecção, biossensores, neutralizadores (substratos suicidas) e outros produtos de
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inovação biotecnológica baseados na ricina, com potencial para alavancar o agronegócio
da mamona e a indústria nacional de fármacos. Espera-se também a modelagem de
celulases multifuncionais, capazes especialmente de orientar a manipulação genética de
algas produtoras de $\beta$-glicosidases, com características catalíticas eficientes e de
tolerância à inibição por glicose e celobiose, permitindo seu uso industrial na produção
de etanol de segunda geração. Espera-se, em fim, que esses desafios possam inspirar
novas metodologias matemáticas, computacionais, químicas e bioquímicas integradas,
de modo a gerar artefatos biotecnológicos inovadores, bem como contribuir para a
formação de profissionais com perfil multidisciplinar altamente qualificados. 
Situação: Em andamento; Natureza: Pesquisa. 
Alunos envolvidos: Graduação: (4) / Mestrado acadêmico: (6) / Doutorado: (6) . 

Integrantes: Diego César Batista Mariano - Integrante / Raquel Cardoso de Melo Minardi
- Coordenador.

2011 - 2012 Comparando o desempenho de Bancos de Dados NoSQL e Relacionais manipulando
dados biológicos
Projeto certificado pelo(a) coordenador(a) Sandro Renato Dias em 19/08/2013.
Descrição: Apresentar o uso de bancos de dados relacionais e não relacionais do tipo
NoSQL para controlar e manipular grandes quantidades de dados, comparando o
desempenho de um SGBD (Sistema de Gerenciamento de Bancos de Dados) não
relacional, o MongoDB, com um SGBD relacional, o MySQL. Tem como objetivo verificar
as vantagens e as desvantagens do uso de bancos de dados não relacionais em
comparação aos bancos de dados relacionais, utilizando a base de dados biológicos PDB
(Protein Data Bank) para testes de leitura de arquivos em disco e gravação de seu
conteúdo nos SGBDs. 
Situação: Concluído; Natureza: Pesquisa. 
Alunos envolvidos: Graduação: (2) / Doutorado: (1) . 

Integrantes: Diego César Batista Mariano - Coordenador / Sandro Renato Dias -
Integrante / Edgar Lacerda de Aguiar - Integrante.

Número de produções C, T & A: 3

2019 - Atual Periódico: Bioinformatics

1. Grande área: Ciências Biológicas / Área: Genética / Subárea: Bioinformática. 
2. Grande área: Ciências Exatas e da Terra / Área: Ciência da Computação / Subárea:

Programação para Web. 

Espanhol Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, Lê Razoavelmente, Escreve
Razoavelmente.

Inglês Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, Lê Bem, Escreve Bem.
Francês , Lê Pouco.
Português Compreende Bem, Fala Bem, Lê Bem, Escreve Bem.

2018 ISCB Wikipedia Competition Winner, ISCB.
2017 Best Paper Award - "Oral presentation", 2nd Brazilian Student Council Symposium.
2016 Best Poster Award - "Proteins and Proteomics", X-meeting 2016 - 12th International

Conference of the AB3C.
2016 Best Poster Award - "Software Development and Databases", X-meeting 2016 - 12th

International Conference of the AB3C.
2014 Best Poster Award - "People's choice", ISCB - Latin America X-Meeting on Bioinformatics

with BSB and SoiBio 2014.
2013 Prêmio Anhanguera de Mérito Científico e Acadêmico - Categoria: Programa de Iniciação

Científica - Ciências Exatas, da Terra e Engenharias, Anhanguera Educacional.
2006 Menção honrosa - "Olimpíada Brasileira de Matemática", Instituto Nacional de

Matemática Pura e Aplicada - IMPA.
2004 Medalha de bronze - "Olimpíada Brasileira de Astronomia", Agência Espacial Brasileira.

Revisor de periódico

Áreas de atuação

Idiomas

Prêmios e títulos
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1.  MARIANO, DIEGO; SANTOS, LUCIANNA ; MACHADO, KARINA ; WERHLI, ADRIANO ; DE LIMA, LEONARDO ;
DE MELO-MINARDI, RAQUEL . A Computational Method to Propose Mutations in Enzymes Based on Structural Signature
Variation (SSV). INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES , v. 20, p. 333, 2019.

2. MARIANO, DIEGO; MARTINS, PEDRO ; HELENE SANTOS, LUCIANNA ; DE MELO-'MINARDI, RAQUEL CARDOSO .
Introducing Programming Skills for Life Science Students. BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY EDUCATION ,
v. 1, p. 21230, 2019.

3. COSTA, LEON SULFIERRY CORRÊA ; MARIANO, DIEGO CÉSAR BATISTA ; ROCHA, RAFAEL EDUARDO
OLIVEIRA ; KRAML, JOHANNES ; SILVEIRA, CARLOS HENRIQUE DA ; LIEDL, KLAUS ROMAN ; DE MELO-MINARDI,
RAQUEL CARDOSO ; LIMA, LEONARDO HENRIQUE FRANCA DE . Molecular Dynamics Gives New Insights into the
Glucose Tolerance and Inhibition Mechanisms on β-Glucosidases. MOLECULES , v. 24, p. 3215, 2019.

4. GOMIDE, ANNE CYBELLE PINTO ; IBRAIM, IZABELA COIMBRA ; ALVES, JORIANNE T.C. ; DE SÁ, PABLO GOMES ;
DE OLIVEIRA SILVA, YURI RAFAEL ; SANTANA, MARIANA PASSOS ; SILVA, WANDERSON MARQUES ; FOLADOR, EDSON
LUIZ ; MARIANO, DIEGO C.B. ; DE PAULA CASTRO, THIAGO LUIZ ; BARBOSA, SILVANIRA ; DORELLA, FERNANDA
ALVES ; CARVALHO, ALEX F. ; PEREIRA, FELIPE L. ; LEAL, CARLOS A.G. ; FIGUEIREDO, HENRIQUE C.P. ; AZEVEDO,
VASCO ; SILVA, ARTUR ; FOLADOR, ADRIANA RIBEIRO CARNEIRO . Transcriptome analysis of Corynebacterium
pseudotuberculosis biovar Equi in two conditions of the environmental stress. GENE , v. 8, p. 1, 2018.

5. SILVA, MARCOS F.M. ; MARTINS, PEDRO M. ; MARIANO, DIEGO C.B. ; SANTOSA, LUCIANNA HELENE ;
PASTORINI, ISABELA ; PANTUZA, NAIARA ; NOBRE, CRISTIANE N. ; DE MELO-MINARDI, RAQUEL C. . Proteingo:
motivation, user experience, and learning of molecular interactions in biological complexes. ENTERTAINMENT
COMPUTING, v. 1, p. 001, 2018.

6. HURTADO, RAQUEL ENMA ; ABURJAILE, FLAVIA ; MARIANO, DIEGO ; CANÁRIO, MARCUS VINICIUS ;
BENEVIDES, LEANDRO ; FERNANDEZ, DANIEL ANTONIO ; ALLASI, NATALY OLIVIA ; RIMAC, ROCIO ; JUSCAMAYTA,
JULIO EDUARDO ; MAXIMILIANO, JORGE ENRIQUE ; ROSADIO, RAUL HECTOR ; AZEVEDO, VASCO ; MATURRANO,
LENIN . Draft Genome Sequence of a Virulent Strain of  Isolated From Alpaca. JOURNAL OF
GENOMICS, v. 5, p. 68-70, 2017.

7. MARIANO, D.C.B.; LEITE, C. ; SANTOS, L.H.S. ; MARINS, L.F. ; MACHADO, K.S. ; WERHLI, A.V. ; LIMA, L.H.F. ;
DE MELO-MINARDI, R.C. . Characterization of glucose-tolerant β-glucosidases used in biofuel production under the
bioinformatics perspective: a systematic review. GENETICS AND MOLECULAR RESEARCH , v. 16, p. 1-19, 2017.

Citações: 1
8. GUIMARÃES, LUIS C. ; VIANA, MARCUS V. C. ; BENEVIDES, LEANDRO J. ; MARIANO, DIEGO C. B. ; VERAS,

ADOONEY A. O. ; SÁ, PABLO H. C. ; ROCHA, FLÁVIA S. ; VILAS BOAS, PRISCILLA C. B. ; SOARES, SIOMAR C. ;
BARBOSA, MARIA S. ; GUISO, NICOLE ; BADELL, EDGAR ; CARNEIRO, ADRIANA R. ; AZEVEDO, VASCO ; RAMOS,
ROMMEL T. J. ; SILVA, ARTUR . Draft Genome Sequence of Toxigenic  Strain 04-7514, Isolated
from a Dog in France. Genome Announcements, v. 4, p. e00172-16, 2016.

9. GUIMARÃES, LUIS C. ; VIANA, MARCUS V. C. ; BENEVIDES, LEANDRO J. ; MARIANO, DIEGO C. B. ; VERAS,
ADOONEY A. O. ; SÁ, PABLO H. C. ; ROCHA, FLÁVIA S. ; VILAS BOAS, PRISCILLA C. B. ; SOARES, SIOMAR C. ;
BARBOSA, MARIA S. ; GUISO, NICOLE ; BADELL, EDGAR ; CARNEIRO, ADRIANA R. ; AZEVEDO, VASCO ; RAMOS,
ROMMEL T. J. ; SILVA, ARTUR . Draft Genome Sequence of  Strain 04-3911, Isolated from
Humans. Genome Announcements, v. 4, p. e00171-16, 2016.

10. ALMEIDA, SINTIA ; TIWARI, SANDEEP ; MARIANO, DIEGO ; SOUZA, FLÁVIA ; JAMAL, SYED BABAR ; COIMBRA,
NILSON ; RAITTZ, ROBERTO TADEU ; DORELLA, FERNANDA ALVES ; CARVALHO, ALEX FIORINE DE ; PEREIRA, FELIPE
LUIZ ; SOARES, SIOMAR DE CASTRO ; LEAL, CARLOS AUGUSTO GOMES ; BARH, DEBMALYA ; GHOSH, PREETAM ;
FIGUEIREDO, HENRIQUE ; MOURA-COSTA, LÍLIA FERREIRA ; PORTELA, RICARDO WAGNER ; MEYER, ROBERTO ;
SILVA, ARTUR ; AZEVEDO, VASCO . The genome anatomy of Corynebacterium pseudotuberculosis VD57 a highly virulent
strain causing Caseous lymphadenitis. Standards in Genomic Sciences , v. 11, p. 29, 2016.

Citações: 2 | 3
11.  MARIANO, DIEGO CÉSAR BATISTA; SOUSA, THIAGO DE JESUS ; PEREIRA, FELIPE LUIZ ; ABURJAILE,

FLÁVIA ; BARH, DEBMALYA ; ROCHA, FLÁVIA ; PINTO, ANNE CYBELLE ; HASSAN, SYED SHAH ; SARAIVA, TESSÁLIA
DINIZ LUERCE ; DORELLA, FERNANDA ALVES ; DE CARVALHO, ALEX FIORINI ; LEAL, CARLOS AUGUSTO GOMES ;
FIGUEIREDO, HENRIQUE CÉSAR PEREIRA ; SILVA, ARTUR ; RAMOS, ROMMEL THIAGO JUCÁ ; AZEVEDO, VASCO
ARISTON CARVALHO . Whole-genome optical mapping reveals a mis-assembly between two rRNA operons of
Corynebacterium pseudotuberculosis strain 1002. BMC Genomics , v. 17, p. 315, 2016.

Citações: 2 | 2
12.
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ABSTRACT. β-glucosidases are enzymes that catalyze the 
hydrolysis of oligosaccharides and disaccharides, such as cellobiose. 
These enzymes play a key role in cellulose degrading, such as 
alleviating product inhibition of cellulases. Consequently, they 
have been considered essential for the biofuel industry. However, 
the majority of the characterized β-glucosidases is inhibited by 
glucose. Hence, glucose-tolerant β-glucosidases have been targeted 
to improve the production of second-generation biofuels. In this 
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paper, we proceeded a systematic literature review (SLR), collected 
protein structures and constructed a database of glucose-tolerant 
β-glucosidases, called betagdb. SLR was performed at PubMed, 
ScienceDirect and Scopus Library databases and conducted 
according to PRISMA framework. It was conducted in five steps: 
i) analysis of duplications, ii) title reading, iii) abstract reading, iv) 
diagonal reading, and v) full-text reading. The second, third, fourth, 
and fifth steps were performed independently by two researchers. 
Besides, we performed bioinformatics analysis on the collected 
data, such as structural and multiple alignments to detect the most 
conserved residues in the catalytic pocket, and molecular docking 
to characterize essential residues for substrate recognizing, glucose 
tolerance, and the β-glucosidase activity. We selected 27 papers, 23 
sequences, and 5 PDB files of glucose-tolerant β-glucosidases. We 
characterized 11 highly conserved residues: H121, W122, N166, 
E167, N297, Y299, E355, W402, E409, W410, and F418. The 
presence of these residues may be essential for β-glucosidases. We 
also discussed the importance of residues W169, C170, L174, H181, 
and T226. Furthermore, we proposed that the number of contacts for 
each residue in the catalytic pocket might be a metric that could be 
used to suggest mutations. We believe that the herein propositions, 
together with the sequence and structural data collection, might 
be helpful for effective engineering of β-glucosidases for biofuel 
production and may help to shed some light on the degradation of 
cellulosic biomass.

Key words: Biofuel; Glucose-tolerant β-glucosidases; Bioinformatics;
Systematic literature review

INTRODUCTION

β-glucosidase (E.C. 3.2.1.21) is a class of heterologous enzymes that hydrolyze 
glycosidic bonds of disaccharides, oligosaccharides, alkyl- and aryl-β-glycosides (Cairns and 
Esen, 2010). They have been found in metagenomes (Uchiyama et al., 2015) and several 
organisms, such as animals (Uchima et al., 2011), fungi (Saha and Bothast, 1996), plants 
(Pentzold et al., 2014), and bacteria (Crespim et al., 2016). In animals, these enzymes help in 
the metabolism of glycolipids and digestive functions (Cairns and Esen, 2010). In plants, they 
play several roles, such as defense, the release of flavor compounds, cell wall catabolism, and 
lignification (Pentzold et al., 2014). In bacteria and fungi, they are essential components of 
cellulose hydrolysis (Ramani et al., 2015a). β-glucosidases have applications in several areas 
of biotechnological industries, such as aroma improvement of juices and wine (Swangkeaw 
et al., 2010), hydrolysis of soybean isoflavone glycosides (Singhania et al., 2013), toxicity 
reduction of animal feed (Cota et al., 2015), and cellulose degradation for biomass conversion 
in biofuel production (Singhania et al., 2013).

Based on substrate specificity, these enzymes were classified into three main groups: 
i) aryl-glucosidases, ii) cellobiases, and iii) broad-specificity β-glucosidases (Singhania et al., 
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2013; Ramani et al., 2015a; Yang et al., 2015a). However, the limitations of this classification 
required a new classification method based on sequence similarities (Henrissat, 1991). Since 
then, β-glucosidases have been classified into glycoside hydrolase (GH) families 1, 3, 5, 9, and 
30 (Cairns and Esen, 2010). However, the majority of the β-glucosidases belongs to families 
1 and 3 (Singhania et al., 2013; Crespim et al., 2016). β-glucosidases from the GH3 family 
present an aspartate as a catalytic nucleophile and a glutamate as a catalytic acid/base. On 
the other hand, enzymes of the GH1 family belong to the clan GH-A, that group proteins 
with (α/β)8 TIM barrel fold and conserved catalytic amino acids on β-strands 4 and 7 of the 
barrel (Cairns and Esen, 2010; Jabbour et al., 2012; Crespim et al., 2016). GH1 β-glucosidases 
hydrolyze through the mechanism of retention of the anomeric carbon, using two glutamates 
as a catalytic nucleophile and catalytic acid/base. GH1 β-glucosidases have attracted attention 
due to the high resistance to product inhibition, which has many applications for cellulose 
degradation (Yang et al., 2015b).

Cellulose is the major source of biomass on the Earth, accounting for around 40 to 
50% of the plant biomass weight (Uchima et al., 2012; Uchiyama et al., 2015). Cellulose is 
constituted of glucose monomers connected by β-1,4 glucosidic bonds (Ramani et al., 2015b). 
The glucose obtained by cellulose degradation may be fermented to produce bioethanol, a 
promising green alternative and renewable source for the production of fuels (Teugjas and 
Väljamäe, 2013). β-glucosidases act synergistically with endoglucanases (E.C. 3.2.1.4) and 
exoglucanases or cellobiohydrolases (E.C. 3.2.1.91) to compose the enzymatic system for 
cellulose bioconversion (Kumar et al., 2008). While endoglucanases act in the cellulose chain 
producing oligosaccharides of variable length, exoglucanases act in the oligosaccharides 
producing mainly cellobiose. β-glucosidases cleave the link β-1,4 glucosidic bonds with the 
help of a water molecule, producing two glucose molecules (Béguin and Aubert, 1994). It is 
well established that β-glucosidases have a pivotal role in this enzymatic system removing 
cellobiose, which is a strong inhibitor of both endoglucanases and exoglucanases (Murphy 
et al., 2013; Zhao et al., 2013; Chamoli et al., 2016). However, most of the β-glucosidases 
reported are inhibited by the increase of glucose concentration (Teugjas and Väljamäe, 
2013; Yang et al., 2015b). Hence, there is the growing interest in searching for thermostable 
and glucose-tolerant β-glucosidases. Their production may help to shed some light on the 
degradation of cellulosic biomass and may improve the saccharification process for biofuel 
production (Pei et al., 2012).

In this paper, we conducted a systematic literature review (SLR) to collect, analyze, 
and summarize the state-of-the-art research about glucose-tolerant β-glucosidases. We 
aimed to identify research trends about β-glucosidase enzymes used to improve the biofuel 
production. Although the mechanisms and molecular basis for glucose tolerance have not 
been completely enlightened, several studies have presented insights about the role of glucose 
tolerance, as well as structural aspects of interaction with the substrates and products, and also 
some discoveries on more efficient β-glucosidases in biomass degradation (Singhania et al., 
2013). Also, we collected protein structures and constructed a glucose-tolerant β-glucosidase 
database. The construction of glucose-tolerant β-glucosidase structure database may be 
useful for bioinformatics analysis, such as the characterization of residues responsible for 
glucose tolerance in β-glucosidases. We also performed molecular docking and characterized 
important amino acids near to the cellobiose-binding region for the occurrence of hydrolysis. 
The provided information may be useful for engineering efficient enzymes for second-
generation biofuel production.
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MATERIAL AND METHODS

The SLR protocol was created based on the guide for performing SLR in bioinformatics 
(Mariano et al., 2017), the guideline for systematic reviews of Kitchenham (2004), and the 
PRISMA statement (Liberati et al., 2009).

Search strategy

Data collection for the SLR was performed from November 2015 until February 2016. 
Search terms were defined based on interviews with researchers in the area, the study of Pei et 
al. (2012), and were iteratively improved based on the results obtained from the first queries. 
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), ScienceDirect (http://www.sciencedirect.
com/), and Scopus (http://www.scopus.com/) databases were used to collect the studies. 
The query used was (“beta-glucosidases” or “beta-glucosidase”) and (“glucose-tolerant” or 
“glucose tolerance” or “glucose insensitive” or “product tolerant” or “product insensitive”). 
The period of publication for the three databases was “all the time”. For ScienceDirect, we 
applied a filter to return only content type declared as “journal”. For Scopus, we applied filters 
to return manuscripts in English, to search in any part of the document, and with document 
type declared as “article”. No filter was applied for PubMed. The filters were applied to remove 
undesirable formats, such as book chapters or articles in idioms different from English.

Eligibility criteria and selection

The SLR was performed in five steps: i) exclusion of duplications, ii) analysis of titles, 
iii) analysis of abstracts, iv) diagonal reading (when only the introduction, titles of the figures 
and conclusion are read), and v) full-text reading. Second, third, fourth, and fifth steps were 
performed independently by two reviewers to minimize the risk of bias or mistakes. In steps 
two, three and four, a paper was kept for the next step if at least one of the evaluators had 
approved. In these steps, the reviewers evaluate if the paper presented a β-glucosidase applied 
for biofuel production and if glucose tolerance was cited as crucial for improving glucose 
production. We prioritized articles containing publicly available protein structural and kinetic 
data, such as inhibition constant for glucose and affinity for cellobiose. Other criteria, such as 
culture mediums and reagents used were not evaluated. In the last step, we performed a full-text 
reading. For each paper, we answered five questions: i) does the study present a β-glucosidase 
with the enzyme kinetic patterns, such as inhibition constant (Ki) for glucose, Michaelis constant 
(Km) for cellobiose, catalytic constant (Kcat), characterized? ii) Is the β-glucosidase presented as a 
possible enzyme for biofuel production and it hydrolyzes cellobiose as a substrate? iii) Does the 
study show a genetic engineering strategy, such as mutagenesis or fusion, to solve the problem of 
glucose inhibition? iv) Does the paper seek to explain the mechanisms of inhibition by glucose in 
β-glucosidases? v) Does the paper present β-glucosidase sequence or three-dimensional structure 
data publicly available for bioinformatics analysis?

For each question, both evaluators, in consensus, gave scores: (0) if it does not attend 
requirements of the question; (1) if it attends the requirements of the question partially; and (2) if 
it attends requirements of the question. A paper was included in the review if it has a score equal 
or higher than six (60%). We also collected the following information from the papers: i) author 
names, ii) title, iii) sequence IDs, iv) PDB IDs, and v) enzyme kinetic information (if available).
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Biological data collection

The sequences were collected in the databases UniProt (http://www.uniprot.org/) 
and GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Structural files were obtained in the 
Protein Data Bank (PDB; Berman et al., 2000). Protein three-dimensional structures are crucial 
to infer about the glucose tolerance mechanism in β-glucosidases. However, few experimental 
structures of glucose-tolerant were found.

Bioinformatics analysis

Homology modeling has been used to obtain three-dimensional structures for 
sequences of β-glucosidases (Yang et al., 2015b; Chamoli et al., 2016; Crespim et al., 2016). 
To make available as much information as possible to enable studies of glucose-tolerant 
β-glucosidases, we constructed 18 three-dimensional models to represent the sequences 
without a structure available. The sequences were modeled by homology using a consolidated 
pipeline of the literature (Bitar and Franco, 2014). For each protein, 100 models were built 
using MODELLER (Webb and Sali, 2014). NCBI BLAST web interface (Johnson et al., 2008) 
was used for template selection. The best model was selected based on the lowest value of 
MODELLER objective function and by the highest number of residues in favored region 
calculated by the RAMPAGE software (Lovell et al., 2003). Sequences were compared 
with a global alignment using the ggsearch36 software (Pearson, 2016) that implements the 
Needleman-Wunsch algorithm. Results with e-value lower than 0.001 were eliminated. An 
identity matrix was constructed using in-house scripts. We also built a database and website 
to make available visualizations of the three-dimensional structures and characteristics of the 
PDB files collected and modeled using 3Dmol (Rego and Koes, 2015).

We used the β-glucosidase from the termite Neotermes koshunensis in complex with 
cellobiose (Jeng et al., 2012) to characterized the catalytic pocket of GH1 β-glucosidases. We 
considered the catalytic pocket as the residues present in the channel that guides the substrate 
to the two catalytic amino acids. We selected 24 residues whose distances from ligand were 
less than or equal to 6.5 Å from the ligand. The distance was chosen based on previous metrics 
to determine residues of pockets (Pires et al., 2013). Then, we performed structural alignments 
among the 21 collected glucose-tolerant GH1 β-glucosidases collected and the N. koshunensis 
β-glucosidase to obtain the corresponding residues of the catalytic pocket using MultiProt 
(Shatsky et al., 2004). We also performed sequence alignments using Clustal Omega (Sievers 
et al., 2011) to detect a consensus subsequence and constructed a residue conservation 
visualization using D3 JavaScript library (https://d3js.org).

Molecular docking has been used to understand cellobiose binding in β-glucosidases 
(Khairudin and Mazlan, 2013). We performed molecular docking to verify which residues 
of the 21 glucose-tolerant GH1 β-glucosidases were directly related to the recognizing of 
the substrate and to determine the number of contacts carried out for each residue with the 
cellobiose. DOCK 6 (version 6.7) was used to perform molecular docking (Allen et al., 2015). 
DOCK 6 uses an incremental construction method as a sampling algorithm for flexible ligand 
docking, the so-called anchor-and-grow algorithm (Ewing and Kuntz, 1997). In this approach, 
the ligand is separated in layers, and the major rigid substructure of the ligand is primarily 
recognized as the anchor, the anchor is then rigidly oriented in the binding site. Subsequently, 
each layer of flexible bonds is grown from each cluster, minimized, ranked, and clustered 
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again. The latter procedure is repeated until the molecule is fully constructed.
Before molecular docking with DOCK 6, all systems (receptor and ligand molecules) 

were evenly prepared. The crystal structure, PDB code: 3VIK (Jeng et al., 2012), bound to the 
cellobiose (CBI) ligand, was chosen as a reference, and all structures were superimposed on 
it, using the matchmaker tool in Chimera program (Pettersen et al., 2004). The superimposing 
of structures before molecular docking facilitates comparison between the crystallographic 
CBI and pose outcomes (Figure S1). For the structures extracted from the PDB database, ions, 
and other co-factors were removed. Hydrogens were added at physiological pH, and standard 
receptor residues were assigned AMBER ff14sb atomic partial charges (Maier et al., 2015), 
while CBI was assigned AM1-BCC charges (Jakalian et al., 2002). All receptor-CBI systems 
were subjected to energy minimization, 500 steepest descent minimization steps, where all 
residues were unrestrained using Chimera’s Minimize Structure module (Pettersen et al., 
2004). This minimization step allows the newly added hydrogen atoms of receptor and ligand 
to adjust in physically moderate positions, while also transporting the protein to a potential 
energy point inferior to the one from before.

Receptor and CBI were separated so that a specific DOCK preparation could be 
performed. DOCK’s sphgen program (DesJarlais et al., 1988) was used to generate spheres 
within the binding site. The spheres that were within 8.0 Å of the crystallographic CBI position 
(PDB code: 3VIK) were kept for docking. A box around the spheres plus a 5.0 Å margin 
in all directions was used to restrict the receptor space for energy grid calculations. Lastly, 
energy interactions between a dummy probe atom and all receptor atoms on a 0.3 Å resolution 
grid within the box were calculated with DOCK’s GRID program (Meng et al., 1992). In the 
calculated grid, van der Waals interactions were modeled through the Lennard-Jones potential 
with 6-12 attractive and repulsive exponents, respectively, whereas, a distance-dependent 
dielectric coefficient was used to represent the electrostatic interactions. The grid files are 
essential for rapid score evaluation using DOCK’s native energy-based score GridScore. CBI 
was treated as flexible in all docking outcomes, according to the “standard flexible docking 
(FLX) protocol” described in Allen et al. (2015). A maximum of 300 ligand conformations 
was retained and clustered (RMSD cut-off of 2.0Å) for all receptor-CBI systems to compose 
our docking analysis. We used all the structures to calculate the number of contacts between 
residues and substrate. A contact is defined as all kinds of direct interactions: polar, nonpolar, 
favorable, and unfavorable (including clashes).

RESULTS

The results of SLR were described according to PRISMA workflow and checklist 
(Figure 1 and Table S1). We collected 665 papers from three databases: PubMed, ScienceDirect, 
and Scopus. We performed five steps to evaluate the quality of the publications according 
to predefined objectives of the present SLR. After the analysis of two evaluators, 27 papers 
were included in the SLR (Table S2). We grouped the 27 papers into three categories: 1) 
papers that report a new glucose-tolerant β-glucosidases with proper application for biofuel 
production and with sequences or three-dimensional structures publicly available; 2) papers 
that report an engineering genetic technique being used to improve the β-glucosidase activity; 
3) papers that report a comprehensive explanation about glucose tolerance mechanism and try 
to determine the related structural aspects (Table S2). We also collected five protein structural 
files, 23 β-glucosidase sequences, and their kinetic parameters (Table S3). Besides, 18 three-
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dimensional models of the sequences without a PDB file available in the PDB database were 
constructed by homology (Figure S2). We decided to perform the next steps only with the 21 
GH1 β-glucosidases because glucose-tolerant β-glucosidases (from now called GTBGL) have 
been described only in the GH1 family.

Figure 1. PRISMA workflow describing the number of papers collected during the systematic literature review 
based on the PRISMA statement.

Conserved residues in the catalytic pocket of GTBGL

Based on the information collected in the SLR, we hypothesized that the key amino 
acids responsible for regulating the glucose tolerance process should be in the channel that 
guides to the active site. We called this region as the catalytic pocket (Figure 2A-C). To verify 
this, we performed alignments among the residues in the pocket and detected a GTBGL 
consensus subsequence composed of 22 most conserved amino acids near to the likely region 
of cellobiose binding: “HWNEWCLHNLTANYYTNEWEWF” (Figure 2D). These amino 
acids corresponded in the Thermoanaerobacter brockii β-glucosidase to the residues: H121, 
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W122, N166, E167, W169, C170, L174, H181, N224, L225, T226, A244, N297, Y298, Y299, 
T300, S302, E355, W402, E409, W410, and F418 (Figure 2). The catalytic pocket of the T. 
brockii β-glucosidase presented the highest quantity of similarities with the GTBGL consensus 
subsequence. For this reason, from now on it was used as a reference (the corresponding 
residues for all GH1 glucose-tolerant β-glucosidases are available in Table S4).

Figure 2. Conserved residues in the catalytic pocket of glucose-tolerant GH1 β-glucosidases. A. Residues to 
6.5 ångström of the ligand in the GH1 β-glucosidase from Thermoanaerobacter brockii. B. Enzyme top view. 
C. Enzyme side view. D. Conserved residues in the 21 GH1 glucose-tolerant β-glucosidases. The conservation 
of the amino acid is shown in the pie chart. We highlighted the two catalytic residues, E167 and E355, and 
the residues W169 and L173 described in the literature as essential for glucose tolerance. The amino acids 
“HWNEWCLHNLTANYYTNEWEWF” correspond in the β-glucosidase from T. brockii to the residues: H121, 
W122, N166, E167, W169, C170, L174, H181, N224, L225, T226, A244, N297, Y298, Y299, T300, S302 
(correspond to an asparagine), E355, W402, E409, W410, and F418. Images generated by PyMOL (http://pymol.
org) and D3.js (http://d3js.org).

Six residues were conserved in all glucose-tolerant β-glucosidases: H121, N166, E167, 
Y299, E355, and W402 (Table 1). E167 and E355 were acid/base catalytic and nucleophile 
catalytic residues, respectively. The other residues were located near to both catalytic residues. 
The conserved residues were essential to recognize the substrate. The residues W122, N297, 
E409, W410, and F418 were conserved in more than 90% of the sequences. Also, W169, 



9Characterization of glucose-tolerant β-glucosidases

Genetics and Molecular Research 16 (3): gmr16039740

C170, L174, N224, A244, Y299, and T300 were conserved in the majority of the sequences. 
The low conservation of amino acids L225, T226, and S302 (an asparagine in the consensus 
subsequence) suggested minor importance to these residues.

Table 1. Residue conservation and contacts with cellobiose.

# Residue 
(T. brockii) 

Residue conservation Contacts with cellobiose 
>90% conserved 100% conserved Corresponding residue makes 

contact in all GTBGL 
No contacts when substituted 

(reference: residue of T. brockii) 
1 H121 x x 

  

2 W122 x 
 

x 
 

3 N166 x x x 
 

4 E167 x x x 
 

5 W169 
   

x 
6 C170 

  
x 

 

7 L174 
  

x 
 

8 H181 
   

x 
9 N224 

   
x 

10 L225 
    

11 T226 
   

x 
12 A244 

    

13 N297 x 
   

14 Y298 
    

15 Y299 x x x 
 

16 T300 
    

17 S302 
   

x 
18 E355 x x x 

 

19 W402 x x x 
 

20 E409 x 
 

x 
 

21 W410 x 
 

x 
 

22 F418 x 
   

 The table corresponds to the 22 corresponding residues in the catalytic pocket of the 21 glucose-tolerant 
β-glucosidases (GTBGL).

Cellobiose docking

From the retained and clustered docking conformations, we calculated the number of 
contacts between all receptor residues and cellobiose (Figure S3). The corresponding residues 
to W122, N166, E167, C170, L174, Y299, E355, W402, E409, and W410 formed contacts with 
the cellobiose in every GTBGL (Table 1 and Figure 3). Moreover, the corresponding residues 
to H181 and N224 established contacts in almost every GTBGL. However, they are not 
present in the Bacillus subtilis β-glucosidase. Also, some residues established several contacts, 
except when they were substituted by other amino acids, such as W169 when substituted by a 
glutamine or T226 when substituted by a glycine. Furthermore, the residue found in the 17th 
position of the catalytic pocket consensus subsequence, which in the T. brockii β-glucosidase 
was S302, presented many contacts when it was a serine but mostly none when the residue 
was an alanine. When this residue was an asparagine, the most conserved amino acid in this 
position, in some β-glucosidases, it performed several contacts while in another no contact at 
all, such as in Neurospora crassa and Trichoderma reesei β-glucosidases, respectively. The 
corresponding residues to L225, A244, N297, Y298, T300, and F418 established few or no 
contacts (Table 1 and Figure 3). However, the residues in the corresponding position of N297 
and F418 established several contacts when they were substituted by serine and tyrosine, 
respectively.
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DISCUSSION

Glucose inhibits the β-glucosidase activity competing with the substrate (cellobiose) 
to bind in the active site. Hence, glucose-tolerant β-glucosidases may increase the biofuel 
production capacity and reduce costs (Yang et al., 2015b). An efficient hydrolysis of biomass 
requires active β-glucosidases at higher glucose concentration (Singhania et al., 2013). For 
this reason, glucose-tolerant β-glucosidases are important. However, it has been hard to 
identify a β-glucosidase completely tolerant to product inhibition, due to the similarities 
between product and substrate. It is observed that when the affinity to the product is reduced, 

Figure 3. Contacts between residues and the cellobiose docked in glucose-tolerant GH1 β-glucosidases. A. Contacts 
between residues and the cellobiose docked in the GH1 β-glucosidase from T. brockii. A black line indicates 
the minor and maximum value detected in the corresponding position of other glucose-tolerant β-glucosidases. 
B. Contacts with the ligand that occurs in the other glucose-tolerant β-glucosidases. A complete table of the 
corresponding values can be obtained in Table S4.
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the substrate affinity is reduced as well. However, β-glucosidases with low sensitivity to 
inhibition have been found. Moreover, the enzymatic hydrolysis of cellulose that produces 
glucose concentrations may reach 650-1000 mM (Meleiro et al., 2015). Hence, an ideal 
β-glucosidase for biofuel production should have elevated levels of glucose tolerance and also 
a high catalytic efficiency.

In addition to glucose tolerance, a stimulatory effect of glucose for β-glucosidases was 
reported in several studies (Pei et al., 2012; Yang et al., 2015b; Crespim et al., 2016; Guo et al., 
2016). This effect has been reported exclusively in some GH1 β-glucosidases (de Giuseppe 
et al., 2014; Yang et al., 2015b). However, not every glucose-tolerant β-glucosidases present 
this stimulatory effect (Meleiro et al., 2015). Glucose stimulation consists in an improvement 
in the β-glucosidase activity in a particular range of glucose concentrations. For instance, 
it has been reported that in the presence of 50 mM glucose the activity of a β-glucosidase 
from Humicola insolens RP86 was stimulated about 1.8-fold (Souza et al., 2014). Glucose 
stimulation occurs due to an allosteric effect by glucose binding in a secondary site or by 
transglycosylation (Cao et al., 2015). It has been suggested that when glucose concentration 
increases during the saccharification process, substrate inhibition is gradually prevented (Guo 
et al., 2016), supporting the idea that glucose stimulation occurs not due to the presence of 
certain glucose quantity, but due to the reduction of substrate concentration in the reaction 
environment. Besides glucose inhibition, some β-glucosidases are inhibited by cellobiose.

Conserved patterns in the catalytic pocket

β-glucosidase structures collected during the SLR were used to characterize conserved 
residues present in the catalytic pocket. Residue conservation is a primary indication of 
conserved patterns that could be used to propose mutations for non-tolerant β-glucosidases. 
The residues H121, N166, E167, Y299, E355, W402, W122, N297, E409, W410, and F418 are 
conserved in more than 90% of the sequences (Table 1). Hence, any mutation of these residues 
could not be indicated for engineering more efficient β-glucosidases once conservation is an 
indicative of the residue importance. On the other hand, some residues appear in the majority 
of the sequences. However, they are not highly conserved, such as W169, C170, L174, N224, 
A244, Y299, and T300. Other residues are poorly conserved, such as L225, T226, and S302, 
what can indicate that these positions have little importance.

Also, the docking results (Figure 3) showed that some residues are important for the 
substrate recognizing. The corresponding residues to W122, N166, E167, C170, L174, Y299, 
W402, E409, and W410 performed several contacts with the ligand. The residue E167 is one 
of the catalytic glutamates and performs several contacts with the ligand. Moreover, E355, the 
other catalytic glutamate, produced few contacts with the ligand. The H121 is another residue 
that is highly conserved but performs few contacts with the ligand. The H121 probably acts 
together with E167 and E355 in the catalytic activity. It has been highlighted that H121 is 
somehow involved in substrate binding or transition state stabilization (Barrett et al., 1995; 
Sanz-Aparicio et al., 1998).

We also detected a possible co-occurrence of a cysteine (C170) when appearing both 
a tryptophan (W169) and leucine (L174). Glucose-tolerant GH1 β-glucosidases present a deep 
and narrow channel that limits the glucose access to the active site. It has been suggested that 
the channel shape guides the substrate to the active site and it is responsible for reducing the 
glucose access and, consequently, glucose tolerance in GH1 β-glucosidases (de Giuseppe et 
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al., 2014). Equally, some amino acids located near to the active site were reported in some 
studies as essential for the release of glucose (Figure 4; de Giuseppe et al., 2014; Guo et 
al., 2016). In the β-glucosidase from Humicola grisea var. thermoidea (PDB: 4MDO), the 
amino acids W168 and L173 (W169 and L174 of T. brockii) were reported as contributors for 
relieving enzyme inhibition. They apply constraints at the +2 subsite, and consequently, cause 
to glucose access limitation at the -1 subsite (Figure 4A). In another study, the site-directed 
mutagenesis L167W and P172L (corresponding residues of W169 and L174) were used to 
improve the glucose tolerance, pH and thermostability of β-glucosidase from T. reesei (Figure 
4B; Guo et al., 2016). The W169 and L174 were conserved in the majority of glucose-tolerant 
β-glucosidases. This conservation highlights the importance of these amino acids for the 
regulation of entrance and exit of products and substrate, already shown in other articles (de 
Giuseppe et al., 2014; Guo et al., 2016). Likewise, the residue C170 appears in the majority 
of the catalytic pockets, which indicates that mutating an amino acid in this corresponding 
position for a cysteine may be beneficial, as reported in the literature (Figure 4C; Cao et al., 
2015). In a recent study, the authors used random mutagenesis and detected three beneficial 
mutations: V174C, A404V, and L441F (where V174 corresponds to C170 in the T. brockii 
β-glucosidase). These mutations allowed the construction of a new glucose-tolerant and 
thermostable mutant, which enhanced sugarcane bagasse conversion by 14-35%.

Figure 4. Structural data of β-glucosidases, amino acids related to glucose tolerance, and the active site. A. Humicola 
grisea β-glucosidase presents a narrow and deep channel that guide to the active site. The acid/base catalytic and 
nucleophile amino acids, E166 and E377, are ~5 Å away. The residues W168 and L173 are responsible for contributing 
to relieving enzyme inhibition. B. Trichoderma reesei β-glucosidase. The active site residues are E165 and E367. 
Mutations L167W and P172L improved the activity. C. β-glucosidase from metagenome Turpan Depression. The 
active site residues are E357 and E171. Mutations V174C, A404V, and L441F improved the catalytic activity, 
although glucose-tolerance reduced of 3.5 M to 3 M. D. β-glucosidase from metagenome China South Sea. The active 
site residues are E170 and E352. Mutations H228T, N301Q, and V302F were performed in the entrance and middle of 
the channel that guides to the active site; Images generated by PyMOL (http://pymol.org).
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Our results suggest that the appearing of a cysteine in this position seems to be 
correlational with the appearing of tryptophan and leucine in a nearby region, such as W169 
and L174. Furthermore, according to the molecular docking results, when the three residues 
tryptophan, cysteine, and leucine appear together, they perform fewer contacts than when 
other residues substitute them; this suggests that co-occurrence may be related to the glucose 
tolerance. For instance, the residues tryptophan, cysteine, and leucine of the Exiguobacterium 
antarcticum β-glucosidase performed 347, 51, and 117 contacts, respectively (Table S5). In 
the same positions, the Nasutitermes takasagoensis β-glucosidase presents an arginine, an 
aspartate, and a threonine, that performed 740, 261, and 275 contacts, respectively (Table 
S5). The E. antarcticum β-glucosidase showed IC50 for glucose of 1000 mM (Crespim et al., 
2016). On the other hand, the N. takasagoensis β-glucosidase showed a glucose tolerance of 
600 mM (Uchima et al., 2012). These values are not full evidence that these amino acids are 
related to a higher glucose tolerance. However, other glucose-tolerant β-glucosidase, such as 
the extracted of metagenome from China South Sea (Yang et al., 2015b), Turpan Depression 
(Cao et al., 2015), and Kusaya gravy (Uchiyama et al., 2015), present fewer contacts in these 
positions and IC50 of 1000, 3500, and 750 mM, respectively (Table S5). This information 
might suggest residues that perform fewer contacts with the cellobiose in the middle of the 
catalytic pocket channel and may be beneficial for glucose tolerance.

Furthermore, mutagenesis of residues at the entrance and in the middle of the same 
channel of a GH1 β-glucosidases isolated from a metagenome of the China South Sea has been 
used to characterize other sites that glucose has more preference than the active site (Figure 
4D; Yang et al., 2015b). The glucose tolerance on a non-tolerant β-glucosidase (bgl1B) was 
increased through the mutations H228T and N301Q/V302F (Figure 4D; Yang et al., 2015b). 
This outcome may suggest that secondary sites, which cellobiose binds the path of the active 
site, are of great importance in the release of glucose process and the binding inhibition. 
The corresponding residue to H228 in the T. brockii β-glucosidase is the T226. Hence, the 
mutation H228T appears to be beneficial. Although T226 was not highly conserved (Figure 2), 
its substitution for another amino acid could change the number of contacts (Table 1). Indeed, 
a histidine does not appear in this position in any glucose-tolerant β-glucosidase.

Moreover, the importance of the amino acid 184 of a β-glucosidase obtained from a 
marine microbial metagenomic library had been revealed earlier through the H184F mutation 
(Liu et al., 2011). The residue H184 (corresponding to H181 in T. brockii β-glucosidase) 
appears in the majority of the tolerant β-glucosidases reported. The mutation H184F showed 
an increase in the glucose tolerance when the substrate was pNPG (4-nitrophenyl-β-D-
glucopyranoside; Liu et al., 2011). Indeed, phenylalanine is the second more common residue 
in this position based on multiple alignments (Figure S4). We detected that a histidine performs 
more contacts with the cellobiose than a phenylalanine in the same position. However, there 
is no report of the impact of this mutation on the glucose tolerance when the substrate was 
cellobiose. Hence, more experiments are necessary to make inferences.

SLR evaluation

Although SLR was used originally to medical research, they have been used to 
perform unbiased reviews in various areas (Kitchenham, 2004). Recently, several reviews 
have covered: i) general aspects of β-glucosidases (Cairns and Esen, 2010); ii) efficiency 
of β-glucosidases from fungus (Tiwari et al., 2013); iii) the role of β-glucosidases in the 
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hydrolysis of cellulose (Singhania et al., 2013); iv) reduction of product inhibition during 
enzymatic lignocellulose hydrolysis (Andrić et al., 2010); and v) advances in enzymes for 
lignocellulosic biomass conversion (Saha and Bothast, 1997). However, to our knowledge, 
this is the first report of an SLR that analyzes the role of glucose tolerance in β-glucosidases 
for biofuel production focusing on bioinformatics analysis.

Most of the glucose-tolerant β-glucosidases reported in this SLR belong to the GH1 
family (21 of 23). Indeed, β-glucosidases from GH1 family have been reported to be 10- to 
1000-fold more glucose tolerant than the ones from the GH3 family (de Giuseppe et al., 2014). 
The potential for industrial use of β-glucosidase enzymes belonging to the GH1 family has 
been highlighted due to its broad substrate specificity and weak inhibition by glucose (Cota et 
al., 2015). Although we have detected two glucose-tolerant GH3 β-glucosidases that showed 
activity in glucose concentrations of 140 mM (Huang et al., 2014) and 400 mM (Ramani et 
al., 2015b), this SLR confirms that GH1 β-glucosidases are more promising for the second-
generation biofuel production. However, more works with GH3 β-glucosidases in the future 
may bring new conclusions.

In the SLR, we detected that glucose inhibition constant (Ki) was the main parameter 
used to measure product inhibition. For example, the β-glucosidase from Bacillus subtilis 
showed the highest glucose Ki value (1.9 M) among the sequences collected (Table S2). When 
the Ki for glucose was not available, the papers reported another tolerance parameter, such as 
IC50. For instance, the Mucor circinelloides β-glucosidase retained 84% activity at glucose 
concentrations up to 140 mM (Huang et al., 2014), a high value for a β-glucosidase from GH3 
family. It has been suggested that an ideal β-glucosidase could be obtained by improving the 
tolerance of GH3 or improving the specificity constant (kcat / Km) of the GH1 (Cao et al., 2015). 
Moreover, it has been reported two β-glucosidases from the GH1 and GH3 families present 
in the same operon of Thermoanaerobacter brockii (Breves et al., 1997). Hence, the diversity 
of β-glucosidases from different families may be beneficial for the organism to perform the 
biomass degradation.

Bias risk

The different methods used to measure the glucose inhibition may result in a risk of 
bias for the SLR. The inhibition constant (Ki) is an effective metric to measure the inhibition. 
However, it is harder to be determined experimentally. For this reason, the majority of the 
works has preferred to use IC50 to determine the glucose inhibition in β-glucosidases. In 
this SLR, we noticed that the IC50 had been determined by different methods, which can 
be a problem for comparisons among the results. Comparisons among IC50 results would 
depend on enzymatic assays, different from Ki. Also, IC50 may vary at different enzyme 
concentrations, even if the parameters considered to measure the enzyme activity were the 
same. In the various studies accessed in this SLR, enzymatic concentrations used in IC50 
assays were not the same and were only slightly related.

Another risk of bias concerns substrates used in glucose inhibition tests. Although 
several works have presented β-glucosidases with resistance at high glucose concentrations 
and affinity tests with cellobiose, most studies have used pNPG (4-nitrophenyl-β-D-
glucopyranoside) as a substrate for glucose tolerance tests. The pNPG substrate concentration 
can be measured without interference from glucose added, which is more convenient for 
bench experiments. However, for biofuel production, the β-glucosidase natural substrate is 
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cellobiose (Bohlin et al., 2010). The inhibition constant for glucose and substrate specificity 
constant for cellobiose are the most important metrics to select β-glucosidases (Teugjas and 
Väljamäe, 2013).

CONCLUSIONS

In summary, we performed a broad search in the literature guide by the restrictions of a 
systematic literature review. We selected 27 papers that report the state-of-art of glucose-tolerant 
β-glucosidases used in the production of second-generation biofuel and collected structural 
data. We constructed a database with five three-dimensional structure files, 23 glucose-tolerant 
β-glucosidases sequences, and their kinetic information, and also modeled by homology 18 
glucose-tolerant β-glucosidase sequences. We identified the most conserved residues in the 
catalytic pocket and the residues that perform more and fewer contacts with the cellobiose. 
This information may be substantial for understanding the β-glucosidases mechanisms, 
identifying sites for mutations and engineering novel and more efficient β-glucosidases for 
biofuel production. Based on the SLR results, we conclude that site-directed mutagenesis 
seems to be a great strategy to produce more efficient β-glucosidases for biofuel production. 
For this reason, it is important to determine the residues related to the glucose tolerance. We 
detected that the residues H121, N166, E167, Y299, E355, W402, W122, N297, E409, W410, 
and F418 are highly conserved, and for this reason, they probably are critical for substrate 
recognizing. We also detected an apparent co-occurrence of the residue C170 when both 
residues W169 and L174 appear, which may be related to the glucose tolerance. We also verify 
that the residue T226 may be essential for the glucose tolerance. In addition, we detected that 
the residue H181, which has been described as important for glucose tolerance, perform more 
contacts with the cellobiose than when is substituted by phenylalanine. However, the use of 
experimental methods is necessary to infer about the importance of this residue for GTBGL. 
We also proposed that the number of contacts of a residue in a determined position could be 
used as a metric to suggest mutation in non-tolerant β-glucosidases.

To the best of our knowledge, this is the first report of an SLR about glucose tolerance 
in β-glucosidases and a database of glucose-tolerant β-glucosidases. The results of this work 
may be useful for in silico, in vitro and in vivo experiments and may help shed light on the 
production of second-generation biofuel. The sequences and structural data were organized in 
a database, called betagdb, which is available at: <http://bioinfo.dcc.ufmg.br/betagdb>.
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Abstract: With the use of genetic engineering, modified and sometimes more efficient enzymes can
be created for different purposes, including industrial applications. However, building modified
enzymes depends on several in vitro experiments, which may result in the process being expensive
and time-consuming. Therefore, computational approaches could reduce costs and accelerate the
discovery of new technological products. In this study, we present a method, called structural
signature variation (SSV), to propose mutations for improving enzymes’ activity. SSV uses the
structural signature variation between target enzymes and template enzymes (obtained from the
literature) to determine if randomly suggested mutations may provide some benefit for an enzyme,
such as improvement of catalytic activity, half-life, and thermostability, or resistance to inhibition.
To evaluate SSV, we carried out a case study that suggested mutations in �-glucosidases: Essential
enzymes used in biofuel production that suffer inhibition by their product. We collected 27 mutations
described in the literature, and manually classified them as beneficial or not. SSV was able to
classify the mutations with values of 0.89 and 0.92 for precision and specificity, respectively. Then,
we used SSV to propose mutations for Bgl1B, a low-performance �-glucosidase. We detected
15 mutations that could be beneficial. Three of these mutations (H228C, H228T, and H228V)
have been related in the literature to the mechanism of glucose tolerance and stimulation in GH1
�-glucosidase. Hence, SSV was capable of detecting promising mutations, already validated by
in vitro experiments, that improved the inhibition resistance of a �-glucosidase and, consequently, its
catalytic activity. SSV might be useful for the engineering of enzymes used in biofuel production or
other industrial applications.

Keywords: enzymes; prediction of mutations; second-generation biofuel

1. Introduction

Enzymes, in most cases, are proteins that accelerate biochemical reactions. They have applications
in several fields of the industry, such as the production of drugs, food, beverage, biofuel, and so
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on [1,2]. Moreover, genetic engineering has been used to construct more efficient enzymes for industrial
applications through mutations [3].

Techniques, such as error-prone PCR (epPCR), have been used to evaluate mutations
systematically in several works. In this technique, a modified DNA polymerase inserts random
mutations in the gene that codifies an enzyme during the replication process [4]. For instance, an epPCR
library was used to identify three efficient mutations for an enzyme used in biofuel production.
The combination of these mutations allowed the construction of a mutant enzyme that increased
sugarcane bagasse conversion to fermentable sugars by 14–35% [3]. However, the proposal of modified
enzymes depends on several in vitro and in vivo experiments, which may result in the process being
expensive and time-consuming due to the vast number of possible mutations. For example, a protein
with approximately 400 residues may present a total of 20400 residue combinations, which corresponds
to 2.58 ⇥ 10520 possible mutations. From all possible mutations, experimental techniques can evaluate
only hundreds of them. Therefore, a previous selection with a computational method may reduce
costs and allow a higher number of tests, with promising mutated enzymes.

When comparing proteins, sequence alignment is the most traditional computational method.
It identifies similar regions between proteins using substitution matrices [5]. For instance, an approach
based on protein sequence activity relationships (ProSAR) uses sequences to predict the contributions of
mutations on protein functions [6,7]. However, it does not consider the impact of the three-dimensional
structure or the physicochemical proprieties of the mutated residues, which may be a limitation when
suggesting mutations. Another approach to propose mutations is the evaluation of the variation of
free energy of Gibbs difference (DDG) to analyze the thermostability of molecules. However, these
computations are not feasible for all cases [8]. Hence, free energy calculations are not able to estimate
with accuracy the impact of a mutation in an enzyme, the interaction with substrates and products,
and the protein motion for more than a few examples. Hence, computational methods to propose and
to evaluate mutations in enzymes at a large scale are still necessary.

Structural signatures, also called fingerprints, may be an alternative to analyze the impact of
mutations as they provide a computationally feasible method to identify patterns of macromolecular
structural features that may be important for structure and function. They have been successfully
used in classification and automatic annotation of proteins [9,10], prediction of mutation effects
on protein stability [11], prediction of the impact of mutations on the affinity between protein
and ligands [12], and prediction of the mutation impact on the affinity between an antibody and
antigen [13]. The aCSM (atomic Cutoff Scanning Matrix) method, based on structural signatures,
calculates a structural signature, which is based on atomic pairwise distances, also considering their
physicochemical properties [14]. It was also successfully used for the prediction of protein-ligand
interactions. Hence, it may be used to characterize important regions that interact with the ligand.

In this paper, we propose a method based on structural signatures variation (SSV) to suggest
mutations for improving the activity of enzymes. Our method can be applied to several types of
enzymes. Despite the genericity of our method, we present a case study to demonstrate it and suggest
mutations in �-glucosidase enzymes used in second-generation biofuel production. In addition, we
carried out a comparative case study to analyze SSV performance to a similar structure-based approach
called BioGPS [15].

2. Results

2.1. SSV Definition

The structural signature variation (SSV) method is based on computing Euclidean distances
between signatures of: (i) A wild enzyme and an enzyme model with the most similar signature to the
wild type (called wild template); and (ii) a mutant enzyme and an enzyme model with the most similar
signature to the mutant (called mutant template). The difference between the two distances (herein
called the DDSSV score) may be used to predict the impact of the mutation. The SSV method requires



Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 333 3 of 18

as input three-dimensional structures of a wild enzyme, a mutant enzyme (that can be modeled in
silico), and enzyme models (herein called templates, i.e., proteins with positive characteristics that you
want to transfer to other enzymes). SSV is computed using the following steps:

1. Most relevant residues’ extraction: For wild, mutated, and templates’ structures the most relevant
residues are extracted and saved in a new Protein Data Bank (PDB) file (Figure 1a–c). This
selection depends on the application and can be modified according to users’ needs. This step
is optional.

2. Structural signature construction: For every PDB file, we compute a vector with the cumulative
distribution of the pairwise distances among all pairs of atoms and their physicochemical
proprieties (aCSM algorithm) (Figure 1d).

3. Template definition: A template definition depends on a high-curated database of enzymes with
beneficial characteristics. This database should be manually and previously defined. We selected
as a template, proteins with the closest signature to wild and mutant proteins analyzed (Figure 1e).

4. Comparison between signatures: A distance matrix among all signatures is constructed (a similar
matrix is used to define the template). The Euclidean distance between two signatures is called
signature variation (DSSV). The Euclidean distance between signatures of a wild enzyme and its
template is called (DSSVWt). The Euclidean distance between signatures of a mutant enzyme and
its template is called (DSSVMt). The difference between both values is the DDSSV score. If the
DDSSV score is lower than zero, the mutant’s signature is more alike to the template signature
than to the wild’s signature, suggesting that the mutation is beneficial. If the DDSSV score is
higher than zero, the mutant’s signature is more distant from the template signature than from
wild’s signature, suggesting that the mutation is not beneficial (Figure 1f).

2.2. Case Study 1: Evaluating Mutations for b-Glucosidase Collected from the Literature

�-glucosidases (E.C. 3.2.1.21) are enzymes that perform the hydrolysis of glucosidic bonds, mainly
in disaccharides [16,17]. They act in synergy with exoglucanases (E.C. 3.2.1.91) and endoglucanases
(E.C. 3.2.1.4) in the second-generation biofuel production process. In the biomass degradation,
endoglucanases attack the cellulose chain, releasing oligosaccharides of various lengths. Then,
exoglucanases act, producing mainly cellobiose. �-glucosidases hydrolyze the cellobiose in two
glucose molecules, which will be used in the fermentation process for ethanol production [18]. They
have a key role in this process by removing the cellobiose, which is a potent inhibitor of exoglucanases
and endoglucanases [19–23]. However, the majority of the known �-glucosidases has been described
as being inhibited by high concentrations of glucose [24–27]. Hence, the production of �-glucosidases
with a high tolerance for glucose inhibition may improve biofuel production [28].

To evaluate our method, we present a first case study for proposing mutations to improve the
activity of �-glucosidase enzymes even in high glucose concentrations. We compared wild and
mutant �-glucosidases with templates obtained in a manually curated database of glucose-tolerant
�-glucosidases [29]. The database holds a group of �-glucosidases with high resistance to glucose
inhibition and high industrial applications. However, few glucose-tolerant �-glucosidases have been
described in the literature [30]. We hypothesized that glucose-tolerant and non-tolerant �-glucosidases
have discriminant signatures. Hence, the signature of glucose-tolerant �-glucosidases previously
characterized can be used to define if mutations in non-tolerant �-glucosidases make their signature
similar to a tolerant �-glucosidase or not.
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residues of the catalytic pocket in the wild, mutant, and their templates’ structures are extracted.
(d) Structural signatures for all files are computed using the aCSM (atomic Cutoff Scanning Matrix)
algorithm. (e) The Euclidean distance is computed for every line of the templates’ signature matrix.
The lowest values define the templates for wild and mutant. (f) The difference between the two
distances (DDSSV) is calculated.

2.2.1. Data Collection and Manual Classification of Mutation Effects

We collected 27 mutations in �-glucosidases from the literature and the UniProt database
(https://uniprot.org) (Table 1). Every mutation was manually classified as beneficial or not according
to the impact description in the �-glucosidase activity. We classified as “beneficial” mutations that
tend to improve the saccharification process, such as mutations reported as responsible for improving
the glucose tolerance, increasing optimal temperature, increasing the catalytic efficiency, reducing the
affinity for the product, or improving the affinity for the substrate. On the other hand, we classified as
“not beneficial” mutations that tend to reduce the saccharification process, such as mutations reported
as responsible for decreasing the affinity for the substrate, increasing the affinity for the product, or

https://uniprot.org
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reducing the catalytic activity. For example, the mutation, H228T, in the �-glucosidase, Bgl1B, has been
described as responsible for improving the glucose tolerance [27]. Hence, we classified it as beneficial.
On the other hand, the mutation, V168Y, in the human cytosolic �-glucosidase has been described as
responsible for reducing the specific activity [31]. Hence, we classified it as not beneficial.

Table 1. Mutations collected from the literature and UniProt.

ID Mutation Effect Classification Source

1 H228T Improves glucose tolerance. Beneficial [27]

2 V174C/A404V/L441F Increases the optimal temperature of 50 �C to
60 �C, reduces the optimal pH of 6 to 5.5. Beneficial [3]

3 H184F Increases the inhibition constant for glucose. Beneficial [32]
4 P172L Increases catalytic efficiency. Beneficial [33]
5 P172L/F250A Increases catalytic efficiency. Beneficial [33]

6 L167W Increases the optimal temperature and glucose
tolerance. Beneficial [33]

7 L167W/P172L Increases the activity (2⇥). Beneficial [34]
8 L167W/P172L/P338F Increases the activity (1,3⇥). Beneficial [34]
9 V168Y Reduction in the specific activity. Not beneficial [31]
10 F225S Reduction in the specific activity. Not beneficial [31]
11 Y308F Reduction in the specific activity. Not beneficial [31]
12 Y308A Reduction in the specific activity. Not beneficial [31]
13 I207V Increases the specificity constant (Kcat/Km). Beneficial [35]
14 N218H Decreases the Km about 2-fold. Beneficial [36]
15 N273V Increases the Km about 5-fold. Not beneficial [36]
16 F252I Reduces substrate affinity. Not beneficial [37]
17 F252W Reduces substrate affinity. Not beneficial [37]
18 F252Y Reduces substrate affinity. Not beneficial [37]

19 M284N Reduction of Kcat/Km 7 to 30-fold depending on
the substrate. Not beneficial [35]

20 H276M Reduction of Kcat/Km 2 to 6-fold depending on the
substrate. Not beneficial [38]

21 V173C Decreases affinity for cellobiose. Not beneficial [39]
22 M177L Decreases affinity for cellobiose (small reduction). Not beneficial [39]
23 D229N Decreases affinity for cellobiose (high reduction). Not beneficial [39]
24 H231D Decreases affinity for cellobiose. Not beneficial [39]
25 E96K Improves the thermostability. Beneficial [40]

26 N223G Reduction of transglycosylation, glucose tolerance,
and activity. Not beneficial [41]

27 N223Q Reduction of transglycosylation, glucose tolerance,
and activity. Not beneficial [41]

2.2.2. Predicting the Impact of Mutations

We performed the SSV method (Figure 1), evaluated the DDSSV score for the 27 mutations in
�-glucosidases, and compared them to the expected results. For mutations classified as beneficial,
we expected a negative DDSSV score; and for mutations classified as not beneficial, in turn, a positive
DDSSV score.

SSV predicted correctly eight in a total of nine beneficial mutations (Table 2). For the non-beneficial
mutations, where the expected DDSSV was higher than zero, SSV predicted correctly 12 out of 18.
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Table 2. DDSSV score expected and the value predicted by SSV.

ID Mutation DDSSV Expected DDSSV Score Hit

1 H228T DDSSV < 0 �186.18
p

2 V174C/A404V/L441F DDSSV < 0 �246.22
p

3 H184F DDSSV < 0 100.37
4 P172L DDSSV < 0 �6.29

p

5 P172L/F250A DDSSV < 0 �6.29
p

6 L167W DDSSV < 0 �602.80
p

7 L167W/P172L DDSSV < 0 �615.46
p

8 L167W/P172L/P338F DDSSV < 0 �615.46
p

9 V168Y DDSSV > 0 330.56
p

10 F225S DDSSV > 0 �365.07
11 Y308F DDSSV > 0 34.19

p

12 Y308A DDSSV > 0 �108.62
13 I207V DDSSV < 0 �71.56

p

14 N218H DDSSV < 0 �230.61
p

15 N273V DDSSV > 0 �55.26
16 F252I DDSSV > 0 86.70

p

17 F252W DDSSV > 0 129.97
p

18 F252Y DDSSV > 0 37.86
p

19 M284N DDSSV > 0 �127.35
20 H276M DDSSV > 0 �501.32
21 V173C DDSSV > 0 13.59

p

22 M177L DDSSV > 0 20.86
p

23 D229N DDSSV > 0 18.11
p

24 H231D DDSSV > 0 �54.22
25 E96K DDSSV < 0 �31.08

p

26 N223G DDSSV > 0 39.37
p

27 N223Q DDSSV > 0 264.34
p

2.2.3. Comparison with Other Methods

We compared our method to the support vector machine (SVM) implemented on the Weka
(Waikato Environment for Knowledge Analysis) tool [42]. SVM is a learning algorithm for classification.
We performed four experiments: (i) SSV; (ii) SVM using as input only wild signatures; (iii) SVM using as
input only mutant signatures; and (iv) SVM using as input the difference of the wild vector and mutant
vector. For these experiments, we evaluated the following metrics: Precision, accuracy, specificity,
sensibility, and the F-measure [43].

We observed that the precision and specificity of SSV were superior to the other method. SSV
obtained a precision of 0.89 and a specificity of 0.92 (Table 3). It also performed better in the prediction
of beneficial mutations than the SVM.

Table 3. Metrics used to evaluate SSV.

Metric SSV SVM (Wild) SVM (Mutant) SVM (Wild-Mutant)

Precision 0.89 0.64 0.36 0.36
Accuracy 0.74 0.81 0.74 0.74
Specificity 0.92 0.79 0.70 0.70
Sensitivity 0.57 0.88 1.00 1.00
F-measure 0.70 0.74 0.53 0.53

2.3. Case Study 2: Proposing Mutations for a Non-Tolerant b-Glucosidase

In the second case study, we described a real application for the method SSV. We chose a
non-tolerant �-glucosidase, Bgl1B (UniProt accession number: D0VEC8), to suggest mutations using
SSV. Bgl1B was extracted from a marine metagenome and presented the half maximal inhibitory
concentration (IC50) of 50 mM for glucose [44]. For comparison, Bgl1A, a glucose-tolerant �-glucosidase
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also extracted from a marine metagenome, presented IC50 of 1000 mM [45]. In a recent study, several
mutations for improving the activity in higher glucose concentrations were proposed for Bgl1B [27].
This study will be used to compare the results of the mutations proposed by the SSV method.

We modeled point mutations by homology for all residues of the catalytic pocket (composed
by 22 residues around the active site). For each residue, 19 mutations were proposed, in a total of
418 mutants (Figure 2a). Then, we defined the template with the most similar signature (Figure 2b).
Also, we used this template to evaluate the mutant that inserts more similar characteristics to the
template (Figure 2c). Note that, in this example, the wild and template have a similar folding,
but different sequences (Figure 2a). Wild (Bgl1B) and template (Bgl1A) have an identity of 55%
(243 similar residues in a total of 443). Thus, it is necessary to evaluate hundreds of mutations to detect
beneficial mutations using simply sequence alignment. SSV takes into consideration the changes in
the protein environment, for example, changes in the residues volume, atoms distances, and their
pharmacophoric proprieties.
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Figure 2. (a) Wild and template have a similar folding, but differences in the sequence (illustrated by
blue dots in the wild enzyme and by red dots in the template enzyme). Several point mutations were
proposed for the wild enzyme (green dots). The template enzyme is defined based on a curated database
of enzymes with desired characteristics (in this case study, Betagdb). For instance, in (b) the template,
T2 was defined as the template (T) for the wild enzyme (W). SSV is illustrated by a two-dimensional
visualization in (b) and (c). Euclidean distances between signatures of the wild/mutants and the
template (signature variation) are used to define the best template (b) and mutant (c). In this example,
the mutant, M3, was defined as the mutation that best inserts characteristics similar to the template (c).
Images generated using PyMOL software (http://pymol.org).

After running SSV, we detected 86 mutations with negative DDSSV (available in the
Supplementary File). In a real application, this could still be a high value of mutations for a bench
test. Hence, we proposed additional steps to limit the number of promising mutations (a detailed
description is available in the Section 4). We removed nine mutations that occurred in the residues,
H125, N169, E170, Y298, E353, and W399, because they were conserved in 100% of glucose-tolerant
�-glucosidases. We also removed 58 mutations indicated as being not allowed in the GH1 family
by the SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) software [46]. SIFT uses the physical properties of
amino acids and sequence homology to predict the effect of an amino acid substitution on the protein
function. Then, we analyzed the mutation impact in the structure using mCSM (mutation Cutoff

http://pymol.org
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Scanning Matrix) [11]. The mCSM software uses graph-based signatures to predict the effect of
mutations in proteins. For 19 remaining mutations, mCSM considered four as highly destabilizing.
In the end, 15 mutations were proposed for Bgl1B (Table 4). These mutations affect five residues:
F172 (three mutations), G246 (two mutations), H228 (eight mutations), T299 (one mutation), and V227
(one mutation).

Table 4. Mutations proposed by the SSV method for the non-tolerant �-glucosidase, Bgl1B. Mutations
underlined and in bold were found in the literature.

F172 G246 H228 T299 V227

F172I G246S H228A T299S V227M
F172K G246T H228C

F172V H228M
H228N
H228P
H228Q
H228T

H228V

Experimental data is available in the literature for three proposed mutations: H228C, H228T,
and H228V [27]. These single-point mutants keep the relative activity even in higher glucose
concentrations than wild Bgl1B. This suggests that the SSV method can be promising to propose
beneficial mutations for �-glucosidases.

2.4. Case Study 3: Comparing to BioGPS Descriptors

In this case study, we compared SSV to the analysis performed in the BioGPS study [15]. BioGPS
is a bioinformatics methodology for rational engineering of enzyme promiscuity that uses chemical,
geometrical, and physical-chemical features of three-dimensional structures. BioGPS compares actives
sites’ properties, taking into consideration more than the sequence structure. Therefore, we considered
a similar approach to SSV.

In the BioGPS study, eight mutants experimentally evaluated (Table 5) for a lipase B from Candida

antarctica (CaLB) were used to validate the method [47]. CaLB is a stable lipase that belongs to the
serine-hydrolases super-family. The insertion of amidase activity in CaLB has many applications for
the industry [15,47,48]. BioGPS classified the mutations based on the improvement factor (IF) referred
to CaLB wild-type activity. The IF is equal to the amidase activity of the mutant, divided by the
amidase activity of the CaLB wild [15]. We considered IF > 1 as beneficial mutations, and IF < 1 as not
beneficial mutations (Table 5). Also, SSV considered the mutant, M8, as a possible neutral mutation for
presenting an IF slightly over 1.

Table 5. CaLB’s mutants evaluated by SSV for comparison to BioGPS. These values were obtained
from references [15,47,48].

Mutant Mutation IF Classification DDSSV Hit

M1 G39A/W104F/L278A 6.3 Beneficial �841
p

M2 G39A/T103G/L278A 3.8 Beneficial �121
p

M3 G39A/T103G/W104F/L278A 11.2 Beneficial �841
p

M4 G39A 2.8 Beneficial 150
M5 G39A/L278A 3.3 Beneficial �121

p

M6 I189A 0.4 Not beneficial �94
M7 T40A 0.4 Not beneficial 40

p

M8 T103G 1.1 Neutral/Beneficial 0
p

We collected the residues presented in the region near the catalytic triad and ran SSV using M3
as the template (see the Section 4 for details). For the seven mutations validated by BioGPS, SSV
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correctly predicted five (M3 was tested as a control experiment and should not be considered in the
calculation of accuracy). However, this case study could present some biases that will be discussed in
the next section.

3. Discussion

We hypothesized that the more similar the signature of a �-glucosidase is to another �-glucosidase,
classified as tolerant, the more they will preserve common characteristics. Hence, if a mutation turns
the signature of a �-glucosidase more similar to the signature of a glucose-tolerant �-glucosidase,
it might show comparable characteristics for biofuel production. The same could be inferred if the
method was applied to another enzyme.

To validate our method, we collected 27 mutations from the literature, manually classified as
beneficial or not, submitted it to three other methods, and compared it with the expected DDSSV
score. We highlighted that our method does not have a direct competitor or another method that
does exactly the same thing. Thus, three alternative methods based on SVM are proposed, which is
the state of the art in machine learning for comparison. We attained 0.89 and 0.92 for the precision
and specificity, respectively (Table 3). Precision is an appropriate metric to evaluate this case study
as it emphasizes hits in beneficial mutations. This value of precision indicated that out of the nine
beneficial mutations for �-glucosidases, SSV predicted eight correctly. The results showed that the
Euclidean distance, implemented by SSV, achieved better results in the beneficial impact of mutation
prediction than SVM (specificity and precision). However, SSV is not directly comparable to SVM. SSV
is a simple strategy to model and compare the impact of mutations based on efficient proteins for a
pre-established activity detected in nature. It uses the Euclidean distance to construct a score that will
be used to compare structural signatures. SVM is a learning algorithm for supervised classification.
In the case study, SVM received as input the structural signature matrix calculated by a step of the
SSV method. We comprehend that this is not a straightforward comparison, but our intention is to
demonstrate that our method is capable of classifying beneficial mutations correctly and achieves
better results than using a model based on an SVM classifier.

3.1. Improving the Activity of a Non-Tolerant b-Glucosidase

A total of 15 mutations was proposed for improvement in the activity of Bgl1B (Figure 3a).
The principal mutation site appeared to be the H228 residue. Our method proposed eight mutations
for this site. Also, we found experimental data for three of these mutations: H228C, H228T, and H228V
(Figure 3b–d). These mutations showed an activity improvement of Bgl1B even in higher glucose
concentrations. Histidine is an amino acid classified as positively charged and bulky. The substitution
of a histidine by an amino acid of a shorter side chain, such as cysteine, threonine, or valine,
would provide a space that could allow a better allocation for glucose, agreeing with the study
of Yang et al. [27]. Most of the other mutations proposed for H228 by SSV also provide a reduction
in the side chain. Hence, we suggest that they could provide the same effect. The F172, G246, T299,
and V227 residues are in the neighborhood of H228 (Figure 3a). We suppose that mutations in these
sites could affect the exit pathway of the glucose from the active site. Also, these sites are near the loop
C, a region in the entrance of the channel that guides to the active site. The geometrical differences
around the loop C were described by Fang et al. [45] as being probably responsible for the characteristic
of the glucose tolerance in �-glucosidase enzymes (Figure 3a). Taken together, the SSV results might
indicate that our method was able to find some of the same beneficial mutations obtained by in vitro
experiments and propose new ones to be tested.
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Figure 3. Structure of Bgl1B (a), sites pointed by SSV as a target for mutations: H228 residue (yellow);
F172, V227, G246, and T229 (cyan). The catalytic residues (E170 and E353) are shown in green.
Additionally, loop C is in magenta. For comparison, we highlighted the mutations, H228V (b), H228T
(c) and H228C (d), considered by the literature as being responsible for glucose tolerance. Images
generated using PyMOL software (http://pymol.org).

3.2. Evaluating Mutations in CaLB

Using structural bioinformatics strategies for proposing mutations appears to complement
sequence strategies. In general, methods based on sequences present a lower computational cost, such
as the one implemented in ProSAR [6]. However, SSV is a method based on structural comparisons,
with low computational costs. Other tools, models, and algorithms have been reported to use three
dimensional structures with similar approaches to SSV to propose mutations, such as the active site
constellations method [49], where distances between functional groups of the protein active site and
the substrate are calculated and used as the template in a search for matches in structural databases,
and BioGPS descriptors [15].

We analyzed eight mutations assessed in the BioGPS study using SSV. To construct our case study,
we performed some modifications in the methodology. Ferrari et al. [15] used a database composed
of 42 serine-hydrolases to construct the BioGPS fingerprint. However, the selection was performed
according to their annotated E.C. number, which is a target of debate among the enzymologist
community due to the lack of quality control. Despite the dubious quality, the authors considered the
database as consistent to their research. However, SSV requires high-accuracy databases of templates.

http://pymol.org
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Hence, we used the M3 mutant as a unique template. M3 was the mutant that inserted the highest
value in the improvement factor in CaLB.

In addition, we evaluated the M3 mutant using the same file as the template for producing a
control experiment. Indeed, the negative DDSSV value for the M3 mutation demonstrates that SSV
correctly predicted the structural similarities between the mutant and template (Table 5).

From the SSV results, we could infer that W104F appear to be the most important mutation
for improving the activity of CaLB. Although G39A presents some improvements in CaLB activity
according to BioGPS, SSV was not able to detect the improvement. We can hypothesize that the
substitution of a glycine by an alanine, the change of a hydrogen by a CH3 group, is not sufficient
to perform large modifications in the cumulative distribution of pairwise atoms calculated by aCSM.
However, the substitution of a glycine could affect the mobility of secondary structures in the region,
which would be detected using high-cost computation strategies, such as molecular dynamics. Indeed,
the authors of BioGPS used 500 ns of molecular dynamics using the software, GROMACS [50],
to construct and evaluate the mutants’ fingerprints. Molecular dynamics have a high computational
cost, and their use could make the assessment of mutations on a large scale not feasible.

Interestingly, the T103G mutation (found in M8) occurs in a region distant to the active site.
For this reason, SSV predicted a neutral impact in the activity. Indeed, T103G proposed a slight
improvement in the mutant activity (IF: 1.1), hence we consider this prediction correct.

The SSV mistake for mutant M6 could be related to the small number of elements in the template
database. SSV depends on enzymes with efficient catalytic activities previously reported to be used as
templates. For the �-glucosidase case study, we previously performed a systematic literature review,
collected several mutations that were beneficial and not beneficial, and constructed a highly accurate
database (Betagdb). However, a systematic literature review demands great effort, and the necessity to
perform this kind of the previous study to construct a template database may be a negative point of
the SSV approach.

Lastly, SSV presents a user-friendly interface, which could be easily run by users. Therefore,
it could be used together with other strategies, such as BioGPS, ProSAR, or active site constellations,
to aid in the proposition of more efficient mutations before performing in vitro experiments.

3.3. Important Issues before Using SSV

The use of SSV may present some drawbacks. First, the method depends on three-dimensional
structure models to determine the structural signature. Models are obtained by computational
heuristics and, for this reason, they can present differences to structures obtained by experimental
methods, such as X-ray crystallography. However, achieving structures by experimental methods
may be time consuming and expensive. Also, to propose mutations, SSV depends on templates with
favorable characteristics, for example, mutations described in the literature, which are responsible for
improvements in thermostability or catalytic activity, which may be hard to find.

SSV uses structural signature variations to detect patterns in enzymes with appropriate industrial
applications and transfer them, testing random point mutations, to other enzymes that do not present
similar behavior.

A final difficulty is a need for a curated database with positive and negative examples. In this
work, we presented a case study, where we used a database obtained by a systematic literature review.
Reviews like that take a long time to prepare and they are expensive. The SSV method may be
reproduced using the three basic inputs: (i) A wild enzyme; (ii) a mutant of this enzyme; (iii) a template
enzyme with positive characteristics for some industrial application that you desire to transmit for
the mutant. Furthermore, we believe that in real scenarios, researchers involved in protein engineer
processes should know interesting positive and negative examples to use as templates.
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4. Materials and Methods

4.1. Method Description

4.1.1. Extraction of the Catalytic Pocket

The residues of the catalytic pocket were collected from every �-glucosidase structure (Figure 1a).
The catalytic pocket consists in the channel region that guides to the active site. This channel has been
described as being responsible for the characteristic of glucose tolerance for �-glucosidases [51].

We extracted the residues up to 6.5 Å of the ligand using in-house scripts. This distance was
selected based on a cutoff to characterize pockets for the structural signature [14]. Pires et al. [14]
performed tests with 35,000 pockets to define how far from the ligand are the most important residues
to construct a representative signature. They observed that all signature methods of aCSM present
high p-values cutoff between 6.0 Å and 7.0 Å. Thus, they concluded that 6.0 Å was the best atomic
cutoff for the pocket definition for their classification system. We extended the distance to 6.5 Å to
include the corresponding residues to TRP169, an important amino acid for the glucose tolerance of
�-glucosidases described in some studies [51].

We used, as a reference, the �-glucosidase in complex with cellobiose extracted from the termite,
Neotermes koshunensis (PDB ID: 3VIK; [52]; Figure 1b). The residues of the 3VIK catalytic pocket are
Q45, H148, W149, N192, S193, L195, T196, D199, M207, N253, I254, N255, Y273, N335, F336, Y337, T338,
L340, W374, E402, W444, E451, W452, and F460. Then, we performed structural alignments between
3VIK and the �-glucosidases evaluated using the MultiProt tool [53] and selected the corresponding
residues (Figure 1c). Optionally, the entire protein could be used in this step. However, we believe that
calculating the signature of a specific region could improve the results.

4.1.2. Structural Signature Construction

Structural signatures were constructed using aCSM [14]. The aCSM tool (UFMG, Belo Horizonte,
Brazil) creates graph-based signatures to describe proteins. We used the version, aCSM-ALL, that also
includes the pharmacophore classes: Hydrophobic, positively charged, negatively charged, hydrogen
acceptor, hydrogen donor, aromatic, sulfur, and neutral. For each protein, aCSM-ALL calculates the
pairwise distances among all pairs of atoms and constructs a distance matrix with the cumulative
distribution. We used the cutoff range of 0 to 10 Å, and the cutoff step of 0.1 Å. For each protein,
aCSM-ALL returns a vector with 3636 columns. The vector represents a unique structural signature,
which may be used to identify the protein or compare it with other similar proteins.

In the aCSM-ALL matrix, the lines represent the protein, and the columns represent the cumulative
distribution of pairwise atoms. Hence, for a cutoff of 0–10 Å and a step of 0.1 Å, aCSM-ALL calculates
the number of atom pairs at cutoff distances of 0 to 0.1 Å, 0.1 to 0.2 Å, 0.2 to 0.3 Å, ( . . . ), 9.8 to 9.9 Å,
and 9.9 to 10 Å. For example, a protein could present 100, 200, 50, 300, and 20 pairs of hydrophobic
residues at cutoff distances of 2.0 to 2.1 Å, 3.0 to 3.1 Å, 5.3 to 5.4 Å, 7.4 to 7.5 Å, and 9.7 to 9.8 Å,
respectively. All these numbers and other cutoffs were included in the matrix. Also, aCSM-ALL
verified some combinations of residues, for instance, how many atom pairs of positively charged and
negatively charged there were for all cutoffs’ values. For this reason, each line of the aCSM-ALL matrix
presented 3636 columns.

4.1.3. Template Definition

Templates are a three-dimensional structure of glucose-tolerant �-glucosidases that are used
as models by SSV to define if mutations are beneficial or not. SSV depends on good templates to
perform comparisons between signatures. Templates should be empirically selected based on the
literature information.

We collected 23 PDB files of glucose-tolerant �-glucosidases from Betagdb (a list is available in
the Supplementary File). Betagdb (http://bioinfo.dcc.ufmg.br/betagdb) is a database that contains
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structures of �-glucosidases with high efficiency for biofuel production collected from a systematic
literature review [29]. We previously calculated the structural signature of every glucose-tolerant
�-glucosidase using the same parameters for wild and mutant signatures and stored it in the Betagdb
signature matrix. We used the Euclidean distance to calculate the signature variation for each wild
(DSSVWt) and mutant (DSSVMt) protein. The lowest value for the distance defines the template
(Figure 1e). Wild and mutant �-glucosidases may have the same template or different templates.

4.1.4. Comparison between Signatures

The DDSSV score is calculated from the comparison between signature variations (Figure 1f). This
score is binary: If it is positive, the mutation is not beneficial (Figure 4b,d); if it is negative, the mutation
is beneficial (Figure 4a,c). When wild and mutants have the same template (Figure 4a,b), SSV performs
a simple distance comparison between the Euclidean distances of wild’s and mutant’s signatures to
the template’s signature. However, if a mutation causes a large change in the �-glucosidase signature,
the mutant can show greater similarity in its signature to a second template (Figure 4c,d). The DDSSV
is calculated using the difference of the distance variation for the mutant and the second template by
the distance variation for the wild and the first template. In this case, the change in the signature is
significant, which should indicate that the mutation is not beneficial. However, a significant signature
change also can indicate that the mutant’s signature is closer to another template. Therefore, high
impacting mutations also may be beneficial (Figure 4c).
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Figure 4. Two-dimensional representation of comparisons between signatures. (a) and (b) show simple
comparisons (same template). (c) and (d) show comparisons with two different templates (T1, T2,
and T3). The gray arrows highlight that a second template was used. The dotted lines are used to show
whether a mutation becomes more similar to a second template than the original. (a) and (c) represent
beneficial mutations. (b) and (d) represent non-beneficial mutations.

4.2. Case Study 1

We collected 27 mutations for �-glucosidases in the literature (Table S1), applied the calculations
of signature variations, and evaluated the method’s precision, accuracy, specificity, sensibility,
and F-measure. Sequences were collected in the databases, GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genbank) and UniProt (http://www.uniprot.org). Three-dimensional structures were collected
in the Protein Data Bank (PDB) [54]. The sequences without available three-dimensional structures
were modeled by homology [55]. We selected the templates for modeling using the NCBI BLAST
web interface [56] and built 100 models for each protein using MODELLER [57–59]. The best models
were selected using the DOPE score. Mutations were modeled using the script for point mutations
from MODELLER. For each of the 27 mutations, we extracted the catalytic pockets using in-house
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scripts and constructed the structural signature. Then, we determined the templates and calculated
the DDSSV score.

4.3. Case Study 2

The sequence of Bgl1B was obtained in UniProt (accession number: D0VEC8). We constructed
100 models using MODELLER. We used as a model the GH1 �-glucosidase from Exiguobacterium

antarcticum B7 (PDB ID: 5DT5; coverage: 96%; and identity: 44%). We selected the best model using
the DOPE score [57–59]. Point mutations were performed in the residues of Bgl1B’s catalytic pocket.
Each one of the 22 residues was mutated according to 19 possibilities using MODELLER’s mutation
script, resulting in 418 mutant proteins. We aligned the PDB files with the �-glucosidase in the
complex with cellobiose (3VIK) and extracted the residues of the catalytic pocket based on residues
established previously. We generated the structural signatures for all files and calculated the DDSSV
score (Table S2).

In addition, we proposed additional steps to limit the number of mutations proposed. We removed
mutations proposed based on three evaluations: (i) Mutations in conserved residues; (ii) residues
that are not found in a specific position in the family; and (iii) mutations that potentially cause high
destabilization in the protein structure.

Residue conservation is an important metric used to evaluate mutations. Highly conserved residues
tend to present essential functions for the protein activity. We performed sequence alignment of
catalytic pocket residues among Bgl1B and the �-glucosidases of Betagdb using Clustal Omega [60,61].
We detected six conserved residues: H125, N169, E170, Y298, E353, and W399. We removed mutations
in these residues indicated by SSV.

Then, we used the SIFT Sequence [46] to analyze the substitution allowed in the GH1 family for
every residue of the catalytic pocket (Table S3). We removed mutations not detected in that position
for the GH1 family.

Mutations can affect the protein structure, causing a destabilization that may compromise the
protein activity. We evaluated the impact of mutations in the protein structure using mCSM (FIOCRUZ
MINAS, Belo Horizonte, Brazil), which predicts the variation of free energy (DDG) [11]. Indeed, most
of the mutations cause destabilization; however, some can cause high destabilization, which may
change the protein folding state. We removed the mutations indicated by mCSM as highly destabilizing
(Table S4). The remaining mutants were the final mutations proposed by our workflow for tests in vitro.
Lastly, we compared the results with the mutations tested experimentally in the literature.

4.4. Case Study 3

The three-dimensional structure of CaLB was obtained from the PDB (PDB ID: 1TCA). The mutants
from M1 to M8 were constructed using the mutagenesis tool of the software, PyMOL (http://pymol.org).
Water molecules were removed. To detect the residues of the pocket near the active site, we performed
molecular docking in the wild-type and mutants using the software, AutoDock Vina (The Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, USA) [62]. We used N-benzyl-2-chloroacetamide, the same ligand used
to determine amidase activities in CaLB [47]. The ligand was collected from the Zinc database [63].
We used parameter exhaustiveness = 50, a box of 15 Å ⇥ 15 Å ⇥ 15 Å, and the box center was defined
based on the position of the last atom of the catalytic serine (residue S105; atom OG). We used the first
conformation obtained by docking and collected all residues at the distance of 6.5 Å from any atom of
the ligand. Then, we removed the ligand and saved the structures as PDB files. We performed tests
in the SSV web tool using the wild-type, the eight mutants, and the template database (for this step,
we compressed the mutant, M3, in a zip file). The links for the projects created in the SSV tool are
available in the Supplementary Material (Table S5; Figure S1).

http://pymol.org
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5. Conclusions

In this paper, we proposed structural signature variation (SSV), which is a novel method to
compute and compare structural and physicochemical signatures of proteins, with the purpose of
proposing beneficial mutations to support protein engineering processes. SSV can be used together
with other methods, tools, and algorithms to suggest mutations with greater reliability for reducing
costs of in vitro experiments.

We evaluated the quality of the predictions through two case studies with realistic examples for
the protein engineering of �-glucosidases, enzymes involved in biofuel production. SSV presented a
high precision for 27 mutations collected from the literature and was capable of detecting beneficial
mutations already proposed in the literature for Bgl1B, starting from random point mutations. SSV
was shown to be an efficient method to propose mutations for non-tolerant �-glucosidases and may
help yield enzymes with more glucose tolerance for second-generation biofuel production.

In addition, we constructed a website, with a user-friendly interface, that implements the SSV
method. It is available at (http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv).

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/20/2/333/
s1.
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Abstract: �-Glucosidases are enzymes with high importance for many industrial processes, catalyzing
the last and limiting step of the conversion of lignocellulosic material into fermentable sugars for
biofuel production. However, �-glucosidases are inhibited by high concentrations of the product
(glucose), which limits the biofuel production on an industrial scale. For this reason, the structural
mechanisms of tolerance to product inhibition have been the target of several studies. In this study,
we performed in silico experiments, such as molecular dynamics (MD) simulations, free energy
landscape (FEL) estimate, Poisson–Boltzmann surface area (PBSA), and grid inhomogeneous solvation
theory (GIST) seeking a better understanding of the glucose tolerance and inhibition mechanisms
of a representative GH1 �-glucosidase and a GH3 one. Our results suggest that the hydrophobic
residues Y180, W350, and F349, as well the polar one D238 act in a mechanism for glucose releasing,
herein called “slingshot mechanism”, dependent also on an allosteric channel (AC). In addition,
water activity modulation and the protein loop motions suggest that GH1 �-Glucosidases present an
active site more adapted to glucose withdrawal than GH3, in consonance with the GH1s lower product
inhibition. The results presented here provide directions on the understanding of the molecular
mechanisms governing inhibition and tolerance to the product in �-glucosidases and can be useful
for the rational design of optimized enzymes for industrial interests.

Keywords: �-Glucosidases; GH1; GH3; glucose tolerance; slingshot mechanism; allosteric channel;
molecular dynamics simulation; free energy landscape; Poisson–Boltzmann surface area; grid
inhomogeneous solvation theory

1. Introduction

�-Glucosidases are enzymes with great importance for many industrial processes, such as the
production of wine [1], animal feed [2], and biofuel [3,4]. In the second-generation biofuel production,
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they act in synergy with endoglucanases and exoglucanases for the conversion of lignocellulose into
fermentable sugars [5,6]. �-Glucosidases catalyze the last and limiting step, converting cellobiose
into two molecules of glucose [7]. However, most �-glucosidases are inhibited in high concentrations
of glucose, which provides an accumulation of cellobiose [8,9]. Moreover, accumulated cellobiose
may cause inhibition of other enzymes that catalyze the first reactions of cellulose hydrolysis [10,11].
Hence, �-glucosidases have been considered key enzymes in the second-generation biofuel process,
and they have been the target of many studies that aimed to elucidate the inhibition mechanisms and
also propose modifications that could improve the catalytic activity, thermostability, and tolerance to
glucose inhibition [3,12–22].

Most �-glucosidases have been classified into the glycoside hydrolase families 1 (GH1) and
3 (GH3) [20]. �-glucosidases from GH1 family have been described as more e�cient for biofuel
production due to a higher resistance to glucose inhibition and a more conserved structure, which
allowed more studies of beneficial mutations [6,13,20,23]. Giuseppe et al. [12] argued that GH1
�-glucosidases are tenfold to 1000-fold more glucose-tolerant than GH3 due to their active site be
located in a deep and narrow cavity, while the GH3 �-glucosidases present a shallow pocket. For
instance, they compare the three-dimensional structures of Humicola insolens GH1 �-glucosidase
(here called HiBG), hence more resistant to glucose inhibition, and the Aspergillus aculeatus GH3
�-glucosidase (here called AaBG), thus, more susceptible to glucose inhibition. They supposed that
the di↵erence in the inhibitory behavior of these two enzymes could be a consequence of the di↵erence
in the accessibility of glucose to the catalytic site. HiBG presents an active site at 17 Å of depth, while
AaBG at 11.3 Å. However, an explanation of why the accessibility mechanism would be more relevant
for the product than to the substrate entrance is still missing.

Yang et al. [13] suggested that relative binding a�nity of glucose to some sites at the entrance and
middle of the substrate channel modulates the glucose dependence and regulates the e↵ects of product
inhibition in the GH1 enzymes. Using site-directed mutations, they proposed that three residues 228,
301, and 302 of a marine metagenome GH1 �-glucosidase (Bgl1A) could be crucial to glucose tolerance.
They detected that mutations in analogous residues (H228T and N301Q/V302F) of a homologous
non-tolerant �-glucosidase (Bgl1B) led to glucose tolerance. By inspection virtual docking analysis,
they have advocated that this e↵ect would be due to the favoring of the glucose binding to these sites
considerably distant from the catalytic cleft. The same study has pointed the position 228 as presenting
higher significance on the tolerance acquiring e↵ect. The secondary e↵ect of the other two would be
due to their proximity of the first. The authors also have suggested that this region is an allosteric
subsite (AS).

In a more recent study, the comparison between crystallographic structures of tolerant and
non-tolerant GH1 �-glucosidases has shown that the tolerant seems to have the region close to the AS
prolonged on a kind of allosteric channel (AC), providing an alternative thermodynamically favorable
binding site that is not the same as catalytic cleft [24]. Moreover, a computational approach detected
mutations at the residue 228 and the AS/AC neighborhood from the metagenomic Bgl1B lead to
structural signatures more similar to glucose tolerant �-glucosidases [25]. In another study, Mariano et
al. [3] analyzed 21 glucose-tolerant �-glucosidases and detected a consensus sequence of 22 amino
acids in the substrate channel. Using molecular docking of cellobiose at a modeled structure of a
Thermoanaerobacter brockii �-glucosidase [26], they detected that the residues W122, N166, E167, C170,
L174, Y299, E355, W402, E409, and W410 perform contacts with the ligand. These residues are located in
the substrate channel, with a considerable part of them on the AC/AS neighborhood, which highlights
the importance of this region for glucose tolerance.

In the mentioned studies, a dynamic depiction of the possible mechanisms in which the AS/AC
region would guide the glucose to exit or thermodynamically compete with its binding at the catalytic
cleft was never described. In this way, a considerable set of studies seems to point to glucose
tolerance/inhibition paradox. The confront between how favorably glucose binds at the catalytic
cleft against how favorably it binds at alternative regions appears to be the answer. However, these
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studies are based on the analysis of static structures or the functional interpretation of site-directed
mutagenesis. Hence, to better understand the expulsion mechanisms, the dynamics aspects of protein
and ligand, as well the dynamics behavior of the water energetic along with the active site, must be
considered [27]. In this sense, molecular dynamic simulations (MD) are a very contumacious way to
get dynamic and energetic information of biological systems at the atomic scale at the same time and
consider the solvent e↵ects explicitly.

In this study, we performed a set of MD simulations for the GH1 �-glucosidase of Humicola
insolens (HiBG) and the GH3 �-glucosidase of Aspergillus aculeatus (AaBG). We analyzed the cellobiose
(substrate) and glucose (product) mobility in each system, protein–ligand interactions among di↵erent
regions of the active site, and we calculated the ligand-free energy landscape (FEL) for the protein active
site. We also analyzed the role of the water favorability at di↵erent active subsites by the confront of
grid inhomogeneous theory (GRID) and Poisson–Boltzmann surface analysis (PBSA) for representative
protein conformations. The results presented here provide the first dynamic depiction of the glucose
withdrawal mechanism in GH1 and an explanation about the lower adequacy of this mechanism in
GH3 enzymes. They supply guidelines to the understanding of the molecular mechanisms governing
inhibition and tolerance to the product in �-glucosidases of industrial interest. We hope they provide
means for obtaining new biotechnologically optimized enzymes, with an imminent impact on the
improvement in second-generation bioethanol production.

2. Results

2.1. Equilibration and Conformational Sampling from the MD Sets

To probe the equilibration and sampling convergence for di↵erent MD simulations and systems,
we constructed two-dimensional root-mean-square deviation plots (2D-RMSD; Figure 1). We observed
convergence in the protein dynamics for GH1s in the presence of the substrate and the product
(Figure 1A–D). Additionally, the protein conformational sampling at the GH1-glucose system does not
change significantly independent of the glucose starting position (Figure 1B–D).

For AaBG, protein conformational convergence is less evident in the presence of cellobiose or
glucose (Figure 1E,F). In some cases, we can notice a conformational superposition between di↵erent
simulations (with an RMSD < 2 Å) still at the relaxing phase (not shown). While the GH1 enzymes
are globular and relatively compact, presenting the mobile loops with size considerably smaller than
the GH3 enzymes, these are considerably higher in terms of mass, present an elongated shape and
bigger loops (Figure 2E). All these aspects allow a higher movement amplitude for the most mobile
parts of the AaBG when compared to HiBG. This higher amplitude for the GH3 movements led to
conformational convergence at the same scale as GH1.

The ligand movements present a higher convergence and reduced mobility at the GH3 enzyme
than at GH1, even though the mobility of GH3 is higher than GH1 (Figure 2). At this lower mobility
condition, the glucose on the AaBG active site and along our MD simulations has established hydrogen
bonds mainly with the polar residues at the �1 subsite, overall residues D73, K170, H171, and D261,
beyond hydrophobic interactions with M226 and W262 (Figure S4, Figure S9, and Tables S4–S6).
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Figure 1. Two-dimensional root-mean-square deviation (RMSD) plot for the combined five trajectories
(60 ns each one) for each one of the starting systems: (A) GH1 (HiBG)–Cellobiose complex,
(B) GH1–glucose complex with glucose starting from the crystallographic pose, (C) GH1–glucose
complex with glucose starting from the modeled pose, (D) GH1–glucose crystallographic complex
(magenta) and the complex starting from the modeled pose (green). (E) GH3 (AaBG)–Cellobiose
complex, (F) GH3–glucose complex. RMSD post the alignment of all the frames and considering just
the backbone atoms (C↵, C, O, N).

The comparative principal component analysis (PCA) between the movements of the protein and
the ligand shows that the ligand freedom inside the GH1 enzyme is higher than in GH3. Moreover,
we observed a more upper coupling between the ligand and protein movements in the GH1 when
compared to the GH3 (Figure S10). This was observed for GH1 simulations with cellobiose and glucose.
For the last ligand, such e↵ect accentuates so its mobility than culminates with its escaping from the
active site in two simulations with di↵erent starting conditions.

We also performed the free energy landscape (FEL) analysis considering the ligand space inside
the actives site to verify the comparative energetic freedom of cellobiose and glucose on each system
(Figure 2). It is noteworthy, the considerably high freedom of glucose inside the GH1 enzyme compared
to the other systems. For HiBG complexed with glucose (Figure 2A) and AaBG complexed with
cellobiose and glucose (Figure 2C,D), the ligands cannot access positions significantly far from the
initial point. On the other hand, for HiBG complexed with glucose, the ligand can access several
regions of the energy landscape, consonant with the higher glucose mobility in this system, as observed
in Figure 2E and Figures S2–S5. The gain in translational mobility in this system culminates with the
access of the energetic region six on Figure 2B, depicting the glucose withdrawal.
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conformational convergence at the same scale as GH1. 

Figure 2. Free energy landscapes (FEL) for cellobiose and glucose at their respective and individual
complexes with GH1 and GH3. (A) HiBG complexed with cellobiose, (B) HiBG complexed with glucose.
This FEL was depicted considering together the respective GH1–glucose-1 and GH1-glucose-2 sets of
simulations. The respective starting points at the simulations GH1–glucose-1 and GH1-glucose-2 are at
the regions 3 and 1, (C) AaBG complexed with cellobiose, (D) AaBG complexed with glucose. The
distance is relative to the geometric center of each ligand and the catalytic E378 (in GH1) or H121 (in
GH3). The angle is formed by these two geometric centers and the geometric center of each protein.
(E) Superposition of the ligand poses around all the respective trajectory ensembles for each system.
Protein average frames are shown in green (HiBG) and blue (AaBG) cartoons. All frames of ligand
positions for cellobiose (orange) and glucose (cyan) were overlapped.

2.2. MD Shows Glucose Releasing for HiBG (GH1)

For the MD of the GH1–glucose complex, we observed the complete ligand releasing to the bulk in
two respective individual trajectories. The first one starting from the modeled catalytic pose (with total
duration of 90 ns up the complete glucose exit) and the other starting from the crystallographic one
(with glucose initially at the intermediary site, packed against residues W169, L174, Y180, F349, and
W350; the last with the default duration of 60 ns). For the remaining replicates, glucose presented itself
significant freedom to occupy di↵erent subsites (Figure S2), but it was positioned with considerably
higher frequency at the middle portion of the substrate channel between subsites �1 and +1 (region 2
at the FEL from Figure 2B, and pose in Figure 3B). This is an intermediary region, and its relatively
higher occupancy shows the high facility of glucose to pass through that from one subsite to the other.
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Figure 3. Binding modes for HiBG in complex with glucose of the GH1–glucose FEL (Figure 2B) for
the regions 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E), and 6 (F). Protein structures are shown in gray, subsite �1
(red sticks), subsite +1/+2 (yellow sticks), D238/W350 (blue sticks), W169 (orange sticks). The poses
(selected from the minima at the FEL from Figure 2B) show a probable exit path for glucose from the
HiBG active site.

By the profiles of Figure 2A,B and the superposition of cellobiose and glucose poses in Figure 2E
and Figures S2 and S3, we observed that ligand translation (and consequent glucose exit) along the
GH1 active site is biased in terms of angle relative to the catalytic cleft and the protein geometric center.
There is a preferential path from where the ligand moves and, eventually, escapes (Figure 3).

In pose one (the closest to the active site), glucose interacts with the polar �1 subsite (N166, E167,
H121, and E378, Figure 3A, Figure S6, Tables S1–S3). Then, it leaves the catalytic cleft and goes to
the middle of the substrate channel at the minimum two (the most statistically populated position
according to Figure 2A,B FEL, Figure 3B). It is worth noting that, while on the less energetically
favorable catalytic pose, the water-mediated hydrogen bonds prevalence, at the more favorable pose
two, the participation of these water-mediated bonds decreases and the sites for direct hydrogen bonds
increase (Figure S7, Tables S1 and S2). Concerning the behavior of glucose at the GH3 catalytic cleft,
the participation of the direct hydrogen bonds is higher than the water-mediated hydrogen bonds
(Figure S9, Tables S4 and S5). This indicates that direct interactions with the active site wall and water
exclusion are important to determine the favorability of the glucose retaining at di↵erent sites at the
�-glucosidases here studied.

Subsequently, glucose is trapped by hydrophobic interactions with residues between the middle
and the entrance of the channel, where this ligand interacts mainly with W350, and in a minor scale with
L174, W169, W436, F349, and Y181 (Figure 3C,D, Figure S7, Tables S1–S3). This state is corresponding to
region three in Figure 2B FEL. This set of hydrophobic residues is denoted in the literature as gatekeeper
residues, acting as bottlenecks for the substrate channel, limiting the entrance and exit of molecules [2].
Their roles have been correlated with glucose tolerance [2,3]. Finally, glucose is released from the
hydrophobic region, mainly due to interactions with D238 (Figure 3E,F). This residue represents the
analog to position 228, described as the allosteric site (AS) in [13,25,26]. Our studies suggest this amino
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acid has significant importance for glucose releasing in glucose-tolerant �-glucosidases, in a process
herein described as “slingshot mechanism”, which will be better presented in the next sections.

2.3. APBS vs. GIST vs. Ligand Fitting: Di↵erences on the Electrostatic Distribution, Water Activity and
Stereochemical Adjustments Around the Active Sites of Hibg and Aabg and Ligand Dynamics

The APBS and GIST analyses of the decoys recovered from the MD FELs (Figure 2) show a high
negative electrostatic potential as well a significant trend to favorable water retention at the catalytic
cleft of both enzymes (Figure 4A,B,D). This is consonant with the presence of the two catalytic acids,
the polar residues of the �1 subsite and the necessary adequation of this position to the polar substrate.
However, a distinction in topology and distribution of polarity is found at the catalytic cleft and
neighborhood between the two enzymes. The catalytic cleft at HiBG is located at the bottom of a
17–18 Å deep tunnel, with decreasing polarity up to the nonpolar loops at the surface. On the other
hand, AaBG presents a constrict catalytic cleft surrounded by a flat and shallower intermediary region,
around 6 Å distance from the catalytic residues, equally charged and hydrophilic.

 
Figure 4. Confront between APBS, and GIST data and the glucose fitting in GH1 and GH3 representative
poses at the catalytic cleft. (A,B) APBS respectively for HiBG at the pose representative of the minimum
1 in Figure 2B and AaBG at the pose representative of the minimum 2 in Figure 2C; (C,D) APBS and
GIST results respectively for the previous pose of HiBG and AaBG (E,F) APBS and glucose fitting
respectively for the previous pose of HiBG and AaBG. APBS scale in red, white, and blue corresponding
to  values of �20.00:0.00: +20.00, respectively. GIST results are shown in yellow dots for water
interacting centers with gv(O) � 10.00 units of the bulk density and DGv

solv � +3.0 kcal/mol. Glucose is
shown in cyan spheres with carbon atoms in cyan, oxygens in red, and hydrogens in white.

The GIST analysis of the same decoys shows that both catalytic pockets are also centered with high
potential for water exclusion (Figure 4C,D). Considering just sites with occupancy gv(O) � 10 units of
the bulk density, only unfavored water sites (DGv

solv � +3 kcal/mol) are recovered in our analyses for
both enzymes. This indicates that the significant losses in terms of entropy (for the strongly retained
water molecules) as well as in water–water interactions are, in general, not enthalpically compensated
enough by the new water–solute interactions at this same site. This is also in agreement with the
known importance of the solvent exclusion on the binding mechanisms in the active sites [28].

Despite the similarities mentioned above, the di↵erences in topology and polarity distribution
also induce distinctions on the GIST recovered profiles on the active sites of both enzymes. The
di↵erentially distributed polarity of the HiBG active site and the width of its catalytic cleft tend to
distribute the unfavorable water retention sites majorly on the sides, forming hydrophobic paths that
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go from the bottom to the surface (Figure 4C,D). On the other hand, the shallower catalytic cleft of
the AaBG tends to be uniformly filled with unfavorable hydration sites for all its extension, the same
considering the flat and equally confined region around it and the apolar loops at the surface.

Figure 4E,F compares the respective allocations of glucose at the HiBG and AaBG post catalytic
poses. Glucose is relatively loose inside the deeper catalytic cleft of the GH1 enzyme, contacting the
unfavored water regions of Figure 4C majorly by the ligand extremities (Figure 5A). On the other hand,
glucose is more stereochemically fitted by the polar fence at the shallower catalytic cleft of AaBG. This
high stereochemical adequacy agrees with a higher enclosure of glucose by the polar residues of the �1
site in the GH3 (Figure S4) that in the GH1 enzyme (Figure 3A,B and Figure S2). The allocation of
glucose at the GH3 catalytic cleft is also more superposed to the unfavored hydration sites at this cleft
in Figure 4D in all their extension (Figure 5G–I).

Figure 5. Conformations recovered by the FEL profiles of the glucose positioning in GH1 and GH3,
colored by the GIST data. (A–F) GIST results and glucose positions occupancy at the respective FEL
regions 1–4 and two di↵erent samples of region 5 in GH1 in Figure 2B. (G–I) The analog profiles for the
FEL respective regions 1–3 in GH3 in Figure 2C. GIST positions are shown in yellow transparent surfaces
for water-interacting centers with gv(O) � 10.00 units of the bulk density and DGv

solv � +3.0 kcal/mol.
Glucose, shown in spheres in all the figures, is colored with carbons in cyan, oxygens in red, and
hydrogens in white (except for B, which was colored by APBS). Residues involved in the establishment
of the hydrophobic cage and regions important for the glucose escaping in GH1 are highlighted. AS:
Allosteric site. AC: Allosteric channel. A white asterisk (*) is used to point the site for water exclusion
confined by the hydrophobic cage between Y180, F349, and W350. The same figure colored by APBS
and GIST is available in the Supplementary Materials (Figure S13).



Molecules 2019, 24, 3215 9 of 24

Figure 5 suggests that the distinctions of topology, distribution of charge and unfavorable
hydration sites, as well of stereochemical adequation are straightly related to the dynamic di↵erences
of glucose on the GH1 and GH3 enzymes. The movement of glucose in a direction outside the active
site in the HiBG occurs according to this ligand, loosely bound at the catalytic cleft, di↵uses along
the hydrophobic paths and between the di↵erent hydrophobic subsites connecting the bottom to the
surface (Figure 5A–F). In Figure 5A,B, the respective decoys corresponding to the minima 1 and 2 in
Figure 2B and the poses in Figure 3A,B are depicted. It can be noted that from pose A to B, glucose
di↵uses from the catalytic cleft through a hydrophobic path that brings this ligand in proximity to the
apolar residues W350, F349, and Y180 (hydrophobic bottleneck). Then, subtle reorientations of the side
chains (majorly F349) promote a kind of hydrophobic cage, in which glucose tends to be retained, being
also impaired to return by the same path to the catalytic cleft (Figure 5C). The decoy here analyzed
corresponds to the minimum of region three from Figure 2B and the pose in Figure 3D. At this position,
glucose is orientated in a way that facilitates the establishment of hydrogen bonds with the D238
residue (AS, Figure S7, Tables S1 and S2). At the next decoy (corresponding to the local minimum
four in Figure 2B and the pose in Figure 3E), glucose is completely displaced to this AS (Figure 5D).
It can be noticed at this pose that glucose is positioned on a site with significant potential for water
exclusion, indicating that the binding to the AS is favorable due to the hydrogen bonds with D238 and
hydrophobic e↵ects. Continuous to this allosteric site, there is an allosteric channel (AC) delimited by
side chains from the loop C and an insertion of the loop B not usually present at the normal non-tolerant
GH1s, here called loop B+. This allosteric channel is filled by unfavorable hydration sites, forming a
hydrophobic path that connects the AS to the external environment. In Figure 5E, depicting a next
decoy from the region 5 of Figure 2B FEL, it can be noted that subtle movements of the residues at
the loops C and B+ promote at the same time a higher opening of the AC and a significant reduction
at the potential for unfavorable water retention at the region of the AS. In this way, the hydrophobic
e↵ect at this region diminishes, glucose becomes free to unbind the AS and follow by the enlarged
AC. However, the AC never loses its hydrophobicity completely. In Figure 5F, depicting a subsequent
decoy on the region five from Figure 2B, it can be noted that a set of hydrophobic patches remains, so
that glucose maintains itself at the proximity, establishing occasional CH/⇡ hydrophobic interactions.
This e↵ect, in turn, draws back the return of this ligand inside the active site. On the subsequent events
at the escaping MDs, glucose gradually unbinds this channel, or it is guided through the same channel
to outside, in both cases resulting in the exit depicted in Figure 3F.

For GH3, the unfavorable water sites also form narrow hydrophobic channels, some of them being,
in principle, compatible with possible guidance of glucose outside the active site in a similar way as on
GH1 (Figure 5G–I). However, in all representative decoys, this ligand presents higher stereochemical
adequacy to the polar catalytic cleft compared to the GH1 system. Also, the region where the ligand
binds in this cleft has higher superposition with unfavorable hydration sites. The catalytic cleft and its
immediate surroundings can be considered as hot spots of unfavorable water sites on the GH3 pocket.
In this way, the permanency of glucose at the catalytic cleft on the non-tolerant enzyme seems to be
favored both by the direct protein–ligand interactions and by the hydrophobic water exclusion e↵ects
(in consonance with the reduced number of water-mediated hydrogen bonds depicted for this system
at Table S5), so that glucose remains tightly bound at the GH3-glucose system along all the MDs set.

The same analysis concerning the protein–cellobiose MD simulations shows similar behavior to
the respective GH1–glucose and GH3–glucose complexes concerning the water retaining sites, but
with crucial distinctions relative to the presence of the two glucose monomers establishing interactions
with di↵erent subsites at the same time (Figure S8). For GH1, considering together the two respective
glucosides (the reducing and the non-reducing), a comparable trend can be seen where the ligand
occupies the same major subsites of the hydrophobic paths as in the glucose simulations. However,
a critical di↵erence is precisely the fact that the interactions of the non-reducing and the reducing
glucosides with the active site occur at the same time, reinforcing each other. This impairs the complete
withdrawal of the substrate from the active site, despite the relative mobility of the same. This same
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mobility, in the case of cellobiose inside the GH1 active site seems to allow a better synergic exploring
of the active pocket environment by the two glucosides. For instance, in Figure S11C, it can be noted
that the movement of cellobiose allows a synergic binding of the ligand reducing glucoside at the AS
and of the non-reducing close to the hydrophobic cage. Both regions are hot spots for hydrophobic
interactions according to the GIST results, as already described. The synergic interaction of both
glucosides at the two hot spot regions impairs the ligand to follow the AC or unbind the active site on
a similar way that glucose when interacting with the AS.

For the GH3, the additional reducing glucoside is considerably less fitted to the active site wall
and less superposed to the water exclusion sites than the non-reducing or the individual glucose
molecule (Figure S11D–F). This agrees with the high rotational mobility of the reducing glucoside
inside GH3 compared to the non-reducing one, as depicted in Figure 2E (third image) and Figure S5. It
is also in consonance with the lower number of contacts depicted for the same reducing glucoside in
Figure S8 and Tables S4–S6. Beside this, the presence of this extremity and its contacts with the external
loops (even though sparse) reduce the average enclosure of the catalytic fence and of the �1 subsite
residues around the non-reducing extremity, resulting in a higher mobility also for this extremity (as
can be noted in Figure S5) compared to the individual glucose in Figure S4.

In this way, the analysis of the data related to APBS, GIST and stereochemical fitting here presented
suggests an active pocket more suited to the residence of the substrate than the product on the tolerant
GH1 here studied, while there is apparent qualitatively opposite behavior for the non-tolerant GH3.

2.4. Evidence of the Participation of the D238 Residue and Neighborhood on the Glucose Catapulting Outside
the GH1 Enzyme

An interesting aspect is noted concerning the dynamics of D238 and its neighbor residues at the
two simulations in which glucose escapes completely from the active site. When glucose is far from
D238, this residue tends to make polar interactions majorly with the dyad K257 and N312 (Figure 6A,
first snapshot). As glucose is guided to the residue D238 by the hydrophobic paths and the protein
movements, as well other auxiliary polar interactions, the residue D238 interrupts its interactions
with the polar dyad and establishes hydrogen bonds with the glucose (Figure 6A, second and third
snapshots). In the next snapshots, the di↵usion of glucose in the direction of the AC and posterior
withdrawal of the active site is accompanied by a movement of D238 back to the K257-N312 dyad
(Figure 6A, fourth and fifth snapshots). The sequence of movements resembles a slingshot catapult, as
if the D238 caught the glucose and then, being attracted again to its polar partners, it threw the ligand
in the direction of the AC region. Although such movement has been observed at the two simulations
in which glucose escaped from the active site, presenting a relatively small sampling, its apparent
relationship with the withdrawal mechanism has not gone unnoticed. Beyond that, it involves a region
known for its importance in glucose tolerance [13,25,26].

In this way, the possible implications of such movement on the intrinsic mechanism of glucose
escaping from the tolerant GH1 enzyme will be included in the discussion section.
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Figure 6. Structure of the substrate channel of HiGB and the mechanism of glucose release. (A) Five
snapshots of the MD simulation that illustrate the slingshot mechanism and residues involved. (B)
Structure of the substrate channel organized into four sectors (1–4). A set of hydrophobic residues
is located in the entrance of this channel, mainly in the sectors 2, 3, and 4. Circles represent apolar
(blue), polar neutral (black), polar positively charged (magenta), and polar negatively charged (green)
amino acids. (C–E) Amino acid residues involved in the slingshot mechanism: E167, N236, D238, K257,
and N312.

3. Discussion

3.1. Tolerance and Inhibition are Dependent on a Set of Topological and Physical-Chemical Distinctions Between
the Respective GH1 and GH3 Active Sites

Many aspects of glucose tolerance in GH1s are not fully understood up to now. Previously
published studies attribute the tolerance of HiBG (and other glucose-tolerant GH1 �-glucosidases) to a
higher di�culty of glucose to have access to the catalytic cleft compared to the non-tolerant enzymes,
as AaBG (GH3) [12]. The issues described as limiting for the glucose access are the higher depth of
the substrate channel and the presence of gatekeeper hydrophobic residues at the tunnel entrance.
However, it is not clear why these aspects would not impair the access of the substrate to the catalytic
region equally.
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Another hypothesis points to the presence of an alternative allosteric binding site (AS) specific to
glucose that would impair the access of this ligand to the catalytic cleft, facilitating its withdrawal from
the active pocket. It is not evident why this alternative site would be more acceptable to glucose than
to cellobiose binding and what would be the dynamic/energetic mechanisms that could facilitate the
driving of glucose from the catalytic position to the same site and from the AS to outside the pocket.
Without such final liberation of glucose from this site, the retention of this ligand at the same would
favor more a transglycosylation process than tolerance [13].

Our computational results suggest a mechanism of glucose tolerance based on a combination of
the aforementioned attributes. Data here presented shed light on how these characteristics combined
allow a ligand launching mechanism intrinsic to the GH1 and more adapted to glucose than to the
substrate exit. The mechanism involves a set of particular characteristics of the tolerant GH1 active
site distinct from the non-tolerant GH3, each one of them in concurrence with the previous issues
pointed in the literature: (i) A di↵erent substrate/product stereochemical fitting relationship, favoring
more the substrate than the product fitting on the GH1 pocket and, apparently, the opposite in GH3.
This di↵erential fitting results on significantly higher mobility of glucose and greater responsivity of
this ligand to the protein dynamics inside the GH1 active site. In this way, glucose is easily guided
by the protein dynamics to the sites that favor its withdrawal, (ii) a di↵erent distribution of charge
and hydrophobicity at the GH1 and GH3 active pocket which tends to generate water constraining
paths in GH1, along which glucose tend to be hydrophobically driven to the exit zones, while in GH3
there is a favoring to the residence of this ligand on the catalytic cleft. Considering cellobiose, the
water-constraining paths in GH1 seem to create zones that facilitate the hydrophobic adjustment of
this larger ligand along di↵erent regions of the active site in simultaneous. In this way, the same
mechanism seems to contribute more e�ciently to the substrate permanency and the product escaping,
and (iii) the action of an allosteric site (AS) continuous to an allosteric channel (AC) typical of tolerant
GH1 enzymes. This allosteric site, together with the physical-chemical attributes, promotes a kind of
slingshot mechanism. In this mechanism, glucose is first guided to the AS. The small polar residue
at this site catches glucose and, boosted by the opening of the AC and by a set of local interactions,
catapults this ligand outside the active site.

3.2. The High Mobility of Glucose Inside the GH1 Active Site, Corroboration with the Sparse Electronic Density
of HiBG

In our MD sets, glucose inside the HiBG’s active site has demonstrated significantly energetic
accessibility to di↵erent regions (Figure 2B) corroborated by its considerable mobility (Figure 3) and
culminating with withdrawal in two independent MDs starting by two di↵erent poses (Figure 3F). This
high mobility agrees with the observed significantly lower stereochemical adjustment of glucose to the
catalytic cleft of the GH1 enzyme compared to GH3 (Figure 4E,F). This set of clues agrees with the
experimental evidence of the sparse electronic density, as well the atypical position of glucose at the
crystallographic structure of the HiBG-glucose complex compared to other non-tolerant GH1s (Figure
S1). The typical GH1-glucose crystallographic complexes present a well solved electronic density
(describing clearly all the heavy atoms with � = 1.5) at the �1 site (Figure S1A,B). However, glucose in
HiBG is located close to the exit (at the hydrophobic cage visualized at our MD studies) and with a
scarcer electronic density, hardly describing just the regions around the carbons 5 and 6, the oxygen
at the position 1 and the carbon-oxygen pair at which would be the position 2 (Figure S1C,D). This
evidence, per se, indicates higher mobility of glucose inside the HiBG compared to usual non-tolerant
GH1s, confirming our computational data. However, we must stress the possibility that the electronic
density described as from glycerol at the usual glucose position in HiBG should be from a still less
solved (and so, most mobile) glucose at this site (Figure S1D). Considering the sparse electronic density
that has allowed the attribution of the glucose identity at the hydrophobic cage at this structure, it
cannot be attributed to the uniqueness of the definition of the electronic density at the �1 site as if in
fact from glycerol or a second (and most mobile) glucose molecule. This absence of uniqueness persists
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even if we carry out an analysis with less strict � criteria (�  1, not shown). The presence of less
solved glucose at this site, together with a subtly better solved at the hydrophobic cage, would be in
conformity with the relative FEL values at the two sites in Figure 2 and with the lower stereochemical
adjustment at the �1 subsite depicted in Figure 4E.

3.3. The Importance of the Hydrophobic Subsites at the Exit and the Water Activity Modulation on The
Glucose Withdrawal

An unclear point in the importance of the hydrophobic gatekeeper regions described in the study
of Giuseppe et al. [12] is: if the hydrophobic residues restrict the entrance of glucose in the substrate
channel, why would they not restrict the entrance of cellobiose? Or even, would they be responsible for
retention of glucose in the middle of the substrate channel, which could cause the enzyme inhibition?

Our computational data show that the zones propense to ligand binding due to water exclusion
e↵ects in GH1 do not restrict just to the hydrophobic residues at the entrance of the channel. These
zones form true paths that connect from the bottom of the substrate channel (the catalytic cleft at the
�1 subsite) to the exterior region. In the case of the less stereochemically fitted product (glucose), the
movement of the protein and the modulation of the hydrophobicity along these paths is easily able
to conduct this ligand along them up to the AS/AC region and finally to the exit. In the case of the
two glucoside rings, the same movement of the protein leads this ligand to orientations that allow
the simultaneous interactions of both of those regions highly propense to water exclusion at the same
time that reinforces the interactions at each site in a cooperative way. The same physical-chemical
characteristics of the water-constrained paths mediate the paradoxical e↵ect of facilitating the glucose
di↵usion to outside and cellobiose permanency at the active site.

It is interesting to highlight that a significantly important region at the hydrophobic mediation of
the glucose withdrawal and cellobiose permanency, the hydrophobic cage composed by the residues
W350, F349, W169, L174, and Y180 (Figure 3C,D, Figure 5D, Figure S2, Figure S3, Figure S11B,C),
has a substantial corroboration from the literature. This is the region where the electronic density
of glucose (even than sparse) is solved in HiBG. The residues W169 and L174 are described in the
literature as promoters of glucose tolerance [3]. The W350 is a conserved residue in GH1 enzymes.
The establishment of the hydrophobic cage is strongly determined by movements and packing of the
residues F349 and Y180. The F349 is located on a small insertion at the loop C, found on the HiBG but
not at the usual non-tolerant GH1s. Considering the positions topologically analogous to these two
hydrophobic residues and based on the five GH1 PDBs used as a comparison in Figure S1, we usually
find hydrophobic residues, but relatively smaller, such as alanine or leucine at the analogous position
to 180 and valine or methionine on the analogous to 349. While the characteristic remains, the volume
and coverage at these hydrophobic regions can be a target in the improvement of glucose tolerance in
usual GH1 enzymes.

For the GH3 enzyme, the catalytic cleft seems to represent a hotspot for water exclusion that,
together with higher stereochemical adjustment to glucose, seems to be a determinant factor in the
product permanency on the catalytic site in our simulations. Future studies of rational design of more
glucose-tolerant GH3s can take the enhancing of the hydrophobicity at the flat region immediately
outside the catalytic cleft and promote a higher water exclusion e↵ect compared to the cleft itself.
This could be of interest due to the higher usual catalytic activity of this class of enzymes [29,30].
Another possibility could be the shortening of the external loops, once their approximation contributes
to bringing the �1 subsite residues on the imprisonment position around glucose (Figure S4). This
position seems to contribute to the high stereochemical fitting of the product at the catalytic cleft and
the high constraining of unfavorable water molecules at the apo state (Figure 4D,F, Figure 5G–I), both
contributing to the product retention.
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Due to the idiosyncratic polarity characteristics of carbohydrates (i.e., being polar ligands, but
with CH/⇡ interactions accounting to their interactions with protein-binding sites), it is not surprising
that the ability to interact with hydrophobic paths has an influence on their residence or escaping in
�-glucosidases [31].

3.4. The Importance of an Allosteric Site/Channel and a Slingshot Mechanism for the Glucose Withdrawal

Our MD data confirm the role of D238, the analogous position of the residue 228 previously
described in [13,25], as an allosteric sub-site responsible for impairing the occupancy of glucose at the
catalytic cleft. More than this, the data here presented depicts the first dynamic/energetic description
of the mechanism by which this site promotes such e↵ect.

The fundamental role of this position at the glucose immobilization and driving to the exit seems
to be dependent of previously described hydrophobic paths, of its continuity to an allosteric channel
(AC) formed between the loops C and B+ (Figure 5D–F), as well as local interactions at its neighborhood
that promote a kind of slingshot, catapulting glucose outside (Figure 6). The e↵ect of mutations that
enhance the access to this site on the increase of glucose tolerance, as described in [13,25], can be better
understood in the face of the present data. Additionally, it is important to highlight the participation of
loop C in the formation of the AC from where glucose finally escapes in our simulations. The loop
C topology has been already described as a determinant for glucose tolerance in GH1 enzymes [3].
Moreover, in loop C are located the W350 and F349 residues, both fundamental to the establishment of
the hydrophobic cage.

Beyond the role of the hydrophobic paths, other polar interactions seem to be relevant for
the guidance of glucose up to the AS position at the D238 residue (Figure 6B–E). If we divide the
catalytic pocket of the GH1 enzyme into a set of sections (based on the statistically relevant sites
depicted in Figures S6–S9 and Tables S1–S6 and the active site topology), we obtain the Sections 2–4
majorly hydrophobic and the Section 1 (where the D238 residue is located), majorly polar (Figure 6B).
Sections 2–4 participate more actively on the establishment of the water constraining zones that create
a hydrophobic way to conduct glucose from the catalytic cleft to the hydrophobic cage. However,
along the glucose path to the hydrophobic cage and from there to the AS, this ligand is also guided by
hydrophilic interactions with residues from the Section 1 and neighbors, overall, the catalytic E167
and N236 (Figure 6C–E). Between them, N236 has been already described as presenting significant
importance in the glucose tolerance mechanism [32].

The results here presented shed light on the molecular mechanisms that lead to the glucose
tolerance/inhibition paradox between GH1 and GH3 enzymes. They allow the proposal of a detailed
description of the mechanism of selective glucose escaping in glucose-tolerant �-Glucosidases (here
called slingshot mechanism) and why the same mechanism is not facilitated in an intolerant GH3. We
expect that new industrially promising modifications on GH1 and GH3 enzymes can be formulated in
the future. Figure 7 presents a model of the tolerance/inhibition mechanisms here proposed, including
all the physical-chemical elements.
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Figure 7. The sequence of molecular events that lead to glucose tolerance at the GH1 enzyme and
inhibition at the GH3. (A) Slingshot mechanism influences the glucose tolerance of the HiBG GH1
enzyme. Figure 7A1–8 shows the most probable sequence of events (based on the computational issues
here recovered), from the hydrolysis to the final elimination of the non-reducing glucose. (B) Cellobiose
cannot so easily escape from the HiBG substrate channel. The sequence of events depicted in B1–4 is
similar to the events described for glucose. However, the higher set of synergic interactions involving
the protein and the two glucose rings in cellobiose draws back the substrate. (C) At the shallower
and more charged pocket from the AaBG GH3 enzyme, the catalytic cleft is more stereochemically
fitted to glucose. Besides this, the same constricted cleft tends to retain a higher set of unfavorable
water molecules that are more e�ciently liberated with the glucose binding. (D) The relatively small
cleft of AaBG is less stereochemically suited to cellobiose than to glucose, resulting in higher ligand
mobility and less unfavorable water elimination. AC: Allosteric channel. Unfavorable waters (black)
are energetically constrained water molecules, favorable waters (yellow) depict water molecules
liberated or energetically relaxed, bold countered residue names depict residues involved in interactions
at the represented state, transparent residue names are residues not involved in interactions at the
represented state.

4. Materials and Methods

4.1. Protein and Ligand Structures

The crystallographic structures of �-glucosidase A from Humicola insolens in complex with glucose
(PDB: 4MDP, with a 2.05 Å resolution) [12], as well �-glucosidase 1 from Aspergillus aculeatus in complex
with glucose (PDB: 4IIG, 2.30 Å resolution) and cellobiose (PDB: 4IIH, 2.00 Å resolution) [33] were both
collected from the Protein Data Bank [34].
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For 4MDP structure, glucose is not found on the catalytic cleft, where it use to be found on other
GH1-glucose crystallographic complexes (as in PDB: 3VIJ, PDB: 4PTX, PDB: 3WH6, PDB: 2JIE, PDB:
2O9T, PDB: 2E40, the last, complexed with gluconolactone), but packed between the residues W169,
L174, F349, and W350, on an intermediary position between the catalytic cleft and the active site exit,
henceforth cited as the intermediary site (IS, Figure S1A). On the other hand, close to the usual position
of the catalytic cleft (depicted by the E167 and E377 catalytic acids), there is crystallographic glycerol in
HiBG (Figure S1B). While the electronic density of the PDB:4MDP glucose at the IS is significantly
sparse compared to the glucose on the catalytic cleft on the other structures (Figure S1C), suggesting
that a glucose transition site, the electronic density of HiBG crystallographic glycerol is approximately
as high as that from the glucose usually found at this position (Figure S1C,D). Considering the relative
chemical similarities between glycerol (a poly-alcohol) and carbohydrates, as well as the catalytic cleft,
the usual position of glucose in GH1 enzymes, we have used two di↵erent starting structures for our
GH1 MD simulations: The crystallographic one (with the original glucose starting at the experimental
IS position) and a prepared one, with glucose at the catalytic position. This last structure was built by
structural alignment with the Neotermes koshunensis �-glucosidase A complexed with glucose (PDB:
3VIJ, resolution of 1.03 Å), conserving the glucose from this last complex and the protein from the PDB:
4MDP one. The alignment was carried out considering just the protein backbone (RMSD of 0.6 Å)
using the PyMOL software. For the GH1-cellobiose complex, once there is no experimental structure of
the HiBG complexed with cellobiose, we have carried out just the structural backbone alignment with
the PDB: 3VIK (N. koshunensis � glucosidase in complex with cellobiose, with a resolution of 1.10 Å
and alignment RMSD of 0.611 Å), conserving the cellobiose from the PDB: 3VIK structure. For the
simulations of the GH3 systems, both the protein structures and the respective glucose and cellobiose
at the catalytic clefts of each original PDB were properly used.

For all the respective systems, the protonation states of the histidines were estimated by the H++
online server using the default salinity and dielectric parameters (respectively, 0.15 M, the internal
dielectric of 10 and 80) and pH 7.00 [35].

4.2. Molecular Dynamics Simulations

All the systems were solvated with a TIP3P cubic box with a 12 Å padding (measured from
the outermost point of the protein) using the plugin tleap of the AmberTools package [36]. Na+

and Cl� ions were added until neutrality and ionic strength of 0.15M. In each system, the protein,
water, and ions were described by the ↵99SB AMBER force field, while the respective carbohydrates
were described by GLYCAM06 [37,38]. All the simulations were carried out at the NPT ensemble,
keeping the temperature at 300 K by a Langevin thermostat and the pressure at 1 bar with an isotropic
implementation of the Berendsen barostat. Periodic boundary conditions were carried out, using a
cuto↵ of 10 Å for the nonbonded interactions, and solving the long-range electrostatic interactions by
particle mesh Ewald (PME). The respective 1–4 interactions for protein and carbohydrate were scaled
according to the specific default politics of each force field. All the simulations were executed using as
a numeric integrator the AMBER16 software [36], a numeric time step of 2 fs and treating the hydrogen
coordinates by the SETTLE constraint algorithm.

After the above-mentioned system prepare, a minimization/relaxing protocol was carried out
consisting of: (i) 1000 steps of energy minimization by conjugate gradient, (ii) 300 ps of NPT
pre-relaxation with harmonic restraint for protein and carbohydrate, (iii) 200 ps NPT relaxation removing
the carbohydrate restrains, (iv) 200 ps of NPT relaxation without restrictions to the side chains of the
residues 5 Å around the ligand, (v) 200 ps of NPT relaxation with no restrictions for the whole residues
around the ligand, (vi) 10 ns of unprecedented NPT pre-production. This protocol was carried out in
five replicates for the respective starting structures (after their respective protonation, solvation, and
ionization) from each one of the five systems: HiBG-cellobiose, HiBG-glucose (crystallographic position),
HiBG-glucose (catalytic position), AaBG-cellobiose, and AaBG-glucose. Henceforth, these specific
starting systems will be called as GH1-cellobiose, GH1-glucose-1, GH1-glucose-2, GH3-cellobiose,
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and GH3-glucose, unless previously mentioned in the opposite. After that, from each one of these
respective five replicates per system, an independent productive MD protocol was carried out with
the reinitializing of the velocities for a 300 K compatible distribution, the carrying out of a 60 ns NPT
simulation (300 K and 1 bar) and saving the coordinates at every 4 ps. Altogether, five completely
independent sampling simulations were carried out (from the minimization/relaxation to the productive
step) for each respective GH1–cellobiose, GH3–cellobiose, GH3–glucose system and ten completely
independent for the GH1–glucose system (considering the two di↵erent starting points for glucose at
this system). For the GH1–glucose-2 system, the specific simulation in which the glucose releasing has
turned evident was extended up to 90 ns (30 ns more) in order to allow the complete exit of this ligand.
In this way, and taking together all the independent simulations, a sampling corresponding to 300 ns
of productive MD (encompassing 75,000 frames) was collected for each respective GH1–cellobiose,
GH3–glucose and GH3–cellobiose system and a 630 ns one (corresponding to 157,700 frames) for
the GH1-glucose.

We also carried out GIST (grid inhomogeneous solvation theory) designated MD simulations just
for the protein chain of the representative conformers selected from the protein–ligand FEL profiles.
Firstly, we extracted the ligand and solvated the protein on an octahedral box using the AmberTools
package with a minimum distance between the box edge and the protein of 12 Å [39]. We used the
same TIP3P water model and described the protein–water system with the same ↵99SB force field
and used the same H++ estimated protonation states previously applied at the sampling MD. In
sequence, we equilibrated and simulated the systems at respective 100 ns of productive MDs, but
with 50 kcal.mol�1 coordinate restraints for the entire protein, as required by GIST analysis [40] at
AMBER18 [39]. Moreover, we did describe the ions explicitly for the GIST designated MDs, having
neutralized the system by a uniform plasma algorithm, as implemented in AMBER18. This last
approach is recommended, in order to reduce the solvent complexity and allows the use of the
respective references for bulk density and water–water interaction energy as the one of pure TIP3P
simulations (see Section 4.6 below). All the remaining NPT and general MD conditions were maintained
according to the sampling MD methodology above described. The coordinates were saved at every
100 ps for the GIST analysis itself.

4.3. MD Trajectories Analysis

2D-RMSD plots (all the frames against all the frames) related to the protein backbone were
carried out using the cpptraj plugin from AmberTools [36] to check convergence along the di↵erent
simulations for each di↵erent system. For the GH1-glucose system, in special, this analysis was carried
out considering in separate simulations the two respective starting orientations of the glucose as these
two systems together.

Principal component analysis (PCA), considering the protein backbone as the ligand heavy atoms
were carried out using WORDOM [41]. In both cases, the covariance matrix calculation, diagonalization,
and estimation of the eigenvector projections were made aligning the protein backbone of all the
MD frames to the average structure. Principal components (PC) of proteins represent internal
(conformational) movements, while the ligand PC is dominated by the translational and rotational
motions of the ligand inside the active site.

To analyze the pattern of the di↵erent contact types between the ligand and protein (direct hydrogen
bonds, water-mediated hydrogen bonds, and hydrophobic contacts) along the di↵erent active site
sub-regions, we used the LIGPLOT software [42]. For hydrogen-bond calculations, we considered
2.7 Å as the maximum hydrogen–acceptor distance and 3.35 Å as the maximum acceptor–donor one.
Non-bonded contact parameters were performed using 2.90 Å as the minimum-contact distance and
3.90 Å as the maximum-contact one.
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4.4. Ligand–Protein Free Energy Landscape Estimations

To get a glimpse of the product/substrate energetic freedom inside and outside (for the system in
that the ligand is released) the active site of each protein, we estimated the Gibbs free energy landscape
(FEL) from the pose density using the plugin GMX from Gromacs 2.1 [43]. This algorithm uses a
histogram method to estimate the relative DG at di↵erent subregions of a 2D sampling space of two
collective variables (respectively r1 and r2), descriptors of the phenomena of interest (in this case the
ligand position along the trajectories) [44]. The DG value at each subregion of the 2D plot is estimated
by the Boltzmann distribution probabilities along this space according to the (1):

DG(r1, r2) = �kbT lnP(r1, r2) (1)

For the purpose of this study, r1 was set as the cartesian distance between the respective geometric
centers from the ligand and a reference residue at the deeper part of the catalytic site, where r2 was the
angle involving these two respective geometric centers and the geometric center of the protein. For the
GH1 protein studied here, the reference residue was the catalytic E378, while for GH3 it was the H121
at the �1 site.

Finally, from the FEL minima, the representative poses of the ligand pathway along the active
site were selected using a homemade algorithm that located the more densely populated grids along
di↵erent subregions of the 2D histogram and the respective trajectory frames that more approximated
from these values (in r1 and r2).

4.5. Poisson–Boltzmann Surface Area

To get insights into the mechanisms of energetic complementarity of the protein active site to
the substrate and product at the representative poses accessed along the MD simulations, both the
electrostatic potential distribution along the protein surface (with special attention to the active site)
and the water energetics along the same active site were estimated and compared.

In order to have a glimpse of the electrostatic potential distribution, we estimated the
Poisson–Boltzmann surface area, with the integrated use of the online versions of the PDB2PQR and the
adaptive Poisson–Boltzmann solver (APBS) tools, respectively [45–48]. Basically, the PDB2PQR software
was used to generate the input files for the PBSA calculations with APBS, i.e., the pqr file, containing
the PDB atomic coordinates as well the atomic charges and radii at the respective beta and gamma
columns, and an input file containing the grid dimensions, external and internal dielectrics, solvent
probe radius, as well the remaining parameters for the Poisson–Boltzmann equation approximation.
In sequence, APBS was used to estimate the surface electrostatic potential along the protein surface
according to the linearized numerical approximation of the di↵erential Poisson–Boltzmann equation,
the original di↵erential equation depicted in (2):

r2 = � c0 �

✏ solv . ✏ sol

"
e
�� (x,y,z)

k BT � e
� (x,y,z)

k BT

#
(2)

where  is the electric three-dimensional potential along the solute surface, c0 is the solvent ionic
concentration (here considered at the default of 0.15 M), "solv and "sol are the respective dielectric values
of the solvent (here considered at the default of 78.54) and of the solute (i.e., the protein, here considered
at the default of 2), � is the absolute value of the charge of an electron (1.602 ⇥ 10�19 coulombs).

In order to be self-consistent, the atomic charges were attributed according to the same AMBER
force fields previously used on the MD simulations (↵99SB for the protein and GLYCAM06 at the single
calculation made for glucose) and the same protonation states were equally preserved. The remaining
PBSA parameters were taken to APBS calculations by the software default.

The PBSA maps generated by the grid files were analyzed as images at the VMD software [49].
To analyze the electrostatic distribution in a comparative approach, the electrostatic maps were
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superposed at the respective structures using a color scale in the range of �20.00: 0.00: 20.00 for the
dimensionless surface electrostatic potential  in all the systems.

4.6. Grid Inhomogeneous Solvation Theory Analyses

The structural water occupancy and energetics around the active site was analyzed by the grid
inhomogeneous solvation theory (GIST) of the representative conformers of the minima obtained
from the FEL analysis. The concept of GIST is briefly outlined in this section. For a more detailed
discussion of the theoretical background, we recommend the studies described in [40,50,51]. For a
better glimpse of the state of the art concerning the recent usability of this technique in di↵erent and
complex biochemical systems, accurate examples can be found in [50,52,53].

Basically, GIST is a method to calculate the position-dependent free energy of the water molecules
in a system on a grid-based approach. The method is made in combination with molecular dynamics
simulation and takes into consideration only the phase space of the water molecules, restraining the
solute to a single conformation. As this is a rough simplification of a mobile solute, multiple GIST
calculations can be used to estimate the free energy of solvation to di↵erent conformers q of this same
solute DGsolv(q). The final results according to the di↵erential probability of each conformer p(q) by
the summation (3):

DG solv ⇡ SDG solv(q)p(q) (3)

The objective of the GIST calculations was to compare the di↵erences in the energetic behavior
of the water along the extension of the protein surface at the active pocket. This aimed to estimate
the contribution of this same water energetic di↵erences on the accessibility of the ligand to migrate
from one subsite of the active pocket to the other as well from each subsite to the bulk or vice-versa
(looking for possible paths of ligand escaping or retention based on the water exclusion principle). In
this way we did not integrate the grid estimated DGsol values, analyzing the results on a per voxel
approach, i.e., we estimated the free energy of water molecules transfer from the bulk to di↵erent
subsites of the studied proteins at di↵erent decoys from their respective FELs. These subsites, in turn,
are computationally described as di↵erent voxels v. This per voxel DGsol value (here called DGv

sol), in
turn, can be naturally split in two respective enthalpic and two respective entropic per voxel terms as
shown in (4):

DG v
solv= DE v

sw+ DE v
ww� TDSv

trans� TDSv
orient (4)

where the enthalpic terms Dsw and DEww are the respective solute–water and water–water interaction
energies per voxel, as calculated by the molecular mechanics’ force field. The solvation entropy terms,
in turn, encompass the respective contributions of the translational DStrans and orientational (i.e.,
angular) D Sorient of the water molecules around the di↵erent voxels, defined as Shannon entropies and
algorithmically calculated via the nearest neighbor estimats and orientational (i.e., angular) D Sorient of
the water molecules around the di↵erent voxels, defined as Shannon entropies and algorithmically
calculated via the nearest neighbor estimation [42,52–54]. All terms depicted in (4) are state functions,
and therefore, need a reference state. In our case, the simulation of pure water model TIP3P was done
without any solute. The reference value for the water–water interaction is, therefore, �9.533 kcal/mol,
whereas the reference values for the remaining terms DESW, DStrans, DSorient are zero. At the specific
case of the D Ev

ww, with a non-zero reference value, and considering our per voxel approach, it is also
necessary to consider how much each voxel is populated on average by water molecules along the
simulation frames compared to the pure water. In this way, the reference water–water interaction
in each voxel Ev

ww(Ref) was calculated multiplying the respective numerical values of the reference
energy in units of kcal/mol on a simple water–water interaction (�9.533) by the reference water density
in units of water molecules/Å3 on a pure TIP3P simulation (0.0329) and the average per frame number



Molecules 2019, 24, 3215 20 of 24

density of water oxygen centers found in each voxel compared to the bulk density (gv(O) in units of
Å3/0.0329 molecules), resulting in the equality 5:

E v
ww(Re f ) = �0.3136 g v(O) kcal/mol (5)

We have carried out the GIST analyses by the algorithm implemented at the cpptraj tool of
the most recent version of the AmberTools package [36,55]. To proceed with the calculations of the
respective total values of D Ev

sw, D Ev
ww, D Sv

trans, and D Sv
orient from the density-weighted values

firstly returned by the GIST tool from AMBER, as well to combine these values in order to obtain
the DGv

solv values, we used the GISTPP tool [55]. The protocol used was that described in the same
reference, as well as in the related tutorial provided by the authors’ website. The only addendum
was the procedure to subtract the per voxel water–water interaction reference Ev

ww(Ref) estimated
according to (5) in order to obtain the correctly bulk referenced D Gv

sol values.
Looking for a higher simplification of the analysis, in all the calculations, only the protein

was considered in the GIST preparative MDs and the GIST calculations. In this way, the e↵ect of
the carbohydrate ligand was considered as responsive to the water energetic e↵ects occasioned by
the protein macro-environment. Although this approach carries the error of depreciate possible
modulations of the local water energetic by the ligand (overall dealing with hygroscopic ligands as
carbohydrates), to introduce a rigid carbohydrate (being a naturally high flexible ligand) on the GIST
designed MDs, as well on the GIST calculations themselves, could introduce more local artifacts than
accuracy. Besides this, it is reasonable to suppose, overall on the semi-quantitative per site analysis
here carried out, that the protein macro-environment will provide a more deterministic influence on
the water energetics and that the small glucose or cellobiose molecule will respond to that.

The reference solvent density (as mentioned above) was considered as 0.0329 water molecules/Å3

(adequate to the TIP3P model), and the default value of 0.5 Å was used for the grid size (volume
of 0.125Å3 for each voxel). For all the GH1 conformers, analyses were carried out at the same box
containing grid dimensions equal to 70, 90 and 80 at the respective X Y Z axes. Analogously, the GIST
analyses were carried out at the same 90, 90, 90 grid box for all the GH3 conformers. In both cases, the
box was placed in such a way to encompass the catalytic residues, the +1 and -1 sites, as well the +2
one in the case of the GH1 enzyme, beyond all the extension of the exit channel and loops around.

Finally, for the analysis of the significantly favorable or unfavorable (i.e., constrained) hydration
regions, only the sites containing water molecules considerably retained (respective gv(O) values �
10 units of the bulk density) and with DGv

solv values respectively  �3 kcal.mol�1 or � 3 kcal.mol�1

were considered.

5. Conclusions

We used molecular dynamics simulations to understand the behavior of glucose and cellobiose in
a GH1 (HiBG) and a GH3 (AaBG) �-glucosidase. We hypothesize that the explanation for glucose
tolerance is related to a sophisticated mechanism of ligand release by the substrate channel, herein
called “slingshot mechanism”, that a↵ects glucose more than cellobiose in GH1 enzymes. The proposed
mechanism is in agreement with previous studies [3,12,13,25], confirming that the shape of the substrate
channel of glucose-tolerant enzymes, the pharmacophoric properties of amino acids, the a�nity of
glucose by allosteric sites, and the protein motion act together to allow the glucose tolerance. It suggests
that ligands in glucose-tolerant �-glucosidases are guided to a hydrophobic bottleneck region in the
entrance of the substrate channel and released by interactions with a hydrogen bond acceptor amino
acid residue present in this region (D238 in HiBG, Videos S1 and S2). Furthermore, the dynamics of
favorable and unfavorable waters, the electrostatic distribution, as well as the product/substrate fitting
relationship contribute to explain the glucose tolerance of GH1 �-glucosidases and the non-tolerance
of the GH3s. The results presented in this paper open new pathways for elucidating the mechanisms
of tolerance and inhibition by the product. Beyond that, they give new insights for the rational design
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of new enzymes resistant to inhibition and, consequently, the viability of the large-scale production
of biofuels.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1420-3049/24/18/3215/s1.
Supplementary PDF file (Figures S1–S13, Tables S1–S6). Video S1: MD of the glucose exit in a glucose-tolerant
GH1 �-glucosidase (also available at <https://youtu.be/fzWynXUbdcI>). Video S2: Interactions among glucose,
D228, K257, and N312 (also available at <https://youtu.be/7VzR0CVag6I>).
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Apêndice 9. Estratégias para produção de β-glicosidases glicose-

tolerantes 
 

Partindo de uma estrutura de β-glicosidase experimentalmente caracterizada como pouco efi-

ciente para produção de biocombustíveis, sugere-se melhorar sua atividade seguindo os se-

guintes passos: 

1. Determine experimentalmente a estrutural tridimensional da enzima; 

a. Caso não seja possível, pode-se determinar a estrutura primária por sequenci-

amento; 

b. Modelar por comparação; 

2. Determine os resíduos do bolsão catalítico; 

a. Os resíduos presentes no canal que leva ao sítio ativo têm sido reportados co-

mo de grande importância para glicose-tolerância; 

b. Para determiná-los, pode-se realizar alinhamento estrutural de sua β-

glicosidase com a β-glicosidase de N. koshunensis (3VIK) e extrair os resíduos 

da sua enzima a uma distância de 6,5 Å da celobiose de 3VIK; 

c. É importante ressaltar que foram reportadas algumas mutações que afetam a 

termoestabilidade de β-glicosidases em sítios distantes do bolsão catalítico, 

como por exemplo a mutação M416I na β-glicosidase de Bacillus polymyxa 

(LOPEZ-CAMACHO et al., 1996); 

3. Verifique a subsequência consenso “HWNEWCLHNLTANYYTNEWEWF”; 

a. Ela é composta pelos resíduos que mais aparecem nos bolsões catalíticos das 

glicose-tolerantes; 

b. Para obter-se os resíduos correspondentes pode-se realizar: 

i. Alinhamento de sequências (programas: Clustal ou BLAST); 

ii. Alinhamento estrutural (programas: MultiProt ou PyMOL); 

c. A subsequência corresponde na β-glicosidase de T. brockii aos resíduos: H121, 

W122, N166, E167, W169, C170, L174, H181, N224, L225, T226, A244, 

N297, Y298, Y299, T300, S302, E355, W402, E409, W410 e F418; 

d. Atenção ao aminoácido na posição 224. Essa posição varia muito em enzimas 

da família GH1, enquanto nas glicose-tolerantes é ocupada por uma asparagina 

ou uma alanina; 



 
 

e. A substituição de um aminoácido polar, básico ou volumoso na posição 228 

por resíduos pouco volumosos capazes de agir como aceptor em ligações de 

hidrogênio, como serina, treonina ou cisteína pode aumentar a resistência a 

inibição; 

f. A troca de um aminoácido hidrofóbico por um aminoácido polar na posição 

181 também pode ser benéfica para a hidrólise, uma vez que permite a forma-

ção de um túnel de água até o sítio ativo; 

g. A presença de um triptofano e uma leucina nas posições 169 e 174 pode favo-

recer a liberação da glicose e reduzir a inibição; 

h. Mutações nos resíduos do sítio ativo E167 e E355 pode resultar na completa 

inativação da enzima (WITHERS et al., 1992), portanto não são recomendadas 

(o mesmo é válido para H121); 

i. Além dos resíduos H121, E167 e E355, os resíduos W122, N166, N297, Y299, 

W402, E409, W410 e F418 aparecem em mais de 90% das glicose-tolerantes, 

logo podem ter algum papel importante na ligação do substrato. Entretanto, 

deve-se levar em consideração que uma mutação nesses resíduos pode gerar 

características não encontradas em outras β-glicosidases glicose-tolerantes (ou 

pelo menos ainda não reportadas na literatura), que podem ser benéficas ou 

não; 

j. Padrões que caracterizam a glicose-tolerância em sequências são complexos de 

ser analisados pelo olhar humano. Logo a combinação de possíveis mutações 

benéficas pode ser transferida por meio de técnicas que usam informações de 

estruturas tridimensionais. Esta tese sugere o uso do SSV; 

4. Construa mutantes in silico; 

a. A validação de mutantes in silico pode ajudar a determinar melhores mutantes 

para serem testados em bancada, o que permitirá uma redução de custos; 

b. Podem ser implementadas com ferramentas como PyMOL ou MODELLER;  

c. Aplicação de minimização e dinâmica molecular pode gerar melhores resulta-

dos, entretanto aumenta os custos computacionais (tempo de processamento); 

5. Determine proteínas template; 

a. Para β-glicosidases recomenda-se o uso da base BETAGDB como referência 

para templates; 

b. Entretanto, outras enzimas podem ser utilizadas como referência. SSV irá de-

tectar padrões na assinatura da base de referência e avaliará quais mutações 



 
 

aproximam a proteína selvagem da proteína template. Por esse motivo, SSV 

pode ser generalizado para outros tipos de enzimas; 

6. Execute SSV; 

a. SSV pode ser executado online pelo site: <http://bioinfo.dcc.ufmg.br/ssv>. En-

tretanto, o site permite que apenas uma mutação seja testada por vez; 

b. Para execução em larga escala pode-se fazer o download do código-fonte do 

SSV e dependências e executar localmente (requer Python e Perl instalados). 

Neste caso, recomenda-se realizar todas as mutações possíveis nos resíduos do 

bolsão catalítico e, eventualmente, testar algumas combinações de mutações; 

7. Filtre os resultados; 

a. Dependendo da quantidade de mutações testadas, SSV pode sugerir muitas 

mutações; 

b. Assim, pode-se combinar SSV com outras estratégias para propor mutações, 

como por exemplo, estratégias baseadas sequências (alinhamentos com Clustal 

Omega, análises com o ProSAR), conservação na família (SIFT), impacto na 

diferença de variação de energia livre (mCSM) ou outras análises baseadas em 

estrutura tridimensional (active site constellations e BioGPS); 

c. SSV pode ser utilizado em conjunto com outras ferramentas para obter suges-

tões de mutações mais recomendadas; 

8. Teste em bancada; 

a. Após definidas possíveis sugestões de mutações é importante que sejam testa-

das em bancada; 

b. Este trabalho usou dados obtidos da literatura nos estudos de caso que valida-

ram o modelo proposto. Entretanto, reforça-se que é de vital importância que 

dados sejam validados em bancada.  

 

Por fim, algumas considerações devem ser descritas. A glicose-tolerância é a caracte-

rística descrita na literatura como de maior importância para a melhoria de enzimas utilizadas 

na produção de biocombustíveis de segunda-geração. Porém, para a indústria é de vital impor-

tância que as mutações gerem um real aumento na conversão da matéria-prima em açúcares 

fermentáveis, como o aumento da conversão do bagaço da cana entre 14 e 35% detectado no 

trabalho de CAO et al. (2015). Logo, para a seleção de β-glicosidases para uma produção 

mais eficiente deve-se considerar diversos fatores, como o tipo de processo que será adotado 

(SHF ou SFF), o ambiente em que a β-glicosidase será utilizada (temperatura e pH), a maté-



 
 

ria-prima usada, o organismo que irá produzir as β-glicosidases e se ele estará no meio ou a 

produção será separada e haverá a suplementação da enzima. Ou seja, deve-se levar em con-

sideração muitos fatores, que podem ser utilizados na etapa de definição dos templates. 

Além de tudo isso, deve-se apontar que é possível sintetizar proteínas já reportadas 

como glicose-tolerantes com base na sequência disponível em bancos de dados públicos. En-

tretanto, muitos grupos de pesquisa preferem trabalhar com proteínas cujo protocolo de mani-

pulação em bancada já esteja estabelecido em seu grupo, devido a dificuldades técnicas em 

etapas como expressão e purificação. Para esse público-alvo, as mutações pontuais avaliadas 

por SSV podem ser de grande utilidade. 

 

  



Apêndice 10. Número de contatos entre resíduos e celobiose em β-glicosidases GH1 glicose-tolerantes. 
Organismo/Metagenoma # 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

Thermoanaerobacter brockii 
Resíduos H W N E W C L H N L T A N Y Y T S E W E W F 

Contatos 0 20 1 108 135 60 97 109 147 6 167 51 0 0 205 146 151 6 3 41 57 0 

Nasutitermes takasagoensis 
Resíduos H W N E R T D M D N A F N F Y T N E W E W F 

Contatos 7 38 7 103 740 261 275 306 238 0 51 8 0 0 100 28 242 17 13 172 121 6 

Metagenome China South Sea 
Resíduos H W N E F C L H N F T A N F Y T Q E W E W F 

Contatos 3 49 8 131 44 91 171 189 402 0 118 0 0 0 121 42 183 30 9 100 147 0 

Thermoanaerobacterium ther-

mosaccharolyticum 

Resíduos H W N E W C L H N L N A N Y Y T A E W E W F 

Contatos 5 46 5 124 271 97 262 154 162 0 398 51 0 0 126 52 100 12 6 47 66 6 

Metagenome Turpan Depression 
Resíduos H W N E W V G L N I E R N W Y T A A W E W F 

Contatos 8 100 14 176 194 129 30 97 177 0 121 0 0 0 172 3 0 41 30 122 222 16 

Trichoderma reesei 
Resíduos H W N E W C L F N G D R N H Y T N E W E W F 

Contatos 11 124 16 179 93 76 153 219 273 0 98 3 0 0 188 0 0 45 41 116 125 38 

Caldicellulosiruptor bescii 
Resíduos H W N E Y C L H N L T S N Y Y T A E W E W F 

Contatos 3 51 11 226 151 73 533 128 284 0 204 0 10 0 218 6 0 40 21 90 115 9 

Thermoanaerobacterium aotea-

roense 

Resíduos H W N E W C L H N L T A N F Y S S E W E W F 

Contatos 0 47 3 136 192 73 154 106 136 1 255 3 0 0 249 206 211 18 6 24 42 4 

Metagenome soil 
Resíduos H W N E L C I M N L S A N Y Y F A E W E W F 

Contatos 24 202 22 150 3 80 273 12 397 2 6 0 1 0 213 232 0 77 71 116 309 28 

Metagenome Kusaya gravy 
Resíduos H W N E Q C L H T C G E N I Y N Y E W E W F 

Contatos 5 60 8 73 0 4 141 168 83 2 0 26 0 0 62 3 193 28 14 102 112 9 

Bacillus subtilis 
Resíduos H Y N E N H A - - A T N S Y Y M M E W S A Y 

Contatos 14 107 47 288 118 194 91 0 0 4 101 38 65 3 155 57 56 208 206 116 127 133 

Neotermes koshunensis 
Resíduos H W N E L T D M N I N Y N F Y F L E W E W F 

Contatos 10 73 10 200 101 279 303 171 326 5 346 53 0 0 157 0 72 30 22 134 47 21 

Exiguobacterium antarcticum Resíduos H W N E W C L H N L A A N F Y S N E W E W F 



 
 

B7 Contatos 4 43 4 123 347 51 117 124 213 5 170 4 0 0 211 91 423 19 8 51 50 13 

Fervidobacterium islandicum 
Resíduos H F N E H V L F S F T A N W Y V R E W E W F 

Contatos 19 39 6 53 257 147 137 43 236 15 197 42 0 0 146 14 333 10 30 14 62 12 

Pyrococcus furiosus 
Resíduos H W N E N V Q F A F A I N Y Y S L E W E W F 

Contatos 6 58 2 59 70 105 296 64 148 17 118 0 1 0 85 0 88 6 11 79 44 6 

Neurospora crassa 
Resíduos H W N E W C L F N G D K N H Y T N E W E W F 

Contatos 11 53 23 128 301 55 137 114 303 18 346 250 0 0 141 0 153 24 47 52 51 35 

Humicola grisea var. thermoi-

dea 

Resíduos H W N E W C L F N G D K N H Y T N E W E W F 

Contatos 10 29 17 53 359 37 162 77 277 39 327 215 0 0 77 16 129 24 38 60 15 28 

Acidilobus saccharovorans 
Resíduos H W N E N V L F A N S A N Y Y T Q E W E W F 

Contatos 3 74 6 117 228 149 255 106 318 60 130 0 0 0 116 0 392 35 9 62 31 7 

Metagenome hydrothermal 

spring 

Resíduos H W N E N V I F A T S S N Y Y S N E W E W F 

Contatos 0 40 2 65 234 65 152 65 156 61 223 0 0 0 156 21 142 15 1 17 45 0 

Thermotoga naphthophila 
Resíduos H W N E W V V H N N G M N Y Y S H E W E W F 

Contatos 2 54 4 184 171 116 116 189 261 136 56 2 0 0 208 39 145 22 7 96 141 3 

Thermotoga petrophila 
Resíduos H W N E W C C H N N G M N Y Y S H E W E W F 

Contatos 9 76 12 219 181 110 106 227 269 156 68 0 0 0 230 24 152 28 12 99 153 9 

Estes aminoácidos correspondem à β-glicosidase da Thermoanaerobacter brockii aos resíduos: H121, W122, N166, E167, W169, C170, L174, H181, N224, L225, T226, 
A244, N297, Y298, Y299, T300, S302, E355, W402, E409, W410 e F418. Na 18ª posição um triptofano aparece nas β-glicosidases de Nasutitermes takasagoensis (825 
contatos), Trichoderma reesei (969 contatos), Neotermes koshunensis (655 contatos), Neurospora crassa (751 contatos) e Humicola grisea var. Thermoidea (732 contatos). 

 

 

 


