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REGISTRO DE IMPACTO

A caracterizacdo de uma nova arabinose isomerase pode viabilizar a produgao
sustentavel de acgucares raros, como a D-tagatose, com aplicagdes na saude, alimentos
€ no controle de patégenos agricolas, promovendo inovagao e beneficios a sociedade e

ao meio ambiente.

The characterization of a novel arabinose isomerase may enable the sustainable
production of rare sugars, such as D-tagatose, with applications in health, food, and
agricultural pathogen control, promoting innovation and benefits to society and the

environment.
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CARACTERIZAGAO DE UMA NOVA ARABINOSE ISOMERASE E SUA
APLICACAO NA PRODUGCAO DE AGUCARES RAROS

RESUMO - Nos ultimos anos, observou-se um aumento expressivo na
incidéncia global de diabetes e obesidade. Como resposta a essa crescente demanda
por alternativas mais saudaveis ao agucar, os edulcorantes naturais de baixo valor
calorico, como a D-tagatose, surgem como substitutos ideais e seguros. Atualmente,
ha dois métodos principais para a produgao de D-tagatose, a conversao quimica e
enzimatica. A conversao por enzimas gera menos subprodutos e requerem condi¢des
mais brandas. Este estudo tem como objetivo caracterizar bioquimicamente uma nova
L-arabinose isomerase (AraR), visando atender a demanda por biocatalisadores mais
eficientes e avaliar a imobilizagdo enzimatica como estratégia de otimizagao de
processos. Além disso, a estrutura tridimensional de AraR foi modelada utilizando o
AlphaFold, fornecendo informagdes estruturais que estabelecem a base para futuros
estudos sobre seu mecanismo catalitico. A enzima foi expressa em Escherichia coli
BL21 (DE3) utilizando o vetor pET28a, e purificada por cromatografia de afinidade
seguida de filtracdo em gel. A atividade enzimatica foi avaliada com base na conversao
de D-galactose em D-tagatose, utilizando o método colorimétrico de cisteina-carbazol-
acido sulfurico. A enzima AraR demonstrou ser termoestavel, exibindo atividade étima
em temperaturas entre 40 e 50 °C e atuando eficazmente em condi¢cdes levemente
acidas (pH 6,0 a 6,5). AraR apresentou valores de Vmax e Km de 20,75 pM/min e
5,552 mM para L-arabinose, e de 20,08 pM/min e 13,50 mM para tagatose,
respectivamente. A imobilizacdo da enzima elevou a temperatura 6tima de atividade
em 10 °C, para uma faixa de 50 a 60 °C, e melhorou a estabilidade térmica a 40 e
50 °C. A imobilizacdo também aumentou a meia-vida de AraR, mantendo 100% da
atividade por até 28 dias. Com base na estrutura tridimensional predita, observou-se
que AraR possui trés dominios e uma arquitetura semelhante a de outras isomerases
de L-arabinose (Als) com estruturas cristalograficas conhecidas.

Palavras-chave: biotransformacao, edulcorantes, isomerizagao, tagatose.



CHARACTERIZATION OF A NEW ARABINOSE ISOMERASE AND ITS
APPLICATION IN THE PRODUCTION OF RARE SUGARS

ABSTRACT - In recent years, there has been a significant global increase in the
incidence of diabetes and obesity. In response to the growing demand for healthier
sugar alternatives, low-calorie natural sweeteners like D-tagatose have emerged as
ideal and safe substitutes. Currently, there are two main methods for D-tagatose
production: chemical conversion with calcium hydroxide and enzymatic bioconversion.
Enzymes offer advantages such as generating fewer by-products and requiring milder
conditions, resulting in reduced production costs. This study aims to biochemically
characterize a novel L-arabinose isomerase (AraR) to address the demand for more
efficient biocatalysts and evaluate enzyme immobilization as a strategy for process
optimization. Additionally, we modeled the three-dimensional structure of AraR using
AlphaFold, providing structural insights that lay the groundwork for future studies on its
catalytic mechanism. The enzyme was expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) using
the pET28a vector and purified through affinity chromatography followed by gel
filtration. Enzymatic activity was assessed based on the conversion of D-galactose to
D-tagatose using the cysteine-carbazole-sulfuric acid colorimetric method. AraR was
shown to be thermostable, exhibiting optimal activity at temperatures between 40 and
50 °C and performing effectively under slightly acidic conditions (pH 6.0 to 6.5). AraR
exhibited Vmax and Km values of 20.75 yM/min and 5.552 mM for L-arabinose, and
20.08 yM/min and 13.50 mM for tagatose, respectively. Enzyme immobilization raised
the optimal activity temperature by 10 °C, to a range of 50 to 60 °C, and improved
thermal stability at 40 and 50 °C. Immobilization also extended AraR's half-life,
retaining 100% activity for up to 28 days. Based on the predicted three-dimensional
structure, AraR was found to have three domains and an architecture similar to other
L-arabinose isomerases (Als) with known crystallographic structures.

Keywords: biotransformation, sweeteners, isomerization, tagatose



1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, houve um aumento significativo na incidéncia global de diabetes
e obesidade. A obesidade pode aumentar o estresse oxidativo nos tecidos adiposos,
contribuindo para a produgéo de citocinas inflamatdrias, dessa forma, a reducao de alimentos
altamente caldricos como os ricos em agucares ou a troca por fontes menos prejudiciais a
saude é recomendada (Ravikumar et al., 2021). Em decorréncia desse fato, os adogantes
artificiais sem ou com baixo valor caldrico estdo se tomando populares entre pessoas com
diabetes e excesso de peso.

A maioria dos monossacarideos € composta por agucares raros, sendo apenas sete
considerados comuns na natureza, incluindo D-glicose, D-frutose, D-galactose, D-manose, D-
ribose, D-xilose e L-arabinose, os quais tém sido amplamente estudados por suas aplicagbes
bioloégicas e funcionais (Zhang et al., 2017). Dentre os agucares raros, podemos destacar D-
alulose, D-alose, D-sorbose, D-tagatose, D-lixose, L-xilulose e D-xilitol (Mijailovic et al., 2021).
Os nutricionistas recomendam o consumo de alguns destes agucares raros por atuarem como
pseudo-fibras, sendo de baixa ou nula absorgéo intestinal, ajudando a evitar os problemas
causados pelos agucares de alto teor caldrico, apresentando deste modo uma vantagem como
produto dietético. A tagatose pura € um isébmero da galactose e um epimero C4 da D-
frutose(Yuan et al., 2021). E um acticar de baixa caloria que ajuda na redug&o da obesidade e
do diabetes, além de ser prebidtico e apresentar evidéncias na literatura de atuar na prevencao
do cancer (Miao et al., 2023).

A “Food and Drug Administration” (FDA) dos EUA concedeu o status de Geralmente
Reconhecido como Seguro ("Generally Recognized as Safe"- GRAS) para a D-tagatose,
garantindo sua seguranca (Laksmi et al., 2018), a considerando como um substituto ideal da
sacarose (agucar de mesa), pois garante dogura de até 90% em compara¢do com 0 mesmo
(Lu et al., 2007). A D-tagatose tem uma longa histéria de uso em produtos alimenticios e
bebidas, sem relatos de eventos toxicos (Dai et al., 2021), ressaltando sua seguranga e
aceitacao regulatéria, a destacando na industria alimenticia. Considerando que se trata de um
prebidtico reconhecido por ser parcialmente absorvido no intestino delgado e metabolizado por
bactérias probidticas, favorece o crescimento de bifidobactérias e lactobacilos, contribuindo
para o tratamento de doengas como diabetes tipo 2 e obesidade, além de promover fertilidade

e reduzir sintomas de hemofilia e anemia (Torres & Batista-Vieira, 2019).



Atualmente, existem dois métodos para produzir D-tagatose: a conversao quimica da
D-galactose com hidroxido de calcio como catalisador e as reagbes de bioconversao
enzimatica, contudo, a isomerizagdo quimica apresenta desvantagens como formagéo de
subprodutos e requerer condi¢des fisico-quimicas extremas para favorecer a reacgao,
acarretando um custo elevado de produgao (Jayaraman et al., 2021). Por sua vez, as enzimas
produzem menos subprodutos e requerem condigdes mais brandas, com aumento da
especificidade e seletividade, e economia de energia (Sousa et al., 2020).

Recentemente, a producdo enzimatica de D-tagatose tem gerado interesse devido a
sua natureza ambientalmente mais amigavel, utiizando L-arabinose isomerase (Al; EC
5.3.1.4) como catalisador e D-galactose como substrato (Laksmi et al., 2020). Assim, tanto as
estratégias de bioconverséo que utilizam enzimas purificadas quanto aquelas que empregam
microrganismos produtores dessas enzimas tém ganhado destaque nos estudos de producéo
de D-tagatose. Esse aumento nas pesquisas reflete o interesse crescente em desenvolver
solugdes sustentaveis para impulsionar a economia global. Pesquisadores exploram a
manipulagéo de L-AIS (L-arabinose isomerase) para operar em diferentes condi¢cdes de pH e
temperatura, e através das modificagbes de mutantes usados como células inteiras para
aproveitar a lactose em residuos agroindustriais, buscando tornar os processos de producao
mais acessiveis economicamente (Ravikumar et al., 2021).

A produgido de D-tagatose em escala industrial demanda enzimas mais robustas,
embora a maioria das L-AlS identificados tenha potencial em escala laboratorial. A
necessidade de ions metalicos como cofator para a atividade catalitica por algumas enzimas
enfrenta desafios devido a sua toxicidade, levantando preocupacdes regulatérias na industria
alimenticia (Yuan et al., 2021). A imobilizagdo da enzima n&o so possui o potencial de melhorar
a sua estabilidade e reutilizacdo, mas também pode permitir o aumento da temperatura de
operagao sem comprometer a atividade enzimatica, em alguns casos sem adi¢éo de ions
metalicos como Co*" ou Mn** (Bortone & Fidaleo, 2020).

Enzimas podem ser ligadas a suportes por métodos fisicos (ligagdes mais fracas),
inicos (ligagdes mais fortes) ou covalentes (ligagbes que previnem a lixiviagdo, mas podem
inutilizar o suporte se a enzima for desativada) (Sheldon & Pelt, 2013). Por exemplo Immobead
150 € um suporte comercial de polimeros de metacrilato com grupos epoxi e particulas de

0,15-0,30 mm (Matte et al., 2014), sendo eficaz para adsorver ou formar ligagdes covalentes



com enzimas devido a sua alta area de superficie mesoporosa e a capacidade de modificar os
grupos epoxi em sua superficie (Gennari et al., 2018).

Para prospecgao de novas enzimas, o estudo do genoma microbiano de ambientes
diversos, e muitas vezes seletivos para a funcionalidade desejada, vem ganhando
notoriedade. A busca por biomoléculas para esse fim vem ganhando destaque, principalmente,
apos o surgimento das ciéncias 6micas que simplificaram o acesso a diversidade microbiana
e de seus genes sem a necessidade de cultivar microrganismos em laboratorio (Cheng et al.,
2017). A biotecnologia, especialmente a bioconverséo enzimatica, se apresenta como a chave
para viabilizar a producdo em larga escala de D-tagatose, abrindo caminho para uma oferta
mais ampla e acessivel desse adogante funcional. O futuro da D-tagatose parece promissor,
n&o apenas para a industria de alimentos, mas também para o tratamento de doencgas
metabdlicas, com o potencial de melhorar a saude publica global de maneira sustentavel.

As enzimas microbianas adquiridas de ecossistemas naturais sdo biocatalisadores
formidaveis, que além de conversao de biomassa, podem ser utilizados para multiplos fins
(Thapa et al., 2020). Dentre estes, processos industriais, produgéo de adogantes, prebidticos,
fabricas de papel e celulose, alimenticia, bebida, vestimenta, detergentes, farmacos e para
producédo de combustiveis (Ramnath, et al., 2017). Os microrganismos presentes no meio
ambiente podem ser usados como fonte de acesso para as enzimas que possuem potencial
comercial para os processos biotecnologicos, contudo muitos desses néo sé&o possiveis de
cultivar em laboratério. Essa limitacdo pode ser superada por meio de estudos
metagendmicos, com a construgdo de bancos de sequéncias usados para rastrear novas
enzimas microbianas em diferentes biomas tais como: solos de florestas, ambientes marinhos,
lodo ativado e no rtimen ou ceco de mamiferos entre outros (Matsuzawa et al., 2015).

Considerando que o metagenoma € uma fonte promissora de novas enzimas com
relevancia biotecnoldgica, este trabalho teve como objetivo caracterizar bioquimicamente uma
nova arabinose isomerase denominada AraR, recentemente prospectada por nosso grupo de
pesquisa a partir de dados publicos de Metagenoma de rimen bovino (acesso do NCBI:
SRX818104). Dados preliminares indicaram um alto potencial de aplicagdo da enzima em
questao na produgao de derivados lacteos de baixa caloria (Gomes-Pepe et al., manuscrito
em preparagao).

No entanto, para que a enzima possa ser utilizada de forma eficiente em processos

industriais, sdo necessarias melhorias em suas propriedades, especialmente em termos de



estabilidade e flexibilidade operacional. O objetivo deste estudo foi estabelecer as condigbes
cataliticas ideais para a enzima e, subsequentemente, melhorar sua robustez por meio de
estratégias de imobilizagdo. A imobilizagdo enzimatica € uma abordagem promissora, pois
pode aumentar a estabilidade da enzima e permitir sua reutilizacdo em processos industriais,
além de expandir sua faixa de atuagdo em termos de pH e temperatura, dois fatores criticos

em muitos processos biotecnoldgicos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Acucares Raros

A sacarose € 0 agucar convencional da mesa da populagao, este € composto por dois
monossacarideos, glicose e frutose conectados por ligagdo a1-2, quando metabolizados no
organismo por enzimas digestivas, e absorvidos no intestino, os mesmos desencadeiam
respostas diferentes quanto a insulina e potencial lipogénico (Laar et al., 2021). Desde o século
VIl d.C. quando se estabeleceu a produgéo de agucares, a producao sé aumenta assim como
as quantidades presentes em alimentos industrializados como doces, refrigerantes e artigos
de panificagéo (Granstrom et al., 2004). Isto vem acendendo o alerta para prejuizos a saude
da populagéo, com o crescente numero de pessoas com diabetes, obesidade, cancer e
doencgas cardiovasculares. Como resultado, os agucares raros de baixa caloria despertaram
grande interesse entre o0s pesquisadores, esses acucares sdo definidos como
monossacarideos e seus derivados que sdo encontrados raramente na natureza, conforme a
Sociedade Intemacional de Agucares Raros (ISRS) (Zhang et al., 2017).

Em classificagdo da ISRS, uma lista de 42 monossacarideos, incluindo 24 hexoses, 12
pentoses e 6 tetroses, foi compilada, sendo metade com configuracdo D e metade com
configuragao L. Desses, apenas sete (D-glicose, D-galactose, D-manose, D-frutose, D-xilose,
D-ribose e L-arabinose) foram identificadas em quantidades significativas, os demais, incluindo
20 hexoses (como D-alulose e D-tagatose) e 9 pentoses (como D-lixose e L-xilulose), foram
classificados como agucares raros pelo ISRS (Mijailovic et al., 2021). Os quais, devido a sua
escassez natural, precisam ser obtidos por reagdes (bio)quimicas, contudo, apesar de sua

limitagcdo possuem grande potencial para aplicagbes praticas (Beerens et al., 2012).



Dentre estas aplicagdes, temos os chamados agucares funcionais, como L-ribose que
pode ser empregada para construgao de medicamentos contra cancer e infecgbes virais na
industria farmacéutica (Beerens et al., 2012), e outros como alulose, tagatose, isomaltulose e
trealose, amplamente estudados por seus beneficios a saude metabdlica em diferentes
populacdes. Estes acgucares raros demonstraram eficacia no controle glicémico,
especialmente em individuos saudaveis e diabéticos, e, no caso da tagatose, também na
reducdo de peso em pessoas com obesidade ou sindrome metabdlica (Ahmed et al., 2022). A
alulose e a isomaltulose destacaram-se por aumentar a oxidagéo de gordura a curto prazo,
com a alulose ainda contribuindo para a redugéo de gordura subcutéanea e abdominal. A longo
prazo, a isomaltulose demonstrou potencial para diminuir os niveis de triglicérides em jejum,
juntamente com L-arabinose (Laar et al., 2021).

A presenca limitada de agucares raros na natureza levanta questionamentos sobre
suas possiveis fungbes naturais, que permanecem especulativas em relagdo ao papel
fisiolégico em humanos, embora ja tenham sido associados a fisiologia de insetos e plantas
(Laar et al., 2021). Analisando um artigo de revisdo, constatou-se que a maioria dos estudos
sobre agucares raros foi realizada em modelos animais, frequentemente usando dietas
hiperenergéticas, o que pode néo refletir o metabolismo humano (Smith et al., 2021). Embora
evidéncias apontem efeitos hipolipidémicos e redugao de gordura, os mecanismos, beneficios
em longo prazo e impactos em diferentes populagbes humanas permanecem pouco

compreendidos, exigindo mais pesquisas robustas e diversificadas.

2.2. D-tagatose

A D-tagatose é geralmente encontrada em pequenas quantidades em algumas frutas,
como maga, laranja, abacaxi (Surapureddi et al., 2020), cacau e em produtos lacteos (Kim et
al., 2017). Quando pura é classificada como uma hexocetose rara de ocorréncia natural, trata-
se de uma epimera da frutose C-4, e um isdbmero de D-galactose (Yuan et al., 2021), com
poder adogante de 92% do “indice de percepcao de dogura equivalente da sacarose” (o PSS:
"Perceived sweetness of sucrose”), mas com apenas 25% das calorias, sem efeitos
carcinogénicos, refrescantes ou laxativos, e com o beneficio de ndo potencializar sabores

desagradaveis além de propriedades medicinais.



A D-tagatose € um po cristalino branco ou levemente esbranquigado, com estrutura
cristalina em bipiramide tetragonal. Na forma ciclica, ela consiste majoritariamente em a-D-
tagato-2,6-piranose (79%), seguida por [B-D-tagato-2,6-piranose (14%), a-D-tagato-2,5-
furanose (2%) e 3-D-tagato-2,6-furanose (5%) (Ravikumar et al., 2021). Seu nome sistematico,
segundo a IUPAC, é (3S,4S,5R)-1,3,4,5,6-Pentahidroxi-hexan-2-ona, com formula molecular
CsH1206, massa molecular de 181,16 g/mol e registro CAS n° 17598-81-1. Quimicamente, a
D-tagatose apresenta ponto de fusdo de 134 °C, estabilidade em pH entre 2 e 7, solubilidade
de 58% (p/p) a 21 °C e viscosidade de 180 cP em uma concentragéo de 70% (p/p) a 20 °C
(Prata et al., 2009).

Apos ser aprovada como "Geralmente Reconhecido como Seguro" pela
"Administracéo de Alimentos e Medicamentos" (FDA) dos EUA, a D-tagatose foi incorporada
em diversos produtos alimenticios, bebidas, confeitos e dietéticos (Bilal et al., 2017). Sendo
introduzida como adocante de baixa caloria nos EUA em 2003, a D-tagatose aumenta a
saciedade, auxilia na redugéo de peso corporal e tem impacto minimo nos niveis de glicose no

sangue (Voitechovic et al., 2021).

2.2.1. Beneficios a Saude

A D-tagatose tem se mostrado uma altemativa promissora como adocgante,
especialmente para individuos com diabetes tipo 2, devido aos seus beneficios moderados no
controle do peso e da glicemia. Ela atua inibindo enzimas digestivas, promovendo a sintese de
glicogénio hepatico, aumentando a saciedade, reduzindo a absor¢éo de dissacarideos e 0s
niveis de glicose plasmatica (Ahmed et al., 2022). Além disso, a ingestdo de carboidratos,
incluindo a D-tagatose, desempenha um papel essencial na regulagido do crescimento da
microbiota intestinal (Sun et al., 2019). Outro destaque € sua aplicagdo em solugdes para
armazenamento e preservagao de orgaos, onde demonstrou reduzir lesdes por reperfuséo
durante cirurgias ou apds a remocgao de 6rgaos de doadores, contribuindo para a preservagao
e protegao dos tecidos (Prata et al., 2009). Miao et al., 2023 destaca algumas fung¢des de D-

tagatose ao ser humano, esse resumo é a presentado na Figura 2.
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Figura 2: Varias fungbes da D-tagatose no corpo humano.
Fonte: Adaptada de Miao et al., 2023.

Embora os mecanismos de regulagéo da glicemia pela D-tagatose ainda estejam
sendo investigados, estudos sugerem que seu efeito anti-hiperglicémico pode estar
relacionado a inibicdo direta de dissacaridases intestinais, aumentando com o tempo de
exposicao intestinal a D-tagatose (Guerrero-Wyss et al., 2018). Outra hipétese € a inibicdo da
glicogendlise hepatica, com a D-tagatose promovendo a sintese de glicogénio e reduzindo sua
utilizagéo pelo organismo (Sokolowska et al., 2022).

Avaliando o efeito prebidtico do suco de caju nao clarificado contendo glico-
oligossacarideos, dextrana e tagatose, observou-se que a digestéo in vitro favoreceu o
crescimento de Lactobacillus casei NRRL B-442, Bifidobacterium breve NRRL B- 41408 e B.
infantis B-41661(Leite et al., 2021). Os resultados corroboram as propriedades prebidticas da
D-tagatose, sendo esta metabolizada pelos microrganismos probioticos.

Estudo avaliando alivio da constipagdo em camundongos demonstrou que a D-
tagatose melhorou significativamente os principais indicadores de constipagéo, como taxa de
transito gastrointestinal, niumero e peso fecal em seis horas (Liang et al., 2019). No mesmo
estudo , a D-tagatose ajudou a restaurar a diversidade da microbiota intestinal, favorecendo o
filo Bacteroidetes e regulando o equilibrio de neurotransmissores do sistema nervoso entérico.
Esses resultados indicam que a D-tagatose, como suplemento dietético, € uma opgéo

promissora para aliviar a constipagao e atuar como prebidtico na industria alimenticia.



Foi realizado um levantamento com 18 voluntarios sistematicamente saudaveis e com
boa higiene oral, no qual foram avaliados metabdlitos caracteristicos da saliva desses
individuos (Mayumi et al., 2021). As avaliagbes do metaboloma da saliva dos voluntarios
identificaram a D-tagatose salivar como associada a menor abundéncia de biofilme dental na
cavidade oral (coeficiente de correlagdo de Spearman; r= -0,603, p = 0,008). Os mesmos
concluiram que o estudo fornece evidéncias de que a D-tagatose € abundante na saliva de
individuos com boa saude bucal. Assim como encontraram evidéncias de que a D-tagatose
inibe seletivamente o crescimento dos patdgenos orais Streptococcus mutans e S. gordonii,
destacado a potencialidade da administracdo de D-tagatose como um prebidtico oral.

Um estudo avaliou o efeito protetor da D-tagatose em lesdes pulmonares no modelo
de SDRA (sindrome do desconforto respiratério agudo) induzida por acido oleico em ratos
(Huang et al., 2022). Foram avaliados 17 ratos machos, estes divididos em trés grupos, os
ratos tratados com TAG mostraram melhorias significativas na oxigenacado, redugao da
acidose respiratdria, menor resposta inflamatoria, melhora da permeabilidade vascular e
preservacao da estrutura alveolar. Esses efeitos protetores foram associados a ativagdo da via
PTEN/PIBK/AKT (nome de uma via de sinalizacdo responsavel pelo crescimento, a
sobrevivéncia e a diferenciagcao celular), indicando o potencial do D-tagatose como uma nova

abordagem clinica para o tratamento da SDRA.

2.2.1.1. Aplicacdo como adogante

Os adocantes de baixa caloria dividem-se em dois grupos: os de alta intensidade, como
aspartame e sucralose, usados em pequenas quantidades, e os polidis, como xilitol e eritritol,
gue substituem tanto o volume quanto a dogura do agucar. Agucares como trealose e tagatose
também exercem fungbes semelhantes aos polidis (Prata et al., 2009). A D-tagatose € uma
substancia prebidtica considerada nutracéutica, ou seja, trata se de uma substancia
encontrada em alimentos que causa impacto positivo na saude humana, prevenindo doengas
ou melhorando a fungao fisiolégica (Dobbs & Bell, 2010). Esses beneficios refletem o crescente
interesse em nutracéuticos e alimentos funcionais, amplamente reconhecidos por seu
potencial de promover a saude e reduzir o risco de doengas (Rojo-Poveda et al., 2020).

A D-tagatose € minimamente absorvida no trato gastrointestinal superior, a parte néo

absorvida € fermentada pela microbiota intestinalpara produzir &cidos graxos de cadeia curta.



Tem propriedades fisicas, sabor e dulgor semelhante a sacarose, e principalmente apresenta
menor valor caldrico de 1,5 kcal/lg em comparagao com a sacarose (Surapureddi et al., 2020).
Buscando a fabricagdo de muffins sem gluten e com baixo teor de carboidratos utilizando
substitutos de farinha e a substituicdo completa da sacarose por D-alulose ou D-tagatose, os
muffins apresentaram textura semelhante ao controle, mas com maior escurecimento da
crosta (Moss et al., 2022).

Em pesquisa com a substituicdo parcial de sacarose por tagatose em iogurtes de
morango, apresentaram pontuagbes de aceitabilidade semelhantes em atributos como
aparéncia, cor, brilho, aroma, dogura, acidez, gosto residual, espessura e maciez (Torrico et
al., 2019). Substituicdes de até 80% de sacarose por tagatose mostraram impacto marginal na
aceitabilidade e preferéncia, embora tenha sido observada uma alteragdo na coloracao
vermelha, onde houve uma redugdo do pigmento vermelho e um aumento no amarelo nos

iogurtes com tagatose.

2.2.2. Aplicacao na agricultura

A D-tagatose tem se destacado no cenario agricola, como um composto elicitor de
resisténcia a doencas em diversas plantagdes (Igbal et al., 2021), sendo considerada um
produto promissor para protecao vegetal devido a sua seguranga para a saude humana e ao
meio ambiente. Seu modo de agéo baseia-se principalmente na inibicido do metabolismo de
acucares e processos mitocondriais dos patdgenos, com efeitos atribuidos a sua semelhanga
estrutural com a D-frutose e a inibigdo competitiva de enzimas metabdlicas essenciais (Chahed
et al., 2021-b). A D-tagatose € uma substancia promissora para o controle de fitopatégenos
devido a sua capacidade de inibir o crescimento de organismos como Phytophthora infestans,
causador de importantes doengas em culturas agricolas.

Estudando a D-tagatose como agente de inibicdo de crescimento de Phytophthora
infestans e P. cinnamomi, interferindo nos processos mitocondriais a fim de esclarecer os
mecanismos inibitdrios diferenciais de D-tagatose Chahed et al., 2020 encontrou os seguintes
resultados. Seus resultados revelaram que a tagatose induz altera¢des ultraestruturais severas
nas mitocondrias de P. infestans, reduzindo o contetido de adenosina trifosfato (ATP) e taxa
de consumo de oxigénio (OCR), além de aumentar a produgao de espécies reativas de

oxigénio (ROS) e a expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo e apoptose,
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comprometendo processos mitocondriais. Por outro lado, P. cinnamomi mostrou-se menos
afetado, indicando uma seletividade positva que minimiza impactos em outros
microrganismos. Com esse perfil seletivo, a tagatose apresenta-se como uma alterativa
ecologicamente correta para o desenvolvimento de fungicidas sustentaveis voltados a
protecao de plantas.

Outros estudos aprofundaram os mecanismos de interferéncia da tagatose, indicando
gue a mesma desencadiou alteragdes metabdlicas e transcricionais em P. infestans (3.915
Genes diferencialmente expressos (DEGs) foram afetados), incluindo regulacdo negativa de
genes relacionados ao transporte, metabolismo de agucares, transdugdo de sinais e
crescimento, enquanto seu impacto em P. cinnamomi (512 DEGs afetados) foi menos
pronunciado (Chahed et al, 2021-a). Além disso, os DEGsde P. infestans foram
principalmente reprimidos (75,70%), ao contrario de P. cinnamomi (50,58%), sugerindo uma
causada pela tagatose em P. infestans. Esses multiplos mecanismos sao vantajosos porque
dificultam o desenvolvimento de resisténcia por parte dos patdégenos.

Em pesquisa usando D-tagatose com um fungicida seguro contra mildios em plantas,
os pesquisadores constaram que a primeira folha verdadeira da planta de pepino tratada com
5% (p/v) de D-tagatose e posteriormente inoculado o patégeno n&o apresentou sintomas, € o
mesmo foi obtido com os tratamentos com agroquimicos ja conhecidos como probenazol
(PBZ), acibenzolar-S-metil (ASM) e metalaxil (Mochizuki et al., 2020). Assim como o tratamento
com 25-100 mM de D-tagatose reduziu a colonizagao de cotilédones de 75-100% para 9,9 +
3,1% a 6,7 £ 0,3%. Segundo os autores a D-tagatose demonstrou eficacia variavel no controle
de 25 doencas de plantas testadas, sendo mais efetiva contra mildios e oidios, afetando
diretamente o patdégeno Hyaloperonospora arabidopsidis. A seguir sera demonstrado por meio
de uma figura o mecanismo de a¢do de D-tagatose (Tag) em Hyaloperonospora arabidopsidis,
agente causal do mildio da Arabidopsis thaliana segundo pesquisas de Mijailovic et al., 2021,

mecanismo parecido com os relatados acima (Figura 1).
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Figura 1: Mecanismo do efeito fungicida da D-tagatose (Tag) em
Hyaloperonospora arabidopsidis, agente causal do mildio da Arabidopsis thaliana. O
efeito inibitorio ocorre em trés etapas: (1) A Tag inibe competitivamente a frutoquinase,
impedindo a fosforilagdo da D-frutose (Fru) em D-frutose 6-fosfato (F6P), que é a
primeira etapa do metabolismo da manose; (lI) A conversdo de Tag em D-tagatose 6-
fosfato (T6P) reduz a conversao de Fru em F6P, limitando o substrato disponivel para
a glicolise e o metabolismo da manose; (lll) O T6P atua como inibidor competitivo da
fosfomanose isomerase (PMI), reduzindo ainda mais a glicolise e o metabolismo da
manose. Como resultado, a Tag inibe o crescimento do patégeno e o desenvolvimento

da doenca.
Fonte: adaptada de Mijailovic et al., 2021.

2.2.3. Importancia comercial

O comércio mundial de D-tagatose tem mostrado um crescimento significativo nos
ultimos anos. De acordo com a “Persistence Market Research” (2023), o mercado foi avaliado
em US$ 162,6 milhdes e tem previsao de atingir US$ 250,4 milhdes até 2033, com uma taxa

de crescimento anual composta (CAGR) de 5,2%. Ja a “Future Market Insights” (2023) projeta
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valores ligeiramente diferentes, com o mercado avaliado em US$ 155 milhdes em 2023 e
estimativa de US$ 243 milhdes até 2033, apresentando um CAGR de 4,6%. Essas
discrepéncias podem ser atribuidas a variagdes metodoldgicas, mas ambas as analises
convergem na tendéncia de crescimento do mercado, impulsionado pela demanda por
adocantes naturais e saudaveis.

Empresas lideres, como Damhert Nutrition NV, CJ Cheiliedang Corporation, Bonumose
LLC e Santa Cruz Biotechnology, dominam mais de 70% do mercado, impulsionadas pela
crescente demanda por adogantes naturais e saudaveis (Persistence Market Research, 2023).
Apesar do alto custo de produgdo ser um desafio, avangos tecnoldgicos tém reduzido
despesas, ampliando a acessibilidade e oportunidades de crescimento, especialmente com a
diversificacdo de aplicagdes em setores alimenticios e farmacéuticos.

Dentre os produtos disponiveis para o mercado nacional, uma breve pesquisa online
permitiu estimar a amplitude de valor da tagatose. Entre os produtos encontrados, destaca-se
o “Damhert - P6 de Tagatose 500g”, da distribuidora Diabetika, um adogante de mesa em p6
a base de tagatose e sucralose importado, comercializado por € 5,50. De acordo com a
descricdo do produto, a tagatose é obtida a partir da lactose, que passa por um processo de
hidrdlise enzimatica para liberacdo de galactose e posterior conversdo em tagatose. O
adocante é indicado para pessoas com diabetes ou que desejam evitar o consumo de agucar,
sendo de facil manuseio e adequado para preparagdes quentes e frias. Outro exemplo
encontrado foi 0 “NuNaturals Sweet Health Tagatose” (454Q), disponivel no site Cia do
Suplemento, uma loja de importagédo de suplementos, comercializado no Brasil pelo valor de
R$ 245,10. A pesquisa foi realizada com o apoio do ChatGPT, que auxiliou na busca por sites
qgue vendem produtos a base de D-tagatose no Brasil. As palavras-chave utilizadas foram:
'venda de D-tagatose', 'mercado brasileiro' e 'precos de D-tagatose'. A pesquisa foi conduzida
em 18 de janeiro de 2025 (OPENAI, 2025).

2.2.4. Métodos de Produgao

Os métodos quimicos para producéo de acucares raros sdo caros, complexos, pouco
especificos, apresentando baixos rendimentos, sendo que produtos colaterais indesejaveis
podem ser gerados devido a reagdes secundarias, incluindo a degradagao da galactose em

compostos dicarbonilicos e substancias acidas (Aburto et al., 2024). Em se tratando de
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producao de D-tagatose, o0 método quimico mais comum € a isomerizagao nao enzimatica,
onde se utiliza de hidroxidos metalicos como catalisadores, envolvendo trés etapas: formacao
de um complexo insoluvel de D-tagatose em meio alcalino, neutralizagdo com acido para
produzir um sal insoluvel e separacao por filtragdo (Drabo e Delidovich, 2018). Apesar do alto
rendimento (>70%), esse método apresenta desvantagens como degradagéo severa da
galactose, redugéo da qualidade do xarope, dificuldades na purificagdo e alto consumo de
reagentes quimicos, resultando em impactos ambientais e custos elevados (Miao et al., 2023).

Em contrapartida, métodos biotecnologicos, que utilizam células inteiras ou enzimas
isoladas, oferecem maior seletividade, condi¢bes de reagdo moderadas, menor geragao de
subprodutos e menor impacto ambiental, sendo mais vantajosos para a producao de D-
tagatose (Figura 3). Trés tipos principais de enzimas tem o potencial de atuar na interconverséo
de monossacarideos: as isomerases ceto-aldol (EC 5.3.1), as epimerases de carboidratos (EC
5.1.3) e as oxidorredutases (EC 1.1), que convertem carboidratos em seus polidis
correspondentes e vice-versa; avangos recentes na descoberta e engenharia dessas enzimas
abriram novas possibilidades de aplicagéo industrial (Beerens et al., 2012). Os principais
desafios que restringem o uso de agucares raros, como sua baixa disponibilidade, as limitagcbes
dos métodos de sintese disponiveis até entao, e o alto custo, levaram |zumori e colaboradores
a propor uma abordagem inovadora e econémica para a produgao simultanea de diversos
agucares por meio de reagdes enzimaticas e microbioldgicas sequenciais, denominada

[zumoring (Mijailovic et al., 2021).
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Figura 3: Reacdes de sintese quimica e biologica de D-tagatose. A sintese de
D-tagatose comeca com a hidrdlise da lactose em d -glicose e D-galactose pela
enzima lactase. Na sintese quimica, a D-galactose € entdo isomerizada para D-
tagatose com hidréxido de calcio (Ca[OH]2) e a reagao é interrompida pela adigéo de
acido sulfurico (H2SO4). O processo quimico requer uma reagao adicional usando
diéxido de carbono (COz2). Na sintese bioldgica, a D-galactose é isomerizada para D-

tagatose pela L-arabinose isomerase.
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Estratégia Izumoring pode ser representada por um triangulo com trés processos
principais (Figura 4) (Izumori, 2006, Zhang et al., 2017). Este sistema demonstra como todas
as 16 aldohexoses podem ser interligadas as cetohexoses e hexitdis, permitindo a sintese
eficiente de compostos de interesse, como D-tagatose, psicose e sorbose, usados em
industrias alimenticia e farmacéutica (Granstrom et al., 2004). Existem também as abordagens

nao-lzumoring Figura 4 (Zhang et al., 2017).
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Figura 4: Abordagens enzimaticas para a producéo de agucares raros.
Fonte: Adaptada de Zhang et al., 2017.

Considerando a complexidade exigida pelas reagbes das estratégias Isumoring, as
guais envolvem o uso de varias enzimas, alternativas mais simples despontaram como mais
adequadas para a produgédo pontual de um determinado agucar raro, como o caso da
producao de tagatose diretamente vinculada a seu precursor diretamente relacionado, como a
isomerizagdo da galactose (enzima L-arabinose isomerase) ou epimerizagao da frutose
(enzima D-tagatose 3-epimerase).

Algumas questdbes devem ser levadas em consideragdo na produgdo e
armazenamento de D-tagatose visando a fabricagdo de prebidticos e produtos alimenticios e
bebidas. Armazenada em solugio, a D-tagatose se degrada mais rapidamente em tampao
fosfato do que em tampéo citrato (Dobbs e Bell, 2010). Quando degradada, ocorre uma
alteracdo em sua pigmentacgao, resultando na formagao de pigmentos marrons, reagao sem

presenca de aminoacidos (Dobbs e Bell, 2010), ndo sendo a mesma associada a reagao de
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Maillard, ja ocorrendo naturalmente em decorréncia do pH e temperaturas mais altas acima de
40 °C.

Contudo a mudanca causada por uma cascata de reagdes responsaveis pelo
escurecimento ndo enzimatico de alimentos, através da glicagdo induzida pela reagdo de
Maillard, pode vir acontecer quando o processo de conversao de agucares for ocorrer no
préprio leite ou derivado como substrato. Neste sentido a reacdo pode ser influenciada por
diversos fatores, como tipo de proteina, sacarideo, temperatura e pH (Cardoso et al., 2018).
Em geral, condigbes alcalinas em temperaturas elevadas aumentam significativamente a
probabilidade de reagbes quimicas, especialmente o escurecimento de Maillard. Por esse
motivo, L-Als termoestaveis com pH 6timo ndo muito acido possuem grande potencial para
aplicagdes industriais em que esta pigmentacéo € desejada, como por exemplo na panificagéo
(Xu etal., 2018).

Face as inUmeras vantagens de utilizagdo enzimatica, a implementacéo efetiva das
enzimas no setor carece de estratégias de desenvolvimento biotecnoldgico que enfrentem o
desafio de identificar enzimas mais especificas, tolerantes as condicdes reacionais de cada
processo desejado, conciliando estratégias de producdo e reuso para desonerar custos
inerentes ao processo de producdo enzimatica. Para tanto, abordagens multidisciplinares,
como engenharia metabdlica, biologia sintética e biotecnologia enzimatica, podem superar
essas limitagdes, aprimorando propriedades cataliticas de enzimas existentes ou descobrindo
novos biocatalisadores robustos para aplicagdo em escala industrial (Bilal et al., 2017). A L-
arabinose isomerase além de ser uma enzima primordial para via do fosfato microbiano,
responsavel por converter L-arabinose em L-ribulose, ganha destaque por sua capacidade de

isomerizar D-galactose em D-tagatose (Jin et al., 2023).

2.3. L-arabinose isomerase

A enzima L-arabinose isomerase (L-Al; EC 5.3.1.4), participante da via das pentoses
fosfato, realiza a isomerizagao reversivel de L-arabinose em L-ribulose. Adicionalmente, &
capaz de converter D-galactose em D-tagatose (Kim et al., 2017). A L-Al é amplamente
utilizada para a conversao industrial de D-galactose em D-tagatose desde 1993. Atualmente,
a biotransformacao de D-tagatose por L-Al € um foco de pesquisa, com cepas microbianas

como Escherichia coli, Bacillus stearothermophilus US100, Geobacillus thermodenitrificans,
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Lactobacillus plantarum e Thermotoga neapolitana relatadas como produtoras dessa enzima
(Sun et al., 2020).

Enzimas sdo promissores catalizadores podendo ser aplicadas na fabricagdo de
produtos quimicos finos entre estes medicamentos, processamento de alimentos,
biocombustiveis, industria téxtil, entre outros. Contudo, ao levar para escala industrial, ha
limitagdes frequentes no processo biocatalitico, como baixo rendimento e baixa eficiéncia sob
as condicdes escolhidas para produgéo comercial (Jin et al., 2023). Devido a estes fatores, €
primordial encontrar um biocatalisador estavel em condigdes de escalonamento industrial, com
alta atividade e seletividade ao substrato desejado (Bosshart et al., 2015).

Em um estudo, foram caracterizadas as propriedades enzimaticas da L-arabinose
isomerase de Paenibacillus polymyxa na conversao de L-arabinose em L-ribulose e de D-
galactose em D-tagatose, avaliando a bioconverséo utilizando residuos de cebola para a
producéo de D-tagatose e bioetanol (Kim et al., 2017). Seus resultados do processo de
bioconversao produziram 0,99 g de D -tagatose e 1,56 g de bioetanol a partir de 10 g de
residuos de cebola, seus rendimentos de conversao para D -tagatose e L -ribulose foram de
de 46,94% e 12,09%, respectivamente. Deste modo concluiram a L-arabinose isomerase
pode ser aplicada na produgdo de agucares raros D-tagatose e L-ribulose, assim como
residuos de cebola pode ser um importante recurso para produ¢do de agucares raros e

bioetanol.

2.3.2. L-arabinose isomerase parametros bioquimicos de atividade

Sao varios os parametros que precisam ser estudados e aperfeicoados em estudo das
propriedades de L-Al nos processos de conversdo enzimatica em bancada e principalmente
em larga escala. Sobretudo: escolha da enzima, concentragdo enzimatica, substrato, relacéo
enzima-substrato, tempo de reacdo, estabilidade térmica, cofatores enzimaticos (ions
metalicos), pH e temperatura, todos estes parametros devem ser otimizados para melhorar
qualidade e rendimento final do produto (Surapureddi et al., 2020).

A temperatura esta diretamente relacionada ao tempo de reagdo enzimatica e
desempenha um papel crucial no equilibrio da reagcéo de isomerizacao de D-galactose em D-
tagatose catalisada pela L-arabinose isomerase (L-Al). Altas temperaturas de reagéo néo

apenas aumentam a solubilidade dos substratos, mas também reduzem a viscosidade das
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misturas reativas e melhoram a taxa de reagdo (Xu et al., 2018). Muitas L-arabinose
isomerases relatadas sdo metaloproteinas, exibindo atividade otima apenas na presenga de
ions metalicos ligados ao sitio ativo da enzima, embora existam excec¢des. Assim, serdao
apresentados diversos estudos com os parametros ideais de reagao para essas enzimas.

Em estudo com uma L-arabinose isomerase recombinante (L-Al-C6) de Lactobacillus
fermentum C6 expressa em Bacillus subtilis WB600, obteve-se atividade étima em pH 8,0 e
60 °C (Ma et al., 2024). Em se tratando de estabilidade térmica, sua atividade incubada entre
37 e 55 °C por 1 h variou de 88 a 100%; contudo ao exceder 55°C a atividade enzimatica
residual diminuiu para menos de 30%. Para os efeitos de diferentes tipos de ions metalicos na
atividade enzimatica de L-Al-C6, apenas Mn 2*e Co ?* promoveram a atividade acima do
controle (sem adi¢cdo, 100%), resultando em atividade enzimatica relativa de 227,57 + 1,21%
e 163,35 + 2,73%, respectivamente.

Explorando o potencial de Lactobacillus parabuchneri CICC 6004 para biossintese de
D-tagatose, o gene araA que codifica para uma L-arabinose isomerase foi clonado em E. coli
BL21 (DE3) recombinante (Yuan et al., 2021). Os autores ressaltaram que apesar de varios
resultados da literatura apontarem Mn 2* e Co 2* como cofatores frequentes para diversas L-
Al, a enzima demonstrou dependéncia pelo Ca 2* como cofator, atingindo atividade 6tima em
pH 6,7 e 45 °C. Os pesquisadores levantaram a quest&o que o uso dos ions Ca 2*, promovem
uma vantagem em relagdo a outros ions para processos em escala industrial, sendo
considerado seguro para aplicagdes que exigem grau alimenticio ou farmacéutico, além de
reduzir o custo da produgéo de D-tagatose.

Pesquisando mutagénese aleatoria e dirigida como estratégia para melhorar a
atividade catalitica de L-Arabinose Isomerase de Alicyclobacillus hesperidum e reduzir seu pH
otimo de atividadade (Fan et al., 2015), os autores constataram que as variantes de L-
arabinose isomerase (L-Al) tiveram suas atividades cataliticas significativamente aumentadas
pela presenga de Co** (0,5 mM) e Mn?* (1 mM). As temperaturas 6timas das L-Als, tanto do
tipo selvagem quanto das variantes, excederam 60 °C, com D478A, D478N e D478Q
mantendo mais de 80% da atividade a 75 °C. Além disso, as variantes D478N, D478R, D478Q
e D478K apresentaram maxima atividade em pH acido (6,0-6,5), enquanto o tipo selvagem
teve pH 6timo de 7,0.

Em um outro trabalho, uma nova L-arabinose isomerase de Arthrobacter
psychrolactophilus (Ap L-Al) foi clonada e caracterizada com sucesso (Nirwantono et al., 2024).
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A Ap L-Al apresentou mais de 80% de atividade relativa em pH 6,5-8,0, com pico entre 7,0—
7,5. Sua maior atividade de isomerizagéo foi observada a 60 °C, mantendo acima de 70% de
atividade entre 50-60 °C, mas caindo para menos de 40% em temperaturas acima de 70 °C.
O Mn*" aumentou a atividade enzimatica em quase 700%, sendo o cofator mais eficaz,
seguido por Mg?* (594,94%) e Ca*" (591,47%). Ja Fe** e Co** promoveram incrementos de
393,52% e 291,47%, respectivamente, atuando como ativadores para a Ap L-Al.

Shehata e colaboradores em 2023, ao clonarem, expressarem e caracterizar uma L-Al
de uma cepa endofitica de B. amyloliquefaciens CAAl recentemente isolada, obtiveram os
seguintes resultados. A enzima apresentou peso molecular de 59 kDa exibiu uma atividade
especifica de 28 U/mg de proteina e atividade maxima em pH 7,5 e 45 °C. A enzima
apresentou eficiéncia de bioconversdo de 47,2% em um sistema de reagéo livre de ions
metalicos, contudo o Mn 2* aumentou sua estabilidade térmica, sugerindo seu papel crucial na

manutencao da integridade estrutural da enzima em altas temperaturas.

2.4, Producéo de D-tagatose a partir de soro de leite

Soro de leite € um substrato abundante e barato. Quando descartado indevidamente,
€ considerado um poluente importante na contaminagao de cursos d’agua. Isso porque contém
alto teor de matéria organica, sendo que um litro de soro exibe uma demanda quimica de
oxigénio de 60-80 g e uma demanda bioquimica de oxigénio de 30-50 g (Xiao et al., 2019).
Rico em lactose (4,54,9%), molécula que hidrolisada libera D-glicose e D-galactose, sua
hidrdlise pode ser quimica ou enzimatica pela acdo de B-galactosidase (EC 3.2.1.238).
Ponderando que a D-tagatose pode vir a ser produzida com a isomerizagao de D-galactose
via L-arabinose isomerase (L-Al, EC 5.3.1.4), produzir de D-tagatose diretamente do soro
combinando B-galactosidase e L-Al tem sido recomendada como uma alternativa viavel, capaz
de converter uma fonte de contaminagao potencial para um fim econémico de agregagéo de
valor industrial (Liu et al., 2023). Neste sentido, uma pesquisa foi realizada com objetivo de
desenvolver um método de biotransformacao eficiente de produgéo de D-tagatose a partir de
lactose e soro de queijo em pd, assim como utilizar o excedente de D-glicose apos hidrolise.
Seus resultados permitiram producdo dupla de D-tagatose e bioetanol, se mostrando uma
estratégia relativamente barata e ecologicamente correta (Zheng et al., 2019), como

demostrado por Chen e colaboradores no esquema a seguir (Figura 5).
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Figura 5: Diagrama esquematico das utilizagbes biotecnoldgicas da biomassa

rica em galactose.
Fonte: Adaptada de Chen et al., 2021.

2.5. Imobilizagao

As enzimas sado essenciais no bioprocessamento industrial, mas apresentam
limitagdes como baixa estabilidade, atividade reduzida e dificuldade de reutilizacdo. Para
superar esses desafios, diversas estratégias de imobilizagdo foram desenvolvidas,
classificadas em trés categorias principais: ligagdo a superficies solidas, aprisionamento
(encapsulamento) e reticulagao de agregados ou cristais enzimaticos (Khan, 2021). No método
de ligacado a superficies sdlidas, a enzima € adsorvida ou quimicamente ligada ao suporte,
frequentemente por interagdes como forgas de London, ligagbes de hidrogénio ou covalentes
(Maghraby et al., 2023). A adsorcao fisica € um método simples, com alta capacidade de carga
enzimatica, mas com a desvantagem de apresentar menor estabilidade em comparagéo com
outros métodos (Thangaraj e Solomon, 2019). A seguir alguns métodos de imobilizagdo e a

ilustracao de como podem ocorrer (Figura 6).
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Figura 6: Alguns exemplos de imobilizagdo enzimatica.

O método de reticulagdo de agregados ou cristais enzimaticos inclui técnicas
avangadas, como a formagdo de agregados enzimaticos reticulados (CLEAS), cristais
enzimaticos reticulados (CLECs) e enzimas secas por pulverizagéo reticuladas (CLSDs)
(Sousa et al., 2020). Esses métodos n&o utilizam suportes adicionais e dependem de reagdes
quimicas para unir as moléculas de enzima, formando redes estaveis. Recentemente,
particulas magnéticas tém sido adicionadas aos CLEAs para facilitar a recuperagéo e
reutilizacdo da enzima, além de aumentar sua estabilidade (Chen et al., 2022).

Os suportes de imobilizagcdo também desempenham um papel crucial na eficiéncia dos
biocatalisadores. Esses suportes podem ser organicos, como quitosana, alginato e gelatina,
ou sintéticos, como poliacrilamida e polimetilacrilato (Aggarwal et al., 2021). Entre os suportes
comerciais, destacam-se os epdxis, como Eupergit C® (esferas macroporosas com 100-250
KMm de didmetro), Sepabeads® (tamanho de particula aproximadamente 150 um) e Immobead
150® (tamanho de particula de 150-300 um) que possuem grupos epoxi capazes de formar
ligagdes covalentes multiponto com residuos especificos das enzimas, aumentando sua
estabilidade e atividade em diferentes condigdes de pH (Gennari et al., 2018; Matte et al.,
2014). Além disso, o uso de nanomateriais, como nanotubos de carbono e 6xido de grafeno,
tem revolucionado a imobilizagao enzimatica, oferecendo alta area superficial para ligacao e
permitindo aplicagcdes em ambientes industriais adversos (Rai et al., 2023).
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A técnica de imobilizacdo apresenta-se como uma abordagem estavel e
economicamente viavel para a produgao industrial de D-tagatose, pois permite operar em
condi¢des de temperaturas elevadas (60 a 80°C) e reutilizar a enzima por varios ciclos (Miao
et al.,, 2023). Além disso, a imobilizagdo melhora as propriedades bioquimicas das L-Als,
aumentando sua estabilidade térmica e otimizando seu desempenho em aplicagdes
industriais.

Em pesquisa com imobilizagdo de L-Al em esferas de alginato, embalada em reator,
os resultados demonstraram eficiéncia na produgao de D-tagatose a partir de soro de leite, em
modos de batelada e continuo (Rai et al.,, 2021). A imobilizagdo conferiu resisténcia e
estabilidade a enzima, com pH 6timo de 6,0 para ambas as formas (livre e imobilizada). A
atividade relativa foi mantida acima de 80% entre 40-60 °C, mas houve maior perda de
atividade a 70 °C, com redugio de 94% para L-Al livre e 76% para L-Al imobilizada. O reator
projetado apresentou alta produtividade e Vviabilidade para aplicagdes industriais na
transformacao de galactose em D-tagatose.

Buscando a caracterizacdo de uma estrutura metal-orgénica (MOF) contendo L-Al
imobilizada (L-AI@MOF) para a sintese do agucar raro D-tagatose, os pesquisadores
observaram que o biocatalisador apresentou alta atividade a 50 °C e pH 6, mas menor
estabilidade em temperaturas mais baixas (20 °C) e perda significativa de atividade em
temperaturas mais altas (60—70 °C) (Rai et al., 2025). Testes de reutilizagdo demonstraram
gue o L-AI@MOF manteve sua eficiéncia por mais de cinco ciclos, com atividade catalitica
inicial de 69 Ul mg™, reduzida para 65,9 Ul mg™ no segundo ciclo e cerca de 60% no quinto
ciclo. A reducido da atividade foi atribuida a lixiviagdo ou inativacdo enzimatica apds uso
repetido a 50 °C, indicando potencial promissor para aplicagbes industriais com necessidade
de ajustes para maior estabilidade.

Na busca de uma estratégia para aumentar sua estabilidade operacional e estabilizar
sua estrutura multissubunitaria em catalisador enzimatico Eupergit® C250L, concluiram que a
etapa de imobilizagéo, pode levar a um biocatalisador industrial para a produgéo de d -tagatose
a partir de D-galactose em temperaturas moderadas (50-60 °C) ou altas (70-80 °C) que n&o
requer Co 2* no meio de reagdo, um ion que ndo é aceitavel para aplicagbes em alimentos
(Bortone e Fidaleo, 2020).

Os nanomateriais, como nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT), 6xido
de grafeno (GOx), Santa Barbara Amorphous (SBA-15) e matéria composta mével (MCM-41),
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tém se mostrado suportes versateis e excelentes matrizes para a imobilizagéo eficiente de L-
Al, utilizando métodos covalentes e de aprisionamento. Esses materiais foram empregados
em pesquisas para a conversao de D-galactose em D-tagatose, alcancando resultados
positivos com os NECs desenvolvidos (Rai et al., 2023). No entanto, a formacdo de
aglomerados durante a preparagédo e a separagao das matrizes contendo enzimas
imobilizadas da mistura reacional apresenta desafios significativos que ainda precisam ser
superados (Bolivar et al., 2022).

O mercado global de enzimas, avaliado em US$ 11,47 bilhdes em 2021, deve crescer
6,5% ao ano até 2030, impulsionado pela alta demanda nos setores nutracéutico e
farmacéutico, como suplementos alimentares e nutracéuticos, que juntos movimentaram mais
de US$ 600 bilhdes em 2021 (Maghraby et al., 2023). Protocolos de imobilizagdo enzimatica
precisam ser simples e viaveis economicamente em larga escala, como adsorgao fisica e
imobilizacdo em suportes epdxi, priorizando estabilidade e eficiéncia. Ao mesmo tempo,
tecnologias estdo sendo exploradas para otimizar aplicagbes cataliticas e impulsionar a

inovagao no mercado enzimatico (Tabela 1).

Quadro 1: As tecnologias para imobilizagéo enzimatica adaptado de Federsel et al.,
2011.

Abordagem Descricao Aplicacoes
Utiliza nanoestruturas
de DNA para formar Aplicacdes
DNA conjugados enzima- diagndsticas
DNA com alta preciséo promissoras
espacial.
Residuos agricolas e Adsorgao, troca
Materiais alimentares com alta ibnica e outras
renovaveis porosidade e grande estratégias de
area de superficie. imobilizacao

Compostas por ions
metalicos e ligantes

Estruturas metal- . Aplicacbes
A organicos, oferecem
organicas (MOFs) : avancgadas
alta porosidade e
estabilidade térmica.
Material baseado em L -
: Ligacédo eficiente
. vidro de poro controlado :
EziG de enzimas com

revestido com polimero

organico e Fe(lll). His-tag
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Alta area de superficie,

, ~ Matrizes
Nanoparticulas excelente razao e
" - versateis para
magnéticas superficie-volume e imobilizagao
(MNP) elevada capacidade de o
enzimatica

transferéncia de massa.

2.6. Estudos de Modelagem

As proteinas, frequentemente chamadas de motores da vida, desempenham papéis
fundamentais em processos biologicos vitais, gragas a sua estrutura tridimensional (3D).
Compreender essa estrutura é essencial para desvendar a funcdo da proteina (Dahlstrom e
Salminen, 2024). Tradicionalmente, as abordagens de predicao de estrutura de proteinas sao
classificadas em dois métodos principais: modelagem baseada em modelo (TBM) e
modelagem sem modelo (FM) (Pearce e Zhang, 2021). Dentre essas abordagens, a
modelagem de homologia destaca-se como a mais precisa e eficaz para gerar estruturas
proteicas confiaveis, desde que um modelo adequado esteja disponivel no Banco de Dados
de Proteinas (PDB) (Wu et al., 2022). Esse método consiste, essencialmente, em quatro
etapas: obtencdo da sequéncia de aminoacidos, selecido do modelo, alinhamento da
sequéncia e predicdo da estrutura (Jisna e Jayaraj, 2021).

Nos ultimos anos, o campo da bioinformatica estrutural alcangou um marco
revolucionario com a aplicacdo do aprendizado profundo, especialmente de métodos de
aprendizado de ponta a ponta, para construir modelos de estrutura de proteinas (Pearce e
Zhang, 2021). Essa abordagem reduziu significativamente a diferenga entre as precisdes dos
métodos TBM e FM, tornando o aprendizado profundo uma ferramenta indispensavel para
aprimorar a predigcdo de estruturas proteicas (Du et al., 2021). Um exemplo notavel é o
AlphaFold2, que conseguiu produzir estruturas de qualidade experimental, consolidando-se
como o grupo de melhor desempenho (Pearce e Zhang, 2021).

O surgimento do AlphaFold representou uma mudanca de paradigma na bicinformatica
estrutural, marcando o inicio de uma nova era com seu desempenho superior no CASP13 em
2018. A disponibilizacao gratuita de seus cddigos-fonte impulsionou o desenvolvimento de
métodos ainda mais avangados, levando a predi¢des de estrutura de proteinas a um novo
patamar (Du et al., 2021). Atualmente, o AlphaFold DB possui mais de 200 milhdes de

entradas, abrangendo os proteomas humanos e de outros 47 organismos, com todas as
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estruturas e analises acessiveis gratuitamente a comunidade cientifica (Bertoline et al., 2023).
Apesar de sua precisdo e impacto transformador, 0 método ainda apresenta limitagcbes

importantes (Quadro 2).

Quadro 2. Desafios do AlphaFold2 (Bertoline et al., 2023).

Dificuldade em prever proteinas/regioes intrinsecamente desordenadas e loops.

Prevé apenas um unico conformador, ndo identificando as formas apo e holo.

Falha em prever defeitos no dobramento de proteinas devido a mutagdes pontuais.

Nao prever novas estruturas, baseado em MSA e requer bancos de dados de

estruturas conhecidas.

A inteligéncia artificial (IA), termo introduzido por John McCarthy em 1956, diz respeito
a criagcdo de maquinas e programas inteligentes, com destaque para o Aprendizagem de
Maquina, que permite que os sistemas aprendam a partir de sua propria experiéncia,
dispensando programagao explicita (Jisna e Jayaraj, 2021). A |A € amplamente utilizada em
mineracdo de dados, mas seu desempenho depende da quantidade e qualidade das
informacdes disponiveis, enfrentando desafios como a variabilidade nas fontes, especialmente
em ensaios bioldgicos, e a escassez de dados confiaveis em bancos publicos (Gurung et al.,
2021).

Apesar dessas limitagdes, avangos significativos vém transformando o campo, como
o surgimento do MultiSFold em 2024, uma ferramenta baseada em um algoritmo de evolugao
multiobjetivo, que alcangou uma taxa de sucesso de 56,25% na predicdo de multiplas
conformagdes de proteinas, superando o AlphaFold2 (10,00%) e apresentando melhores
pontuagdes TM, com um ganho de 2,97% sobre o AlphaFold2 e 7,72% sobre o Rose TTAFold

na predicao de estruturas estaticas (Dahlstrom e Salminen, 2024).

2.7. Tendéncias e Desafios

Para superar desafios da producao industrial, como baixa estabilidade enzimatica e

taxas limitadas de conversdo, a engenharia enzimatica, especialmente a mutagénese
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direcionada, tem sido usada para criar mutantes com maior afinidade pela D-galactose, maior
estabilidade e melhor adaptacdo a pH e temperaturas especificas (Jin et al., 2023). O design
de proteinas, baseado em evolucao direcionada com mutagénese aleatoria e triagem de alto
rendimento, permite gerar proteinas com funcionalidades especificas (Strokach e Kim, 2022).

Modificagdes moleculares da L-arabinose isomerase (L-Al) também tém sido
investigadas, e a resolugao de suas estruturas cristalinas aprofundou o entendimento sobre
sua funcdo ao converter D-galactose em D-tagatose (Lu et al., 2024). Em estudo com
mutagénese direcionada para aumento de produc¢éo de D-tagatose por L-arabinose isomerase
de Shewanella sp. (ShAl), os resultados apontaram aumento na atividade catalitica da ShLAI
mesofilica, reduzindo a demanda energética e abrindo caminho para aplicagées na industria
de laticinios, como a conversdo de D-galactose residual em D-tagatose em produtos
armazenados (Jayaraman et al., 2021).

Em outro estudo, mutagénese direcionada foi realizada na L-Al de Lactobacillus
plantarum CYB6, resultando em diversos mutantes que foram posteriormente caracterizados
bioquimicamente (Lu et al., 2024). Entre eles, o mutante combinatério F118M/F279I, com
alteragdes no sitio ativo e no canal de entrada do substrato, apresentou aumento na atividade
catalitica e na especificidade para a D-galactose. Esses resultados demonstram que a
mutagénese guiada pela estrutura, especialmente na regido de revestimento do substrato, €
uma estratégia eficiente para desenvolver enzimas capazes de catalisar reacdes com
substratos, como a D-galactose.

Para fechamento, o uso de células inteiras como biorreatores naturais € a combinacio
de enzimas como B-galactosidase e L-arabinose isomerase em pools enzimaticos séo
estratégias promissoras para aumentar a eficiéncia e sustentabilidade do processo. Estudos
recentes, como o publicado em 2022 por Zhang e colaboradores, demonstram a viabilidade
dessas abordagens, onde a coexpressao das duas enzimas foi considerada excelente para
hidrélise simultanea de lactose e conversdo de D-tagatose. Aliada a esses avancos, a
engenharia enzimatica continua essencial para aprimorar a estabilidade e a eficiéncia catalitica
das isomerases em condi¢cdes industriais. Esses avangos, combinados, ampliam as
possibilidades de aplicagdo do D-tagatose em setores como alimentos funcionais e

farmacéuticos, consolidando seu impacto no mercado global.

3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo geral

O principal objetivo deste estudo foca em caracterizar bioquimicamente uma nova L-
arabinose isomerase (AraR), visando atender a demanda por biocatalisadores mais eficientes

e avaliar a imobilizagdo enzimatica como estratégia de otimizagéo de processos.

3.2. Objetivos especificos

Realizar a caracterizagao bioquimica de uma nova arabinose isomerase;
Avaliar o efeito da imobilizagdo enzimatica sobre a atividade catalitica e estabilidade;
Testar o tempo de meia vida a 4 °C da enzima livre e imobilizada;

Estudar a estrutura tridimensional de AraR utilizando o AlphaFold;

4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Bioguimica de Microrganismos e Plantas
(LBMP), no Departamento de Biotecnologia Agropecuaria e Ambiental, da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal-SP-Unesp. O gene selecionado foi
proveniente do metagenoma de Rumen bovino da ragca Nelore (acesso do NCBI:
SRX818104).

4.1. Expressao e purificagado enzimatica

A clonagem e a avaliagdo das condigdes otimas para expressao, extracao e purificacao
foram realizadas em um estudo anterior envolvendo a equipe do LBMP (Gomes-Pepe et al.,
manuscrito em preparagao). Brevemente, o gene de interesse foi sintetizado ja inserido no
vetor (pET28a), e 0 mesmo foi transformado em Escherichia coli BL21 (DE3) e submetido a
expressao, onde foram utilizados para inoculagéo 2% v/v de pré-indculo, estes colocados em
agitacao a 200 rpm e 37 °C ao atingir densidade oOptica (D.O.) 600 nm entre 0,4 e 0,6, seguido
de indugéo com 0,1 mmol L™" de IPTG (isopropil-3-D- tiogalactopiranosideo). Apds indug&o por
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4 horas, a extragdo foi realizada com sonicador em seguida por purificagdo em IMAC
(Immunoaffinity Chromatography) em resina Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Germany) e eluicdo da
proteina com 200 mmol L' de imidazol.

Uma etapa de cromatografia de polimento (eliminagao de possiveis contaminantes) por
filtracdo em gel foi empregada em coluna Hiload 16/60 Superdex 200 (GE Healthcare Bio-
Sciences, Uppsala, Sweden) utilizando o sistema de cromatografia AKTA Pure (GE
Healthcare, USA). Considerando os dados de predigdo de massa molecular para o monémero

estimado em 62,3 kDa por meia da ferramenta Protparam (https://web.expasy.org/protparam/),

o valor obtido na correlagéo linear foi correspondente a um tetrdmero. A dosagem de proteinas
empregada para verificar as concentragdes da proteina de interesse foi realizada pelo método
de Bradford, 1976.

4.1. Reacao Padrao de atividade

A reacéo padrao para a avaliacao da atividade enzimatica foi conduzida utilizando D-
galactose (50 mmol L) como substrato, em tamp&o acetato de sodio (50 mmol L', pH 6,0). A
enzima foi adicionada em um volume de 10 pL, a partir de uma solugdo com concentragao
aproximada de 1 mg/mL. As reacgdes foram realizadas a 30 °C por 30 min e interrompidas com
imersao em nitrogénio liquido. No momento de quantificar pelo método colorimétrico cisteina-

carbazol-acido sulfurico, a reagéo foi descongelada em gelo para pipetagem.

4.2. Avaliagao de atividade enzimatica pelo método cisteina-carbazol-

acido sulfurico

A atividade da AraR purificada foi determinada utilizando D-galactose como substrato
sob diferentes condigdes, e a D-tagatose produzida foi quantificada pelo método colorimétrico
cisteina-carbazol-acido sulfurico (Dische; Borenfreund, 1951). O método iniciou-se com adicao
de 20 uL da amostra (resultante do teste de atividade topico a seguir 4.3) ao pogo da placa
onde foi realizada a leitura, a ele adicionou-se 4,5 pL de solugéo de L-cisteina monoidratado a
1,5%, em seguida, 141 uL de H2S0470 % foram transferidos aos pogos de uma microplaca.
Imediatamente, adicionou-se 4,5 L de solugéo 0,12 % de carbazol (em etanol absoluto), a

mistura foi rapidamente homogeneizada. A placa foi deixada em repouso a temperatura
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ambiente (25 °C) por 1 hora. Decorrido esse tempo, procedeu-se a leitura de absorbancia a
540 nm, e os valores foram preditos segundo a curva padrao de D-tagatose construida, cujos

valores variaram entre 0,05 a 2 mmol L.

4.3. Parametros cinéticos de atividade

Considerando que os principais resultados obtidos para a galactose neste
estudo derivaram da analise colorimétrica, optou-se por empregar esse meétodo para
inferir os valores de Km e Vmax da reacdo de isomerizacdo envolvendo esse
substrato. Os dados foram coletados em intervalos de tempo entre 5 e 60 minutos,
utilizando concentragdes de substrato entre 10 e 600 mM. As velocidades iniciais de
reacao (V,) obtidas para cada concentracao de substrato foram utilizadas para gerar
um ajuste ndo linear a equagao de Michaelis—Menten, utilizando o software GraphPad

Prism (versao 8.0.2), a fim de calcular os parametros cinéticos.

4.4. Efeito do pH, temperatura

O pH étimo para a atividade enzimatica foi testado em diferentes faixas, utilizando varios
sistemas tamp&o de 50 mmol L' com valores de pH variando entre 3,0 e 10,5 (tamp&o acetato
de sadio: pH 3,0-6,0; tampao Tris-HCI: pH 6,5-8,0; tampao fosfato de amébnio (Ampol): 8,5-
10,5). A influéncia da temperatura foi investigada em temperaturas variando de 10 a 90 °C,

com intervalos de 10 °C, no tampao étimo determinado no teste de pH.

4.5. Avaliacéo de estabilidade térmica

Para este teste, foram seguidas as etapas a seguir: aliquotas do mesmo lote foram
distribuidas em microtubos de 0,2 mL, sendo uma aliquota mantida a 0°C e as demais
incubadas em temperaturas variando entre 20 e 60°C. As amostras foram retiradas em
intervalos de 30, 60, 90 e 120 minutos e imediatamente colocadas no gelo, onde
permaneceram por 1 hora para permitir a renaturagéo proteica das regides nao afetadas

ireversivelmente pelo aquecimento. Em seguida, foi realizado o ensaio enzimatico nas
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condi¢cdes 6timas previamente definidas, seguido da quantificagcdo da tagatose, conforme

descrito acima.

4.6. Influéncia de Diferentes ions

Assim, foi avaliada a influéncia de diferentes ions metalicos divalentes, incluindo CoClz,
MnSOs4, NiCl2, FeSO4, CuSOs4, CaClz, MgCl2, ZnCl2 e BaClz. As reagdes enzimaticas foram
entfo realizadas na auséncia e presenga de 1 mmol L' de cations divalentes, usando o ensaio
enzimatico descrito nos itens anteriores. Considerando que os ions Mn** e Co?*'sédo
frequentemente mencionados na literatura como cofatores de arabinose isomerase, para estes
foram testadas as concentragdes de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 mmol L™, e seu efeito sobre a atividade

foi determinado conforme ensaio ja descrito.

4.7. Influéncia de agentes potencialmente utilizaveis em métodos de

extracédo ou procedimentos industriais

Para avaliar o efeito de diferentes concentragdes salinas sobre a atividade, as reagdes
foram conduzidas em diferentes concentragdes de NaCl (1, 5, 10, 50, 500, 1.000 e 2.000 mmol
L"). O teste de tolerancia a diferentes detergentes, foi conduzido com os seguintes: Tween 20,
Tween 80, Triton X-100 (ndo idnicos), Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) e Acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA) em concentra¢des variadas. Também foi testado o efeito de

alcoois (metanol e etanol) e de acetona, nas concentragbes de 1%, 2% e 5%.

4.8. Teste qualitativo de especificidade de substrato

O teste foi realizado com cinco substratos distintos: D-galactose, D-glicose, D-manose,
D-xilose e L-arabinose. Estes foram colocados em microtubos de 1,5 mL, contendo o substrato
na concentragdo de 50 mmol L, tamp3o acetato de sodio (pH 6,0) na concentragdo de 50
mmol L', enzima, e incubados por 30 minutos a 50°C. A reacdo foi interrompida por
congelamento rapido em nitrogénio liquido. Foi realizada a avaliagdo colorimétrica visual do
teste, observando a mudanca de cor das reagoes, para determinar se houve ou no atividade,

quando comparado ao controle negativo (sem enzima).
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4.9. Suporte ImmoBead na Otimizagédo dos Processos Enzimaticos

Para o teste de imobilizagéo, foi utilizado o suporte Immobead 150P, do fabricante
Sigma®. No processo de imobilizagdo, utilizou-se apenas uma concentragio da enzima, sendo
2,5 mg para 0,05 g de suporte. Para facilitar o ensaio, antes da imobilizagéo, a Immobead foi
umedecida com agua ultrapura em quantidade equivalente a 3 vezes seu peso. Logo apds, o
suporte foi pesado e distribuido em tubos de 15 mL, sendo em seguida lavado duas vezes
com tampao acetato de sodio para normalizar as cargas e favorecer a imobilizacao, além de
remover impurezas e estabilizar o sistema.

Apos a lavagem, a enzima foi adicionada em uma solugéo de 3 mL por tubo, contendo
2,5 mg de enzima e o tamp&o no qual a enzima foi purificada (Tris-HCI 20 mmol L', NaCl 200
mmol L', pH 8). As amostras foram incubadas por 2 a 3 horas, até que n&o se obtivesse leitura
no método de Bradford da solugdo onde a Immobead estava em suspensao. Em seguida, a
enzima imobilizada foi pesada (0,04 mg, sendo 0,01 mg de Immobead + enzima e 0,03 mg de
agua) e distribuida em tubos de 1,5 mL para os testes de atividade em diferentes pH e
temperaturas.

O pH ¢étimo para a atividade com a enzima imobilizada foi testado utilizando varios tipos
de solugéo tamponante de 50 mmol L', com valores de pH variando de 3,0 a 9,0 (tampéao
acetato de sodio: pH 3,0; tampéo Tris-HCI: pH 6,0-8,0; tampao Ampol: pH 9,0). A mistura
reacional para a atividade foi a mesma da reagcéo padréo de atividade. As reacdes foram
realizadas a 50 °C por 1 hora e interrompidas aspirando-se o sobrenadante e separando-o da
enzima imobilizada. A influéncia da temperatura foi investigada em temperaturas variando de
30 a 80°C, com intervalos de 10 °C, utilizando tampao acetato de sédio pH 6,0. O efeito da
temperatura sobre a atividade foi determinado conforme ensaio ja descrito.

Assim como para enzima livre foi realizado teste de estabilidade térmica, apds a enzima
imobilizada aliquotas lote foram distribuidas em tubos de 1,5 mL, sendo uma aliquota mantida
a 0°C e as demais incubadas em temperaturas de 40 e 50 °C. As amostras foram retiradas
em intervalos de 30, 60, 90 e 120 minutos e imediatamente colocadas no gelo, onde
permaneceram por 1 hora. Em seguida, foi realizado o ensaio enzimatico nas condigdes

otimas previamente definidas, seguido da quantificacao da tagatose, conforme descrito acima.
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O ensaio de meia-vida foi realizado em duas condigbes de pH (8 e 9), comparando a
enzima em sua forma livre e imobilizada. Para isso, as amostras foram armazenadas em tubos
de 15 mL na geladeira com temperatura de 4 °C, e aliquotas foram retiradas em intervalos

regulares de 7 dias, totalizando 28 dias de andlise (1, 7, 14, 21 e 28 dias).

4.10. Métodos analiticos

A partir dos dados obtidos na analise de caracterizagcdo enzimatica, as variaveis pH,
temperatura, ions e detergentes foram comparadas usando ANOVA seguida pelo teste de
Tukey, adotando o nivel de 5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas com
o auxilio do software estatistico STATISTICA 7.0 (ESAKI et al., 2012).

4.11. Predicao da estrutura tridimensional

O modelo da estrutura tridimensional da AraR foi obtdo usando o
AlphaFold2 (ColabFold v1.5.5) com paréametros padréo. Para o alinhamento de sequéncias
foram utilizadas sequéncias de aminoacidos de L-arabinoses isomerases depositadas no
servidor web UniprotKB (UniProt) e no banco de dados PDB utilizando a ferramenta BLASTp

(Tabela 1). As figuras foram visualizadas e preparadas no Pymol v 3.1.0.



Tabela 1. Descrigéo das sequéncias de aminoacidos de L-arabinose isomerases utilizadas neste estudo.

ID
Cobertura | Identidade .
Descrigdo (PDB/ E- value | AMinoacido Referéncias
% % S
UniprotKB)
L-arabinose Takami et al., 2004;
isomerase de
Geobacillus 4R10 98 48.50 4e-171 497 Choi et al. (dados n&o
kaustophilus publicados)
L-arabinose
isomerase de_ . 7CX7 98 49 46-170 496 Hoang et a_I. (dados nao
Thermotoga maritima publicados)
(TMAI) Al-8
Arabinose isomerase Cao et al. (dados nao
Al-10 publicados);
7CHL 98 48.70 46-169 498
Alicyclobacillus sp. e Hoang et al. (dados nao
TP7 publicados)
L-arabinose Lee et al., 2004;
isomerase de
Thermotoga maritima 7CWV 98 48.31 4e-165 496 Hoang et al. (dados néo
MSB8 publicados)
L-arabinose
isomerase de 7CH3 98 48.11 26-163 496 Cao et al. (dados nao

Thermotoga maritima
MSB8 (mutante triplo)

publicados)

33



L-arabinose Zhu, 2007;
isomerase de 2AJT 99 45.24 7e-158 500 Manjasetty & Chance
Escherichia coli 2006 ’
. Rhimi et al., 2007;
L-arabinose de
Geobacillus Q98467 98 48.5 2e-170 496 Rhimi & Bejar, 2006
stearothermophilus
i Mota et al., 1999;
L-arabinose
isomerase de Bacillus P94523 99 474 3e-164 496 S-Nogueira et al., 1997
subtilis (strain 168)
L-arabinose
isomerase de A4WBG6 99 46.1 3e-161 500 Taghavi et al., 2010
Enterobacter sp.

(strain 638)
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4.12. Caracterizagao Enzimatica por HPLC para L-Arabinose

Para a analise cromatografica dos acgucares liberados na isomerizagéo
catalisada por AraR, as amostras foram filtradas utilizando filtros de seringa hidrofilicos
de PTFE (Analitica), com didametro de 13 mm e porosidade de 0,22 ym. Os resultados
da reacao foram obtidos em intervalos de tempo entre 10 e 60 minutos, com
concentracdes de substrato variando de 9 a 600 mM. As amostras filtradas foram
transferidas para frascos cromatograficos, e 20 yL de cada amostra foram injetados
no sistema de HPLC para analise.

A analise foi realizada utilizando uma coluna Supelcosil NH, (Sigma-Aldrich,
Cat. N° 117815.06). A eluigao foi conduzida com uma fase mével composta por agua
ultrapura e acetonitrila (25:75, v/v), a uma vazao de 1,0 mL/min. O forno da coluna foi
mantido a 35 °C, e a deteccio foi realizada com um detector de indice de refracéo
(Shimadzu, modelo RID-20A) acoplado ao sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

Solugbes estoque de L-ribulose e L-arabinose foram preparadas em agua
ultrapura a uma concentragdo de 25 mg/mL. Posteriormente, essas solugdes foram
diluidas individualmente com agua ultrapura (1:1, v/v) para obtencéo de solu¢des de
trabalho nas concentragdes finais de 1,563; 3,125; 6,25 e 12,5 mg/mL para ambos os
agucares. Todas as solugdes foram utilizadas imediatamente ou armazenadas a
-20°C até o uso. De forma semelhante ao procedimento com galactose, os valores
de V, para arabinose foram utilizados para o ajuste nao linear a equacgao de Michaelis—

Menten no GraphPad Prism, visando a determinacao dos parametros cinéticos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas Gerais e Propriedades Cataliticas

A isomerase de arabinose AraR foi identificada por meio de uma analise

aprofundada do banco de dados genédmico e metagenémico do nosso Laboratdrio de

Bioquimica de Microrganismos e Plantas, o qual inclui sequéncias derivadas do
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metagenoma do rumen de Nelore (acesso SRA: SRX818104). Apds sua descoberta,
0 gene araR foi sintetizado e clonado no vetor de expressdo pET28a. Esse construto
foi entdo introduzido em diferentes cepas de Escherichia coli para otimizacdo da
expressao. Entre as cepas testadas, E. coli BL21 (DE3) apresentou os maiores niveis
de expressao (dados nao mostrados).

A proteina recombinante AraR foi parcialmente purificada utilizando um
protocolo de duas etapas: cromatografia de afinidade por niquel (Figura 7A) e, em
seguida, cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC) utilizando uma coluna Hiload
16/60 Superdex 200 (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia) em um sistema
de cromatografia AKTA Pure (GE Healthcare, EUA). A SEC foi conduzida em tamp&o
Tris-HCI (pH 8,0) contendo 200 mM de NaCl e 10% (v/v) de glicerol, com vazao de 0,5
mL/min (Figura 7B, D).

IMAC SEC

M __FT_20 200 200 500 1M M 8 12 14 15 16 17 18 M s4 y=-0.6905x + 3.2802
R2=0.9983

i .

247.5KDa s1

beee et
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670KDa

. ; . .
10 15 20 25 3.0
Log. (MW)
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Figura 7. Expressao de AraR a 37 °C em E. coli BL21 DE3. A: Resultado da
purificagdo por afinidade com niquel (IMAC) utilizando diferentes concentragdes de
imidazol. B: Resultado da cromatografia por excluséo de tamanho (SEC). M: Marcador
de peso molecular Bio-Rad Precision Plus Dual Color Standards. FT: Fragéao de "flow
through" (escoamento) da purificagdo cromatografica por IMAC, correspondente a

amostra nao retida na resina; 20-1000: Fragdes cromatograficas correspondentes as
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concentragdes de imidazol de 20 a 1000 mM; Linhas 8—18: Fragdes cromatograficas
da proteina apos a eluigcao. A caixa vermelha indica as bandas obtidas para a proteina
de interesse. C: Estimativa de peso molecular por filtragdo em gel para AraR, com
base na correlagéo linear entre a mobilidade relativa dos padrbes (S1-S4) e da enzima
na cromatografia liquida versus o logaritmo dos respectivos valores de peso
molecular. D: Perfil cromatografico da AraR purificada por filtragdo em gel, submetida
a cromatografia utilizando uma coluna Superdex 16/600 200; vazao de 0,5 mL/min. No
destaque ampliado, detalhes das posi¢cdes correspondentes aos tempos de retencéo
obtidos para os padroes de peso molecular (em rosa), sobrepostos ao perfil
cromatografico da AraR (em azul). Padrbes: S1: Tiroglobulina (670 kDa); S2: Gama-
globulina (150 kDa); S3: Ovalbumina (44,3 kDa); S4: Ribonuclease A (13,7 kDa); S5:

Acido p-aminobenzoico (equivalente a =0,13 kDa).

O cromatograma de SEC (Figura 7D) revelou um pico dominante
correspondente a forma oligomérica da AraR, com massa molecular estimada de
247,5 kDa. Esse valor foi determinado com base em uma correlacéo linear entre o
perfil de eluicdo dos padrdes de peso molecular e o logaritmo de suas massas
moleculares respectivas (Figura 7C). Considerando a massa monomeérica predita de
62,3 kDa (estimada pelo ProtParam), o peso molecular observado sugere uma
montagem tetramérica. Estados oligoméricos sdo comumente observados entre as
isomerases de arabinose (Als), que geralmente apresentam estruturas quaternarias
hexameéricas ou tetraméricas, como relatado para a Al de Thermotoga maritima (Lee
et al., 2004) e para as Als de Bacillus halodurans e Geobacillus stearothermophilus
(Lee et al., 2005). Essa observacao reforgca a hipotese de que AraR adota uma
estrutura quaternaria tetramérica em solucéo, consistente com outros membros dessa
familia enzimatica. Considerando que o imidazol — presente tanto no tampéao de
extragdo (20 mM) quanto nas etapas de purificagao por afinidade e concentragao
anteriores a cromatografia SEC (200 mM) — inibe a atividade enzimatica, optou-se
por ndo incluir uma tabela classica de rendimento, pois nao foi possivel coletar dados
de atividade enzimatica.

A analise BLAST contra o Protein Data Bank (PDB) revelou que AraR

compartilha 40-48% de identidade de sequéncia com isomerases de arabinose
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conhecidas, incluindo as formas triméricas de E. coli (PDB: 2AJT, 4F2D) e as formas
hexaméricas de Geobacillus kaustophilus (4R10) e Lactobacillus fermentum (4LQL).
Esses achados sugerem que AraR pode apresentar uma estrutura oligomérica unica,
distinguindo-se das isomerases caracterizadas anteriormente e ressaltando seu

potencial para aplicagdes biotecnoldgicas inovadoras.

5.2. Parametros cinéticos de atividade

Os paréametros cinéticos da isomerizagdo catalisada por AraR foram
determinados utilizando duas abordagens analiticas diferentes, dependendo do
substrato. Para a D-galactose, foi empregado um ensaio colorimétrico, enquanto a
quantificagdo da L-arabinose foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). O método colorimétrico foi selecionado para a D-galactose por ser o substrato
padrao ao longo do estudo, além de a maioria das demais analises enzimaticas
apresentadas neste trabalho também se basearem em medigcdes colorimétricas,
garantindo consisténcia metodologica.

Apesar da utilizacdo de métodos de quantificagao distintos, os valores de Vmax
obtidos para ambos os substratos foram relativamente semelhantes, indicando
desempenho catalitico comparavel nas condi¢cbes testadas. A AraR apresentou
valores de Vmax e Km de 20,75 uM/min e 5,552mM para L-arabinose, e de
20,08 yM/min e 13,50 mM para D-galactose, respectivamente. Embora a enzima
tenha alcangado uma velocidade maxima ligeiramente superior com L-arabinose, o
Km significativamente menor para esse substrato indica uma afinidade
consideravelmente maior em comparagao a D-galactose.

Esse resultado esta de acordo com o esperado, uma vez que as isomerases
de arabinose sédo conhecidas por apresentarem maior afinidade por L-arabinose do
que por agucares estruturalmente semelhantes (Xu et al., 2018; Shin et al., 2022).
Esses dados sustentam a caracterizagdo funcional da AraR e destacam sua
preferéncia por substrato, ao mesmo tempo em que demonstram que ambas as

abordagens analiticas produziram parametros cinéticos coerentes e confiaveis.
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5.3. Efeito de pH e temperatura

Os diferentes sistemas tampdes tiveram influéncia significativa na atividade de AraR,
como pode ser observado na Figura 8(A). Sendo o pH 6,0 superior aos demais com 100% de
atividade relativa, seguido pelo pH 6,5 com 86 %. Esse resultado foi similar ao obtido para um
estudo anterior de Singh et al., (2022), no qual o pH 6,0 foi 0 melhor para isomerizagéo de
arabinose isomerase (temperatura 6tima de 40°C). De mesmo modo, ao explorar
Bifidobacterim adolescentis para produgao de D-tagatose, os autores encontrarem condigbes
otimas para atividade em pH levemente acido de 6,5. Segundo os autores, esta condigao
favoreceu a produgéo de D-tagatose a partir de lactose, com a coproducdo da galactose
atrelada a isomerizagéo a tagatose, utilizando uma combinagéo enzimatica de uma B-

galactosidase e uma arabinose isomerase (Zhang et al., 2020).
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Figura 8. Influéncia do pH e da temperatura na atividade de conversao de D-galactose em D-
tagatose pela enzima AraR. (A) Avaliagao do pH utilizando trés tampdes: acetato de sédio (pH
3,0-6,0), Tris-HCI (pH 6,5-8,0) e Ampol (pH 8,5-10,5) em temperatura de 30 °C. (B) Avaliagéo
da temperatura, variando entre 10 °C e 90 °C, em intervalos de 10 °C com tempo de incubacao
de 30 minutos, no pH ideal. As letras em cada em cima das barras indicam diferencas
significativas conforme analise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey com 1% de

significancia. O teste F apresentou resultado significativo (p < 0,01) para ambas as variaveis.

Para os demais sistemas a atividade observada ficou abaixo de 60%. Em estudos com
L-arabinose isomerase de bacilos (Bacillus subtilis e B. coagulans) foram encontrados valores
de pH 6timos préximos a neutralidade, em torno de 7,5 (Kim et al., 2010; Mei et al., 2016). Nao

foi observada atividade para os valores de pH mais acidos (entre 3-4,5) (Figura 7(A)). Dados
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apresentados por Nirwantono et al., (2024), constataram que arabinose isomerase de
Arthrobacter psychrolactophilus apresentou atividade relativa acima de 80% entre pH 6,5 e 8,0,
commaximanopH7,0e7,5.

Observou-se que com o aumento da temperatura houve um aumento da atividade,
onde as temperaturas de 40 °C e 50 °C demonstraram ser estatisticamente iguais, com médias
de atividade relativa de 100% e 90%, respectivamente (Figura 8B). Esse resultado foi similar
ao encontrado no estudo de Singh et al. 2022, comentado acima, no qual a temperatura étima
foi de 40 °C (pH 6,0). A partir de 60 °C, a atividade tornou-se nula, indicando que AraR exibe
uma condicao de reacao 6tima de mesofilica a levemente termofilica (40-50 °C).

Em um estudo das propriedades bioquimicas de L-arabinose isomerase de Clostridium
hylemonae para produgéo de um adogante funcional, foram obtidos resultados similares aos
da AraR, sendo que a temperatura 6tima de conversao de D-galactose foi de 50 °C (Nguyen
et al., 2018). Similarmente, uma arabinose isomerase de Bacillus subtilis estudada para uso
em biorrefinaria de residuos ricos em galactose demonstrou atividade maxima a 42°C e
estabilidade térmica de 32 °C. Segundo os autores, a otimiza¢do do processo em temperaturas
mais brandas pode evitar alteragbes na cor e sabor do produto, uma vez que a tagatose se
decompde e carameliza em altas temperaturas (Baptista et al., 2021).

Assim como a reagdo em cascata de escurecimento ndo enzimatico de
produtos é conhecida como reagao de Maillard, e essa rea¢ao pode ocorrer no processamento
térmico de alimentos, com o processo de glicagdo podendo ser induzido por parametros como
temperatura, tipo de proteina e tipo de sacarideo (Cardoso et al., 2018). Desta forma, a
utilizacdo de uma arabinose isomerase com caracteristicas termoestaveis sao potenciais para
aplicagdes industriais, com apresentando vantagens no aumento da velocidade das reagoes,
bem como na redugéo da formacao de subprodutos indesejaveis (Xu et al., 2018).

Um estudo com uma arabinose isomerase extremdfila revelou elevado potencial de
atuacdo em uma ampla faixa de temperatura: a arabinose isomerase de Bacillus coagulans se
mostrou menos sensivel a mudangas de temperatura, apresentando faixa de atividade ampla,
entre 50 °C e 70 °C com atividade relativa acima de 85%, retendo atividade superior a 60%
entre 80 e 90°C (Mei et al., 2016). Estes achados exemplificam qual elevado é o potencial
microbiano em favorecer atividades metabdlicas nos mais diversos ambientes, e muitas vezes
fornecem a chave para entender quais mecanismos podem ser mimetizados visando ampliar

a capacidade catalitica de uma enzima de interesse. Estudos envolvendo engenharia



41

molecular e mesmo utilizando estratégias de imobilizagdo enzimatica em suportes solidos

podem ser amplamente empregados para melhorar a atividade enzimatica.

5.4. Avaliagéo de estabilidade térmica

A estabilidade é crucial ao escolher uma enzima para uso industrial. Fatores como
temperatura ou tempo de armazenamento podem levar a perda de atividade enzimatica,
devido a mudangas conformacionais na estrutura, e a desativacido pode ser reversivel ou
irreversivel (Pacheco & Mendes, 2021). Foram avaliadas cinco temperaturas e cinco intervalos
de incubagao no estudo de estabilidade, e seus resultados sdo mostrados na Figura 9. A
atividade enzimatica da AraR foi drasticamente reduzida em condicdes de temperaturas
superiores a 30 °C associadas a tempos prolongados de incubagado. Ao investigarem a termo
estabilidade de arabinose isomerase de Clostridium hylemonae, constataram que sua
estabilidade & notavel entre 45 e 60 °C, cerca de 90 e 80% respectivamente, sendo que acima
de 65°C sua atividade decaiu consideravelmente conforme o aumento de temperatura e

tempo de incubagéo (Nguyen et al., 2018).
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Figura 9. Avaliagao da estabilidade térmica da enzima AraR. Incubada em diferentes
temperaturas (20 °C a 60 °C) por tempos variando entre 30 e 120 minutos.
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Analisando cada temperatura separadamente, observamos o0 seguinte cenario: a pré-
incubagéo da enzima a 20 °C néo prejudicou seu desempenho em relagdo ao tempo de
incubagéo. Pelo contrario, houve um aumento na atividade enzimatica, atingindo 171% apds
90 minutos de incubacgao (Figura 9). Com 30°C, houve uma leve instabilidade, contudo,
observou-se uma tendéncia de aumento da atividade com aumento no tempo de incubagao.
Para 40 °C o aumento de tempo de incubagéo afetou negativamente o desempenho de AraR,
até mesmo com 30 minutos incubada ouve uma redugéo de 35%, decaindo até apresentar
apenas 42%, ou seja, uma reducdo de aproximadamente 60% de sua atividade. Acima de
50 °C nao foi observada atividade (Figura 9).

Outros estudos também observaram o mesmo padrao: com o aumento do tempo de
incubacao em temperaturas elevadas, a atividade enzimatica diminui, porém, apresentaram
atividade preservada a 40 °C em até 2 horas de incubacao (Shin et al., 2022). Assim, a AraR
livre utilizada no presente estudo apresenta menor estabilidade em comparagao aos estudos
mencionados. Contudo, Shin e colaboradores (2022) também relataram que células
recombinantes de E. coli expressando L-arabinose isomerase de K. pneumoniae foram a 60
% incubados por 5 h a 50 °C, o que indica que uso de células recombinantes eram mais
estaveis do que o0 organismo nativo na producao de D-tagatose a partir de D-galactose. Esse
fato sugere que o uso de células recombinantes, aliado a imobilizagdo enzimatica, pode ser

uma alternativa promissora a ser investigada.

5.5. Influéncia de Diferentes ions

Observou-se uma diferenga significativa entre os ions analisados (Tabela 2). Trés
foram os ions que apresentaram atividade superior ao controle: Mn?*, Co**e Ni#*. O ion Co**
apresentou o melhor resultado, com uma atividade enzimatica 49% superior ao controle,
indicando sua atuagéo como cofator para aumento de atividade. Em seguida, o ion Mn?* com
25%, Ni#* logo em sequéncia com 22% superior ao controle, sugerindo um efeito positivo na
atividade da enzima. O ion Ca®" nao interferiu na atividade enzimatica, apresentando uma

atividade estatisticamente semelhante a do controle.
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Tabela 2. Efeito de diferentes ions metalicos divalentes na atividade relativa de AraR,
seus valores de média e desvio padrao e resultados da analise de variancia e teste Tukey a

1% de significancia.

ions metalicos (1 mmol L") Atividade Relativa (%)*
Mn2* 125.52 (+0.47) ab
Co?* 149.26 (+27.78) a
Cu?* 0.00 (+0) g

Ni2* 122.71(2.68) abc
Ba?* 87.32 (+16.15) cd
Mg?2* 37.80 (£10.51) f
Fe2+ 53.46 (+3.9) df
Zn2* 0.00 (+0.0) g

Ca?* 102.95 (+9.73) bc
Controle 100.00 (£16.19) bc
Teste F 0,00™

CV (%) 14.56

#Médias seguidas de mesma letra na coluna no diferem entre si no teste de Tukey a

1% de significancia. ** - significativo a 1%.

Dessa forma Mn?*, Co** e Ni#* atuaram como ativadores da atividade da enzima AraR,
0 que corrobora com outros estudos (Ma et al., 2024, Fan et al., 2015, Nirwantono et al., 2024).
Sendo que em alguns casos estes ions representaram papel de co-fatores, capazes de ampliar
a atividade catalitica significativamente. A atividade da L-arabinose isomerase termoestavel de
uma bactéria termoacidofilica, testada com diferentes ions metalicos (1 mmol L), demonstrou
um aumento significativo com Co** (335%) e Mn** (310%), Mg* e Ni** também foram
ativadores eficazes, enquanto Zn**, Ba*" e Ca*" pouco alteraram a atividade (menos de 20%).
O Cu?*" inibiu a atividade em até 60% (Fan et al., 2014).

De acordo com estudo de Rhimi & Béjar, 2006 para que haja uma maior atividade e
estabilidade termina requerem ions metalicos como foi identificado em trabalho onde
exploraram atividade da L-arabinose isomerase US100 independente de ions.. Suas respostas
apods a determinagao das atividades da L-arabinose isomerase US100 tratada com EDTA e
nao tratada com EDTA demonstraram mesma mostrou atividades semelhantes de 128 U/mg
e 150 U/mg a 65 e 80 °C, respectivamente, provando a independéncia da enzima ions
metalicos. Entretanto também observaram que em temperaturas de até 65 °C, a adigéo de
Co ?* e Mn ?* na enzima tratada com EDTA n3o teve efeito na atividade, sugerindo que ha

necessidade de ions para sua estabilizagao da enzima em temperaturas acima de 65 °C.
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Os ions Zn** e Cu?* causaram inibicdo completa, interrompendo totalmente a atividade
enzimatica (Tabela 1). Esses resultados sugerem que esses ions podem atuar como inibidores
fortes da enzima, alterando possivelmente a estrutura ativa da enzima. Ja com Fe?* e Mg?*
apresenta alguma atividade residual.

Em estudo de caracterizacdo de L-arabinose isomerase e D-xilose isomerase de
Lactobacillus reuteri, apresentaram aumento de 3,7 vezes e 1,4 vezes da atividade relativa
com adigdo de 1 mmol L' de Co?* e Mn?* respectivamente (Staudigl et al., 2014). Estudos de
Shin et al., (2022) com ions metalicos, constatou que Mg?* e Mn?* aumentaram a atividade em
15 % e 28 %, respectivamente, e Ca?* e Co?* mostraram atividade semelhante ao controle
negativo (ndo tratado com EDTA), enquanto Ba%*, Cu?* e Fe?* inibiram a isomerizagao da D-
galactose.

Considerando os muitos estudos com Mn?* e Co** como cofatores presentes
na literatura, optamos por testar sua agcdo em diferentes concentragdes, variando de 1 a 10
mmol L'.Na Figura 10, constatamos que para o ion Co?" a sua atividade manteve-se superior
ao controle de forma independente da concentracdo, alternando picos de atividade mais
elevadas para as concentragdes de 1, 4 e 10 mmol L™, e ndo diferindo significativamente do

controle para as demais concentragdes.
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Figura 10. Efeito dos ions Co** (linha azul) e Mn** (linha vermelha) na atividade

enzimatica da AraR, com concentragdes variando entre 1 mmol L' e 10 mmol L. As letras em
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cada ponto indicam diferencgas significativas conforme analise de variancia (ANOVA) e teste

de Tukey com 1% de significancia.

Ja para os resultados obtidos para o Mn?*, o efeito ativador foi observado apenas na
concentracdo de 1 mmol L™, contudo o resultado no diferiu estatisticamente do controle
negativo com 0 mmol L' (Figura 10). Ja para as demais concentragdes, destaca-se um efeito
inibitorio, evidenciado pela reducido da atividade. Estes resultados destoam de Zhang et al.,
(2020), que ao investigarem o aumento das concentragdes de Mn?*, observaram que até 6
mmol L™ houve um aumento da atividade, decaindo acima desta concentrago.

Segundo resultados de Hung et al., (2014), os ions metalicos, especiaimente Mn?* e
Co?*, foram necessarios para atividade de arabinose isomerase de Thermoanaerobacterium
saccharolyticum NTOU1, contudo estes foram utilizados em baixas concentragdes (0.05 mmol
L"). Os autores destacaram ainda que entre os dados analisados a arabinose isomerase
recombinante de T. saccharolyticum apresentou a menor demanda por estes ions dentre todas
as demais L-Als termofilicas caracterizadas, o que € um ponto extremamente positivo em

aplicagdes industriais.

5.6. Influéncia de agentes potencialmente utilizaveis em métodos de

extracédo ou processos industriais

Dentre os resultados obtidos, observou-se que a atividade enzimatica se mostrou
sensivelmente influenciada por diversos agentes, incluindo detergentes, solventes e NaCl,
cada um com efeitos distintos (Tabela 3). Para testes com detergente foram avaliadas as
concentragdes de 0,5 e 1%, e constata-se conforme a Tabela 3, que todos os tipos de
detergentes estudados desempenham grande efeito inibitorio, chegando a 80%,
demonstrando baixissima resisténcia a esses agentes desnaturantes. Vale destacar o efeito
do EDTA na reducao da atividade enzimatica. Como quelante de ions metalicos, seu impacto
significativo sugere que a enzima apresenta um certo grau de dependéncia idnica, mesmo em
baixas concentragdes. Essa observagao é consistente com os resultados do ensaio de

dependéncia ibnica (Tabela 3) e com a avaliagéo final da estrutura tridimensional da AraR.
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Tabela 3. Avaliacdo da agéo de diferentes substancias quimicas sobre a atividade

Tukey a 1% de significancia.

relativa de AraR. Valores de média e desvio padrao e resultados da analise de variancia e teste

Detergentes Concentracao Atividade Relativa (%)*

SDS 0.5% 11.08 (+22.21) def
1% 0.00 (£0.0)f

Triton 0.5% 40.51 (#6.57)b
1% 34.4 (+14.52) bc

Tween 0.5% 26.98 (£7.93) bed
1% 4.21 (£2.29) ef

EDTA 1mmol L 22.52 (+2.11) bcde
5mmol L’ 21.57 (¥5.48) bcde
10mmol L 20.03 (+2.40) bedef

DTT 1mmol L~ 18.95 (+0.84) cdef
5mmol L’ 5.6 (+4.92) ef
10mmol L™ 3,60 (+2.67) ef

Controle negativo - 100.00 (9.68+) a

Teste F 0,00”

CV (%) 27.84

Ligantes (Solventes) Concentragao Atividade Relativa (%)*

Acetona 1% 74.02 (+8.82) bcd
2% 84.29 (+18.64) bcd
5% 60.20 (+17.87) bcd

Etanol 1% 55.34 (+4.90) cd
2% 57.10 (x13.63) cd
5% 39.13 (+15.03) d

Metanol 1% 139.72 (x6.95) a
2% 137.76 (x10.15) a
5% 131.60 (#6.34) a

Controle negativo - 100.00 (+9.68) ab

Teste F 0,00”

CV (%) 16,15

Ligantes (composto Concentragao Atividade Relativa (%)*

idnico)

NaCl 1mmol L 117.34 (x10.73) a
5mmol L’ 106.25 (£15.82) a
10mmol L 107.30 (15.14) a
50mmol L 130.66 (£13.75) a
0.5M 49.82 (¥2.5) b
1M 0.00 (x0.0)c
2M 0.00 (x0.0)c

Controle negativo - 100.00 (£9.68) a

Teste F 0,00”

CV (%) 14.01

1% de significancia. **

#Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si no teste de Tukey a

- significativo a 1%.
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Em relagdo aos solventes, a acetona e o etanol reduziram a atividade enzimatica,
embora com intensidades diferentes, ficando abaixo de 50% apenas para 5% de etanol. A
acetona apresentou uma redugdo menos drastica 15-40%. Isso pode ser atribuido as
diferengas na capacidade desses solventes em interagir com as enzimas e alterar sua
conformacao ou propriedades. Por outro lado, 0 metanol exibiu um efeito inesperado: com o
aumento da concentragdo aumentou a atividade enzimatica, alcangando valores
estatisticamente superiores ao controle negativo com atividade relativa entre 131 e 139%
(Tabela 3). Esse comportamento sugere que o metanol pode interagir com a enzima de uma
maneira que favorece sua atividade, possivelmente estabilizando sua estrutura ou participando
de algum mecanismo ativador.

Quanto ao NaCl, observou-se que atuou como um modulador da atividade enzimatica.
Em concentragdes que variam de 1 mmol L' a 50 mmol L', o NaCl promoveu um aumento da
atividade enzimatica (Tabela 3), indicando que essas concentragbes podem favorecer
condigcbes otimas para a catalitica. No entanto, a partir de 0,5 M, houve uma redugéo
significativa na atividade, chegando a anula-la em concentragbes mais elevadas. Isso
demonstra que, embora o NaCl em baixas concentragbes possa ter um efeito positivo, sua
presenca em altas concentracdes pode ter um efeito inibitdrio, possivelmente devido a

alteragéo das interagdes idnicas essenciais para a atividade enzimatica.

5.7. Teste qualitativo de especificidade de substrato

A atividade enzimatica promiscua pode ocorrer em diversas enzimas, caracterizando-
se pela afinidade incomum por moléculas que normalmente ndo sao reconhecidas como seus
substratos naturais. Esse comportamento amplia o espectro de aplicagdes potenciais dessas
enzimas, permitindo sua utilizagdo em contextos além dos tradicionais. Quatro dos substratos
analisados apresentaram coloracao quando submetidos ao ensaio de carbazol-cisteina-acido
sulfurico (Tabela 4). Contudo, ressalta-se que, no substrato D-xilose e D-manose, a mesma
cor € observada no branco, ou seja, pode ser uma alteragao decorrente da temperatura do

teste, e ndo pela atividade enzimatica em si.
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Tabela 4. Analise quallitativa da especificidade de substrato da enzima AraR baseada

em mudanca de cor.

Substrato Atividade AraR/ Observacgoes
Branco
D-galactose Presente f Vﬂ Cor presente, com
| intensidade
~ moderada
L-arabinose Presente . Cor intensa, e branco
/ com cor ausente
D-xilose Ausente . Cor presente,
* . contudo, branco
apresenta a mesma
intensidade de cor
D-manose Ausente Cor muito sutil,
| contudo, aparece no
branco
D-glicose Ausente | Auséncia de cor

O método carbazol-cisteina-acido sulfurico foi empregado para quantificacdo de
acucares, como a D-tagatose, envolve a desidratacdo do agucar em &cido sulfurico
concentrado, gerando intermediarios que reagem com carbazol ou cisteina. Essa reagdo forma
um complexo colorido, cuja intensidade é proporcional a concentragdo do agucar na amostra,
permitindo a quantificagéo por leitura espectrofotométrica (Dische,1947).

Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo de caracterizagéo de uma
arabinose isomerase termofilica de Thermoanaerobacterium saccharolyticum, ndo havendo
atividade detectavel para com uso de D-glicose, D-manose e L-fucose como substratos (Hung
et al., 2014). Para a L-arabinose, sua tonalidade foi intensa com a agao da AraR, assim como
foi observado que a temperatura do teste, isoladamente, n&o interferiu no substrato, visto a
auséncia de cor. Em D-galactose, observou--se uma tonalidade moderada de cor em
comparagao com L-arabinose, sendo que o branco apresentou uma coloragao bastante clara
(Tabela 4).

Apenas D-glicose apresentou auséncia total de cor, tanto no branco quanto com AraR.
De forma geral, destacamos a agéo de AraR para L-arabinose e D-galactose. Esse resultado
ja era esperado, pois diversos estudos sobre a arabinose isomerase utilizam L-arabinose e D-

galactose como substratos. Pesquisas anteriores corroboram amplamente com essa
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observacgao; em uma revisao de varios artigos, quase todos relatam especificidades tanto para
L-arabinose quanto para D-galactose (Xu et al., 2018). Shin et al. (2022), ao quantificarem a
atividade relativa com diferentes substratos, observaram uma diferenga de 215% na atividade
entre L-arabinose e D-galactose, enquanto outros substratos, como D-xilose, D-glicose e D-

frutose, apresentaram atividade minima ou nula.

5.8. Suporte ImmoBead na Otimizagédo dos Processos Enzimaticos

Os grupos epoxi reagem com diferentes grupos quimicos funcionais presentes nas
proteinas (amina, tiol e hidroxila), formando ligagcdes covalentes multiplas, onde muitos
residuos da superficie da enzima se ligam ao suporte por bragos espagadores curtos (Bortone
& Fidaleo, 2015). A ligagcao covalente multipla pode ter efeitos estabilizadores significativos e €
mais eficaz em condig¢bes de incubagéo mais severas do que outros métodos de imobilizagao
(Bortone & Fidaleo, 2020).

A atividade da enzima imobilizada apresentou pH 6timo 9 (Figura 11). Dentre os demais
pHs, apenas pH 4 apresentou atividade nula da enzima, para os demais todos apresentaram
atividade superior a 20 %. Esse comportamento pode estar relacionado ao suporte Immobead,
que parece ter proporcionado condicdes mais favoraveis para a atividade da AraR,

especificamente no pH 9.
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Figura 11. Efeito do pH e da temperatura na atividade de converséo de D-galactose
em D-tagatose pela enzima AraR imobilizada em suporte ImmoBead. (A) Avaliagéo do pH
utilizando trés tampdes: acetato de sddio (pH 3,0-6,0), Tris-HCI (pH 7,0-8,0) € Ampol (pH 9,0)
em temperatura de 50 °C por 60 minutos. (B) Avaliagao da temperatura, variando entre 30 °C
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e 80 °C, em intervalos de 10 °C em pH 6, incubada por 60 minutos. As letras em cada ponto
indicam diferencas significativas conforme analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey com
1% de significancia. O teste F apresentou resultado significativo (p < 0,01) para ambas as

variaveis.

Em decorréncia da imobilizagdo enzimatica com alginato de sodio, a atividade de uma
arabinose isomerase obtida de bactérias de fontes termais apresentou mudancgas no pH de
7,5 para 8,0 assim como propiciou aumento da temperatura étima de 60° para 65 °C (Kim et
al., 2008). Assim como no presente trabalho, onde a imobilizagdo exerceu uma ampliagcdo da
faixa de atividade, a partir do pH 5, sendo que a partir do pH 6 a atividade se encontra superior
a 50%, em relacdo a temperatura a imobilizacdo em immobead, resultou em um aumento
significativo na atividade da AraR, que se elevou em 10 °C (Figura 11) em comparagéo com a
condicdo ndo imobilizada (Fig. 8B). Isso resultou em uma atividade 6tima na faixa de
temperaturas entre 50 a 60 °C, contra a faixa de 40 a 50 °C da enzima livre. O aumento da
faixa de temperatura de atuacdo também foi observado em outro estudo da literatura, sendo
constatado que o processo de imobilizacao pode resultar em um biocatalisador mais eficaz
para a producdo de D-tagatose a partir de d-galactose em temperaturas consideradas
moderadas (50-60 °C) e mesmo elevadas (70-80 °C), dispensando a adicdo de ions
metalicos como Co*" ou Mn** (Bortone & Fidaleo, 2020).

Em processos industriais, onde coquetéis enzimaticos contendo duas ou mais enzimas
podem ser utilizados, é altamente vantajoso que essas enzimas compartihem parametros
bioquimicos semelhantes, como temperatura e pH. Nesse sentido, estudos com [3-
galactosidases livres e imobilizadas mostraram resultados positivos, com a imobilizagdo em
Immobead aumentando a temperatura 6tima das p-galactosidases para 60 °C (Gennairri et al.,
2018), semelhante ao que foi observado para a AraR no presente estudo. O aumento de 10 °C
na atividade da enzima imobilizada representa uma vantagem significativa para processos
industriais destinados a obtencao de agucares raros. Assim como se apresentou com maior
estabilidade na forma imobilizada, e com menos oscilagbes.

Em processos industriais, a eficiéncia e a estabilidade das enzimas s&o cruciais para
otimizar a producgdo e reduzir os custos operacionais. O uso do suporte Immobead proporciona
estabilidade em pH neutro e imobiliza enzimas por ligagéo covalente multiponto, interagindo

com grupos amino, fendlico e tiol em pH alcalino, ou com grupos carboxilicos em pH
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moderadamente acido (Matte et al., 2014), o que pode explicar a ampliacdo da faixa de
atividade acima de 50 % para pHs neutros a levemente alcalinos, dado a um maior efeito
estabilizante do suporte.

De modo semelhante, a imobilizagdo contribuiu para uma reducdo consideravel nos
desvios entre as réplicas experimentais nos testes de temperatura e pH (Figura 11), indicando
maior consisténcia nos resultados. Além disso, promoveu um aumento na estabilidade térmica,
com atividade em 100% detectada a 40 °C apds incubacgéo por até 120 minutos. Jaa 50 °C, a
atividade permaneceu em tomo de 70% também por até 120 minutos (Figura 12).

O— AraR imobilizada 40°C
140 ~ —O— AraR imobilizada 50°C
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Figura 12. Avaliacéo da estabilidade térmica da enzima AraR imobilizada em suporte
Immobead. Incubada em temperaturas de 40 °C a 50 °C por tempos variando entre 30 e 120

minutos.

Os estudos de estabilidade témmica (Figura 12) indicaram que a ArarR imobilizada
apresentou maior estabilidade em comparagao a enzima livre. Apos incubacao a 40 °C por até
120 minutos, a enzima manteve atividade estavel, enquanto a 50 °C a atividade permaneceu
em torno de 70% no mesmo periodo. Esses resultados destacam que a imobilizagéo contribuiu
para melhorar a estabilidade térmica da enzima, como observado em outros estudos, incluindo

Zhang et al. (2011). Onde os mesmos relataram que a imobilizagdo covalente em vidro
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aminopropilico aumentou significativamente a termoestabilidade da BLAI (L-arabinose
Isomerase), com uma melhoria de 138 vezes no tempo de meia-vida a 50 °C. De forma
semelhante, nossos resultados sugerem que a imobilizagédo da ArarR pode ter promovido
interagbes especificas entre a enzima e o suporte, resultando em maior resisténcia térmica
como maior estabilidade.

Além disso, a alteracdo no microambiente ao redor da enzima durante a imobilizagéo
pode ter contribuido para minimizar a desnaturagéo térmica, garantindo a manutengéo da
atividade em temperaturas moderadamente elevadas (Zhang et al. 2011). Da mesma forma o
processo de imobilizagao também foi fundamental para aumentar a estabilidade térmica de L-
arabinose isomerase (His)6-taged da bactéria hipertermofilica Thermotoga maritima em
Eupergit C250L funcionalizados com quelato metalico (Bortone & Fidaleo, 2015). Esses
achados reforgam que a imobilizagdo € uma estratégia eficiente para aumentar a estabilidade
térmica de enzimas, tornando-as mais robustas e adequadas para aplicagdes industriais que
demandam condic¢des rigorosas de temperatura. O tempo de meia-vida da ArarR livre e
imobilizada foi analisado durante o armazenamento em geladeira (4 °C) sob diferentes

condigbes de pH 8 e 9 (Tabela 5 e Figura 13).

Tabela 4. Atividade residual da ArarR livre e imobilizada durante o armazenamento em

geladeira (4 °C) em condi¢des de pH 8 e 9 ao longo de 28 dias.

AraR livre im:;;irzl:;da AraR livre im:brieliirzzda
pH

Dias 8 9
1 100.03 (x17,05)a 100.14 (£15.34)ab  92.51 (x4.03) bc 100.02 (x26.75) a
7 76.39 (£18.75)ab 157.48 (+29.3) a 135.91 (£7.10) a 140.26 (+43,95) a
14 33.57 (#4.47) c - 119.02 (x16.52)ab 184.03 (x0.57) a
21 4555 (x1.59) bc  94.80 (+10.63) ab 107.56 (x13.24) abc 104.26 (+6.86) a
28 72.74 (£20.85) c 145.70 (x10.54) a
p 0.00** 0.02* 0.00** 0.07ns
Ccv
(%) 20.18 15.63 13.58 17.55

#Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si no teste de Tukey a

5% de significancia. ** - significativo a 1%, * - significativo a 5%, " - ndo significativo.
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Figura 13. Avaliacéo da estabilidade da enzima AraR livre e imobilizada em suporte

Immobead, incubada em temperaturas 4 °C em geladeira por até 28 diasem pH 8 e 9.

Em pH 8, a enzima imobilizada demonstrou desempenho superior, mantendo 100% de
sua atividade ao longo de 21 dias. Em contraste, a enzima livre apresentou uma redugao
significativa no tempo de meia-vida, com sua atividade caindo para 90% ap6s 7 dias e menos
de 50% apds 21 dias. Esses dados evidenciam que o processo de imobilizagéo contribuiu para
0 aumento do tempo de meia-vida em condicdes moderadamente alcalinas. Em pH 9, o
comportamento foi distinto: a enzima livre manteve 100% de sua atividade até 21 dias,
decaindo aos 28 dias para 72% indicando um tempo de meia-vida mais prolongado em
condi¢cdes mais alcalinas. A forma imobilizada também manteve altos niveis de atividade, com
a vantagem de um tempo de meia-vida prolongado. Esse comportamento pode ser explicado
pela interacdo da enzima com o suporte em pH elevado, o que pode influenciar o
microambiente ao redor da enzima.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo em conformidade com estudos anteriores
que investigaram o tempo de meia-vida de biocatalisadores imobilizados, como os agregados
enzimaticos reticulados (CLEA) e os agregados enzimaticos reticulados magnéticos (m-CLEA)

de L-arabinose isomerase (Sousa et al., 2020). Nesse estudo, os CLEAs e m-CLEAs
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armazenados em geladeira (4 °C) por 46 dias apresentaram uma redugao gradual no tempo
de meia-vida. Apés 11 dias, CLEAs e m-CLEAs retiveram 63% e 67% de sua atividade inicial,
respectivamente, enquanto, ao final de 46 dias, esses valores cairam para 21% e 35%. Esses
dados reforcam que a imobilizagdo € uma estratégia eficaz para aumentar o tempo de meia-
vida dos biocatalisadores, embora fatores como o tipo de suporte e as condigbes de

armazenamento desempenhem um papel fundamental.
5.9. Estrutura tridimensional da L-arabinose isomerase AraR

A estrutura geral predita para o mondmero da AraR apresentou trés dominios, sendo
um dominio N-terminal composto pelos residuos 1 a 174, um dominio central (residuos 175 a
332) e um dominio N-terminal (333 a 510) (figura baseada no estudo de Manjasetty & Chance,
2006) (Figura 14).

C-terminal
domain £
(333-510) 1548

= “\

domain
(1-174)

‘ S ) i
N»tcrmin 23\ (175-332)
N P

Figura 14. Estrutura geral predita para o mondmero da AraR. A estrutura foi obtida
através do AlphaFold2 e esta representada na forma de “cartoon”, com dominios coloridos
separadamente: dominio N-terminal colorido em rosa, dominio central em azul-petréleo claro

e o dominio C-terminal em laranja (Manjasetty & Chance, 2006). Os residuos putativos do sitio
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ativo s&o representados em “sticks” na cor cinza e os componentes da estrutura secundaria

Sao0 enumerados.

A proteina AraR é composta por 15 a-hélices e 18 folhas 3, organizadas em
trés dominios distintos. O dominio N-terminal contém seis a-hélices (a1 a a6) e cinco
folhas B paralelas (1 a B5). O dominio central compreende outras seis a-hélices (a7
a a12) e quatro folhas 3 paralelas (6 a 9). O dominio C-terminal inclui trés a-hélices
(@13 a a15) e nove folhas B antiparalelas (10 a B18), formando uma estrutura
semelhante a um barril B (B-barrel). A arquitetura tridimensional da AraR apresenta
alta similaridade estrutural com outras proteinas Al cujas estruturas estao disponiveis
no Protein Data Bank (IDs PDB: 4R10, 7CX7, 7CHL e 2AJT). Dentre essas, a AraR
exibe homologia particularmente alta com a Al de Geobacillus kaustophilus (ID PDB:
4R10) (Figura 15.A).
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Figura 15. Representacao estrutural da AraR. A: Alinhamento estrutural do monémero
de AraR (colorida em laranja) com a L-arabinose isomerase homodloga PDB ID 4R10 de
Geobacillus kaustophilus (colorida em azul-petroleo claro). B: Sitio catalitico composto pelos
residuos E314, E341, H359 e H457 representados em forma de “sticks”. C: Alinhamento de
sequéncias de aminoacidos da AraR com outras L-arabinose isomerases. Letras vermelhas
dentro de caixas azuis: regides de sequéncia altamente similares; caixas vermelhas com letras
brancas: residuos estritamente conservados. Os residuos do sitio catalitico sdo indicados por
uma estrela na parte inferior do alinhamento, enquanto que os residuos envolvidos na reagéo
de isomerizacao sao indicados por um triangulo vermelho. As sequéncias foram recuperadas
dos bancos de dados PDB e Uniprot e cada uma ¢é identificada pelo nimero de acesso. O
alinhamento foi realizado através do ClustalW (Thompson et al., 1994) e a figura elaborada
utilizando o programa ESPript (Robert e Gouet, 2014). Os elementos da estrutura secundaria
da AraR sao indicados acima da sequéncia por setas (para folhas ), espirais (para hélices a)
e letras TT (B-turns).

A fim de avaliar similaridades entre a sequéncia de aminoacidos da AraR com a
sequéncia de outras Als caracterizadas (Tabela 1), foi realizado um alinhamento multiplo de
sequéncias utilizando a ferramenta ClustalWW no programa BioEdit (Hall et al., 2011) e
posteriormente analisado pelo servidor web ESPript 3.0 (Robert e Gouet, 2014). Na figura 15.C
€ possivel observar as regides conservadas, com destaque para os residuos putativos do sitio
ativo, que se encontram no final do dominio central (E314) e no dominio C-terminal (E341,
H358 e H457), na regiao das folhas 39, 310, 311 e B17 (indicados por uma estrela preta abaixo
do alinhamento na Figura 15C).

Os residuos cataliticos sdo bem conservados em todas as Als com estrutura
cristalografica analisadas (Figura 15C) e tiveram seu papel anteriormente elucidado por Rhimi
e colaboradores (2007), através de estudos de mutagénese sitio-dirigida. Aminoacidos
vizinhos considerados importantes para 0 mecanismo catalitico também foram investigados
por estes autores e, assim como os residuos cataliticos, mostram-se estritamente conservados
entre Als (D316, F339, E361 e H546, indicados por um tridngulo vermelho abaixo do
alinhamento (Figura 15C)). Os resultados descritos por Rhimi e colaboradores (2007),

sugerem que esses aminoacidos vizinhos interagem indiretamente com o substrato, atuando
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por meio da estabilizacdo conformacional dos residuos cataliticos essenciais E314, E341,
H358 e H457, o que é fundamental para a reagdo de isomerizagao.

Caracteristicas estruturais semelhantes também foram observadas em outras
enzimas envolvidas no catabolismo da L-arabinose. Pesquisadores que investigaram
as vias cataliticas da L-arabinose analisaram as estruturas da isomerase de arabinose
(AraA), ribulocinase (AraB) e ribulose-5-fosfato 4-epimerase (AraD), e constataram
que essas enzimas geralmente apresentam uma forma trimérica composta por trés
dominios: um dominio N-terminal, uma regido de ligagcdo e um dominio C-terminal
responsavel pela catalise (Lee et al., 2014).

De forma semelhante, Hong et al. (2011) demonstraram que os dominios N- e
C-terminal das isomerases de arabinose hipertermofilicas estdo envolvidos em
mudangas conformacionais e na ligacdo a metais. Ao substituir os sitios cataliticos
dessas enzimas hipertermofilicas pelas regides correspondentes de enzimas
mesofilicas, os autores conseguiram eliminar a dependéncia metalica da atividade
catalitica, sugerindo que modificagdes estruturais nesses dominios podem impactar
significativamente a fungédo da enzima. Esses achados ressaltam o impacto potencial
da estrutura dos dominios na dependéncia de ions metalicos e fornecem uma base
comparativa para analises adicionais do mecanismo catalitico da AraR.

Considerando que os ions Co?* e Mn?* demonstraram influéncia na atividade catalitica
da AraR, sdo necessarias investigagcdes adicionais da estrutura cristalografica da proteina,
tanto na presenca quanto na auséncia destes ions e do substrato. Tais estudos s&o essenciais
para confirmar a estrutura tridimensional predita, elucidar a organizagéo quaternaria da AraR
e caracterizar o papel especifico dos residuos do sitio ativo na interagdo com esses compostos,

contribuindo para uma compreensao mais aprofundada de sua estrutura e funcgao.

6. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a isomerase de L-
arabinose AraR possui propriedades desejaveis para aplicagdes industriais, destacando-se por
sua termoestabilidade e atividade em condigbes levemente alcalinas. A imobilizacdo em

ImmoBead melhorou significativamente o desempenho da enzima, resultando em uma meia-
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vida prolongada e em uma faixa de temperatura 6tima mais ampla (50—60 °C). Essas
melhorias sao vantajosas para processos biocataliticos, como a produgéo de agucares raros,
como a D-tagatose, ao aumentar a estabilidade operacional e minimizar a formacdo de
subprodutos indesejados.

A AraR manteve alta atividade em valores de pH préximos a 9 e apresentou
consideravel estabilidade térmica, retendo a maior parte de sua atividade apos incubagao
prolongada a 40 °C. Esses resultados reforcam o potencial da imobilizagdo enzimatica como
estratégia para aumentar a eficiéncia catalitica e a durabilidade em contextos industriais.

A analise estrutural in silico revelou que a AraR é composta por trés dominios distintos
e compartilha alta similaridade estrutural com outras isomerases de arabinose ja
caracterizadas. A conservagao dos residuos cataliticos e adjacentes sugere a preservagéo do
mecanismo de isomerizagao dentro dessa familia enzimatica. Além disso, a modulagdo da
atividade pelos ions Co** e Mn?* destaca a necessidade de investigagdes cristalograficas
adicionais para elucidar a organizagdo quatemnaria da AraR e os papéis especificos dos ions
metalicos e dos residuos do sitio ativo. Coletivamente, esses dados funcionais e estruturais

posicionam a AraR como uma forte candidata para uso em biocatalise industrial.
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