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RESUMO

As a-L-arabinofuranosidases podem ser produzidas por fungos, bactérias e plantas e sdo
responsaveis pela clivagem de ligagdes glicosidicas a-1,2, a-1,3 ¢ a-1,5 envolvendo
arabinose. Nos Ultimos anos, muitos estudos tém demonstrado suas aplicacbes no
processamento de sucos, visando diminuir a viscosidade e promogéo da clarificacéo, e
hidrélise de biomassa vegetal. Outro interesse por estas enzimas decorre de sua
capacidade para melhorar a liberacdo de compostos aromatizantes presentes em bebidas
como vinho, cerveja e sucos. Em vista das diferentes aplicaces, o presente trabalho focou
na prospeccdo de a-L-arabinofuranosidases dos fungos filamentosos Thermothelomyces
heterothallica, Rasamsonia emersoni e Coriolopsis byrsina SXS16. Em seguida,
conforme a capacidade de producdo de o-L-arabinofuranosidases, foi purificada uma
enzima secretada pelo fungo C. byrsina SXS16 e investigada suas propriedades
bioquimicas funcionais. A enzima purificada, com massa molecular estimada em 55 kDa,
exibiu méxima atividade a pH 3,5-4,0 e 50 °C, e estabilidade em faixa de pH 3-8 a 4 °C
por 24 horas, e temperatura de 10 a 60 °C por 1 hora, cujas atividades remanescentes
foram superiores a 70%. A enzima tambeém se mostrou estavel a etanol 5-10% apo6s 24
horas de incubacéo a 28 °C, retendo atividade enzimatica superior a 75% apds incubagéo
com etanol 5%, e para etanol 10%, superior a 60% de atividade. Ao avaliar a atividade
enzimatica sob a influéncia de ions metalicos, foi observado uma reducéo da catalise para
para todos os fons, especialmente Fe** e Hg?*, cujas atividades enzimaticas residuais
foram 25% e 33%, respectivamente. Em presenca de D e L arabinose, a inibicdo
enzimatica foi notada apenas com L-arabinose, exibindo 50% de atividade residual a 0,2
mol L e 30% a 0,9 mol L deste aclicar. A enzima foi ativa sobre p-Nitrofenil-o-L-
arabinofuranosideo (pNPA) e p-Nitrofenil-p-D-xilopiranosideo (pNPX), com 6,71 + 0,23
e 0,38 + 0,07 U mg, respectivamente, e para cinética enzimatica com o substrato pNPA,
notamos um Kwm de 3,45 + 0,9 mmol L™ e Vimax de 198,2 + 24 pmol mintmg™. A enzima
também foi capaz de hidrolisar a-1,5-L-arabinana linear, mas nenhuma atividade foi
notada sobre os substratos p-Nitrofenil-B-D-glucopiranosideo e p-Nitrofenil-N-acetil-p-
D-glicosaminideo.

Palavras chaves: a-L-arabinofuranosidases. Agliconas terpénicas. Cultivo em estado

solido. Fungos. Microrganismos.



ABSTRACT

a-L-arabinofuranosidases can be produced by fungi, bacteria and plants and are
responsible for the cleavage of a-1,2, a-1,3 and a-1,5 glycosidic bonds involving
arabinose. In recent years, many studies have demonstrated its applications in juice
processing, aiming to reduce viscosity and promote clarification and hydrolysis of plant
biomass. Another interest in these enzymes is related to their ability to improve the release
of flavoring compounds present in beverages such as wine, beer and juices. In view of
the different applications, the present work focused on the prospection of a-L-
arabinofuranosidases from the filamentous fungi Thermothelomyces heterothallica,
Rasamsonia emersoni and Coriolopsis byrsina SXS16. Then, according to the production
capacity of a-L-arabinofuranosidase, it was purify the enzyme secreted by the fungus C.
byrsina SXS16 and investigated its functional biochemical properties. The purified
enzyme, with an estimated molecular mass of 55 kDa, exhibited maximum activity at pH
3.5-4.0 and 50 °C, and stability in a range of pH 3-8 at 4 °C for 24 hours, and temperature
from 10 to 60 °C for 1 hour, whose remaining activities were greater than 70%. The
enzyme was also stable for 5-10% ethanol after 24 hours of incubation at 28 °C, retaining
enzyme activity greater than 75% after incubation with 5% ethanol, and for 10% ethanol,
greater than 60% activity. When evaluating enzymatic activity under the influence of
metal ions, a reduction in catalysis was observed for all ions, especially Fe** and Hg?",
whose residual enzymatic activities were 25% and 33%, respectively. In the presence of
D and L arabinose, enzyme inhibition was noted only with L-arabinose, exhibiting 50%
residual activity at 0.2 mol L™ and 30% at 0.9 mol L of this sugar. The enzyme was
active on p-Nitrophenyl-a-L-arabinofuranoside (pNPA) and p-Nitrophenyl-B-D-
xylopyranoside (pNPX), with 6.71 + 0.23 and 0.38 + 0.07 U mg™, respectively, and for
enzyme kinetics under pNPA substrate, we noted a Km of 3.45 + 0.9 mmol L and Vimax
of 198.2 + 24 pmol min*t mg™. The enzyme was also able to hydrolyze linear 1,5 o-L-
arabinan, but no activity was noted on the substrates p-Nitrophenyl-B-D-glucopyranoside
and p-Nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide.

Keywords: a-L-arabinofuranosidases. Terpenic aglicone. Solid state contivatin. Fungi.
Microorganisms.
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1. INTRODUCAO

Com a tendéncia mundial por tecnologias de baixo impacto ambiental, enzimas se
destacam como atores importantes para a bioeconomia circular no tratamento de
biomassas vegetal e animal, que sdo subprodutos da atividade industrial. Nos ultimos
anos, com o aumento da demanda por novas fontes de energia, devido a sua composi¢do
rica em carboidratos, a biomassa vegetal tem recebido maior atencdo para uso como
matéria-prima em bioenergia. Na esteira da transicdo energética, com o proposito de
aumentar o uso de combustiveis renovaveis em detrimento aos combustiveis fosseis,
muitos grupos de pesquisa tém direcionado atengdo as enzimas lignoceluloliticas. Dentre
estas, destacam-se celulases, xilanases, [-glicosidases, [-xilosidases ¢ a-L-

arabinofuranosidases.

E consenso que o avanco biotecnoldgico, em especial no campo de tecnologia
enzimatica, tem feito com que residuos da agroindustria, antes sem valor econémico
relevante, apresentem significativa valorizacdo. A hidrdlise enzimética das fracGes de
celulose e hemicelulose tem sido intensivamente investigada nos ultimos anos, a fim de
disponibilizar agucares fermentesciveis para obtengdo de novos produtos de valor

agregado, como etanol, xilitol e acidos organicos.

Dentre as enzimas que vem sendo exploradas nas pesquisas mais recentes,
destacam-se as a-L-arabinofuranosidases. Estas enzimas pertencem a familia das Glicosil
Hidrolases (GH) e s&o capazes de hidrolisar ligagdes glicosidicas envolvendo residuos de
arabinose. Sendo uma enzima auxiliar na hidrélise de hemicelulose, elas podem
disponibilizar arabinose livre como mais um acucar fermentescivel. Como resultado do
aumento na procura por estas enzimas, uma variedade de outras propostas de aplicacéo,
além do setor de bioenergia, também tem sido sugerida, como uso em industria de

alimentos e bebidas.
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A aplicacdo de enzimas voltada ao melhoramento sensorial de bebidas tem
ganhado espaco nos ultimos anos, sobretudo na area de producao de cervejas, vinhos e
sucos. O interesse no uso de a-L-arabinofuranosidases se sustenta na possibilidade de
conferir efeito clarificante, e também para a liberacdo de terpenos conjugados com

arabinose, contribuindo para a melhoria da qualidade sensorial de bebidas.

A base para producdo de bebidas fermentadas geralmente sdo matrizes complexas
ricas em amido, sacarose e hemicelulose. A hemicelulose apresenta uma alta
complexidade estrutural, contendo agucares, acidos e compostos aromaticos que muitas
vezes ndo sao aproveitados totalmente na producéo de bebidas, mas podem interferir na
viscosidade do produto. Em cervejas e vinhos, alguns destes compostos aromaticos, como
0s terpenos, podem apresentar-se ndo complexados a uma molécula de agucar, sendo
assim volateis, ou na forma de agliconas terpénicas , ndo volateis. Os terpenos nao
complexados em acucar (volateis) respondem por uma parte das caracteristicas
aromaticas do produto podendo conferir notas floral, frutado, herbaceo, amadeirado, entre

outros.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Biomassa lignocelul6sica e enzimas

Na natureza, diversos organismos podem expressar genes para a producdo de
enzimas lignoceluloliticas. Um verdadeiro “arsenal” enzimatico, que inclui celulases,
hemicelulases e lacases, pode ser produzido por microrganismos para que ocorra a
completa desestruturacdo da biomassa lignocelulésica, e os aglcares sejam utilizados
como fonte de carbono e energia (HEUBERGER et al., 2016; HOLT et al., 2019;

VASTIK et al., 2020).

Residuos agroindustriais tém sido muito utilizados em fermentacdo microbiana
para a producdo de enzimas, as quais podem ser aplicadas em diferentes areas, como
téxtil, bioenergia, formulacdo de detergentes, inddstria de alimentos, entre outros. A
biomassa vegetal é composta por trés estruturas completamente distintas entre si,
celulose, hemicelulose e lignina. A celulose é composta por unidades de glicose
interligadas por ligacdo B-1,4 e apresenta dois tipos de conformagdo estrutural, sendo:
amorfa e cristalina (BHARDWAJ et al. 2021). A celulose amorfa apresenta alta desordem
e auséncia de ligacbes de hidrogénio tornando-a solivel em agua e mais suscetivel ao
ataque de enzimas (CASSIA PEREIRA et al., 2016). Ao contrario da fracdo amorfa, a
celulose cristalina apresenta alta organizacdo em sua forma estrutural, com grande
namero de ligacdes de hidrogénio tornando-a pouco acessivel a exo-glucanases (EC
3.2.1.91) que sdo enzimas que atuam na hidrélise do homopolimero de celulose, em

regides ndo cristalinas (PERRONE et al., 2017).

A hidrolise de celulose a glicose depende da sinergia de trés diferentes enzimas,
endo-B-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4) que atuam randomicamente na hidrolise de ligacoes
glicosidicas em por¢6es amorfas da fibra de celulose, liberando oligossacarideos. Estes

oligossacarideos sdo clivados por exo-B-1,4-glucanases (EC 3.2.1.91) que atuam nas
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extremidades redutoras e ndo redutoras, liberando celobiose, a qual é hidrolisada a glicose
pela acdo de B-1,4-glicosidases (EC 3.2.1.21) (PEREIRA SCARPA et al., 2019;

BHARDWAJ et al. 2021).

A lignina, outro componente da biomassa vegetal, ¢ um héteropolimero fenolico
composto basicamente de 3 moléculas, &lcool férdlico, alcool cumarico e &lcool sinapilico
(Figura 1). Diferentemente das glicosidases responsaveis pela hidrélise da hemicelulose
e celulose, as enzimas que atuam na despolimerizacdo da lignina sdo peroxidases de
classe 1l podendo ser, lignina peroxidase (LiP — E.C. 1.11.1.14), manganés peroxidase
(MnP —E.C. 1.11.1.13), peroxidases versateis (VP — E.C. 1.11.1.16) e lacases (E.C.

1.10.3.2) (PEREIRA SCARPA et al., 2019).

Figura 1. Estrutura lignocelulosica e seus agUcares constituintes
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Fonte: Modificado de BARUAH et al. (2018)

A hemicelulose ¢ um heteropolissacarideo composto por pentoses e hexoses,
sendo a xilana o tipo de hemicelulose mais abundante na natureza. Esta possui uma cadeia
principal de xilose interligada por ligagdo B-(1,4) e diversas ramificagdes com variados

aclcares como, arabinose, manose, galactose, ribose, ramnose, glicose e outras moléculas
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como acido glucurénico, acido galacturénico, grupos acetil e metil (NASCIMENTO et

al., 2022).

Para que haja uma completa desconstrucdo da hemicelulose é necessario a acao
de um conjunto de enzimas, isso ocorre devido a grande diversidade de acUcares e
ligacbes quimicas presente na estrutura. Como é abordado da Figura 2, enzimas como
endo-1,4-B-D-xilanases (EC 3.2.1.8), pB-D-xilosidase (EC 3.2.1.37), o-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), feruloil esterase (EC 3.1.1.73), acetil-xilano esterase
(EC 3.1.1.72), a-D-glucuronidase (EC 3.2.1.139) e a-D-galactosidase (EC 3.2.1.22) sdo
enzimas envolvidas na desconstrucdo da hemicelulose (SOUZA, 2013; GOLDBECK et

al., 2016; RAHMANI et al. 2019; THAKUR et al., 2019).

Figura 2. Enzimas envolvidas na hidrélise da hemicelulose

O D-xilose l endo-1,4-p-xilanase
[_] L-arabinose =) o-L-arabinofuranosidase
9 Acido 4-O-metil-D-glucuronico o
l B-D-xilosidase
Q Acido feriilico m) 0-D-galactosidase
<> D-galactose ¢ 0-D-glucuronidase
Y grupo Acetil -3 Feruloil esterase

=>» Acetil-xilano esterase

Fonte: Modificado de SOUZA (2013)
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Na busca por fontes de energia renovavel, nos Gltimos anos, muitos estudos tém
focado atencBes em celulases e xilanases para degradacdo da biomassa vegetal e
aproveitamento de glicose e xilose resultante, além do melhoramento de linhagens de
leveduras para fermentar estes acucares (SILVA et al., 2019). Enzimas desramificantes
de hemiceluloses, como a-L-arabinofuranosidase, feruloil esterase, acetil-xilano esterase,
a-D-glucoronidase e a-D-galactosidase, apesar de também serem estudadas, tem recebido

menor atencdo, quando comparadas a celulases e endo-xilanases.

Além da importancia para completa degradacdo da hemicelulose, estas enzimas
desramificantes, como a-L-arabinofuranosidases, possuem uma gama de possibilidade de
aplicacbes, como liberagédo de terpenos complexados com arabinose para melhoramento
de aroma de bebidas, clarificacdo de sucos de frutas, melhoramento da textura de massas

de pdo, aumento da digestibilidade de ragdo animal, entre outras (PORIA et al., 2020).

2.1.1 Polimeros contendo arabinose e tipos de a-L-arabinofuranosidases

Em plantas, a maior quantidade de arabinose é encontrada compondo a cadeia
principal e ramificagdes de arabinanas, e também grupos pendentes e ramificacbes em

hemiceluloses arabinoxilana e glucuronoarabinoxilana (SAHA, 2000).

Principalmente associado a pectinas, a L-arabinana é um homopolissacarideo
formado por unidades de L-arabinose unidas por ligagdo glicosidicas (a-1,5), podendo
apresentar ramificagcdes em Oxigénio2 e Oxigénio3 (ligacdes a 1,2 e 1,3) (WILKENS et
al., 2017). Para as xilanas, suas composi¢des podem variar de acordo com a espécie
vegetal e as condi¢Ges ambientais em que a planta é cultivada (ORDAZ-ORTIZ, 2005).

A arabinoxilana e glucuronoarabinoxilana sdo formadas por uma cadeia principal de B-
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1,4-xilopiranose que se diferenciam pela diversidade de grupos pendentes ou
ramificagdes; enquanto a primeira apresenta grupo acetil, arabinose e &cido ferdlico
(ligado a arabinose), a glucuronoarabinoxilana possui além destes trés citados, D-
galactose, e &cidos glucurdnico e 4-O-metil glucurénico em sua estrutura (Figura 3).
Quanto a arabinose, esta € unida a cadeia principal de xilose por ligagdo a (1,2 ou 1,3)

(PORIA et al., 2020).

As arabinofuranosidases sdo glicosideo hidrolases que podem clivar ligacdes
glicosidicas do tipo o (1,2; 1,3 e 1,5) envolvendo residuos de arabinose. Dentre estas
enzimas, ha representantes que hidrolisam substratos sintéticos, como p-Nitrofenil-
arabinofuranosideo, assim como substratos naturais poliméricos, como arabinoxilana e
L-arabinana, ou arabino-oligossacarideos (PORIA et al., 2020). A seguir, discutimos

como as arabinofuranosidases sdo agrupadas, modo de acéo e especificidade ao substrato.
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Figura 3. Estruturas de arabinoxilana, glucuronoarabinoxilana de milho e L-arabinana.
O sistema de cddigo de uma letra foi desenvolvido por Faure et al. (2009).

Arabinoxilana
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Ac Acetil (a) @  Acido 4-0-metil-D-glucurdnico (U™)
Ye D-xilose (X/Y) @  Acido D-glucurdnico (U)
()  Acido ferdlico (f) L-arabinose (A)

@ D-galactose (M)

Fonte: Modificado de WILKENS et al. (2017)

De acordo com o banco de dados CAZy, as enzimas capazes de hidrolisar ligag6es
envolvendo residuos a-L-arabinosil, incluindo a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) e
endo-1,5-a-L-arabinanases (EC 3.2.1.99), sdo agrupadas em 6 familias GH: GH2, GH3,
GHA43, GH51, GH54 e GH62 (Tabela 1) (WILKENS et al., 2017; PORIA et al., 2020;
SAITO et al., 2020).

A especificidade ao substrato alvo, sejam polimeros como arabinoxilana e L-

arabinana, ou arabino-oligossacarideos, assim como o tipo de ligac&o a ser clivada (a-1,2;
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a-1,3 ou 0-1,5) e 0 ponto de clivagem no substrato (endo ou exo), sdo aspectos que
indicam a diferenciacgdo entre estas enzimas (PORIA et al., 2020). A tabela 1 mostra a
classificacdo de a-L-arabinofuranosidases conforme o ponto de clivagem da enzima no
substrato (endo ou exo), composi¢do de aminoécidos em seu sitio catalitico, estrutura
tridimensional e modo catalitico.

a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) e endo-1,5-a-L-arabinofuranosidases
(EC 3.2.1.99) exibem diferengas na especificidade para clivagem das ligagdes a. O
primeiro grupo apresenta maior versatilidade no modo de ag&o, incluindo representantes
que podem clivar ligagdes do tipo a(1,2), a(1,3) e a(1,5). Diferentemente, endo-1,5-a-L-
arabinofuranosidases exibem maior restricdo catalitica, sendo capazes de clivar apenas
ligacdo a(1,5), e por tal motivo sdo conhecidas como verdadeiras arabinases (THAKUR
et al.,, 2019). Em geral, apesar de poderem degradar mais lentamente L-arabinana
ramificada, as arabinases descritas até o momento tém demonstrado preferéncia pela
cadeia linear de L-arabinana (Cazy, 2022: https://www.enzyme-
database.org/query.php?ec=3.2.1.99).

Quanto ao mecanismo de agdo, as enzimas com atividade o-L-
arabinofuranosidase das familias GH2, GH3, GH51 e GH54 exibem catalise por retencéo
do carbono anomérico, diferentemente das enzimas incluidas em GH43 e GH62, que
realizam catélise pelo modo de inversdo da configuracdo anomérica (SANTOS et al.,

2012).
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Tabela 1. Classificagdo e modo de acdo das a-L-arabinofuranosidases (Cazy, 2021)

Mecanismo Estrutura Catalise Préton
Familia Atividade na familia catalitico Cla  tridimensional Nucle6filo/Base doa(,it_)r
catalitico
2 a-L-Arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) Retencdo  GH-A (B/a) 8 barrel Acido Glutamico Glﬁtcél r(:1ci)co
3 a-L-Arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) Retencéo * (p/o) 8 barrel  Acido Aspartico Glﬁtcél r?w?co
a-L-Arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)
a-1,2-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.-) i : © .
43 exo-a-1,5-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.99) Inverséo  GH-F 5r€ Olj"ﬁe r Acido Aspértico Glﬁtcél ri?co
exo-a-1,5-L-arabinanase (EC 3.2.1.99) prop
endo-a-1,5-L-arabinanase (EC 3.2.1.99)
51 a-L-Arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) Retencdo  GH-A (B/a) 8 barrel Acido Glutdmico Glﬁt(gr?w?co
. . . . < - Acido
- - * -
54 a-L-Arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) Retencédo S-jelly roll  Acido Aspartico Glutamico
62 a-L-Arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) Inversdo  GH-F S-fold - Acido Glutamico Agldp
propeller Aspartico

Legenda: (*): Informac&o desconhecida de acordo com o banco de dados Cazy - Carbohydrate active enzymes

De acordo com a especificidade ao substrato, enzimas atuantes sobre polimeros,
grupos pendentes e ramificagdes contendo arabinose apresentam alta capacidade para
serem usadas em processos industriais como: desconstrucdo da biomassa lignocelulésica
para producdo de etanol 2G, industria de bebidas, como sucos, cerveja e vinho, e na
industria farmacéutica como f - bloqueadores (NUMAN; BHOSLE, 2006; TONOZUKA

etal., 2017).

As familias GH43 e GH3 também contemplam algumas B-glicosidases (EC
3.2.1.21), B-D-fucosidases (EC 3.2.1.38) e B-galactosidases (EC 3.2.1.23) capazes de
clivar  ligagbes envolvendo  o-L-arabinofuranosideos  (https://www.enzyme-
database.org/query.php?ec=3.2.1.*). Algumas o-L-arabinofuranosidases GH43 também

tem sido descritas com atividade B-xilosidase (LI etal., 2020; NUMAN; BHOSLE, 2006).

Quanto a especificidade da enzima para hidrolisar ligacbes de residuos
arabinofuranosil associados a unidades xilopiranosil mono e di-substituida, pode-se

observar uma diferenciacdo entre as a-L-arabinofuranosidases capazes de agir no
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substrato natural arabinoxilana e glucuronoarabinoxilana. Destas, podem se destacar
enzimas o-L-arabinofuranosidase-m2,3 que clivam ligacdes de arabinofuronosil em
unidades xilopiranosil mono-substituidos em O-2 e O-3; a-L-arabinofuranosidases-d3
que hidrolisam arabinofuranosil unido a O-3 da xilopiranose di-substituida, e o-L-
arabinofuranosidases-md que sdo capazes de hidrolisar residuos de arabinose mono e di-
substituidos na xilopiranose (NUMAN; BHOSLE, 2006; PORIA et al., 2020; VUONG;
MASTER 2022). Conforme mostrado na figura 4, representantes destas enzimas estao
presentes nas familias GH 43, 51, 54 e 62 podendo hidrolisar grupos mono-substituidos
a 0-2 e O-3, outras enzimas presentes na familia GH43 sdo capazes de hidrolisar mono e
di-substituicdes, e hd também alguns membros das familias GH 43, 51 e 54 que podem

hidrolisar di-substituicdes a O-3 (VUONG; MASTER 2022).
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Figura 4. Agdo de enzimas desramificantes de arabinoxilana e
arabinoglucuronoxilana/glucuronoarabinoxilana. Em detalhe (setas verdes), as a-L-
arabinofuranosidases AXHm, AXHd3 e AXHmd.

Arabinoxilana oo,

HO, d3 a-L-arabinofuranocsidase
(GH43, GH51,
Acetil-xilano esterase GH54)
(CE1, CE3-CES, CE16, FjoACcXE)
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OCH3
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Feruloil esterase (CE1) mmm—=ir w w ! U /&ﬁ D\d

OH -
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Fonte: Modificado de VUONG; MASTER (2022)

2.2 Microrganismos produtores de a-L-arabinofuranosidases

Para crescer em material lignocelulésico, microrganismos secretam enzimas para
hidrolise de celulose, hemicelulose e pectina, a fim de assimilar os acUcares
monossacarideos resultantes. Fungos e bactérias sdo os principais grupos de
microrganismos que séo reportados por produzirem e secretarem diversas destas enzimas,
entre elas a a-L-arabinofuranosidase. Entretanto, as enzimas conhecidas por serem
desramificantes, como P-galactosidase, acetil-xilano esterase, feruloil esterase e a-L-
arabinofuranosidase sdo produzidas em pequena quantidade quando comparada com

enzimas como endo-f-1,4-xilanase e endo-§-1,4-glucanase (YANG et al., 2016).
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As bactérias sdo um importante grupo de microrganismos muito explorados para
a produgao de a-L-arabinofuranosidases, com destaques para os géneros Alicyclobacillus,
Bacillus, Bifidobacterium, Geobacillus, Paenibacillus, Pseudomonas e Thermotoga

(PORIA et al., 2020).

Enzimas com diferentes especificidades ao substrato tém sido prospectadas de
bactérias, como reportado na investigacdo de Cartmell et al. (2011) que avaliaram a
degradacdo de uma arabinana por diversas enzimas GH43 produzidas pelas bactérias
Cellvibrio japonicus e Bacteroides thetaiotaomicron e expressas em Escherichia coli. Da
bactéria Bacteroides thetaiotaomicron foram identificados genes para expressao de trés
tipos de a-L-arabinofuranosidase (Bt0360, Bt0367 e Bt0369), duas destas enzimas
(Bt0360 e Bt0367) com atividade endo-arabinases - Bt0360 exibiu preferéncia por
arabinana ramificada e Bt0367 por arabinana linear. Na bactéria Cellvibrio japonicus
foram identificados genes para expressao de duas a-1,5-exo-arabinanases com atividade

em arabinana linear e arabinoologossacarideos.

Santos et al. (2018) mostraram o modelo de catalise e a capacidade de uma
arabinofuranosidase GH51 produzida por Xanthomonas axonopodis para hidrolisar
arabinoxilanas com mono e di-substituicdes. Geng (2019) caracterizou uma a-L-
arabinofuranosidase GH51 de Hungateiclostridium clariflavum expressa em E. coli. A
enzima exibiu alta termoestabilidade (90% de atividade a 60 °C por 2 dias) e
especificidade para remover residuos arabinofuranosil de unidades xilopiranosil mono e
di-substituidas em arabinoxilana. Yang et al. (2015) caracterizaram uma a-L-
arabinofuranosidase GH51 produzida por Alicyclobacillus sp. A enzima exibiu

bifuncionalidade, com atividade exo-a-L-arabinofuranosidase/endo-xilanase.

Além de bactérias, os fungos também tém sido muito investigados como

produtores de a-L-arabinofuranosidases, especialmente em cultivos contendo residuos
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agroindustriais. Géneros como Penicillium, Aspergillus e Trichoderma se destacam na
literatura pela produgdo de o-L-arabinofuranosidase e outras enzimas envolvidas na
degradacdo de material lignocelulésico. Ao degradar a hemicelulose os fungos podem
secretar principalmente a-L-arabinofuranosidase do grupo GH43, GH51, GH54 e GH62

(PORIA et al., 2020).

No cultivo em estado sélido destaca-se o uso de material organico sélido como
suporte e fonte de nutrientes para o crescimento microbiano, contendo umidade suficiente
para permitir o cultivo de bactérias, fungos filamentosos e leveduras (De CASTRO et al.,
2018). Neste contexto, os residuos agroindustriais tém sido utilizados como substrato para
FES. A baixa valorizagcdo comercial, a composicao rica em proteinas e carboidratos, e
alta disponibilidade de residuos como bagaco-de-cana de acucar, palha de milho, sabugo
de milho, farelo de trigo e outros, fazem com que estes substratos sejam muito explorados

para prospecgao de enzimas lignoceluloliticas.

Pereira et al. (2018) investigaram a capacidade de fibra de soja para estimular a
producdo de a-L-arabinofuranosidase por FES. Olajide et al. (2020) também reportaram
a producéo de a-L-arabinofuranosidase por Streptomyces lividus via FES usando residuo
da extracao de 6leo de palma. Em outro estudo, Singh et al. (2017) avaliaram a producéo
de a-L-arabinofuranosidase GH54 por Penicillium janthinellum em FES utilizando palha

de arroz e farelo de trigo como substrato.

No Brasil, com a vocag&o por culturas agricolas, um grande montante de residuos
é gerado na agricultura, o que faz da FES uma boa alternativa para a economia circular,
utilizando destes residuos agricolas como substratos para producéo de enzimas. Além do
baixo custo do meio de cultivo (residuos agricolas), em comparacdo a fermentagédo
submersa, outros importantes fatores fazem a FES ser considerada vantajosa, tais como

maior produtividade e estabilidade dos produtos gerados, baixo risco de contaminagéo e
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menor volume de ocupacio do fermentador (De CASTRO et al., 2018; LONDONO-

HERNANDEZ et al., 2020).

2.3  Aplicagoes de a-L-arabinofuranosidase

Como mencionado anteriomente, as a-L-arabinofuranosidases podem atuar como
enzimas auxiliares na hidrolise de hemicelulose ao clivar ligacdes envolvendo residuos
de arabinose ligados a cadeia principal deste heteropolissacarideo. O potencial de
aplicacdo pode abranger diversas areas como inddstria de alimentacdo animal, cuja
aplicacdo da enzima em sinergismo com outras glicosidases, como xilanases e celulases,
favorece a hidrolise da fibra vegetal e o aumento da digestibilidade da racdo, e
biocombustiveis, onde a enzima contribui para a hidrélise de hemicelulose e liberacdo de
acucares fermentesciveis que serdo utilizados para obtencdo de etanol, por exemplo

(PORIA et al., 2020).

Em panificacdo, as a-L-arabinofuranosidases tém sido sugeridas para melhorar a
qualidade da textura em pdes. Ao hidrolisar residuos arabinofuranosil de arabinoxilana
presentes na farinha de trigo, as o-L-arabinofuranosidases podem facilitar o
desprendimento de moléculas de agua ligadas a estes residuos e contribuir para retardar

0 processo de endurecimento de pdo durante armazenagem (PORIA et al., 2020).

Na industria de bebidas, as a-L-arabinofuranosidases podem ser aplicadas para
clarificacdo de sucos de frutas, diminuicdo da viscosidade em cervejas e hidrolise de
monoterpenos glicosilados (aglicanas complexadas a L-arabinose) favorecendo a
melhoria do aroma de cervejas e vinhos (SINGH CHADHA et al., 2017; RAVN et al.,

2018).
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O uso destas enzimas como possibilidade para o melhoramento de aroma de
bebidas alcdolicas tem ganhado destaque. A hidrdlise enzimatica tem se destacado como
uma alternativa para a clivagem de terpenos glicosilados a fim de libera-los e aproveitar
0 seu potencial aromatizante, sem interferir nas propriedades da molécula ou da bebida.
Os terpenos podem apresentar-se glicosilados com moléculas como glicose, apiose,
arabinose, xilose, entre outros. A a-L-arabinofuranosidase, sendo capaz de hidrolisar
ligagoes a-1,2, a-1,3 e a-1,5 em arabinana, grupos pendentes e ramificagdes contendo
arabinose, é uma excelente enzima para aplicar no processo fermentativo para que haja a
liberagdo de terpenos complexados em arabinose (CONTESINI et al.,, 2017,

MRUDULAKUMARI VASUDEVAN, LEE, 2020; THAKUR et al., 2019).



29

3. OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Produzir, purificar e caracterizar uma de a-L-arabinofuranosidase fangica em

fermentacdo em estado solido.

Objetivos especificos

e Avaliar a produgdo de a-L-arabinofuranosidase por trés espécies de fungos
filamentosos em palha e sabugo de milho.

e Avaliar a condi¢do de maior produgio de a-L-arabinofuranosidases e purifica-
la.

e Caracterizar de maneira bioquimica funcional: pH e temperatura 6tima, efeito
de pH e temperatura na estabilidade, efeito de ions, arabinose e etanol na
atividade da enzima.

e Avaliar a capacidade de hidrolise de diferentes substratos, p-Nitrofenil-o-L-
arabinofuranosideo (pNPA), p-Nitrofenil-p-D-xilopiranosideo, p-Nitrofenil-
B-D-glucopiranosideo, p-Nitrofenil-N-acetil-p-D-glicosaminideo ¢ 1,5 a-L-
arabinana linear.

e Auvaliar a cinética enzimética sobre pNPA.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Parametros de cultivo dos fungos

Os fungos utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram Thermothelomyces
heterothallica, Rasamsonia emersoni e Coriolopsis byrsina SXS16, os quais pertencem
a colecdo do Laboratodrio de Bioquimica e Microbiologia da UNESP - Campus - Sdo José
do Rio Preto/SP. O cultivo dos fungos em placa de Petri seguiu 0s parametros descritos

na tabela 2.

Tabela 2. Pardametros para o cultivo dos fungos em placa de Petri

Fungos Meio de Cultivo Temperatura Tempo de Cultivo
T. heterothallica Agar Sabouraud 450 C 48 horas
R. emersoni Agar Sabouraud 50°C 48 horas
C. byrsina SXS16 PDA 28°C 144 horas

Fonte: Autoria propria

4.2 Producéo de enzimas

A producdo de enzimas foi avaliada por cultivo em estado sélido, conforme

Pereira Scarpa et al. (2019), utilizando sabugo e palha de milho como substratos.

Foram acondicionados 5 gramas de substrato em sacos de polipropileno (PP) com
dimenséo de 20 cm de altura e 15 cm de largura (termo resistente), seguido por adicéo de
10 ml de solugdo salina contendo 0,1% sulfato de amonio, 0,1% sulfato de magnésio e
0,1% de nitrato de amdnio (OLIVEIRA SIMOES et al., 2019), e posteriormente

autoclavado a 121°C por 20 minutos.

Para o cultivo dos fungos T. heterothallica e R. emersoni em estado solido,
utilizamos indculos com 3 discos miceliais de 0,5 cm de diametro coletados de um cultivo

prévio em placa de Petri nas condic¢des indicadas na tabela 2, enquanto para o fungo C.



31

byrsina SXS16 o in6culo foi ajustado conforme reportado por Duffeck et al., (2020). Para
este fungo, foi realizado um cultivo inicial em 30 mL de meio PDA em frascos
Erlenmeyer (125 mL) por 144 horas. Em seguida, 25 mL de agua deionizada estéril foram
adicionados para obter uma suspenc¢do micelial, da qual 1 ml foi retirado e adicionado em

cada frasco para cultivo em estado sélido.

O cultivo dos fungos foi acompanhado por 168 horas e a cada 24 horas, um saco
plastico de cada cultivo foi retirado para quantificacdo de enzimas hemiceluloliticas
secretadas. Para obtencdo do extrato enzimatico bruto, a cada saco plastico de CES
retirado ao longo da fermentagdo, 50 mL de &gua deionizada (5°C) foram adicionados.
Os sacos plasticos foram mantidos sob agitacdo em shaker 200 rpm por 1 hora para
homogeneizacdo, seguido de filtracdo em tecido sintético musseline. O filtrado foi
centrifugado a 8000 x g por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para a

quantificacdo da atividade enzimatica.

4.3 Atividade enziméatica

Inicialmente diversas enzimas do complexo hemicelulolitico foram quantificadas
na seguinte composicdo de mistura de reacdo: 20 pL de extrato enzimatico bruto
combinados a 80 pL dos seguintes substratos isoladamente: p-Nitrofenil-a-L-
arabinofuranosideo  (pNPA), p-Nitrofenil-B-D-xilopiranosideo,  p-Nitrofenil-p-D-
glucopiranosideo, p-Nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminideo, p-Nitrofenil-a-D-
manopiranosideo, p-Nitrofenil-B-D-galactopiranosideo, p-Nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo, p-Nitrofenil-a-D-Maltosideo e p-Nitrofenil-a-D-glucopiranosideo,
(todos a 4 mM), diluidos em tampdo acetato de sodio pH 5,0. As misturas foram

incubadas a 45 °C por 10 minutos. Apds isso, 100 puL carbonato de sodio (Na.COs) 2 M
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foi adicionado e a absorbancia foi mensurada por espectrofotometria a 410 nm. Uma
unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1
umol de p-nitrofenol por mL.min"t. Uma curva de calibragdo com p-nitrofenol foi

utilizada para determinar a unidade de enzima.

4.4 Purificacdo da enzima

Inicialmente, ap06s avaliar os diferentes fungos e substratos utilizados para o
cultivo em estado sélido, o extrato enzimatico bruto contendo a enzima o-L-
arabinofuranosidase foi concentrado. Para isso, foi avaliado diferentes proporgdes de

enzima e etanol, conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3. Proporcdo utilizada para a concentragdo do extrato enzimatico bruto

Proporgéo
(Enzima/Etanol) — (V/V)

1:0,25
1:0,5

11

1:2

1:3

1:4

1:5

1:6

1:7

Fonte: Autoria propria

A melhor relagdo enzima/etanol foi utilizada para concentrar todo o extrato
fermentativo. Esta mistura foi mantida por 24 h a -20 °C, seguido de centrifugacéo a 4.000

x g por 30 min a 4 °C, da qual o precipitado foi entdo ressuspenso em agua MilliQ.

Apo0s a concentracdo do extrato enzimatico bruto, a amostra foi dialisada em

tampao acetato de sédio 50 mM, pH 4,5 e submetidos a cromatografias usando a resina
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cationica Source 15S empacotada em coluna Tricorn 4.6/100 e a coluna anidnica HiTrap
Q XL 1 mL acopladas ao cromatdgrafo Akta Purifier FPLC (Ge Healthcare) com

monitoramento da absortividade a 280 nm conforme a eluicéo das proteinas.

Inicialmente, a coluna Source 15S foi equilibrada com tampéo acetato de s6dio 50
mM, pH 4,5 (tampdo A) em volume correspondente a 10 vezes o volume de coluna.
Entdo, 1 mL de amostra dialisada foi aplicada seguido de uma etapa de remocdo da
amostra ndo ligada a coluna usando tampdo A (7 vezes o volume de coluna). A
cromatografia foi conduzida usando gradiente linear que prosseguiu por 20 volumes de
coluna usando tampdo B composto por acetato de sédio 50 mM, pH 4.5, suplementado
com 500 mM NacCl, com fluxo de fase mdvel a 1 mL.min. Utilizamos a absortividade a
280 nm para monitoramento da eluicdo das proteinas e um volume de fracGes de 2
mL.min. As amostras eluidas foram submetidas a reacdo enzimatica usando p-
Nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo conforme mencionado no item 4.3. As fracfes que
exibiram atividade enzimatica foram analisadas por gel desnaturante de poliacrilamida

SDS-PAGE 12%, de acordo com o item 4.5.

Conforme a visualizacdo em gel SDS-PAGE, as fracbes com perfis proteico
similares e que nédo se ligaram a coluna Source 15S foram reunidas e aplicadas a coluna
HiTrap Q XL 1 mL. Esta cromatografia foi conduzida utilizando os mesmos parametros
e tampdes A e B da cromatografia anterior. As fragdes que exibiram atividade de hidrolise
do substrato p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo foram analisadas por gel SDS-PAGE
12%, selecionadas conforme a pureza e utilizadas para ensaios de caracterizacdao

bioquimica funcional.
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4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As andlises de eletroforese das fragcGes oriundas das cromatografias foram
realizadas conforme proposto por Laemmli (1970) utilizando SDS-PAGE com gel
separador de 12% e gel concentrador de 5% de poliacrilamida e coloragdo com nitrato de

prata (SEE, JACKOWSKI, 1989).

A preparacgdo das amostras foi realizada com uma diluicdo em tamp&o de amostra
(Biorad) na proporc¢édo 1:1. Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 minutos em
banho de ebulicdo e aplicadas (20 pL) no gel de poliacrilamida. A corrida para separacao
das proteinas foi realizada a 150 V e um marcador padrdo de massa molecular de proteinas
foi utilizado para estimar a massa molecular da enzima (Broad Range, Catalog Number

161-0317, BioRad).

4.6 Quantificacdo de proteinas totais

A quantificacdo de proteina foi determinada de acordo com o método descrito por

Bradford (1976) utilizando curva padrdo com soro albumina bovina (BSA).

4.7 Caracterizagéo fisico-quimica da a-L-arabinofuranosidase
4.7.1 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade enzimatica

Para avaliar o efeito de pH na atividade enzimatica, foi usado solucGes
tamponantes 0,1 mol L™ na faixa de pH de 1,5 a 8,0, sendo eles: glicina (pH 1,5, 2.0 e
2,5), citrato de sddio (pH 3,0 e 3,5), acetato (pH 4,0 a 5,5), MES (pH 6,0 e 6,5), HEPES
(pH 7,0 e 7,5) e Bicine (pH 8,0). A reacdo enzimatica com o substrato p-Nitrofenil-a-L-

arabinofuranosideo (pNPA) diluido nos diferentes tampdes foi conduzida por 10 minutos
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a 40 °C. Para avaliar o feito de temperatura na atividade da enzima, foi utilizado o pH de
maior atividade enzimatica identificado no experimento anterior. Assim, avaliamos o
efeito de temperatura na faixa de 10 a 70 °C. Os resultados foram expressos em atividade
relativa, sendo que, para cada experimento, consideramos a condicdo na qual foi obtida

maior atividade enzimatica como 100%.

A estabilidade da a-L-arabinofuranosidase sob efeito de pH e temperatura também
foi avaliada. Para isso, a enzima, na auséncia de substrato, foi pré-incubada nos diferentes
valores de pH 1,5-8,0, por 24 horas a 4 °C, enquanto para estabilidade térmica, a enzima
foi incubada por 1 h a temperaturas de 10-70 °C. Em ambos 0s casos, apés a etapa de pré-
incubagdo, a reagcdo enziméatica foi conduzida nas melhores condi¢bes de pH e
temperatura pré-determinados. Os resultados foram expressos em atividade relativa, onde
consideramos como 100%, (i) o pH de incubacdo onde a enzima exibiu maior atividade
enzimatica, para o ensaio de estabilidade de pH; e (ii) para o ensaio de estabilidade

térmica, a reagdo enzimatica da amostra ndo incubada em nenhuma das temperaturas.

4.7.2 Efeito de ions metélicos e etanol

Foi avaliado o efeito de ions na atividade da enzima ao incuba-la individualmente
com AICIs, CaClz, CoClz, CuClz, LiClz, BaClz, FeCls, HgCl2, MnClz2, MgClz, NiCl2 e
ZnClz, concentracdo final de 5 mmol L e 10 mmol L. A enzima foi pré-incubada com
os diferentes sais por 5 min a temperatura de reagcdo. Em seguida, a reacéo foi conduzida
nas condi¢des 6timas de atividade enzimatica pré-determinadas e foi utilizado como

substrato o p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (pNPA).

Também avaliamos a estabilidade da enzima em presenca de etanol a 5, 10 e 15%.

A enzima foi incubada com etanol por 12 e 24 horas a 28 °C, em seguida a reacdo
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enzimética foi conduzida nas condi¢bes de pH e temperatura ideais previamente

determinados.

Em ambos os casos, os resultados foram expressos em atividade relativa

considerando o experimento controle, sem adi¢do de nenhum composto, como 100%.

4.7.3 Teste de inibigdo por D e L-arabinose

A enzima foi previamente incubada por 5 min a temperatura de reagdo, em
presenca de D-arabinose e L-arabinose em diferentes concentracdes de 0 a 0,9 mol L.
Em seguida, a reacdo foi conduzida nas condicGes ideais de pH e temperatura pré-
determinados. O resultado foi expresso em atividade relativa sendo 100% o controle
positivo representa a atividade maxima da catalise, quando exposta a concentracdes

variadas de D e L-arabinose.

4.8 Teste de hidroélise de diferentes substratos

Avaliamos a capacidade da enzima em hidrolisar outros substratos como p-Nitrofenil-
B-D-xilopiranosideo, p-Nitrofenil-B-D-glucopiranosideo e p-Nitrofenil-N-acetil-p-D-
glicosaminideo, todos a 4 mmol L™, com método similar ao descrito para o substrato
PNPA. Todas as reagdes com os diferentes substratos foram realizadas tomando como
referéncia as condi¢des 6timas pré-determinadas de pH e temperatura para atividade de

hidrdlise de pNPA.

A capacidade da enzima em hidrolisar 1,5 a-L-arabinana linear de beterraba
(Megazyme) foi avaliada por analise qualitativa do produto da reacdo em cromatografia

de camada delgada. Para isso, primeiramente a reacdo enzimatica foi realizada com
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adico de 100 uL de enzima (atividade especifica com pNPA: 8,3 U mg™) a 100 uL do
substrato 1,5 a-L-arabinana 1% diluido em tampéo citrato de sédio 0,1 M, pH 3,5, e
incubado por 24 horas a 50 °C. Em seguida, em posicdes diferentes na placa de silica,
foram aplicados 5 uL das seguintes amostras: volume de reacdo (apds incubacéo por 24
horas a 50 °C), e as amostras controles L-arabinose 1%, solucdo enzima:tampéo de reacao
(1:1) e substrato 1,5 a-L-arabinana:tampéo de reacdo (1:1). A placa de silica contendo as
amostras foi entdo alocada em um béquer para inicio da cromatografia com fase movel
composta por n-butanol, metanol, solugdo de aménia (25%) e 4gua na propor¢édo 5:4:2:1
(VIvVIVIVv), respectivamente. Apds 40 minutos, a placa foi seca em estufa a 80 °C e a
solucéo de revelagdo contendo metanol, acido sulfurico e a-naftol na proporgédo de 95:5:5
(v/iv/im), respectivamente, foi pulverizada sobre a placa. A revelacdo das bandas
correspondentes aos acgucares aconteceu quando a placa de TLC foi deixada sob uma

superficie aquecida a 100 °C (KUMAR et al., 2017).

4.9 Cinética enzimatica

Os parametros cinéticos da enzima a-L-arabinofuranosidase frente ao substrato
PNPA foram determinados utilizando as concentragdes finais de 0,5 a 9 mmol L de
substrato e 3,82 pg/mL de enzima. As reacfes enziméaticas foram conduzidas nas
melhores condigdes pré-determinadas de pH e temperatura para atividade da enzima. Os
valores da Constante de Michaelis Km e da velocidade maxima de reacdo Vmax foram
obtidos a partir de ajuste ndo linear dos dados seguindo a equagéo de Michaelis-Menten
(Vo= (VmaxX[S])/(Km+[S]) no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla,

CA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producéo de a-L-arabinofuranosidase por cultivo em estado solido

A producéo de enzimas foi distinta quanto a quantidade e diversidade, substratos
utilizados no cultivo em estado sélido e microrganismo. Os trés fungos inicialmente
utilizados neste estudo foram capazes de crescer e secretar diferentes enzimas do
complexo hemicelulolitico durante cultivo em estado sélido com os residuos

agroindustriais, palha e sabugo de milho.

O fungo R. emersoni, quando cultivado em palha de milho (Figura 5), foi capaz
de produzir enzimas com diferentes atividades como a-galactase, B-manosidase, endo-f3-
1,4-D-glicosidase, N-acetil-p-D-glicosaminidase, endo-B-1,4-xilosidase ¢ [-1,2-
galatosidase. Em 96 horas de cultivo, observamos atividade enzimatica maxima para o —
galactase, B-1,4-glicosidase e a-L-arabinofuranosidase, sendo 0,283 U ml%, 0,269 U ml-
1 ¢ 0,218 U ml%, respectivamente. No cultivo em sabugo de milho, observamos maiores
valores de unidade de enzimas quando comparado ao cultivo em palha de milho, com
atividade enziméatica maxima a 168 horas. A maior atividade enzimatica foi de p-1,4-
glicosidade com 0,707 U ml?, seguido por N-acetil-B-D-glicosaminidase e o-L-

arabinofuranosidase, com 0,620 U ml e 0,526 U ml*, respectivamente.
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Figura 5. Enzimas secretadas por R. emersoni em FES contendo palha ou sabugo de milho.
(V) N-Acetil-p-D-glicosaminidase, (m) p-1,4-D-xilosidase, (m) o-galactase, (®) p-

manosidase, (®) p-1,2-D-galatosidase, (/) Endo-B-1,4-D-glicosidase, (®) o-L-
arabinofuranosidase.
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Figura 6. Enzimas secretadas por C. byrsina em FES contendo palha ou sabugo de milho.
(V) N-Acetil-B-D-glicosaminidase, (m) B-1,4-D-xilosidase, (m) o-galactase, (®) B-

manosidase, (®) p-1,2-D-galatosidase, (+) Endo-B-1,4-D-glicosidase, (®) o-L-
arabinofuranosidase.

Palha de milho Sabugo de milho

E E

2 0.4 2 0.41

8 ]

T 0.31 § 0.3

£ E

gy g

@ 0.2 @ 0.2

3 5

Z 0.1 8 o4

:g - E ' //F—*f—f/’/".ﬁ”k“i_'

< 0.0 — Y S - 4

0.0 0.0M= —1 g—f—"
24 24 48 72 96 120 144 168

Tempo (horas) Tempo (horas)

Fonte: Autoria propria



40

O fungo C. byrsina exibiu perfil de produgéo de enzimas diferente dos demais
fungos estudados aqui (Figura 6). Quando cultivado em palha e sabugo de milho,
nitidamente a atividade de a-L-arabinofuranosidase foi superior as outras atividades
enzimaticas, 0,414 U ml* em palha de milho a 96 horas de cultivo e 0,082 U ml* em
sabugo de milho a 120 horas de cultivo. Os picos de atividade de N-acetil-B-D-
glicosaminidase e B-1,4-glicosidase foram detectados com 0,088 U ml para ambas, em

72 e 168 horas de cultivo em palha de milho, respectivamente.

Figura 7. Enzimas secretadas por T. heterothallica em FES contendo palha ou sabugo de
milho. () N-Acetil-B-D-glicosaminidase, (m) p-1,4-D-xilosidase, (m) a-galactase, (® ) p-

manosidase, (®) p-1,2-D-galatosidase, () Endo-B-1,4-D-glicosidase, (®) a-L-
arabinofuranosidase.
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Apds o cultivo do fungo T. heterothallica em palha e sabugo de milho, néo foi
detectado a secrecdo de a-L-arabinofuranosidase (Figura 7), entretanto o fungo foi capaz

de produzir N-acetil-B-D-glicosaminidase em maior quantidade quando comparado com

as outras enzimas abordadas no presente estudo.
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Como alvo de nosso estudo, atividades de a-L-arabinofuranosidases foram
detectadas especialmente nos cultivos com C. byrsina e R. emersoni. Apesar da maior
producéo destas enzimas por R. emersoni, para continuidade dos estudos foi selecionado
0 extrato fermentativo derivado do cultivo do fungo C. byrsina em palha de milho, devido
a menor abundancia de proteinas adicionais, além da enzima alvo, de forma a facilitar a

purificagcdo de uma a-L-arabinofuranosidase.

5.2 Purificacéo da enzima a-L-arabinofuranosidase secretada por C. byrsina

5.2.1 Concentracao da enzima

Conforme testes preliminares para avaliar a propor¢do de etanol para precipitar a
enzima presente no extrato fermentativo, foi utilizado um volume de etanol

correspondente a 6 vezes o volume de extrato fermentativo, 1:6 (extrato:etanol, V/V)

A primeira cromatografia foi realizada usando a resina catidnica Source 15S
empacotada em coluna Tricorn 4.6/100 Figura 8, conforme descrito no item 4.4. Nesta
cromatografia, observamos dois picos de absortividade a 280 nm, pico | que representa
as proteinas nao ligadas a resina, onde detectamos atividade de a-L-arabinofuranosidase,
e pico Il com menor absortividade a 280 nm e sem atividade enzimatica. Nas demais

fracOes obtidas na cromatografia ndo detectamos a presenca de a-L-arabinofuranosidase.



Figura 8. Cromatografia catidnica em resina Source 15S, coluna Tricorn 4.6/100
acoplada ao cromatografo Akta Purifier FPLC (GE Healthcare). Fase mdvel composta
por acetato de s6dio 50 mM, pH 4.5 (tampédo A) e acetato de soédio 50 mM, pH 4.5,
suplementado com 500 mM NaCl (tamp&o B), fluxo de fase mével a 1 mL.min e
volume de coleta de 2 mL. As linhas cinza, continua e tracejada, representam a
absorbancia a 280 nm e gradiente NaCl, respectivamente, e a linha preta com simbolo
de circulo representa a atividade enzimatica detectada nas fragdes.
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As fragdes do pico | foram agrupadas e reaplicadas na coluna aniénica HiTrap Q
XL 1 mL, mantendo os mesmos parametros da cromatografia anterior. Conforme
mostrado na figura 9, observamos trés picos de absortividade a 280 nm, tendo sido
detectada atividade enzimatica apenas no pico Il. Nas fracGes 7 e 8 a enzima foi obtida
pura, eluicdo a 8% de tampao B (acetato de sédio 50 mM, pH 4.5, suplementado com 500
mM NaCl). A enzima pura pode ser observada em gel SDS-PAGE 12% com massa
molecular estimada em 55 kDa (Figura 10). Outras a-L-arabinofuranosidases com
massas moleculares similares foram secretadas por bactérias como Geobacillus vulcani
GS90: 60 kDa (ILGU et al., 2018), Paenibacillus polymyxa: 56,8 kDa (GAO et al., 2018),

Hungateiclostridium clariflavum DSM 19732: 56 kDa (GENG et al., 2019), a bifuncional
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exo-o-L-arabinofuranosidase/endo-xilanase de Alicyclobacillus sp. A4: 57 kDa (YANG

et al., 2015), e fungos, como Penicillium purpurogenum: 58 kDa (IOANNES et al.,
2000), Trichoderma harzianum: 53,44 kDa (MOTTA et al., 2021), enzima PfAbf62c de

Penicilium funicolosum: 55 kDa (De LA MARE et al., 2013).

Figura 9. Cromatografia aniénica HiTrap Q XL 1 mL acoplada ao cromatdgrafo Akta
Purifier FPLC (GE Healthcare). Fase movel composta por acetato de sédio 50 mM, pH
4.5 (tampdo A) e acetato de sddio 50 mM, pH 4.5, suplementado com 500 mM NacCl
(tamp&o B), fluxo de fase movel a 1 mL.min! e volume de coleta de 2 mL. As linhas
cinza, continua e tracejada, representam a absorbancia a 280 nm e gradiente NaCl,
respectivamente, e a linha preta com simbolo de circulo representa a atividade enzimatica
detectada nas fracoes.
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Figura 10. Gel SDS-PAGE 12% da enzima pura obtida ap0s etapas
cromatograficas sequenciais de resina catidnica Source 15S e aninica
HiTrap Q XL. 1- Marcador de massa molecular (Precision Plus
Protein™ standards, Biorad) e 2- Enzima pura.
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A metodologia empregada para concentracao do extrato enzimatico com etanol e
obtenc¢éo da enzima pura resultou em um rendimento de 87,05% na etapa de concentragédo
e um rendimento final de 31,9% e purificacdo de 6,4 vezes ap6s cromatografia em coluna

Hitrap Q XL (Tabela 4).
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Tabela 4. Sumario de purificagao da a-L-arabinofuranosidase secretada por C. byrsina

Etapas purificagdo Atividade Proteina total Atividade Rendimento  Purificacdo
total (U) (mg) especifica (U/mg) (%)

Extrato

fermentativo (FES) 429,72 3409,76 0,13 100,00 1,00
Extrato

concentrado 374,06 1776,61 0,21 87,05 1,61
Source 15S 94,25 448,50 0,21 21,93 1,61
Hitrap Q XL 137,07 164,42 0,83 31,90 6,40

Fonte: Autoria propria

O rendimento final obtido para purificacdo da a-L-arabinofuranosidase secretada
por C. byrsina é superior ao reportado para purificagdo de outras a-L-arabinofuranosidase
nativas de bactérias e fungos, como a a-L-arabinofuranosidase secretada pela bactéria
Paenibacillus polymyxa que foi parcialmente purificada usando as resinas DEAE
Sepharose Fast Flow e coluna contendo resina de hidroxiapatita, da qual se obteve um
rendimento final de 5,2% (GAO et al., 2018). A purificacdo da enzima secretada por
Aspergillus hortai CRM1919 usando resinas CM Sephadex® C-50 e Sephadex G-100
alcancou um rendimento final de 10,1% (TERRONE et al., 2020). Com uso de resinas
DEAE-Toyopearl, Mono Q e Resource PHE, Shinozaki et al. (2014) descreveram uma
recuperacdo de 0,2% na purificacdo da enzima secretada por Penicillium chrysogenum
31B. loannes et al. (2000) reportaram uma recuperacdo de 6% de uma a-L-
arabinofuranosidase de P. purpurogenum em metodologia de purificacdo usando BioGel
P-100 (primeira etapa), CM Sephadex C-50, Phenyl agarose e BioGel P-100 (segunda
etapa). Carvalho et al. (2018) também descreveram a recuperacdo de 24,2% apds trés
etapas cromatogréaficas (CM-Cellulose, DMAE-Fractogel e Sephacryl S-200) para
purificacdo da enzima bifunctional com atividade B-xilosidase/a-L-arabinofuranosidase

secretada pelo fungo Colletotrichum graminicola.
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5.3 Caracterizacao bioquimica funcional da a-L-arabinofuranosidase
5.3.1 Efeito de pH e temperatura na atividade e estabilidade da enzima

Investigar o efeito de pH e temperatura na atuacao e estabilidade de uma enzima
é imprescindivel para sua aplicagdo em diferentes segmentos industriais. A enzima o-L-
arabinofuranosidase produzida pelo fungo C. byrsina atingiu a maxima performance a pH
3,5-4,0. No presente trabalho, foi utilizado como controle o ponto onde houve a maior

atividade da enzima.

A enzima apresentou estabilidade em ampla faixa pH 3,0 a 8,0, cuja atividade foi
mantida acima de 75% em relacéo ao controle (Figura 11). Ap6s incubagédo por 1 hora
em pH 1,5 e 2,0 (na auséncia de substrato), seu desempenho catalitico foi severamente
comprometido, do qual detectamos apenas 19% e 36% de sua atividade inicial,

respectivamente.
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Figura 11. Efeito de pH na atividade e estabilidade da enzima secretada pelo fungo C.
byrsina. A reacdo enzimatica foi conduzida usando diferentes solugdes tamponantes a 0,1
mol L%, faixa de pH 1,5-8,0, a 40 °C, com p-Nitrofenil-o-L-arabinopiranosideo (4 mmol
L) como substrato.
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Quanto a temperatura, a a-L-arabinofuranosidase apresentou atividade acima de
80% entre 45 °C e 55 °C, com méaxima performance a 50 °C, e termoestabilidade na faixa
de 10° a 60°C, onde verificamos ao menos 70% de atividade remanescente. A enzima
ainda exibiu 8,5% de atividade residual apds 1 hora de incubacdo a 65 °C, e nenhuma

atividade a 70 °C (Figura 12).
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Figura 12. Efeito de temperatura na atividade e estabilidade da enzima secretada pelo
fungo C. byrsina. Para efeito de temperatura (i) na atividade: a reacdo foi conduzida em
diferentes temperaturas entre 10-70 °C, (ii) termoestabilidade: a enzima, na auséncia de
substrato, foi incubada por 1 h entre 10-70 °C, seguido de reacdo enzimatica a 50 °C. A
reacdo enzimatica foi conduzida usando tampéo citrato de sodio 0,1 mol L%, pH 3,5 e p-
Nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (4 mmol L) como substrato.
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Fonte: Autoria propria

Usando pNPA como substrato, hd poucos relatos de caracterizacdo bioquimica
funcional de a-L-arabinofuranosidases de basidiomicetos, como Sinha e Sengupta (1995)
gue ao estudar a enzima de Termitomyces clypeatus descreveram 6tima atividade a pH
5,5 e 50 °C, com estabilidade na faixa de pH 2-5 e a 50 °C por 30 minutos. Amore et al.
(2012) reportaram que enzima de Pleurotus ostreatus, expressa em P. pastoris, exibiu
méaxima atividade a pH 5.0 e 40 °C; e Huy et al. (2013) descreveram méaxima atividade
sobre pNPA a pH 55 e 50 °C para uma enzima bifuncional
xilosidase/arabinofuranosidase de Phanerochaete chrysosporium expressa em P.
pastoris.

A versatilidade para atuacdo em diferentes pH e temperaturas € uma importante

caracteristica para aplicacdo de enzimas, podendo atender diferentes demandas em
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processos industriais, como glicosidases ativas em condicdes &cidas, que quando também
tolerantes a etanol e capazes de hidrolisar substratos naturais como arabinoxilana, e L-
arabinose complexada a monoterpenos, sdo atrativas para testes de aplicagédo em bebidas

como vinho e cervejas.

Muitas a-L-arabinofuranosidases de outros grupos de fungos tém sido descritas
com diferentes pH e temperatura 6timos de atuacdo, algumas das quais se despontam com
potencial para aplicagdo em bebidas. Ao reportar uma a-L-arabinofuranosidase de
Aspergillus niger com 6tima atividade para a hidrélise de pPNPA em pH 5,5e 50 °C, e a
capacidade de hidrolisar arabinoxilana, Li e colaboladores (2020) sugerem o uso desta
enzima para melhorar a filtracdo de cerveja. Ravanal e Eyzaguirre (2015) também
relataram uma o-L-arabinofuranosidase com caracteristicas similares a descritas por Li et
al. (2020). A enzima recombinante (ABF4), cujo gene foi extraido de Penicillium
purpurogenum ATCC cepa MYA-38 e expresso em Pichia pastoris, exibiu pH e
temperatura 6timos de 4,6 e 50 °C, respectivamente, sobre o substrato pNPA, e também

foi ativa sobre arabinoxilana de trigo e L-arabinana de beterraba.

Geng et al. (2019) descreveram uma a-L-arabinofuranosidase da familia GH51
originalmente presente na bactéria H. clariflavum e que foi expressa em Escherichia coli.
A enzima exibiu maxima atividade a pH 6,5 e 60 °C sobre pNPA, e foi capaz de agir
sobre arabinoxilana. Em adicdo, Santos et al. (2018) também reportaram uma a-L-
arabinofuranosidase recombinante, cujo gene extraido da bactéria Xanthomonas
axonopodis foi expresso em E. coli. Ao determinar a atividade 6tima sobre o substrato
PNPA em pH 5,5 e 55-60 °C, e capacidade de hidrolise de arabinoxilana, os autores
sugerem o potencial uso desta enzima como aditivo a um coquetel enzimatico para
degradar polimeros ricos em arabinoxilana, como bagaco de cana-de-acucar e palha-de-

milho.
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5.3.2 Efeito de ions metélicos na atividade enzimatica

Dentre os ions avaliados na atividade da enzima, nenhum modulou positivamente
a atividade da o-L-arabinofuranosidase, pelo contrario, todos provocaram reducdo na
catalise (Figura 13). Maior prejuizo a reagdo enzimatica foi notado na presenca de Fe**,
cuja atividade residual foi de 63% (5 mmol L?) e 25% (10 mmol L™?) e Hg?" com
atividade residual de 48% (5 mmol L) e 33% (10 mmol L), seguido por Cu?* e Ni**com

atividades de 70% (5 mmol L) e 64% (10 mmol L) para ambos.

A atividade da a-L-arabinofuranosidase produzida por A. niger foi severamente
reduzida na presenca de 1 mmol L de Cu?* e Zn?* (LI et al., 2020) exibindo menos de
20% de sua atividade inicial, contudo Fe3* promoveu um aumento em torno de 30% na
atividade enziméatica. A enzima bifunctional p-xilosidase/a-L-arabinofuranosidase
secretada pelo fungo C. graminicola também teve sua atividade p-xilosidase
intensamente comprometida na presenca de Fe**, Cu?*e Hg?*a 5 mmol L%, com atividade
residual de 12,2%, 5,4% e 0%, respectivamente (CARVALHO et al., 2018). Em outros
casos, como para a a-L-arabinofuranosidase produzida por Alicyclobacillus sp. ndo se
notou alteragdo na atividade da enzima quando incubada com 5 mmol L™ de Fe3* e Cu?*
(YANG et al., 2015). Para a enzima produzida por G. vulcani GS90, na presenca de 1
mmol L de Cu?" notou-se um aumento de 17% na atividade da enzima (ILGU et al.,

2018).

Cétions podem interagir com aminoacidos em diferentes porcdes da proteina, de
modo a provocar reducdo ou aumento da atividade enzimatica. Nos casos mencionados
acima, Fe®*, Hg?* e Cu?* podem interagir por ligacdo covalente com grupos tiol, amina e
carboxilico de aminoécidos. Em geral, Fe**, Hg?* e Cu?* podem também estar envolvidos
na oxidacdo do grupo tiol de cisteinas, presentes no sitio ativo ou em outras porc¢des da

enzima, comprometendo assim a catalise (SHRIVER, ATKIN, 2017, VAZ et al, 2021).
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Pelo exposto em nossos resultados, na possibilidade de aplicacdo da a-L-
arabinofuranosidase secretada pelo fungo C. byrsina, nenhum dos ions avaliados seria
necessario para a melhora de sua atividade, contudo, a depender da mistura reacional
aonde a enzima serd empregada, a presenca, especialmente de Fe®*, Hg?" e Cu?" pode

prejudicar o resultado da reacdo enzimatica.

Figura 13. Efeito de ions metalicos a 5 e 10 mol L™ na atividade da enzima secretada pelo
fungo C. byrsina. A reacdo enzimatica foi conduzida usando tampdo citrato de sédio 0,1

mol L%, pH 3,5, a 50 °C, com p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (4 mmol L) como
substrato.
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Fonte: Autoria propria

5.3.3 Efeito de etanol na estabilidade da enzima

A enzima, quando incubada por 12 e 24 horas em trés diferentes concentracfes de
etanol, 5%, 10% e 15%, n&o exibiu diferenca significante entre os tempos de incubacéo,
mas demonstrou reducédo da estabilidade conforme aumento da concentragdo de etanol

(Figura 14). No experimento controle, observamos atividade de 99% e 87% ap0s 12 e 24
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horas de incubacdo, enquanto que, na presenca deste solvente organico, as atividades
foram de 76-84% para 5% de etanol, 62-64% para 10% etanol e 26-27% para 15% de

etanol.

Esta caracteristica de tolerancia a concentragdes de 5% e 10% de etanol sugere a
possibilidade de realizar testes de aplicacdo desta enzima para melhoramento do aroma
de cervejas e vinhos, a fim de verificar a capacidade de hidrolise da ligacdo glicosidica
entre terpenos e arabinose. Para além disso, também nos oferece oportunidade para
avaliar seu uso como um aditivo a coquetéis enzimaticos para melhoramento da
degradacdo da fibra vegetal, especialmente em casos em que se pretende realizar
sacarificacdo e fermentacdo simultdnea, uma vez que a enzima se mostrou
moderadamente estavel a baixas concentracGes de etanol por longo tempo de incubacao.
Comparado ao experimento apenas com a celulase comercial Celluclast® 1.5
(Novozymes), Zhang et al. (2018) demonstrou que o coquetel enzimatico formado pela
a-L-arabinofuranosidase de Aspergillus niger ND-1 expressa em Pichia pastoris
combinadas a uma xilanase e a Celluclast® 1.5 melhorou em 15,9% a degradacéo da

palha de milho pré-tratada em uma reagédo a pH 5 e 50 °C por 72 horas.

Comparativamente a outras enzimas do complexo celulolitico e hemicelulolitico,
a enzima apresentada aqui mostrou-se mais tolerante a etanol do que o reportado por
Carvalho et al. (2018), a enzima bifuncional com atividade B-xilosidase/a-L-
arabinofuranosidase secretada pelo fungo C. graminicola reteve 58% de sua atividade
inicial ap6s incubacdo com etanol 5%. Poucas sdo as investigacGes que reportam a
estabilidade de glicosidases por longo tempo de incubacdo com etanol. Entre estes, em
contraste ao exibido pela a-L-arabinofuranosidase secretada por C. byrsina, uma -
glicosidase secretada pela levedura Pichia guilliermondii G1.2 manteve entre 90-100%

atividade em incubacdo com etanol 10% em pH 3,5 por 72 horas a 20 °C, 25 °C e 30 °C
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(SILVA et al., 2019). B-glicosidases das leveduras Pichia ofunaensis e Trichosporon
multisporum mantiverem atividades acima de 85% e 45%, respectivamente, apds

incubagdo com etanol 15% em pH 3,5 por 120 horas a 25 °C (VAZ et al., 2021).

Figura 14. Incubacéo da enzima com etanol (5, 10 e 15%) por 12 e 24 horas a 28 °C, seguido
de avaliacdo da atividade enzimatica remanescente. A reacdo enzimatica foi conduzida
usando tampdo citrato de sodio 0,1 mol L, pH 3,5, a 50 °C, com p-Nitrofenil-o-L-
arabinofuranosideo (4 mmol L) como substrato.

Etanol (v/v)

Tempo (horas)

Fonte: Autoria propria
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5.3.4 Efeito de D e L-arabinose na atividade enzimatica

Na presenca de D e L-arabinose a enzima apresentou comportamento distinto
(Figura 15), com atividade residual de aproximadamente 70%, 50% e 30% a 0,05, 0,2 e
0,9 mol Lt de L-arabinose, respectivamente, enquanto que na presenca de D-arabinose a

atividade minima registrada foi de 90% a 0,9 mol L.

Esta enzima apresentou inibicdo pelo produto da reacdo, L-arabinose, e neste
experimento pudemos verificar sua enantioseletividade, sendo capaz de discernir entre 0s
enantibmeros de arabinose. A  a-L-arabinofuranosidase de  Thermotoga
thermarum DSM5069 também exibiu sensibilidade ao produto da reacdo;
aproximadamente 50% de atividade remanescente foi observado na presenca de 500
mmol L de L-arabinose (XIE et al., 2016). Similar ao resultado exposto aqui, na
presenca de 200 mmol Lt de L-arabinose, Geng et al (2019) também reportaram 50% de

inibicdo na atividade da a-L-arabinofuranosidase de H. clariflavum expressa em E. coli.

Apesar da inibig&o pelo produto da reacdo, a enzima ainda conservou quase 50%
de atividade na presenca de 0,2 mol L de L-arabinose, 0 que somado as demais
caracteristicas da enzima, como estabilidade na presenca de etanol 5-10% e atividade a
pH é&cido, fortalece a possibilidade de aplicacdo desta enzima para melhoramento do

aroma de vinho e cerveja.
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Figura 15. Efeito de D e L arabinose (0,01-0,9 mol L) na atividade da enzima secretada
pelo fungo C. byrsina. A reacdo enzimatica foi conduzida usando tampdo citrato de sodio
0,1 mol L%, pH 3,5, a 50 °C, com p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (4 mmol L) como
substrato.
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Fonte: Autoria propria

5.4 Hidrolise de diferentes substratos

Quando foi avaliada a capacidade de hidrolisar diferentes substratos, observamos
atividade enzimatica sobre p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo e p-Nitrofenil-p-D-
xilopiranosideo, com 6,71 + 0,23 e 0,38 + 0,07 U mg, respectivamente, e nenhuma
atividade sobre p-Nitrofenil-B-D-glucopiranosideo e p-Nitrofenil-N-acetil-p-D-
glicosaminideo (tabela 5). Apesar de hidrolisar o substrato com xilose, a enzima exibiu
preferéncia ao substrato contento arabinose, sendo que a atividade sobre pNPA foi 17,65
vezes superior ao pNPX. Além disso, a enzima também foi capaz de hidrolisar 1,5 a-L-

arabinana linear, liberando arabinose (figura 16).
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Em relagdo a o-L-arabinofuranosidases de basidiomicetos, Huy et al. (2013)
reportaram uma enzima bifuncional xilosidase/arabinosidase de P. chrysosporium
expressa em P. pastoris, entretanto, neste caso a enzima apresentou preferéncia por
substrato pNPX, com 1797 U mg*e para pNPA 197 U mg?, além de baixa atividade
sobre L-arabinana, <0,08 U mg™? (sugar beet arabinan). Amore et al. (2012) também
demostraram que a a-L-arabinofuranosidase de P. ostreatus, expressa em P. pastoris, teve
preferéncia pelos substratos contendo arabinose, pNPA CM-linear arabinana,
arabinotriose e arabinohexaose, mas também reconheceu o substrato contendo glicose, p-

Nitrofenil-p-D-glucopiranosideo.

Tabela 5. Capacidade da enzima a-L-arabinofuranosidase em hidrélisar diferentes
substratos

Substratos Atividade especifica (U mg?)
p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo 6,71 £0,23
p-Nitrofenil-B-D-xilopiranosideo 0,38 + 0,07
p-Nitrofenil-p-D-glucopiranosideo 0
p-Nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminideo 0

Fonte: Autoria propria
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Figura 16. Analise qualitativa do produto da hidrolise de 1,5 a-L-arabinana
linear pela enzima o-L-arabinofuranosidase em cromatografia de camada
delgada. L-arabinose 1% dissolvida em tampao citrato de sddio 0,1 M, pH 3,5;
1:1 v/v (1), Enzima + tampdo citrato de sodio 0,1 M, pH 3,5; 1:1 v/v (2),
Substrato 1,5 a-L-arabinana 1% + tampao citrato de sodio 0,1 M, pH 3,5; 1:1
v/v (3), Enzima + substrato 1,5 a-L-arabinana 1% (1:1 v/v) dissolvida em
tampado citrato de sodio 0,1 M, pH 3,5 (4). As amostras foram incubadas por
24 horas a 50 °C, em seguida 5 uL de cada amostra foram aplicados na placa
de silica e submetida a cromatografia usando fase movel composta por por n-
butanol, metanol, solugdo de amoénia (25%) e agua na proporcdo 5:4:2:1
(v/viviv), respectivamente.

1 2 3 4

Fonte: Autoria propria
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5.5 Cinética enzimatica

Na cinética enziméatica com o substrato pNPA o Kwm observado de acordo com a
equacio de Michaelis-Menten foi de 3,45 + 0,9 mmol L™ e Vmax 198,2 + 24 umol min
mg? (Figura 17). Para a-L-arabinofuranosidases de basidiomicetos ha poucos registros
de cinética enzimatica com o substrato pNPA, alguns destes, na compara¢cdo com nossos
resultados, demonstraram maior afinidade pelo substrato, como o reportado por Amore
et al. (2012), cuja enzima secretada por Pleurotus ostreatus apresentou um Km de 0,64 +
0.11 mmol L%, e a a-L-arabinofuranosidase de Dichomitus squalens com Kwm de 1,64
mmol L (BRILLOUET & MOULIN, 1985). No entanto, outras pesquisas com o-L-
arabinofuranosidases de basidiomicetos relataram maiores valores de Km para pNPA,
como a enzima de Ustilago maydis, cujo Km € Vmax foram 7.5 + 0.8 mmol L e 0.06 +
0.0 pmol mintmg?, respectivamente (SIGUIER et al., 2014), enquanto que para a enzima
bifuncional xilosidase/arabinofuranosidase de P. chrysosporium expressa em P. pastoris,
os valores de Km e Vimax para a cinética com pNPA foram 12,6 mmol L e 492 nmol min-

mg?, respectivamente (HUY et al. (2013).
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Figura 17. Cinética (Gréfico de Michaelis-Menten) da enzima a-L-arabinofuranosidase do
fungo C. byrsina, variando a concentragdo do substrato p-Nitrofenil-a-L-
arabinofuranosideo de 0,5 a 9 mmol L. As reacdes enzimaticas foram conduzidas usando
o tampéo citrato de sodio 0,1 mol L%, pH 3,5, a 50 °C.
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6. CONCLUSOES

No desenvolvimento deste projeto de pesquisa, foram prospectadas a-L-
arabinofuranosidases e outras glicosidases dos fungos T. heterothallica, R. emersoni e C.
byrsina por fermentacdo em estado solido usando palha e sabugo de milho como
substratos. Dentre as enzimas e fungos inicialmente avaliados, purificamos uma o-L-
arabinofuranosidase do fungo C. byrsina, cuja massa molecular foi estimada em 55 kDa,
Otima atividade a pH 3,5-4,0 e 50 °C, e estabilidade em ampla faixa de pH (3-8) e
temperatura (10-60 °C). A enzima também se mostrou estavel a etanol 5-10% e sensivel

a presenca de diversos ions, especialmente Fe®*, Hg?" e Cu?*, e L-arabinose.

Em reacdo com diferentes substratos, a enzima foi ativa sobre p-Nitrofenil-o-L-
arabinofuranosideo (pNPA) e p-Nitrofenil--D-xilopiranosideo (pNPX), cujo Km € Vmax
sobre pNPA, em reagdo a pH 3,5 e 50 °C, foram 3,45 + 0,9 mmol L™ e 198,2 + 24 umol
mint mg?, respectivamente. Além disso, também observamos a capacidade de hidrdlise
de 1,5 a-L-arabinana linear, mas nenhuma atividade foi notada sobre os substratos p-

Nitrofenil-B-D-glucopiranosideo e p-Nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminideo.

As caracteristicas desta enzima suportam a continuidade destes estudos para avaliar
sua aplicacdo no melhoramento do aroma de bebidas, como vinho e cerveja, e uso como
um aditivo a coquetel de enzimas hemiceluloliticas para intensificar a degradagdo da
biomassa vegetal e liberagdo de monossacarideos para a producdo de biocombustivel. Em
futuros estudos, podemos considerar a expressdo heter6loga desta enzima para aumentar
sua producdo e facilitar a purificagéo, de modo a viabilizar sua aplicagdo nos segmentos

mencionados anteriormente.
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