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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

Esta investigação contribui para o entendimento das propriedades e aplicações de 

duas L-arabinofuranosidases, uma bacteriana e outra fúngica, com capacidade 

hidrolítica de ligações nas quais participem beta e alfa-L-arabinofuranoses, 

respectivamente. O trabalho também destaca a importância de desenvolver métodos 

sustentáveis para a produção de enzimas que atendam às demandas da indústria 

moderna e permitam aproveitar de forma apropriada resíduos vegetais, dentro do 

conceito de biorrefinaria. O conjunto dos resultados mostra a relevância dessas 

enzimas na promoção de tecnologias limpas e sustentáveis. 

 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

This study contributes to the understanding of the properties and applications of two 

L-arabinofuranosidases—one bacterial and the other fungal—capable of hydrolyzing 

linkages involving β- and α-L-arabinofuranose residues, respectively. The work also 

highlights the importance of developing sustainable methods for enzyme production 

that meet the demands of modern industry and enable the appropriate utilization of 

plant biomass residues, in alignment with the biorefinery concept. Overall, the results 

underscore the relevance of these enzymes in advancing clean and sustainable 

technologies. 
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RESUMO 

 

O presente trabalho destaca a relevância das arabinofuranosidases, que são enzimas 
capazes de hidrolisar ligações glicosídicas de arabinofuranos, contribuindo para o 
aproveitamento eficiente da biomassa vegetal, sendo dividido em três partes: uma 

Introdução geral e dois capítulos. A introdução faz um levantamento bibliográfico 
sobre alfa e beta-L-arabinofuranosidases, as famílias GH às quais elas pertencem, 

aspectos estruturais e o mecanismo de ação, servindo como material inicial para a 
exploração da β-L-arabinofuranosidase da bactéria Chitinophaga sp. descrita no 
Capítulo 1, e da α-L-arabinofuranosidase do fungo Pycnoporus sanguineus abordada 

no Capítulo 2. No primeiro Capítulo, é apresentado um conjunto de dados sobre a 
estrutura e a função da β-L-arabinofuranosidase pertencente à família GH127, 

incluindo a descrição da sua mecânica de ação e a importância da atividade 
enzimática para processos industriais. São discutidos métodos de clonagem e 
expressão heteróloga de uma enzima de Chitinophaga sp. em Komagataella phaffii, e 

análises preliminares in silico que incluem a predição computacional da sua estrutura 
tridimensional por AlphaFold, em comparação com uma enzima da mesma família, 

porém descoberta em Bifidobacterium longum, e dinâmica molecular. No Capítulo 2, 
a investigação se refere a uma α-L-arabinofuranosidase fúngica, onde são relatados 
os métodos utilizados para o cultivo de diversas espécies de fungos (Myceliophthora 

heterothallica, Trichoderma reesei, Trichoderma harzianum, Phebia sp, Pycnoporus 
sanguineus, Schizophyllum commune e Perenniporia medula-panis), o ensaio de 

atividade usando substrato sintético pNPAf, a purificação da enzima de Pycnoporus 
sanguineus por cromatografias de exclusão molecular e troca iônica. A produção da 
enzima mostrou estabilização após o quarto dia de cultivo, pH ótimo na faixa ácida, 

de 3,0 a 5,0. A temperatura ótima foi de 50 oC, mantendo a atividade até 60 minutos 
quando incubada a 60 oC, porém mostrando queda acima dessa temperatura. O efeito 

de cátions não mostrou nenhum capaz de aumentar a atividade, porém na presença 
de manganês houve uma diminuição significativa da atividade, superior a 50%. 
Diversas substâncias químicas foram testadas em 10 e 50 mmol L-1, mostrando efeitos 

inibitórios particularmente SDS nas duas concentrações, e DTT na maior 
concentração. Compostos fenólicos não induziram inibição significante, e chama a 

atenção o aumento da atividade na presença de ácido ferúlico. Foi também feita a 
análise cinética da enzima, mostrando que o comportamento não é compatível com o 
de uma enzima michaeliana, e sim alostérica, cooperativa. O melhor ajuste para os 

parâmetros de Vmax e Km mostrou 0,33 µmol min -1 e 1,32 mmol L-1 respectivamente, 
com uma cooperatividade de 1,65. Esse valor de cooperatividade é semelhante ao 

reportado para a glicocinase (1,7). Ambas as enzimas, β-L-arabinofuranosidase e α-
L-arabinofuranosidase, apresentam potencial significativo para aplicações 
biotecnológicas, especialmente em processos de bioconversão de resíduos vegetais 

em produtos de valor agregado. 
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ABSTRACT 

 

This work highlights the relevance of arabinofuranosidases, enzymes capable of 
hydrolyzing glycosidic bonds in arabinofuranose residues, thereby contributing to the 
efficient utilization of plant biomass. It is divided into three parts: a general introduction 

and two chapters. The introduction presents a literature review on α- and β-L-
arabinofuranosidases, the glycoside hydrolase (GH) families to which they belong, 

their structural features, and mechanisms of action. This section serves as a 
foundation for the exploration of the β-L-arabinofuranosidase from the bacterium 
Chitinophaga sp., described in Chapter 1, and the α-L-arabinofuranosidase from the 

fungus Pycnoporus sanguineus, addressed in Chapter 2. Chapter 1 presents a set of 
data on the structure and function of the β-L-arabinofuranosidase belonging to GH 

family 127, including its mechanism of action and the industrial relevance of its 
enzymatic activity. It discusses cloning and heterologous expression methods of a 
Chitinophaga sp. enzyme in Komagataella phaffii, as well as preliminary in silico 

analyses. These include computational prediction of its three-dimensional structure 
using AlphaFold, in comparison to a homologous enzyme from Bifidobacterium 

longum, and molecular dynamics simulations. Chapter 2 investigates a fungal α-L-
arabinofuranosidase, detailing the cultivation methods for several fungal species 
(Myceliophthora heterothallica, Trichoderma reesei, Trichoderma harzianum, Phebia 

sp., Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune, and Perenniporia medulla-
panis), the enzymatic activity assay using the synthetic substrate pNPAf, and the 

purification of the enzyme from Pycnoporus sanguineus by size-exclusion and ion-
exchange chromatography. The enzyme production stabilized after the fourth day of 
cultivation. The optimum pH was in the acidic range, between 3.0 and 5.0. The 

optimum temperature was 50 °C, with activity maintained for up to 60 minutes at 60 °C, 
but decreasing at higher temperatures. Cation analysis revealed no enhancement in 

activity by any tested ions; however, manganese caused a significant decrease, 
reducing activity by over 50%. Various chemical substances were tested at 
concentrations of 10 and 50 mmol L⁻¹, revealing inhibitory effects—particularly SDS at 

both concentrations, and DTT at the higher concentration. Phenolic compounds did 

not significantly inhibit the enzyme, and an increase in activity was observed in the 
presence of ferulic acid. Kinetic analysis indicated that the enzyme does not follow 
classic Michaelis-Menten behavior but rather exhibits allosteric cooperative kinetics. 
The best-fit parameters for Vmax and Km were 0.33 µmol min⁻¹ and 1.32 mmol L⁻¹, 

respectively, with a Hill coefficient of 1.65, comparable to that of glucokinase (1.7). 

Both enzymes, β-L-arabinofuranosidase and α-L-arabinofuranosidase, demonstrate 
significant potential for biotechnological applications, particularly in the bioconversion 

of plant residues into value-added products. 
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RG-II Ramnogalacturonana II 

RMSF Flutuação Quadrática Média (Root Mean Square Fluctuation) 

RMSD Desvio Quadrático Médio (Root Mean Square Deviation) 

SDS-PAGE Dodecil Sulfato de Sódio (sodium dodecyl sulfate) 

SPC Carga pontual simples (Simple Point Charge) 
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I INTRODUÇÃO GERAL 

I. 1  ESTRUTURA DA PAREDE VEGETAL

Desenvolvida ao longo de milhões de anos de evolução, a parede celular

vegetal, uma estrutura complexa e dinâmica, facilita as conexões entre células, 

controla o formato celular, oferece suporte mecânico para o crescimento, e atua como 

uma barreira contra patógenos. Os elementos principais da parede vegetal são a 

celulose, a hemicelulose, a pectina e a lignina, sendo os carboidratos mais de 90% 

dos componentes. O caráter dinâmico necessário para compatibilizar as necessidades 

do vegetal é garantido por poros, canais e receptores, que permitem a movimentação 

iônica e molecular e respostas fisiológicas (HOUSTON et al., 2016; ZHANG et al., 

2021). 

O componente que em muitas fontes é o mais prevalente, a celulose, é um 

polímero linear de unidades de β-glicopiranose ligadas por ligações 1→4, formando 

longas microfibrilas estabilizadas por ligações de hidrogênio intra e interfibrilas, 

proporcionando resistência à tração (SOMERVILLE et al., 2004).  

Esta fração tem sido objeto de estudos há décadas no sentido de possibilitar a 

produção do denominado etanol de segunda geração (E2G) para uso como 

combustível automotivo, o que permitiria aumentar a sua produção sem incrementar 

a área cultivada (MEDEIROS et al., 2023).  

A lignina está predominantemente presente nas paredes celulares secundárias, 

e é um polímero aromático complexo que confere rigidez e hidrofobicidade à parede, 

aumentando sua resistência ao estresse mecânico e ao ataque microbiano 

(BOERJAN et al., 2003).  

A pectina é um componente essencial na adesão celular e na porosidade da 

parede, sendo uma matriz em forma de gel composta por polissacarídeos ricos em 

ácido galacturônico. Embora represente uma parcela menor da biomassa 

lignocelulósica em relação à celulose e à hemicelulose, a pectina tem uma função 

crucial na ligação celular, na porosidade e na hidratação das membranas celulares 

(WILLATS et al., 2001). 

Por último, a hemicelulose possui uma composição específica que varia 

conforme a espécie vegetal e o tipo de tecido. No entanto, os monossacarídeos 

predominantes nas hemiceluloses são: D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose, 

L-arabinose e ácidos urônicos (como ácido glucurônico e 4-O-metilglucurônico). Tais 



resíduos participam de diversos polissacarídeos que constituem a hemicelulose, tais 

como xilanas, mananas, galactanas, glucanas e arabinoxilanas. Neste último caso 

temos cadeias de xilose e ramificações com arabinose (EBRINGEROVÁ et al., 2005; 

SCHELLER; ULVSKOV, 2010; CANILHA et al., 2013). A figura 1 mostra os seus 

componentes.  

Figura 1 - Estrutura dos componentes da lignocelulose. 

Fonte: Modif icado de Brienza et al., 2024. 

A composição dos elementos estruturais varia conforme a espécie da planta 

(monocotiledônea ou dicotiledônea), o tipo celular (primário ou secundário) e a fase 

de desenvolvimento. Os valores médios para exemplos de biomassa são mostrados 

na tabela 1, na qual não são mostrados os valores para a pectina, por serem muito 

variáveis e minoritários. 

Tabela 1 - Exemplos de composição percentual de lignocelulose em algumas fontes 
de biomassa 

Biomassa Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) 

Grama 5-20 30-50 10-40
Espiga de milho 42-45 35-39 14-15
Palha de milho 38-40 24-26 7-19
Bagaço de cana 42-48 19-25 20-42
Palha de arroz 28-36 23-28 12-14
Palha de trigo 33-38 26-32 17-19
Casca de arroz 25-35 18-21 26-31

Fonte: adaptado de Rajendran et al., 2018. 



I. 2  DEGRADAÇÃO DA PAREDE CELULAR VEGETAL E SUBPRODUTOS

QUÍMICOS

Diversas substâncias químicas benéficas, algumas de elevado valor agregado, 

podem ser liberadas quando os componentes da parede celular vegetal se degradam 

quimicamente, enzimaticamente ou microbiologicamente. Essas aplicações 

sustentam o conceito de biorrefinaria, que busca transformar biomassa em uma 

variedade de produtos comerciais e fontes de energia, promovendo assim o 

desenvolvimento sustentável e iniciativas de economia circular (CHERUBINI, 2010). 

Por exemplo, a celulose libera unidades de glicose que podem ser utilizadas como 

substrato para a obtenção de bioplásticos por processos fermentativos (PALANISAMY 

et al., 2024), como adoçante e para a produção de bioetanol (SARKAR et al., 2012), 

oligossacarídeos, entre eles a celobiose, podem agir como prebióticos (Da SILVA et 

al., 2025), e a glicose também pode ser utilizada para a obtenção de ácido levulínico 

e hidroximetilfurfural (HMF), utilizáveis pelas indústria química e farmacêutica 

(BOZELL; PETERSEN, 2010).  

A pectina libera o seu constituinte principal, galacturonato, bem como 

oligogalacturonídeos (OGs), arabinose, galactose e ramnose. O galacturonato tem 

aplicações na produção de bioplásticos, na indústria de alimentos como gelificante, 

estabilizante, quelante e regulador de pH (VORAGEN et al., 2009; SUROLIA; SINGH, 

2024). Oligogalacturonídeos desempenham várias ações relevantes em vegetais, tais 

como proteção contra patógenos, cicatrização, estímulo do crescimento e da 

germinação (RIDLEY et al., 2001; SILVA-SANZANA et al., 2022), e ainda agem como 

prebióticos (MARTÍNEZ-GÓMEZ et al., 2023). Já os monossacarídeos liberados e 

antes citados têm diversas aplicações na indústria de alimentos, biotecnologia, 

aplicações biomédicas etc. 

A lignina tem sido convertida em diversos bioprodutos úteis com o uso de 

microrganismos. Por exemplo, certos microrganismos podem produzir lipídios, 

compostos aromáticos como a vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeído), ácidos 

dicarboxílicos como o ácido cis-mucônico e polihidroxialcanoatos (PHAs) (ZHAO et 

al., 2022). Compostos fenólicos derivados da lignina podem ser usados como 

precursores de aromatizantes, fragrâncias e bioplásticos, incluindo guaiacol, 

siringaldeído e vanilina, e monômeros aromáticos podem ser usados na produção de 

polímeros, resinas e combustíveis (RAGAUSKAS et al., 2014).  



No caso dos produtos da degradação da hemicelulose, são liberados furfural, 

xilose e arabinose (pentoses), xilo-oligossacarídeos (XOS) (PARVULESCU et al., 

2018), e esses derivados permitem a produção ou obtenção de resinas, solventes, 

fibras sintéticas, probióticos, xilitol, ácido ferúlico etc. (OU; KWOK, 2004; DELBECQ 

et al., 2018).  

I. 3  ALFA E BETA ARABINOFURANOSÍDEOS

A L-arabinose (L-Ara) é uma aldopentose vegetal presente na parede celular,

constituindo até 5-10% dos carboidratos em Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) e arroz 

(Oryza sativa). Embora a forma de anel hexagonal ou piranósica (L-Arap) seja mais 

estável em solução, a forma pentagonal ou furanósica (L-Araf) predomina amplamente 

na parede vegetal. A L-Ara é sintetizada no aparelho de Golgi como UDP-L-Arap a 

partir de UDP-Xilose por UDP-Xilose 4-epimerases (UXEs) por epimerização no C-4 

do UDP-Xilose (Kotake et al., 2016).  

A figura 2 mostra as estruturas furanósica e piranósica da L-arabinose, nas 

projeções de Fischer e de Haworth. Nesta última, as formas alfa e beta, com a hidroxila 

heterosídica respectivamente acima e abaixo do plano do anel no carbono do 

hemiacetal ou anomérico (C1). 

Fonte: Adaptado de Withers, 2014 

α- e β-L-arabinofuranosídeos são blocos de construção essenciais de 

diferentes glicoproteínas e polissacarídeos da parede celular em plantas, contribuindo 

para a complexidade estrutural e a funcionalidade da parede celular.  

Figura 2 - Estruturas da L-arabinose 



Em relação aos alfa-arabinofuranosídeos, o tipo mais comum, temos sua 

ocorrência em quatro grupos principais: 

a) O arabinano péctico, uma cadeia lateral da ramnogalacturonana I (RG-I)

presente na pectina, é composto principalmente por resíduos de α-L-

arabinofuranosídeos ligados por ligações α-1,5. Esta é a principal fonte de α-L-

arabinofuranosídeos.  

b) Arabinogalactanas tipo I (AGs), que também estão ligadas à RG-I,

apresentam unidades terminais não redutoras com resíduos de α-L-arabinofuranose. 

c) Arabinoxilanos: resíduos de α-L-arabinofuranose estão ligados à cadeia

principal de β-1,4-xilana em gramíneas e cereais por ligações α-1,2 e/ou α-1,3. 

d) A matriz extracelular das plantas contém proteoglicanos chamados proteínas

arabinogalactanas tipo II (AGPs), que possuem porções de carboidratos ricas em 

resíduos de α-L-arabinofuranosídeo. 

Por outro lado, os β-L-Arabinofuranosídeos são encontrados em: 

a) Ramnogalacturonana II (RG-II), um polissacarídeo péctico complexo que

contém resíduos de β-L-arabinofuranosil entre outros açúcares, embora sejam menos 

frequentes.  

b) Extensinas: Glicoproteínas da parede celular ricas em hidroxiprolina que

contêm resíduos de β-L-arabinofuranosídeo em suas cadeias de glicanos (KOTAKE 

et al., 2016).  

Em relação às enzimas que degradam polímeros contendo alfa e beta-

arabinofuranos, nos capítulos 1 e 2 serão analisadas uma β-L-arabinofuranosidase 

bacteriana de Chitinophaga sp. E uma α-L-arabinofuranosidase fúngica, de 

Pycnoporus sanguineus. 

A. β-L-ARABINOFURANOSIDASES

As enzimas chamadas β-L-Arabinofuranosidases, ou abreviadamente β-

Arafases, são essenciais para a degradação de polissacarídeos vegetais, 

especialmente aqueles que incluem β-L-arabinofuranosídeos, presentes em uma 

variedade de polissacarídeos vegetais, como proteínas AGPs, extensinas, lectinas de 

solanáceas, arabinanas e ramnogalacturonano-II. Essas substâncias são essenciais 



para a estrutura e funcionalidade das paredes celulares das plantas; pertencem às 

glicoproteínas ricas em hidroxiprolina, HRGPs1.  

Por exemplo, as AGPs estão presentes em muitas espécies vegetais e 

desempenham um papel no desenvolvimento, sinalização e proliferação celular, 

formando uma ampla variedade de moléculas de proteínas glicosiladas, tendo todas 

elas cadeias substanciais de glicanos arabinogalactanos (AG) do tipo II que estão 

ligadas por oxigênio (glicosilação tipo O) a uma hidroxiprolina (Hyp) na espinha dorsal 

(backbone) da proteína, formando proteoglicanas. A cadeia principal dos glicanos AG 

é composta por galactose (Gal) ligada por β-(1,3) e galactose (Gal) ligada por β-(1,6) 

como cadeias laterais.  

Os açúcares terminais podem ser ramnose (Rha), Fucose (Fuc), arabinose 

(Ara) ou ácido glicurônico (GlcA) (Figura 3). As estruturas individuais de AG do tipo II 

variam entre espécies e dentro dos tecidos da mesma espécie (SEIFERT, 2020; MA; 

JOHNSON, 2023).  

Figura 3 - Variantes de arabinogalactanas (AG). 

Fonte: Seifert, 2020. 

Outra classe de HRGPs, as extensinas, contribuem para a defesa e o 

fortalecimento da parede celular; elas têm cadeias de β-L-arabinooligossacarídeos (β-

AOS), por exemplo Araf-β1,2-Araf-β1,2-Araf-β1-hidroxiprolina (Hyp); ­Araf3-Hyp 

(FUJITA et al., 2024a). Os polissacarídeos pécticos chamados arabinanas e 

ramnogalacturonano-II conferem integridade estrutural e porosidade à parede celular, 

garantindo a flexibilidade e funcionalidade da parede celular. 

1 Do inglês hydroxyproline-rich glycoproteins. 



Cadeias complexas de açúcares do ramnogalacturonano-II (RG-II) na pectina 

de uvas vermelhas contém resíduos terminais de Arabinofuranose ligados por β1,2 e 

β1,5 (PELLERIN et al., 1996). Além disso, em sementes de quinoa, na beterraba 

açucareira, em batatas etc., diferentes polissacarídeos vegetais contêm estruturas 

terminais de Araf-β1,3-Araf-α1 (WEFERS et al., 2017). As cadeias laterais de 

arabinofuranose ligadas por β1,2 e β1,3, encontradas no arabinano ramificado da 

beterraba açucareira, são degradadas pelo gene BT0349 de Bacteroides 

thetaiotaomicron (LUIS et al., 2018). 

O microbioma intestinal humano depende dessas enzimas, que pertencem às 

famílias de hidrolases de glicosídeos (GH) GH127 e GH146, para decompor 

carboidratos complexos provenientes das fibras alimentares. Essas enzimas facilitam 

a degradação de carboidratos complexos em açúcares mais simples, favorecendo o 

crescimento da microbiota intestinal benéfica. Por exemplo, Bifidobacterium longum 

utiliza β-L-Arafases para degradar arabinooligossacarídeos, promovendo a saúde 

intestinal (FUJITA et al., 2014). Compreender esse mecanismo pode auxiliar no 

desenvolvimento de prebióticos direcionados para manter um microbioma saudável 

na ecologia microbiana.  

A variedade de enzimas degradadoras de carboidratos do microbioma 

intestinal, como as β-L-Arafases, destaca a capacidade dessas comunidades 

microbianas de se adaptarem a diferentes dietas. Investigações metagenômicas 

identificaram inúmeras dessas enzimas, permitindo a degradação de uma ampla 

variedade de polissacarídeos. Esse repertório enzimático é essencial para a 

fermentação de carboidratos complexos em ácidos graxos de cadeia curta (SCFA), 

que fornecem energia para as células do cólon e trazem benefícios para a saúde 

sistêmica (GONG et al., 2020).  

Além disso, a homeostase intestinal é significativamente mantida pelas 

interações cooperativas entre diferentes espécies microbianas, possibilitadas por 

enzimas como as β-L-Arafases. Para que as bactérias intestinais decomponham 

eficientemente as fibras alimentares, a capacidade das β-L-Arafases de eliminar 

açúcares terminais modificados mostrou ser crucial (FUJITA et al., 2024b). Uma 

ecologia microbiana equilibrada depende dos mecanismos de alimentação cruzada, 

nos quais os produtos metabólicos de uma espécie servem como substratos para 

outra (XIAO et al., 2024).  



B. MECANISMO E FUNÇÃO DAS ENZIMAS β-ARAFASES

As β-Arafases auxiliam os microrganismos intestinais na degradação das fibras 

alimentares, hidrolisando β-L-arabinofuranosídeos de polissacarídeos de origem 

vegetal (FUJITA et al., 2024a). Essas enzimas são altamente específicas; por 

exemplo, a Bll3HypBA1 de B. longum é classificada como β1,3-específica, 

demonstrando a diversidade no reconhecimento de substratos entre as β-Arafases 

(FUJITA et al., 2024b).  

Têm sido descritas também enzimas bimodulares com atividade β-Arafase/ β-

glucuronidase (cliva L-Araf-β-1,2-L-Rha) na família GH137 (Bacteroides 

thetaiotaomicron VPI-5482), Hidrolase bimodular de ácido 2-ceto-3-desoxi-D-lixo-

heptulosárico (Dha) / β-L-Arafase (cliva L-Araf-β-1,5-D-Dha) nas GH142 e 143, 

também de bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482, e as restantes na família GH146, 

por exemplo em Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482, Bifidobacterium longum 

subsp. longum JCM 1217, Caldanaerobius polysaccharolyticus ATCC BAA-17, 

Fusarium oxysporum 12S e Xanthomonas euvesicatoria pv. vesicatoria str. 85-10 

(CAZY, 2025). Na GH146 tem β-Arafases caracterizadas como capazes de clivar 

ligações β-1,3 ou β-1,2. 

Elas diferem de outras hidrolases de glicosídeos por possuírem mecanismos 

catalíticos distintos que utilizam resíduos de cisteína coordenados por zinco 

(BORLANDELLI et al., 2023).  

Investigações estruturais indicam que as β-Arafases da GH 127 e 146 possuem 

uma estrutura única em barril (α/α)6, essencial para sua atividade enzimática, e, como 

veremos, os mesmos resíduos catalíticos (CAZY, 2025). A primeira enzima 

classificada nessa família foi a HypBA1 de B. longum JCM 1217 (FUJITA et al., 2011), 

capaz de liberar L-arabinose de dissacarídeos L-arabinofuranose (Araf)-β1,2-Araf, 

expressa a partir de um gene da família de proteínas Pfam DUF1680.  

Na família GH146 foi proposto que o nucleófilo catalítico e os resíduos de 

ácido/base geral da BT0349 de Bacteroides thetaiotaomicron sejam compostos por 

Cys414 e Glu318, respectivamente (CAZY, 2025), enquanto na -L-Arafase HypBA1 

de B. longum são a Cys 417 e Glu322, nos mesmos papéis (ITO et al., 2014).  

O mecanismo de hidrólise para as duas famílias é idêntico, sendo ácido/básico 

e de retenção, ou seja, a configuração original do carbono anomérico da ligação 

glicosídica é mantido, neste caso, como o anômero beta (ARDÈVOL; ROVIRA, 2015). 



A Figura 4 mostra a diferença entre GH de retenção e de inversão. As primeiras 

mantêm a configuração da hidroxila no carbono 1 (anomérico) após a hidrólise da 

ligação glicosídica, enquanto as segundas a invertem.  

Fonte: Adaptado de Withers; Williams, 2025. 

Na estrutura cristalizada da β-L-Araf de B. longum, o sítio ativo da HypBA1 é 

parcialmente coberto por uma estrutura em forma de grampo de cabelo (hairpin), 

sugerindo que a atividade da enzima é regulada de maneira complexa (FUJITA et al., 

2024a). 

O mecanismo de retenção (Figura 5) envolve a base (parte inferior da figura, 

seria a Cisteína) fornecendo ajuda nucleofílica para a saída da aglicona, enquanto o 

catalisador ácido (parte superior da figura, o Glutamato) protona o oxigênio glicosídico. 

Uma molécula de água hidrolisa a glicosil enzima resultante, e o produto dessa 

segunda substituição nucleofílica no carbono anomérico mantém a estereoquímica do 

substrato. Os estados de transição envolvem um oxocarbênio (DAVIES; HENRISSAT, 

1995).  

Figura 4 - Mecanismos de glicosil hidrolases. 



Fonte: Adaptado de Ardèvol; Rovira, 2015. 

Além de serem fundamentais para a saúde intestinal, as β-Arafases podem ser 

utilizadas na valorização da biomassa, especialmente no processo de conversão de 

materiais lignocelulósicos em açúcares fermentáveis para a produção de bioetanol. 

Sua utilidade em aplicações industriais é evidenciada pela capacidade de aprimorar o 

processo de sacarificação quando combinadas com outras enzimas, como as 

endoxilanases (MÉNDEZ-LÍTER et al., 2023).  

C. AS β-ARAFASES DE BIFIDOBACTERIUM LONGUM

Em 2011 Fujita e colaboradores (FUJITA et al., 2011) fizeram a descrição de 

uma β-Arafase (denominada HypBA1) que deu origem à família GH127, descoberta 

em Bifidobacterium longum subsp. longum JCM 1217.  

Os resíduos de L-arabinose são liberados mais facilmente quando as conexões 

β-L-arabinofuranosídicas em diferentes polissacarídeos vegetais são hidrolisadas por 

β-L-arafases. Essas enzimas desempenham um papel crucial no metabolismo das 

fibras alimentares de B. longum, permitindo que a bactéria utilize carboidratos 

complexos como fonte de energia. Essa enzima descrita por Fujita e colaboradores 

hidrolisa especificamente dissacarídeos β-L-arabinofuranosil-(1→2)-L-arabinose, que 

são produzidos a partir de glicoproteínas ricas em hidroxiprolina (HRGPs) presentes 

em algumas plantas. No processo de degradação, a β-L-arabinofuranosil-(1→2)-L-

arabinose é inicialmente liberada das HRGPs por outra enzima, HypBA2 (GH121 β-L-

arabinobiosidase), e a HypBA1 então cliva esse dissacarídeo em duas unidades de L-

arabinose, pois seria uma enzima intracelular (FUJITA et al., 2024a). 

Figura 5 - Mecanismo catalítico de duplo deslocamento das GH de retenção. O 

monossacarídeo à esquerda representa o resíduo -1, e o representado pela letra R, o 
resíduo +1, tendo como referência a ligação a ser hidrolisada. 



Figura 6 - Substratos naturais sobre os quais tem ação hidrolítica in vitro a β-L-

Arafase de B. longum 

Fonte: Adaptado de Fujita et al., 2024a. Ara: Arabinofuranose; Hyp: Hidroxiprolina 

As β-L-arafases GH127 apresentam um mecanismo catalítico distinto em 

comparação com outras glicosídeo hidrolases, tanto em termos de resíduos catalíticos 

quanto de mecanismo de ação. A utilização de um resíduo de cisteína como nucleófilo 

catalítico é essencial para esse mecanismo, enquanto glicosídeo hidrolases 

geralmente utilizam resíduos ácidos, como glutamato ou aspartato, para a catálise. 

Para facilitar a quebra da ligação glicosídica, forma-se um intermediário covalente 

glicosil-enzima durante a catálise mediada por cisteína. A importância fundamental da 

cisteína no sítio ativo para o processo catalítico da enzima foi confirmada por 

investigações mecanísticas, incluindo aquelas que utilizaram inibidores baseados em 

mecanismo, como L-Araf-haloacetamidas e L-arabinofuranosídeos funcionalizados 

(ISHIWATA et al., 2022; FUJITA et al., 2024b).  

Por meio de estudos cristalográficos, a arquitetura estrutural das β-L-arafases 

GH127 foi elucidada. Por exemplo, a estrutura cristalina da HypBA1 de B. longum 

revela uma estrutura modular composta por dois domínios β-sanduíche e um domínio 



barril catalítico. Muitas glicosídeo hidrolases possuem um arranjo estrutural (β/α) 8-

barrel em seu domínio catalítico, que atua como um suporte para o reconhecimento 

do substrato e a catálise. Os domínios β-sanduíche contribuem para o reconhecimento 

e a ligação do substrato, aumentando a seletividade da enzima para substratos β-L-

arabinofuranosídicos. Essas características estruturais permitem que a enzima aceite 

e degrade eficientemente carboidratos complexos (ITO et al., 2014). 

A especificidade dos substratos das β-L-arabinofuranosidases GH127 está 

adaptada às ligações β-L-arabinofuranosídicas presentes em oligossacarídeos 

derivados de plantas. A HypBA1 demonstra seletividade para β-L-arabinofuranosil-

(1→2)-L-arabinose, uma ligação comum nas cadeias laterais de HRGPs. Essa 

seletividade destaca o papel da enzima na degradação sequencial de carboidratos 

complexos, permitindo que B. longum utilize eficientemente glicoproteínas vegetais 

(FUJITA et al., 2024b). 

Diversas enzimas de B. longum atuam em diferentes ligações dentro de 

polissacarídeos contendo arabinose, como parte de um sistema cooperativo de 

degradação. Por exemplo, foi determinado que enzimas da família GH43, incluindo 

BlArafC e BlArafB, atuam nas ligações α-L-arabinofuranosídicas do arabinano. Para 

a degradação completa de substratos complexos, essas enzimas cooperam com as 

β-L-arabinofuranosidases GH127 (KOMENO et al., 2019). 

D. α-L-ARABINOFURANOSIDASES

As α-L-arabinofuranosidases (α-L-Arafases) fúngicas são enzimas essenciais 

para a degradação da hemicelulose, um carboidrato complexo presente na parede 

celular das plantas. Elas hidrolisam as ligações α-L-arabinofuranose em 

arabinoxilanos, arabinanas e outros polissacarídeos relacionados. As α-L-Arafases 

são classificadas em várias famílias de GH com base em sua sequência de 

aminoácidos e mecanismo de ação, principalmente GH3, GH43, GH51, GH54 e 

GH62. Enquanto algumas famílias exibem ampla especificidade de substrato, outras 

são altamente seletivas para ligações arabinosil específicas. 

As GH hidrolisam ligações O-glicosídicas utilizando um mecanismo de catálise 

ácida geral. A estrutura do carbono anomérico do glicosídeo em hidrólise é retida ou 

invertida como resultado das reações de deslocamento único ou duplo entre dois 

aminoácidos (HENRISSAT, 1991). O mecanismo foi originalmente proposto por 

Koshland (KOSHLAND, 1953). 



Para as GH de retenção, em geral um processo de dupla substituição em duas 

etapas, envolvendo um intermediário covalente enzima-glicosila, é utilizado para 

produzir a hidrólise com retenção da configuração do carbono anomérico. Cada etapa 

passa por um estado de transição que se assemelha a um íon oxocarbônio. Duas 

cadeias laterais de aminoácidos, geralmente glutamato ou aspartato, espaçadas a 5,5 

Å, auxiliam na reação, agindo como ácido/base e nucleofílico. Um dos resíduos atua 

como nucleófilo na fase de glicosilação. Ele ataca o centro anomérico para deslocar o 

aglicano e formar um intermediário enzima-glicosila. À medida que a ligação se rompe, 

o outro resíduo atua como catalisador ácido, protonando o oxigênio glicosídico. Na

etapa de desglicosilação, a água hidrolisa o intermediário enzima-glicosila. O resíduo 

remanescente então atua como catalisador básico, desprotonando a molécula de 

água à medida que esta ataca (MCINTOSH et al., 1996). 

As α-L-Afases, catalisam a remoção de resíduos terminais de arabinofuranose 

(Araf) das extremidades não redutoras de polissacarídeos vegetais, como 

arabinoxilano, arabinana e arabinogalactana, bem como de seus oligossacarídeos 

correspondentes. Essas enzimas atuam clivando como exo-hidrolases as ligações α-

1,5-, α-1,2- ou α-1,3-arabinofuranosídicas (TAYLOR et al., 2006). 

A continuação segue uma lista das famílias de GH com atividade de -L-

Arafase em pesquisa efetuada no cazy.org e alguns microrganismos representativos. 

GH2: Tem um único registro de α-L-Arafase, sem detalhamento da fonte. 

Famílias de GH3, 5 e 10: Estas famílias incluem uma variedade de enzimas 

bifuncionais α-L-Arafase e β-D-xylosidase de diversas fontes. Como exemplos na 

GH3, temos Thermoanaerobacter ethanolicus e Xylanibacter ruminicola; da GH5, 

Niabella aurantiaca e Pseudomonas oryzae, e da GH10, bacteroides intestinalis e 

Streptomyces chattanoogensis. 

GH43: Predominantemente contendo enzimas envolvidas na degradação de pectina 

e hemicelulose, as α-L-Arafases fúngicas GH43 são bem representadas e 

frequentemente exibem atividades específicas, como exo-α-L-arabinofuranosidase, 

clivando resíduos terminais de arabinose, e essas enzimas são encontradas em uma 

variedade de organismos, incluindo fungos, bactérias e plantas (GUNATA et al., 1990; 

BRINK; VRIES, 2011).  

A família GH43 é uma das maiores e mais diversificadas no banco de dados 

CAZy, atualmente dividida em 38 subfamílias. As α-L-Arafases dessa família exibem 

uma ampla gama de especificidades e atividades enzimáticas, incluindo atividades de 



β-D-xilosidase e endo-α-L-arabinanase (FATHALLAH; PUCHART, 2024). Como 

exemplos de microrganismos no cazy.org nos quais têm sido descritas enzimas desta 

família temos Acetivibrio mesophilus, thermocellus e clariflavus, Aspergillus awamori, 

nidulans e niger, Bifidobacterium longum subsp. Suis e Penicillium chrysogenum. 

O mecanismo de hidrólise envolve inversão (WITHERS; WILLIAMS, 2025), e 

em termos estruturais, exibem uma hélice β de cinco lâminas 'não velcro'. A hélice é 

baseada em uma repetição quíntupla de lâminas compostas de folhas β de quatro 

fios. A superfície de ligação ao substrato de Arb43A está em uma longa depressão de 

superfície, com a constelação catalítica de carboxilatos em seu centro. A base geral 

catalítica (nucleófilo), é um aspartato, e o doador de próton no mecanismo ácido geral 

catalítico é um glutamato (NURIZZO et al., 2002). 

GH51: As Arabinofuranosidases (Arafases) da família GH51 geralmente consistem 

em dois domínios: um domínio catalítico com uma estrutura de barril (β/α) 8 e um 

domínio C-terminal tipo β-sanduíche com topologia jelly-roll (dobra em rolo)2. Essa 

configuração é observada em enzimas de vários organismos, incluindo Geobacillus 

stearothermophilus (Shulami et al., 2011) e Thermotoga petrophila (SOUZA et al., 

2011), além de Aspergillus awamori, A. nidulans FGSC A4, A. niger ATCC 120120 e 

Bifidobacterium longum subsp. suis DSM 20211 (CAZY, 2025). 

O sítio ativo está localizado dentro do domínio de barril e contém uma díade 

catalítica, geralmente composta por dois resíduos de glutamato. Esses resíduos 

facilitam um mecanismo de dupla substituição, resultando na retenção da 

configuração anomérica durante a hidrólise do substrato. Estudos estruturais 

forneceram insights sobre esse mecanismo, destacando o papel desses resíduos 

catalíticos na ligação ao substrato e na estabilização do estado de transição 

(MCGREGOR et al., 2020). 

Algumas L-Arafases da GH51 formam estruturas oligoméricas. Por exemplo, a 

enzima de Thermotoga petrophila se organiza em um hexâmero, o que se acredita 

contribuir para sua alta termoestabilidade (SOUZA et al., 2011). 

As α-L-Arafases da GH51 hidrolisam ligações α-L-arabinofuranosídicas em 

diversos substratos. A enzima de Gloeophyllum trabeum degrada eficientemente 

arabinoxilooligossacarídeos, especialmente aqueles produzidos pela atividade da β-

2 Essa estrutura se caracteriza por folhas β dobradas com oito segmentos que se organizam de forma 
compacta, lembrando um rocambole, que estabiliza a proteína e é encontrado em diversas enzimas e 

proteínas estruturais (RICHARDSON, 1981). 



xilanase da GH10, sugerindo um papel cooperativo na degradação da xilana 

(TSUKIDA et al., 2023). 

Diversos microrganismos apresentam valores ótimos de pH variados para as 

α-L-Arafases da família 51 de GH. Por exemplo, o pH ideal para a de Pleurotus 

ostreatus é 5,0 (Amore et al., 2012). Por outro lado, a L-Arafase GH51 de Talaromyces 

leycettanus apresenta atividade máxima em uma faixa de pH mais ácida, entre 3,5 e 

4,0 (TU et al., 2019).  

Além disso, a L-Arafase GH51 multifuncional de Paenibacillus sp. THS1 

apresenta valores ótimos de pH dependentes do substrato, ou seja, o pH ideal varia 

de acordo com o substrato específico utilizado, entre 5,0 e 6,5. Essa enzima também 

tem atividade xilosidase e eventualmente de endo-arabinanase (BOURAOUI et al., 

2016). 

GH54: Esta família é composta exclusivamente por α-L-Arafases, as enzimas fúngicas 

GH54 contribuem para a desramificação da arabinoxilana e são frequentemente 

estudadas por sua ação sinérgica com outras hemicelulases na degradação da 

biomassa (FLIPPHI et al., 1993).  

Essas enzimas geralmente possuem dois domínios distintos em sua estrutura: 

um domínio de ligação à arabinose (ABD) na extremidade C-terminal e um domínio 

catalítico na extremidade N-terminal. O ABD apresenta um formato de trevo β (beta 

trefoil fold), semelhante ao da família 13 do módulo de ligação a carboidratos (CBM), 

enquanto o domínio catalítico possui um enovelamento tipo β-sanduíche, 

característico das glicosídeo hidrolases do clã B. No entanto, o ABD das enzimas 

GH54 apresenta características distintas que podem classificá-lo em uma nova família 

de CBM (MIYANAGA et al., 2004).  

Como enzimas de ação exo, as α-L-Arafases da GH54 atuam liberando 

resíduos de α-L-arabinofuranosila de uma variedade de substratos, como xilana, 

pectina e xiloglucana. Elas apresentam atividade ótima em ambientes ácidos, com pH 

ideal entre 2,6 e 3,5 e temperatura ótima entre 50 e 60°C. Por exemplo, uma α-L-

Arafase de Aureobasidium pullulans demonstrou atividade ótima em pH 3,5 e 55°C 

(de WET et al., 2008), enquanto outra de Penicillium funiculosum apresentou atividade 

ideal em pH 2,6 e 50°C (GUAIS et al., 2010).  

Investigações estruturais revelaram resíduos importantes envolvidos no 

mecanismo catalítico das -L-Arafases da GH54. Na enzima de Aspergillus kawachii, 

o resíduo Glu221 atua como nucleófilo, enquanto Asp297 funciona como catalisador



ácido/base durante o processo de hidrólise. Além disso, descobriu-se que certas 

enzimas GH54 são dependentes de metais, ou seja, necessitam de íons metálicos 

divalentes, como Mn²⁺, para desempenhar sua função (MOTTA et al., 2021). 

GH62: Esta família compreende apenas α-L-Arafases altamente específicas para 

arabinoxilanos e vitais para sua hidrólise completa. As enzimas fúngicas GH62 são de 

particular interesse para aplicações biotecnológicas devido à sua atividade específica 

(WILKENS et al., 2017). 

Estruturalmente, estas enzimas são caracterizadas por um enovelamento em 

forma de β-propeller de cinco lâminas, uma característica confirmada por estudos 

cristalográficos de enzimas de diversos microrganismos (CONTESINI et al., 2017). 

Funcionalmente, as α-L-Arafases GH62 são enzimas que atuam 

especificamente nas extremidades não redutoras dos polissacarídeos contendo 

arabinose, liberando resíduos de α-L-arabinofuranose. Elas apresentam 

especificidade de substrato para arabinoxilanos e arabinanos, desempenhando um 

papel crucial na degradação da biomassa vegetal complexa. Essas enzimas 

frequentemente atuam de forma sinérgica com outras enzimas que degradam a 

parede celular, como xilanases e β-xilosidases, aumentando a eficiência geral da 

degradação da biomassa lignocelulósica. Essa ação sinérgica é especialmente 

valiosa em aplicações industriais, como a produção de biocombustíveis, onde a 

quebra completa dos materiais vegetais é essencial (WILKENS et al., 2017). 

As α-L-Arafases GH62 são predominantemente encontradas em fungos e 

bactérias, com perfis de atividade que variam entre as espécies (CONTESINI et al., 

2017). 

Estudos recentes ampliaram o entendimento sobre a diversidade funcional e 

estrutural dentro das L-Arafases GH62. Pesquisas sobre enzimas de fungos 

termofílicos, como Scytalidium thermophilum, destacaram variações na 

termoestabilidade e afinidade pelo substrato, evidenciando a adaptabilidade dessas 

enzimas a diferentes condições ambientais (KAUR et al., 2014). 

Algumas das enzimas mostradas acima são bifuncionais; ao hidrolisar as 

ligações α-L-arabinofuranosídicas e β-D-xilosídicas, as enzimas funcionais com 

atividades tanto de α-L-Arafase quanto de β-xilosidase são essenciais para a 

degradação dos polissacarídeos da parede celular das plantas. Essas enzimas 

apresentam diferentes organizações de domínios e características estruturais e 

pertencem a diferentes famílias de GH, como GH3, GH43 e GH54.  



Família GH3: Normalmente, essas enzimas possuem um único domínio catalítico com 

um dobramento em barril (β/α) 8, responsável por ambas as funções. A organização 

estrutural dessas enzimas facilita a adaptação de diferentes substratos ao sítio ativo, 

permitindo sua atividade dual (LEE et al., 2003).  

Família GH43: Essa família inclui enzimas bifuncionais que apresentam tanto 

atividade β-xilosidase quanto α-L-Arafase, como aquelas encontradas em Bacteroides 

ovatus (SHRIVASTAVA; GOYAL, 2025). Essas enzimas frequentemente exibem um 

dobramento em hélice β-propeller de cinco lâminas, característico das GH43. O sítio 

ativo, geralmente localizado no centro da estrutura propeller, permite o acesso a uma 

variedade de substratos.  

Família GH54: O exemplo dessa família é a enzima de Trichoderma koningii, que 

possui ambas as funções de α-L-Arafase e β-xilosidase. Estudos estruturais revelaram 

que essas enzimas possuem um design de dois domínios: um domínio catalítico N-

terminal com um dobramento β-sanduíche e um domínio de ligação à arabinose C-

terminal com um dobramento β-trevo. Essa organização de domínios é essencial para 

o reconhecimento do substrato e para a catálise (ROHMAN et al., 2019).

Essas enzimas bifuncionais possuem sítios ativos precisamente ajustados para 

acomodar múltiplos substratos. A organização estrutural do sítio ativo permite a 

ligação tanto de resíduos arabinofuranosil quanto xilopiranosil, possibilitando a 

realização de duas funções catalíticas (LEE et al., 2003).  

Em resumo, as arquiteturas estruturais das enzimas bifuncionais α-L-arafase/β-

xilosidase variam entre as famílias GH. Seu papel crucial na degradação da biomassa 

vegetal se deve à complexa interação entre a organização dos domínios e a 

configuração do sítio ativo, permitindo a hidrólise de diferentes polissacarídeos 

vegetais. 
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6 CONCLUSÕES 

Neste capítulo, foi abordado a produção e análise da enzima α-L-

arabinofuranosidase dos fungos Myceliophthora heterothallica, Trichoderma reesei, 

Trichoderma harzianum, Phebia sp, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum 

commune e Perenniporia medula-panis por fermentação em estado sólido e semi-

sólido utilizando farelo de laranja, farelo de trigo, espiga de milho e bagaço de cana-

de-açúcar como substratos. Dentre as espécies, o fungo Pycnoporus sanguineus 

apresentou maior produção sendo purificado e analisado, cuja massa molecular foi 

estimada entre 50 e 60 kDa, com ótima atividade e estabilidade a pH 3,0 a 5,0 e 

temperatura ótima de 50 ºC se mantendo estável até 60 ºC. A enzima não necessita 

de íons para exercer sua atividade, porém foi considerada sensível aos solventes SDS 

e Triton. As características dessa enzima favorecem na continuidade de pesquisas 

enfatizando sua capacidade de degradar resíduos lignocelulósicos de origem 

agroindustrial. Em estudos futuros, pode-se considerar eventualmente a clonagem e 

expressão heteróloga justificada pela otimização da produção.  
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