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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta investigagao contribui para o entendimento das propriedades e aplicagdes de
duas L-arabinofuranosidases, uma bacteriana e outra fungica, com capacidade
hidrolitica de ligagdes nas quais participem beta e alfa-L-arabinofuranoses,
respectivamente. O trabalho também destaca a importancia de desenvolver métodos
sustentaveis para a produgao de enzimas que atendam as demandas da industia
moderna e permitam aproveitar de forma apropriada residuos vegetais, dentro do
conceito de biorrefinaria. O conjunto dos resultados mostra a relevancia dessas

enzimas na promogao de tecnologias limpas e sustentaveis.

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 B- and a-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 alignmentwith 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 trabalhodestaca a relevanciadas arabinofuranosidases, que sdo enzimas
capazes de hidrolisar ligacdes glicosidicas de arabinofuranos, contribuindo para o
aproveitamento eficiente da biomassa vegetal, sendo dividido em trés partes: uma
Introdugéo geral e dois capitulos. A introducédo faz um levantamento bibliografico
sobre alfa e beta-L-arabinofuranosidases, as familias GH as quais elas pertencem,
aspectos estruturais e o0 mecanismo de agao, servindo como material inicial para a
exploragdo da B-L-arabinofuranosidase da bactéria Chitinophaga sp. descrita no
Capitulo 1, e da a-L-arabinofuranosidase do fungo Pycnoporus sanguineus abordada
no Capitulo 2. No primeiro Capitulo, € apresentado um conjunto de dados sobre a
estrutura e a funcédo da B-L-arabinofuranosidase pertencente a familia GH127,
incluindo a descricdo da sua mecéanica de agao e a importancia da atividade
enzimatica para processos industriais. Sdo discutidos métodos de clonagem e
expressao heteréloga de uma enzima de Chitinophaga sp.em Komagataella phaffii, e
analises preliminares in silico que incluem a predicdo computacional da sua estrutura
tridimensional por AlphaFold, em comparagdo com uma enzima da mesma familia,
porém descoberta em Bifidobacterium longum, e dindmica molecular. No Capitulo 2,
a investigacéao se refere a uma a-L-arabinofuranosidase fungica, onde sédo 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), 0 ensaio de
atividade usando substrato sintético pNPAf, a purificagdo da enzima de Pycnoporus
sanguineus por cromatografias de exclusdo molecular e troca iénica. A producao da
enzima mostrou estabilizacdo apds o quarto dia de cultivo, pH 6timo na faixa acida,
de 3,0 a 5,0. A temperatura 6tima foi de 50 °C, mantendo a atividade até 60 minutos
quandoincubadaa60 °C, porém mostrando queda acima dessa temperatura. O efeito
de cations ndo mostrou nenhum capaz de aumentar a atividade, porém na presencga
de manganés houve uma diminuigcao significativa da atividade, superior a 50%.
Diversas substancias quimicas foram testadas em 10 e 50 mmol L', mostrando efeitos
inibitérios particularmente SDS nas duas concentragbes, e DTT na maior
concentragdo. Compostos fendlicos nao induziram inibigao significante, e chama a
atencao o aumento da atividade na presenca de acido ferulico. Foi também feita a
analise cinética da enzima, mostrando que o comportamento n&o é compativel com o
de uma enzima michaeliana, e sim alostérica, cooperativa. O melhor ajuste para os
pardmetros de Vmax € Km mostrou 0,33 umol min-' e 1,32 mmol L-! respectivamente,
com uma cooperatividade de 1,65. Esse valor de cooperatividade € semelhante ao
reportado para a glicocinase (1,7). Ambas as enzimas, p-L-arabinofuranosidase e a-
L-arabinofuranosidase, apresentam potencial significativo para aplicagbes
biotecnoldgicas, especialmente em processos de bioconversao de residuos vegetais
em produtos de valor agregado.

Palavras-chave: Arabinofuranosidases; a-L-arabinofuranosidase; B-L-

arabinofuranosidase; GH127



ABSTRACT

This work highlights the relevance of arabinofuranosidases, enzymes capable of
hydrolyzing glycosidic bonds in arabinofuranose residues, thereby contributing to the
efficient utilization of plantbiomass. It is divided into three parts: a general introduction
and two chapters. The introduction presents a literature review on a- and [B-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 B-L-arabinofuranosidase from the bacterium
Chitinophaga sp., described in Chapter 1, and the a-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 B-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 a-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 maintainedforup to 60 minutesat 60 °C,
but decreasing at higher temperatures. Cation analysis revealed no enhancementin
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', 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 pmol min~* and 1.32 mmol L™,
respectively, with a Hill coefficient of 1.65, comparable to that of glucokinase (1.7).
Both enzymes, B-L-arabinofuranosidase and a-L-arabinofuranosidase, demonstrate
significant potential for biotechnological applications, particularly in the bioconversion
of plant residues into value-added products.

Keywords: Arabinofuranosidases; a-L-arabinofuranosidase; B-L-

arabinofuranosidase; GH127
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| INTRODUGAO GERAL
.1 ESTRUTURA DA PAREDE VEGETAL

Desenvolvida ao longo de milhdes de anos de evolugéo, a parede celular
vegetal, uma estrutura complexa e dinamica, facilita as conexdes entre células,
controla o formato celular, oferece suporte mecanico para o crescimento, e atua como
uma barreira contra patégenos. Os elementos principais da parede vegetal séo a
celulose, a hemicelulose, a pectina e a lignina, sendo os carboidratos mais de 90%
dos componentes. O carater dinamico necessario para compatibilizaras necessidades
do vegetal é garantido por poros, canais e receptores, que permitem a movimentagao
ibnica e molecular e respostas fisiolégicas (HOUSTON et al., 2016; ZHANG et al.,
2021).

O componente que em muitas fontes € o mais prevalente, a celulose, € um
polimero linear de unidades de B-glicopiranose ligadas por ligagdes 1—4, formando
longas microfibrilas estabilizadas por ligagbes de hidrogénio intra e interfibrilas,
proporcionando resisténcia a tragdo (SOMERVILLE et al., 2004).

Esta fragdo tem sido objeto de estudos ha décadas no sentido de possibilitar a
produgdo do denominado etanol de segunda geragdo (E2G) para uso como
combustivel automotivo, o que permitiria aumentar a sua produg¢ao sem incrementar
a area cultivada (MEDEIROS et al., 2023).

Alignina esta predominantemente presente nas paredes celulares secundarias,
e é um polimero aromatico complexo que confere rigidez e hidrofobicidade a parede,
aumentando sua resisténcia ao estresse mecanico e ao ataque microbiano
(BOERJAN et al., 2003).

A pectina € um componente essencial na adesao celular e na porosidade da
parede, sendo uma matriz em forma de gel composta por polissacarideos ricos em
acido galacturbnico. Embora represente uma parcela menor da biomassa
lignoceluldsica em relagéo a celulose e a hemicelulose, a pectina tem uma fungao
crucial na ligagao celular, na porosidade e na hidratagdo das membranas celulares
(WILLATS et al., 2001).

Por ultimo, a hemicelulose possui uma composicdo especifica que varia
conforme a espécie vegetal e o tipo de tecido. No entanto, os monossacarideos
predominantes nas hemiceluloses sdo: D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose,

L-arabinose e acidos urdnicos (como acido glucurdnico e 4-O-metilglucurénico). Tais



residuos participam de diversos polissacarideos que constituem a hemicelulose, tais
como xilanas, mananas, galactanas, glucanas e arabinoxilanas. Neste ultimo caso
temos cadeias de xilose e ramificagbes com arabinose (EBRINGEROVA et al., 2005;
SCHELLER; ULVSKQOV, 2010; CANILHA et al.,, 2013). A figura 1 mostra os seus

componentes.

Figura 1 - Estrutura dos componentes da lignocelulose.

Lignina  _ ) idade

©© @— fendlica

Qg ®

Macrofibrila

93 «s C-0-C
./ Microfibrila,
./ Parede
celular
Lignina
Hemicelulose 10-20nm
Hemicelulose Celulose _— Glicose

Hexose —
Pentose

™~ Ligacdo de H

=~ Grupo acetila

Fonte: Modificado de Brienza et al., 2024.

A composicado dos elementos estruturais varia conforme a espécie da planta
(monocotiledénea ou dicotileddnea), o tipo celular (primario ou secundario) e a fase
de desenvolvimento. Os valores médios para exemplos de biomassa sdo mostrados
na tabela 1, na qual ndo sdo mostrados os valores para a pectina, por serem muito

variaveis e minoritarios.

Tabela1 - Exemplos de composic¢ao 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
Bagaco 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.



l.2 DEGRADAGAO DA PAREDE CELULAR VEGETAL E SUBPRODUTOS
QUIMICOS

Diversas substancias quimicas benéficas, algumas de elevado valor agregado,
podem ser liberadas quando os componentes da parede celular vegetal se degradam
quimicamente, enzimaticamente ou microbiologicamente. Essas aplicagbes
sustentam o conceito de biorrefinaria, que busca transformar biomassa em uma
variedade de produtos comerciais e fontes de energia, promovendo assim o
desenvolvimento sustentavel e iniciativas de economia circular (CHERUBINI, 2010).
Por exemplo, a celulose libera unidades de glicose que podem ser utilizadas como
substrato para a obtengéo de bioplasticos por processos fermentativos (PALANISAMY
et al., 2024), como adogante e para a producao de bioetanol (SARKAR et al., 2012),
oligossacarideos, entre eles a celobiose, podem agir como prebidticos (Da SILVA et
al., 2025), e a glicose também pode ser utilizada para a obtengéo de acido levulinico
e hidroximetilfurfural (HMF), utilizaveis pelas industria quimica e farmacéutica
(BOZELL; PETERSEN, 2010).

A pectina libera o seu constituinte principal, galacturonato, bem como
oligogalacturonideos (OGs), arabinose, galactose e ramnose. O galacturonato tem
aplicagdes na producao de bioplasticos, na industria de alimentos como gelificante,
estabilizante, quelante e regulador de pH (VORAGEN et al., 2009; SUROLIA; SINGH,
2024). Oligogalacturonideos desempenham varias agdes relevantes em vegetais, tais
como protecdo contra patdégenos, cicatrizagdo, estimulo do crescimento e da
germinacgao (RIDLEY et al., 2001; SILVA-SANZANA etal., 2022), e ainda agem como
prebiéticos (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2023). J4 os monossacarideos liberados e
antes citados tém diversas aplicacbes na industria de alimentos, biotecnologia,
aplicagdes biomédicas etc.

A lignina tem sido convertida em diversos bioprodutos uteis com o uso de
microrganismos. Por exemplo, certos microrganismos podem produzir lipidios,
compostos aromaticos como a vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido), acidos
dicarboxilicos como o acido cis-mucénico e polihidroxialcanoatos (PHAs) (ZHAO et
al., 2022). Compostos fendlicos derivados da lignina podem ser usados como
precursores de aromatizantes, fragrancias e bioplasticos, incluindo guaiacol,
siringaldeido e vanilina, e mondmeros aromaticos podem ser usados na produgao de
polimeros, resinas e combustiveis (RAGAUSKAS et al., 2014).



No caso dos produtos da degradacédo da hemicelulose, séo liberados furfural,
xilose e arabinose (pentoses), xilo-oligossacarideos (XOS) (PARVULESCU et al.,
2018), e esses derivados permitem a produg¢ao ou obtencéo de resinas, solventes,
fibras sintéticas, probidticos, xilitol, acido ferulico etc. (OU; KWOK, 2004; DELBECQ
et al., 2018).

l. 3 ALFA E BETA ARABINOFURANOSIDEOS

A L-arabinose (L-Ara) € 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 pirandsica (L-Arap) seja mais
estavel em solugéo, a forma pentagonal ou furanésica (L-Araf) predominaamplamente
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 epimerizagao no C-4
do UDP-Xilose (Kotake et al., 2016).

A figura 2 mostra as estruturas furandsica e pirandsica da L-arabinose, nas
projecdes de Fischere de Haworth. Nesta ultima, as formas alfa e beta, com a hidroxila
heterosidica respectivamente acima e abaixo do plano do anel no carbono do

hemiacetal ou anomeérico (C1).

Figura 2 - Estruturas da L-arabinose
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Fonte: Adaptado de Withers, 2014

a- e B-L-arabinofuranosideos sao blocos de construcdo essenciais de
diferentes glicoproteinas e polissacarideos da parede celularem plantas, contribuindo

para a complexidade estrutural e a funcionalidade da parede celular.



Em relagcdo aos alfa-arabinofuranosideos, o tipo mais comum, temos sua
ocorréncia em quatro grupos principais:

a) O arabinano péctico, uma cadeia lateral da ramnogalacturonana | (RG-I)
presente na pectina, é composto principalmente por residuos de a-L-
arabinofuranosideos ligados por ligagées a-1,5. Esta € a principal fonte de a-L-
arabinofuranosideos.

b) Arabinogalactanas tipo | (AGs), que também estdo ligadas a RG-,
apresentam unidades terminais n&o redutoras com residuos de a-L-arabinofuranose.

c) Arabinoxilanos: residuos de a-L-arabinofuranose estdo ligados a cadeia
principal de B-1,4-xilana em gramineas e cereais por ligagbes a-1,2 e/ou a-1,3.

d) A matriz extracelulardas plantas contém proteoglicanos chamados proteinas
arabinogalactanas tipo Il (AGPs), que possuem porgdes de carboidratos ricas em

residuos de a-L-arabinofuranosideo.

Por outro lado, os B-L-Arabinofuranosideos sdo encontrados em:

a) Ramnogalacturonana Il (RG-Il), um polissacarideo péctico complexo que
contém residuos de B-L-arabinofuranosil entre outros agucares, embora sejam menos
frequentes.

b) Extensinas: Glicoproteinas da parede celular ricas em hidroxiprolina que
contém residuos de B-L-arabinofuranosideo em suas cadeias de glicanos (KOTAKE
et al., 2016).

Em relagdo as enzimas que degradam polimeros contendo alfa e beta-
arabinofuranos, nos capitulos 1 e 2 serao analisadas uma (-L-arabinofuranosidase
bacteriana de Chitinophaga sp. E uma ao-L-arabinofuranosidase fungica, de

Pycnoporus sanguineus.
A. B-L-ARABINOFURANOSIDASES

As enzimas chamadas B-L-Arabinofuranosidases, ou abreviadamente [-
Arafases, sao essenciais para a degradacdo de polissacarideos vegetais,
especialmente aqueles que incluem B-L-arabinofuranosideos, presentes em uma
variedade de polissacarideos vegetais, como proteinas AGPs, extensinas, lectinas de

solanaceas, arabinanas e ramnogalacturonano-Il. Essas substancias s&o essenciais



para a estrutura e funcionalidade das paredes celulares das plantas; pertencem as
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, HRGPs".

Por exemplo, as AGPs estdo presentes em muitas espécies vegetais e
desempenham um papel no desenvolvimento, sinalizacdo e proliferacao celular,
formando uma ampla variedade de moléculas de proteinas glicosiladas, tendo todas
elas cadeias substanciais de glicanos arabinogalactanos (AG) do tipo Il que estado
ligadas por oxigénio (glicosilagao tipo O) a uma hidroxiprolina (Hyp) na espinhadorsal
(backbone) da proteina, formando proteoglicanas. A cadeia principal dos glicanos AG
€ composta por galactose (Gal) ligada por p-(1,3) e galactose (Gal) ligada por 3-(1,6)
como cadeias laterais.

Os acgucares terminais podem ser ramnose (Rha), Fucose (Fuc), arabinose
(Ara) ou acido glicurénico (GlcA) (Figura 3). As estruturas individuais de AG do tipo Il
variam entre espécies e dentro dos tecidos da mesma espécie (SEIFERT, 2020; MA;
JOHNSON, 2023).

Figura 3 - Variantes de arabinogalactanas (AG).
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Fonte: Seifert, 2020.

QOutra classe de HRGPs, as extensinas, contribuem para a defesa e o
fortalecimento da parede celular;elas tém cadeias de 3-L-arabinooligossacarideos ([3-
AQOS), por exemplo Araf-B1,2-Araf-B1,2-Araf-B1-hidroxiprolina (Hyp); -Arafs-Hyp
(FUJITA et al., 2024a). Os polissacarideos pécticos chamados arabinanas e
ramnogalacturonano-ll conferemintegridade estrutural e porosidade a parede celular,

garantindo a flexibilidade e funcionalidade da parede celular.

1 Do inglés hydroxyproline-rich glycoproteins.



Cadeias complexas de agucares do ramnogalacturonano-Il (RG-Il) na pectina
de uvas vermelhas contém residuos terminais de Arabinofuranose ligados por 31,2 e
B1,5 (PELLERIN et al., 1996). Além disso, em sementes de quinoa, na beterraba
agucareira, em batatas etc., diferentes polissacarideos vegetais contém estruturas
terminais de Araf-p1,3-Araf-a1 (WEFERS et al., 2017). As cadeias laterais de
arabinofuranose ligadas por 31,2 e 1,3, encontradas no arabinano ramificado da
beterraba acgucareira, sao degradadas pelo gene BT0349 de Bacteroides
thetaiotaomicron (LUIS et al., 2018).

O microbioma intestinal humano depende dessas enzimas, que pertencem as
familias de hidrolases de glicosideos (GH) GH127 e GH146, para decompor
carboidratos complexos provenientes das fibras alimentares. Essas enzimas facilitam
a degradacéo de carboidratos complexos em agucares mais simples, favorecendo o
crescimento da microbiota intestinal benéfica. Por exemplo, Bifidobacterium longum
utiliza B-L-Arafases para degradar arabinooligossacarideos, promovendo a saude
intestinal (FUJITA et al., 2014). Compreender esse mecanismo pode auxiliar no
desenvolvimento de prebidticos direcionados para manter um microbioma saudavel
na ecologia microbiana.

A variedade de enzimas degradadoras de carboidratos do microbioma
intestinal, como as [B-L-Arafases, destaca a capacidade dessas comunidades
microbianas de se adaptarem a diferentes dietas. Investigacbes metagendmicas
identificaram inumeras dessas enzimas, permitindo a degradagdo de uma ampla
variedade de polissacarideos. Esse repertério enzimatico € essencial para a
fermentacéo de carboidratos complexos em acidos graxos de cadeia curta (SCFA),
que fornecem energia para as células do coélon e trazem beneficios para a saude
sistémica (GONG et al., 2020).

Além disso, a homeostase intestinal & significativamente mantida pelas
interagcdes cooperativas entre diferentes espécies microbianas, possibilitadas por
enzimas como as PB-L-Arafases. Para que as bactérias intestinais decomponham
eficientemente as fibras alimentares, a capacidade das B-L-Arafases de eliminar
agucares terminais modificados mostrou ser crucial (FUJITA et al., 2024b). Uma
ecologia microbiana equilibrada depende dos mecanismos de alimentagéo cruzada,
nos quais os produtos metabdlicos de uma espécie servem como substratos para
outra (XIAO et al., 2024).



B. MECANISMO E FUNGAO DAS ENZIMAS B-ARAFASES

As 3-Arafases auxiliamos microrganismos intestinais nadegradagao das fibras
alimentares, hidrolisando B-L-arabinofuranosideos de polissacarideos de origem
vegetal (FUJITA et al.,, 2024a). Essas enzimas sdo altamente especificas; por
exemplo, a BIlI3BHypBA1 de B. longum ¢ classificada como [1,3-especifica,
demonstrando a diversidade no reconhecimento de substratos entre as B-Arafases
(FUJITA et al., 2024b).

Tém sido descritas também enzimas bimodulares com atividade B-Arafase/ [3-
glucuronidase (cliva L-Araf-B-1,2-L-Rha) na familia GH137 (Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-5482), Hidrolase bimodular de acido 2-ceto-3-desoxi-D-lixo-
heptulosarico (Dha) / B-L-Arafase (cliva L-Araf-p-1,5-D-Dha) nas GH142 e 143,
também de bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482, e as restantes na familia 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 B-Arafases caracterizadas como capazes de clivar
ligagdes 3-1,3 ou 3-1,2.

Elas diferem de outras hidrolases de glicosideos por possuirem mecanismos
cataliticos distintos que utilizam residuos de cisteina coordenados por zinco
(BORLANDELLI et al., 2023).

Investigacdes estruturais indicam que as B-Arafases da GH 127 e 146 possuem
uma estrutura unicaem barril (a/a)6, essencial para suaatividade enzimatica, e, como
veremos, 0s mesmos residuos cataliticos (CAZY, 2025). A primeira enzima
classificada nessafamilia foia HypBA1de B. longum JCM 1217 (FUJITA et al., 2011),
capaz de liberar L-arabinose de dissacarideos L-arabinofuranose (Araf)-$1,2-Araf,
expressa a partir de um gene da familia de proteinas Pfam DUF1680.

Na familia GH146 foi proposto que o nucledfilo catalitico e os residuos de
acido/base geral da BT0349 de Bacteroides thetaiotaomicron sejam compostos por
Cys414 e Glu318, respectivamente (CAZY, 2025), enquanto na 3-L-Arafase HypBA1
de B. longum sao a Cys 417 e Glu322, nos mesmos papéis (ITO etal., 2014).

O mecanismo de hidrélise para as duas familias € idéntico, sendo acido/basico
e de retengdo, ou seja, a configuragao original do carbono anomérico da ligagéo

glicosidica & mantido, neste caso, como o anédmero beta (ARDEVOL; ROVIRA, 2015).



A Figura 4 mostra a diferenca entre GH de retencdo e de inversdo. As primeiras
mantém a configuragdo da hidroxila no carbono 1 (anomérico) apds a hidrdlise da

ligacao glicosidica, enquanto as segundas a invertem.

Figura 4 - Mecanismos de glicosil hidrolases.
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Fonte: Adaptado de Withers; Williams, 2025.

Na estrutura cristalizada da B-L-Araf de B. longum, o sitio 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 retencao (Figura 5) envolve a base (parte inferior da figura,
seria a Cisteina) fornecendo ajuda nucleofilica para a saida da aglicona, enquanto o
catalisador acido (parte superiorda figura, o Glutamato) protona o oxigénio glicosidico.
Uma molécula de agua hidrolisa a glicosil enzima resultante, e o produto dessa
segundasubstituicdo nucleofilicano carbono anomérico mantém a estereoquimica do
substrato. Os estados de transi¢ao envolvemum oxocarbénio (DAVIES; HENRISSAT,
1995).



Figura 5 - Mecanismo catalitico de duplo deslocamento das GH de retencgédo. O
monossacarideo a esquerda representa o residuo -1, e o representado pela letra R, o
residuo +1, tendo como referéncia a ligagéo a ser hidrolisada.
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Fonte: Adaptado de Ardévol; Rovira, 2015.

Além de serem fundamentais para a saude intestinal, as B-Arafases podem ser
utilizadas na valorizagao da biomassa, especialmente no processo de conversao de
materiais lignoceluldsicos em agucares fermentaveis para a produgao de bioetanol.
Sua utilidade em aplicagdes industriais € evidenciada pela capacidade de aprimorar o
processo de sacarificacdo quando combinadas com outras enzimas, como as
endoxilanases (MENDEZ-LITER et al., 2023).

C. AS B-ARAFASES DE BIFIDOBACTERIUM LONGUM

Em 2011 Fujita e colaboradores (FUJITA et al., 2011) fizeram a descrigao de
uma B-Arafase (denominada HypBA1) que deu origem a familia GH127, descoberta
em Bifidobacterium longum subsp. longum JCM 1217.

Os residuos de L-arabinose sao liberados mais facilmente quando as conexdes
B-L-arabinofuranosidicas em diferentes polissacarideos vegetais sdo hidrolisadas por
B-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 dissacarideos B-L-arabinofuranosil-(1—2)-L-arabinose, que
sao produzidos a partir de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGPs) presentes
em algumas plantas. No processo de degradacéo, a B-L-arabinofuranosil-(1—2)-L-
arabinose é inicialmente liberada das HRGPs por outra enzima, HypBA2 (GH121 B-L-
arabinobiosidase),e a HypBA1 entao cliva esse dissacarideo em duasunidadesde L-

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



Figura 6 - Substratos naturais sobre os quais tem agao hidrolitica in vitro a -L-
Arafase de B. longum
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Fonte: Adaptado de Fujita et al., 2024a. Ara: Arabinofuranose; Hyp: Hidroxiprolina

As B-L-arafases GH127 apresentam um mecanismo catalitico distinto em
comparagao com outras glicosideo hidrolases, tanto em termos de residuos cataliticos
quantode mecanismo de agao. A utilizagdo de umresiduo de cisteinacomo nucledfilo
catalitico € essencial para esse mecanismo, enquanto glicosideo hidrolases
geralmente utilizam residuos acidos, como glutamato ou aspartato, para a catalise.
Para facilitar a quebra da ligacao glicosidica, forma-se um intermediario covalente
glicosil-enzimadurante a catalise mediada por cisteina. A importanciafundamental da
cisteina no sitio ativo para o processo catalitico da enzima foi confirmada por
investigacdes mecanisticas, incluindo aquelas que utilizaram inibidores baseados em
mecanismo, como L-Araf-haloacetamidas e L-arabinofuranosideos funcionalizados
(ISHIWATA et al., 2022; FUJITA et al., 2024b).

Por meio de estudos cristalograficos, a arquitetura estrutural das B-L-arafases
GH127 foi elucidada. Por exemplo, a estrutura cristalina da HypBA1 de B. longum

revela uma estrutura modular composta por dois dominios B-sanduiche e um dominio



barril catalitico. Muitas glicosideo hidrolases possuem um arranjo estrutural (B/a) 8-
barrel em seu dominio catalitico, que atua como um suporte para o reconhecimento
do substrato e a catalise. Os dominios B-sanduiche contribuemparao reconhecimento
e a ligagéo do substrato, aumentando a seletividade da enzima para substratos 3-L-
arabinofuranosidicos. Essas caracteristicas estruturais permitem que a enzima aceite
e degrade eficientemente carboidratos complexos (ITO et al., 2014).

A especificidade dos substratos das B-L-arabinofuranosidases GH127 esta
adaptada as ligagdes [-L-arabinofuranosidicas presentes em oligossacarideos
derivados de plantas. A HypBA1 demonstra seletividade para B-L-arabinofuranosil-
(1—2)-L-arabinose, uma ligacdo comum nas cadeias laterais de HRGPs. Essa
seletividade destaca o papel da enzima na degradagcao sequencial de carboidratos
complexos, permitindo que B. longum utilize eficientemente glicoproteinas vegetais
(FUJITA et al., 2024Db).

Diversas enzimas de B. longum atuam em diferentes ligagdes dentro de
polissacarideos contendo arabinose, como parte de um sistema cooperativo de
degradagao. Por exemplo, foi determinado que enzimas da familia GH43, incluindo
BlArafC e BlArafB, atuam nas ligagdes a-L-arabinofuranosidicas do arabinano. Para
a degradacédo completa de substratos complexos, essas enzimas cooperam com as
B-L-arabinofuranosidases GH127 (KOMENO et al., 2019).

D. a-L-ARABINOFURANOSIDASES

As o-L-arabinofuranosidases (a-L-Arafases) fungicas s&o enzimas essenciais
para a degradagao da hemicelulose, um carboidrato complexo presente na parede
celular das plantas. Elas hidrolisam as ligagcbes a-L-arabinofuranose em
arabinoxilanos, arabinanas e outros polissacarideos relacionados. As a-L-Arafases
sao classificadas em varias familias de GH com base em sua sequéncia de
aminoacidos e mecanismo de acao, principalmente GH3, GH43, GH51, GH54 e
GH62. Enquanto algumas familias exibem ampla especificidade de substrato, outras
sao altamente seletivas para ligagbes arabinosil especificas.

As GH hidrolisam ligagdes O-glicosidicas utilizando um mecanismo de catalise
acida geral. A estrutura do carbono anomérico do glicosideo em hidrolise é retida ou
invertida como resultado das reagcdes de deslocamento unico ou duplo entre dois
aminoacidos (HENRISSAT, 1991). O mecanismo foi originalmente proposto por
Koshland (KOSHLAND, 1953).



Para as GH de reten¢ao, em geral um processo de dupla substituicdo em duas
etapas, envolvendo um intermediario covalente enzima-glicosila, é utilizado para
produzir a hidrolise com retengao da configuragdo do carbono anomérico. Cada etapa
passa por um estado de transicdo que se assemelha a um ion oxocarbdnio. Duas
cadeias laterais de aminoacidos, geralmente glutamato ou aspartato, espagadasa 5,5
A, auxiliam nareagéo, agindo como acido/base e nucleofilico. Um dos residuos atua
como nucledfilo na fase de glicosilagéo. Ele ataca o centro anomérico para deslocar o
aglicano e formar umintermediario enzima-glicosila. A medida que a ligacdo se rompe,
0 outro residuo atua como catalisador acido, protonando o oxigénio glicosidico. Na
etapa de desglicosilacéo, a agua hidrolisa o intermediario enzima-glicosila. O residuo
remanescente entdo atua como catalisador basico, desprotonando a molécula de
agua a medida que esta ataca (MCINTOSH et al., 1996).

As a-L-Afases, catalisam a remocéao de residuos terminais de arabinofuranose
(Araf) das extremidades na&o redutoras de polissacarideos vegetais, como
arabinoxilano, arabinana e arabinogalactana, bem como de seus oligossacarideos
correspondentes. Essas enzimas atuam clivando como exo-hidrolases as ligagdes a-
1,5-, a-1,2- ou a-1,3-arabinofuranosidicas (TAYLOR et al., 2006).

A continuagao segue uma lista das familias de GH com atividade de a-L-
Arafase em pesquisa efetuada no cazy.org e alguns microrganismos representativos.
GH2: Tem um unico registro de a-L-Arafase, sem detalhamento da fonte.

Familias de GH3, 5 e 10: Estas familias incluem uma variedade de enzimas
bifuncionais a-L-Arafase e B-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 degradacao de pectina
e hemicelulose, as a-L-Arafases fungicas GH43 sdo bem representadas e
frequentemente exibem atividades especificas, como exo-a-L-arabinofuranosidase,
clivando residuos terminais de arabinose, e essas enzimas sao encontradas em uma
variedade de organismos, incluindo fungos, bactérias e plantas (GUNATA etal., 1990;
BRINK; VRIES, 2011).

A familia GH43 é uma das maiores e mais diversificadas no banco de dados
CAZy, atualmente dividida em 38 subfamilias. As a-L-Arafases dessa familia exibem

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



B-D-xilosidase e endo-a-L-arabinanase (FATHALLAH; PUCHART, 2024). Como
exemplos de microrganismos no cazy.org nos quais tém sido descritas enzimas desta
familia temos Acetivibrio mesophilus, thermocellus e clariflavus, Aspergillus awamori,
nidulans e niger, Bifidobacterium longum subsp. Suis e Penicillium chrysogenum.

O mecanismo de hidrdlise envolve inversao (WITHERS; WILLIAMS, 2025), e

em termos estruturais, exibem uma hélice 3 de cinco laminas 'ndo velcro'. A hélice é
baseada em uma repeticdo quintupla de laminas compostas de folhas B de quatro
fios. A superficie de ligagdo ao substrato de Arb43A estd em uma longa depressao de
superficie, com a constelacao catalitica de carboxilatos em seu centro. A base geral
catalitica (nucledfilo), € um aspartato, e o doador de préton no mecanismo acido geral
catalitico € um glutamato (NURIZZO et al., 2002).
GH51: As Arabinofuranosidases (Arafases) da familia GH51 geralmente consistem
em dois dominios: um dominio catalitico com uma estrutura de barril (B/a) 8 e um
dominio C-terminal tipo B-sanduiche com topologia jelly-roll (dobra em rolo)2. Essa
configuragéo € observada em enzimas de varios 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 sitio ativo esta localizado dentro do dominio de barril e contém uma diade
catalitica, geralmente composta por dois residuos de glutamato. Esses residuos
facilitam um mecanismo de dupla substituicdo, resultando na retengdo da
configuragcdo anomérica durante a hidrélise do substrato. Estudos estruturais
forneceram insights sobre esse mecanismo, destacando o papel desses residuos
cataliticos na ligacdo ao substrato e na estabilizagdo do estado de transicao
(MCGREGOR et al., 2020).

Algumas L-Arafases da GH51 formam estruturas oligoméricas. Por exemplo, a
enzima de Thermotoga petrophila se organiza em um hexamero, o que se acredita
contribuir para sua alta termoestabilidade (SOUZA et al., 2011).

As o-L-Arafases da GH51 hidrolisam ligagdes a-L-arabinofuranosidicas em
diversos substratos. A enzima de Gloeophyllum trabeum degrada eficientemente

arabinoxilooligossacarideos, especialmente aqueles produzidos pela atividade da 3-

2 Essa estrutura se caracteriza porfolhas 3 dobradas com oito segmentos que se organizam de forma
compacta, lembrando um rocambole, que estabiliza a proteina e é encontrado em diversas enzimas e
proteinas estruturais (RICHARDSON, 1981).



xilanase da GH10, sugerindo um papel cooperativo na degradagcdo da xilana
(TSUKIDA et al., 2023).

Diversos microrganismos apresentam valores 6timos de pH variados para as
a-L-Arafases da familia 51 de GH. Por exemplo, o pH ideal para a de Pleurotus
ostreatus € 5,0 (Amore et al., 2012). Por outro lado, a L-Arafase GH51 de Talaromyces
leycettanus apresenta atividade maxima em uma faixa de pH mais acida, entre 3,5 e
4,0 (TU et al., 2019).

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

apresenta valores 6timos de pH dependentes do substrato, ou seja, o pH ideal varia
de acordo com o substrato especifico utilizado, entre 5,0 e 6,5. Essa enzima também
tem atividade xilosidase e eventualmente de endo-arabinanase (BOURAQUI et al.,
2016).
GH54: Esta familia € composta exclusivamente por a-L-Arafases, as enzimasfungicas
GH54 contribuem para a desramificacdo da arabinoxilana e sdo frequentemente
estudadas por sua agdo sinérgica com outras hemicelulases na degradacédo da
biomassa (FLIPPHI et al., 1993).

Essas enzimas geralmente possuem dois dominios distintos em sua estrutura:
um dominio de ligagao a arabinose (ABD) na extremidade C-terminal e um dominio
catalitico na extremidade N-terminal. O ABD apresenta um formato de trevo B (beta
trefoil fold), semelhante ao da familia 13 do médulo de ligagao a carboidratos (CBM),
enquanto o dominio catalitico possui um enovelamento tipo [-sanduiche,
caracteristico das glicosideo hidrolases do cla B. No entanto, o ABD das enzimas
GH54 apresenta caracteristicas distintas que podem classifica-loem uma novafamilia
de CBM (MIYANAGA et al., 2004).

Como enzimas de acdo exo, as a-L-Arafases da GH54 atuam liberando
residuos de a-L-arabinofuranosila de uma variedade de substratos, como xilana,
pectina e xiloglucana. Elas apresentam atividade 6tima em ambientes acidos, com pH
ideal entre 2,6 e 3,5 e temperatura 6tima entre 50 e 60°C. Por exemplo, uma a-L-
Arafase de Aureobasidium pullulans demonstrou atividade 6tima em pH 3,5 e 55°C
(de WET et al., 2008), enquanto outrade Penicillium funiculosum apresentou atividade
ideal em pH 2,6 e 50°C (GUAIS et al., 2010).

Investigagcbes estruturais revelaram residuos importantes envolvidos no
mecanismo catalitico das a-L-Arafases da GH54. Na enzima de Aspergillus kawachii,

o residuo Glu221 atua como nucledfilo, enquanto Asp297 funciona como catalisador



acido/base durante o processo de hidrdlise. Além disso, descobriu-se que certas
enzimas GH54 sdo dependentes de metais, ou seja, necessitam de ions metalicos
divalentes, como Mn?*, para desempenhar sua fungcao (MOTTA et al., 2021).

GH62: Esta familia compreende apenas a-L-Arafases altamente especificas para
arabinoxilanos e vitais para sua hidrélise completa. As enzimasfungicas GH62 sdo de
particularinteresse para aplicagdes biotecnolégicas devido a sua atividade especifica
(WILKENS et al., 2017).

Estruturalmente, estas enzimas sido caracterizadas por um enovelamento em
forma de B-propeller de cinco laminas, uma caracteristica confirmada por estudos
cristalograficos de enzimas de diversos microrganismos (CONTESINI et al., 2017).

Funcionalmente, as a-L-Arafases GH62 sdo enzimas que atuam
especificamente nas extremidades nao redutoras dos polissacarideos contendo
arabinose, liberando residuos de a-L-arabinofuranose. Elas apresentam
especificidade de substrato para arabinoxilanos e arabinanos, desempenhando um
papel crucial na degradagdo da biomassa vegetal complexa. Essas enzimas
frequentemente atuam de forma sinérgica com outras enzimas que degradam a
parede celular, como xilanases e [(3-xilosidases, aumentando a eficiéncia geral da
degradagao da biomassa lignocelulésica. Essa acédo sinérgica € especialmente
valiosa em aplicagdes industriais, como a produg¢do de biocombustiveis, onde a
quebra completa dos materiais vegetais € essencial (WILKENS et al., 2017).

As o-L-Arafases GH62 sdo 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
termofilicos, como Scytalidium thermophilum, destacaram variagcbes na
termoestabilidade e afinidade pelo substrato, evidenciando a adaptabilidade dessas
enzimas a diferentes condigbes ambientais (KAUR et al., 2014).

Algumas das enzimas mostradas acima sao bifuncionais; ao hidrolisar as
ligagdes a-L-arabinofuranosidicas e [B-D-xilosidicas, as enzimas funcionais com
atividades tanto de ao-L-Arafase quanto de [B-xilosidase sao essenciais para a
degradacdo dos polissacarideos da parede celular das plantas. Essas enzimas
apresentam diferentes organizagbes de dominios e caracteristicas estruturais e
pertencem a diferentes familias de GH, como GH3, GH43 e GH54.



Familia GH3: Normalmente, essas enzimas possuemum unico dominio catalitico com
um dobramento em barril (B/a) 8, responsavel por ambas as fungdes. A organizagao
estrutural dessas enzimas facilita a adaptacao de diferentes substratos ao sitio ativo,
permitindo sua atividade dual (LEE etal., 2003).

Familia GH43: Essa familia inclui enzimas bifuncionais que apresentam tanto
atividade B-xilosidase quanto a-L-Arafase, como aquelas encontradas em Bacteroides
ovatus (SHRIVASTAVA; GOYAL, 2025). Essas enzimas frequentemente exibem um
dobramento em hélice B-propeller de cincolaminas, caracteristico das GH43. O sitio
ativo, geralmente localizado no centro da estrutura propeller, permite 0 acesso a uma
variedade de substratos.

Familia GH54: O exemplo dessa familia € a enzima de Trichoderma koningii, que
possuiambas as fungdes de a-L-Arafase e B-xilosidase. Estudos estruturaisrevelaram
que essas enzimas possuem um design de dois dominios: um dominio catalitico N-
terminal com um dobramento B-sanduiche e um dominio de ligagdo a arabinose C-
terminal com um dobramento B-trevo. Essa organizagado de dominios é essencial para
o reconhecimento do substrato e para a catalise (ROHMAN et al., 2019).

Essas enzimas bifuncionais possuem sitios ativos precisamente ajustados para
acomodar multiplos substratos. A organizagao estrutural do sitio ativo permite a
ligagdo tanto de residuos arabinofuranosil quanto xilopiranosil, possibilitando a
realizacao de duas fung¢des cataliticas (LEE et al., 2003).

Em resumo, as arquiteturas estruturais das enzimas bifuncionais a-L-arafase/B-
xilosidase variam entre as familias GH. Seu papel crucial nadegradagao da biomassa
vegetal se deve a complexa interagdo entre a organizacdo dos dominios e a
configuragcdo do sitio ativo, permitindo a hidrélise de diferentes polissacarideos

vegetais.



I DESCRIGAO GERAL DO TRABALHO DESENVOLVIDO

Inicialmente concebido como um projeto de expressao e caracterizagdo de uma
alfa-L-arabinofuranosidase bacteriana de Chitinophaga sp. a partir de uma sequéncia
obtida em analise metagendmica na FCAV/UNESP de Jaboticabal, SP, o
desenvolvimento teve atrasos iniciais em virtude da pandemia da Covid-19, das
restricbes a pesquisa presencial e das importa¢des de reagentes para procedimentos
de Biologia Molecular, afetadas na sua produgao pela mesma razéao.

No segundo semestre de 2024 fomos notificados que a enzima, inicialmente
catalogada como alfa-L-arabinofuranosidase, na verdade correspondia a uma beta-L-
arabinofuranosidase, em virtude do qual, ndo tendo substratos adequados para
caracteriza-la, optamos por desenvolver um plano exequivel para o tempo restante. O
mesmo desenvolveu tentativas de expressao da beta-L-arabinofuranosidase, analises
in silico em colaboragdo com docentes do Instituto, e caracterizagado bioquimica de
enzimas alfa-L-arabinofuranosidases de fungos da colegdo do Laboratério de
Microbiologia Aplicada, da Profa. Dra. Eleni Gomes. Os dois capitulos da tese que
seguem esta introducgéo se referem a esse trabalho desenvolvido, e os objetivos serao

neles descritos.
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1 INTRODUGAO

Desde 1995 ocorre a COP, cuja abreviagao representa ‘Conference of the
Parties’ (Conferéncia das Partes). E um termo utilizado para se referir as reunides
anuais das Nacdes Unidas que envolvem representantes de paises que assinarama
Convencao das Nacdes Unidas sobre Mudancgas Climaticas (UNFCCC). Seu foco
principal € o consenso de todos os paises participantes em se tomar acées mais
enérgicas quanto as mudancas globais provenientes do chamado “efeito estufa”. Em
2024 a COP, na sua 292 edicdo, lancou o ‘Pacto Energético da ONU’ que visa
aumentar a seguranca energética e acelerar transigoes energéticas limpas,
sustentaveis, justas, acessiveis e inclusivas (BRASIL, 2024). Dentre os pontos, esta
a necessidade da substituicao do petrdleo e dos combustiveis fésseis por fontes
renovaveis como energia eolica, solar, hidrelétrica e os biocombustiveis; tal medida
favoreceria na diminuigdo do impacto ambiental, além de proporcionar um menor
custo.

O Brasil, embora sendo um dos paises membros, continua a ser considerado
um pais emergente, o que significa que sua economia oferece oportunidades de
exploragdo em diversos setores, incluindo a agroindustria. Nos ultimos anos, o pais
tem melhorado sua produtividade por meio de uma matriz mais sustentavel,
aproveitando suas areas para o cultivo de culturas tradicionais, como feijao, arroz,
milho, soja e cana-de-agucarcom o emprego de alta tecnologia. Estas ultimas também
sao utilizadas em processos industriais para a producao de biocombustiveis, como
biodiesel e bioetanol (OLIVEIRA et al., 2020; VIDAL, 2021; CONAB, 2025), além de
fornecer residuos do processamento destes produtos, como a biomassa residual de
forma abundante e renovavel ao mesmo passo em que essa biomassa atrai novas
pesquisas para o uso industrial (BHATIA et al., 2020; RAZA; ABU-JDAYIL, 2022).

A biomassa residual composta por uma estrutura complexa e semirrigida,
constituida por hemicelulose, celulose e lignina, onde a proporgdo dos trés
componentes variam dependendo da espécie, idade, ambiente e tecido da planta
(PAES, 2021). Esse conjunto desenvolvido ao longo dos anos possibilitou a evolucéo
das plantas, através da distribuicdo e excrecdo de substancias necessarias,
manutencao e protecao celular, conferindo-lhe resisténcia aos ataques de patdgenos,
pragas e a degradagao enzimatica. Assim, existe uma necessidade de aprofundar as

investigacdes, uma vez em que a hidrélise de biomassa residual em mondmeros



16

fermentesciveis em escala industrial possui algumas limitacbes relacionadas
principalmente ao prego e as caracteristicas do substrato e ao mecanismo de agéo
das enzimas hidroliticas a partir de residuos agricolas na degradagao do material
lignoceluldsico, gerando um fator limitante a produgéo de biocombustiveis (RAMOS et
al., 2020; SCARCELLA etal., 2021).

Neste contexto, a biologia estrutural e a engenharia de proteinas juntamente
com a clonagem e a expressado de genes que codificam enzimas em um sistema
heterélogo tornam-se potencialmente promissoras. A compreensdo da estrutura
molecular e a dinamica das macromoléculas biolégicas bem como o entendimento de
interacoes e relagbes de estrutura-funcdo a nivel molecular possibilitam o
entendimento dos mecanismos moleculares de enzimas que atuam na desconstrugao
da biomassa residual (PEREIRA, 2020), auxiliadas pelo uso da tecnologia do DNA
recombinante para produzir proteinas de interesse. Essas tecnologias forneceram
uma ferramenta econdmica para a producdo de proteinas, que sdo produzidas
comercialmente naindustria usando engenharia de proteinas e engenharia genética.
A capacidade de expressar e purificar proteinas recombinantes de interesse em
grandes quantidades permite o estudo de suas propriedades bioquimicas, aplicacdes
em processos industriais e produc¢ao comercial MOHAMMADZADEH et al., 2022).

Na biotecnologia e na microbiologia, microrganismos como a bactéria
Escherichia coli e a levedura Komagataella phaffii (antigamente denominada Pichia
pastoris) sdo provavelmente os mais amplamente estudados e compreendidos
genética e bioquimicamente (CREGG et al., 2000; AHMAD et al., 2014; FISCHER,;
GLIEDER, 2019; BERNAUER et al., 2021; BASAVARAJU; GUNASHREE, 2022). De
facil cultivoe manipulagao, crescimentorapido de forma facil e barata em umambiente
controlado de laboratdrio sob condi¢gdes adequadas, as tornaram atraentes servindo
como hospedeiros para a tecnologia do DNA recombinante, assim como uma
ferramenta experimental para manipulacdo de DNA e producao de proteinas através
da expressao heterdloga para a produgao de grandes quantidades de proteinas,
sendo ja descritos naliteratura atual (BHAIYYA et al., 2023; DAl et al., 2023; BUZZO
et al.,, 2024; CHEN et al., 2025). Neste trabalho, um gene de interesse de B-L-
Arabinofuranosidase de Chitinophaga sp., foi clonado e expresso em Escherichia coli
e Komagataella phaffii, e foram conduzidos processos de purificacdo e analise
eletroforética das enzimas recombinantes, porém sem a sua caracterizacao

bioquimica.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 ESTRUTURA E COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR VEGETAL

A parede celularvegetal e/ou biomassa lignoceluldsica oriunda de residuos
agricolas e residuos florestais é o recurso renovavel mais abundante domundo e
€ composta principalmente por celulose (35-50%), hemicelulose (20-50%) e
lignina (10-35%), assim como proteinas e agua (BRETHAUER; STUDER, 2015;
RAZA; ABU-JDAYIL, 2022) (Figura 7).

Figura 7 - Estrutura da matriz lignoceluldsica.

_OH _OH _OH

X"NocH, Hy(‘()"‘\\’]'"‘ ~OCH;
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LIGNINA

CELULOSE HEMICELULOSE

Fonte: Adaptado de Brethauer; Studer, 2015; Raza; Abu-Jdayil, 2022.

A celulose € um longo polimero linear estavel, composto de residuos de D-
glicopiranose, unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 enquanto a hemicelulose
€ um heteropolissacarideo composto por um conjunto de diversos polissacarideos,
que sao sintetizados por meio de uma via biossintética distinta da celulose. O papel
biolégico desempenhado pelas hemiceluloses é fortalecer a parede celular por meio
da interacdo com a celulose e lignina (ALCALDE etal., 2006; SCHELLER; ULVSKQV,
2010; GREEN; BEEZHOLD, 2011; EL-GENDI et al., 2021) e embora tenhaligagdes
glicosidicas 3-1,4 semelhantes a celulose, se diferencia nos seus residuos D-xilose
ligadas a cadeias laterais compostas por diferentes tipos de agucares (SCHADEL et
al., 2010; GUERRIERO et al., 2016).
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Essa arquitetura complexa e recalcitrante da lignocelulose é o fator chave que
limita seu uso em larga escala (SHARMA, 2016). O direcionamento da degradacao da
xilana pode, até certo ponto, superar a recalcitrancia da lignocelulose e, portanto, é
significativo para a ampla utilizagdo da biomassa lignocelulosica na industria. A
popularidade das enzimaslevou a uma demanda crescente por coquetéis enzimaticos
na industria (LI, 2022).

1.2 O GENERO CHITINOPHAGA SP.

O género bacteriano Chitinophaga estda majoritariamente presente em
comunidades microbianas provenientes nosolo. Pertencentes ao Filo Bacteroides, no
Brasil, essas bactérias sdo encontradas em areas destinadas as culturas agricolas,
dentre elas a cana-de-agucar. A denominacédo de seu género provém da sua
caracteristica de degradacédo de quitina, sendo um aspecto de interesse quanto a
degradagao da biomassa (LARSBRINK et al., 2017; FUNNICELLI, 2018; BUZZO et
al., 2024).

A familia Chitinophagaceae € formada por bactérias do tipo Gram-negativas,
nao patogénicas, mesdfilas e podem apresentar forma filamentosa ou estética, assim
como a formagdo de mixdsporos, um agregado com uma parede celular solida,
resultando em uma maior taxa de sobrevivéncia por longos periodos, e germinando
quando o ambiente proporciona alta disponibilidade de nutrientes (BUZZO et al.,
2024). A bactéria tem um genoma comparativamente grande, que inclui muitas
enzimas ativas de carboidratos n&o caracterizados. Larsbrink et al., 2017 apresentou
a primeira avaliagdo protedmica da maquinaria de degradagao de biomassa dessa
espécie, tanto seu foco na manana, uma das hemiceluloses abundantes na parede
celular vegetal e consequentemente descobriram novas enzimas promissoras para
caracterizagdes bioquimicas. Funnicelli, 2018 por meio da analise de similaridade,
obteve dados com 95% de confianca de isolados CB10. Menezes, 2019 obteve trés
ORF correspondentes a arabinofuranosidases a partir do sequenciamento, tendo
como critério, a presenga de dominios conservados, pois sdo fundamentais para o
funcionamento adequado da enzima.

Atualmente, a familia Chitinophagaceae ja € bastante reconhecida e usada na
industria, seja para degradagado de biomassa (YASIR et al.,, 2011) e aroma de
alimentos (NAWRATH et al., 2010).
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1.3 DETERMINAGAO E PREDIGCAO DAS ESTRUTURAS

As proteinas sdo macromoléculas mais abundantes das células, sendo
constituida por uma sequéncia de aminoacidos, comumente denominada estrutura
primaria, que forma uma cadeia polipeptidica por meio da polimerizacéo representada
por uma reagao de condensacao e suas fungdes estao diretamente relacionadas com
a sua estrutura nativa (DORN, 2008; MORAIS, 2010).

As proteinas acompanharam o avango de pesquisas voltadas as areas
biolégicas, que consequentemente acarretou num grande volume de dados sendo
analisados, armazenados e disponibilizados para demais pesquisadores, cujo
crescimento e atualizagdo € exponencial (BALDI; BRUNAK, 2001). Para que as
proteinas possam exercer suas funcgoes, &€ necessario o seu enovelamentoem uma
forma tridimensional muito especifica, podendo esta ser prevista através de
ferramentas de inteligénciaartificial (IA) como AlphaFold, AlphaFold2 e Rose TTAFold,
através do dogma de Anfinsen e baseadas em redes neurais profundas, sendo o
tamanho do espaco conformacional,um dos principais desafios para estes métodos
(AGARD et al., 2022; LEE et al., 2022; HUANG et al., 2023; PAIXAO et al., 2023;
WANG et al., 2024).

Dentre os avancgos tecnoldgicos esta as simulagdes de dinamica molecular
(DM) que consiste numa metodologia in silico computacional de alta relevancia na
caracterizagao detalhada de sistemas biomoleculares. Tal metodologia € baseada na
resolugao de equagdes de movimento de Newton, ou seja, como cada atomo interage
teoricamente com todos os outros atomos em um determinado sistema dentro de um
periodo especifico. Sua aplicagcdo é ampla, e podem ser utilizadas nasinteracdes de
lipidio-proteina, lipideo-farmaco, proteina-ligante e estrutura e dindmica de proteina
através de programas computacionais como CHARMM, NAMD, Amber, GROMOS e
GROMACS, sendo este o software ajustado para hardware comum, cujos resultados
podem ser interpretados através dos programas “Visual Molecular Dynamics” (VMD)
e “MDplot’, cujo objetivo consiste em visualizar e destacar os sitios de ligacéo e
caracteristicas estruturais importantes da molécula exibida, assim como integragéo
termodinamica e monitoramentode ligagbes de hidrogénioaolongo do tempo (FILIPE;
LOURA, 2022; KNAPP et al., 2010).

As medidas de mobilidade mais comuns calculadas a partir de simulagdes sao

0 desvio quadratico médio (RMSD), flutuagdo quadratica média (RMSF) e raio de
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hidrodinamico (Rg), seu calculoocorre apds o alinhamento das coordenadas atbmicas
em cada etapa da trajetéria a uma estrutura de referéncia, sendo considerados
indicadores chave amplamente utilizados (MARTINEZ, 2015; SARGSYAN etal., 2017;
COUTSIAS; WESTER, 2019).

1.4 ESCHERICHIA COLI

Embora descoberta pelo pediatra alem&o Theodor Escherich (1857-1911) em
1884, a Escherichia coli (E. coli) foi incialmente considerada como Bacillus até 1895,
sendo entdo renomeada em homenagem ao seu descobridor em 1919 e s6 sendo
reconhecida oficialmente apds revisdo de nomenclatura em 1958. A E. coli € uma
bactéria em formato de bastonete, com 0,35 ym de largura e 1 ym de comprimento,
entretanto seu didmetro varia a partir da cepa ou do ambiente. Gram-negativa, n&o
esporulada, anaerdbica facultativa, e mével devido ao arranjo flagelar peritricoso,
pertence ao género Escherichia, familia Enterobacteriaceae (ALLOCATI et al., 2013;
FENG et al., 2020; YU et al., 2021).

Com a sequéncia completa do genoma, facilidade de obteng¢do, meios de
cultura relativamente baratos, manuseio e crescimento tanto em condi¢des aerdbicas
como anaerdbicas em laboratério, ferramentas moleculares para manipulagao e
escalabilidade industrial a tornaram um organismo procarioto mais amplamente
estudado nos dominios da biotecnologia e microbiologia. O genoma da E. coli sofre
constantes mudancgas devido ao fluxo continuo de inser¢des e delegdes genéticas, e
seu tamanho pode variar em até 1,9 Mb, codificando aproximadamente 4.000 a 6.500
proteinas, comregides de suscetibilidade aantibioticos por exemplo, além plasmideos
e elementos de sequéncia de inser¢ao, sendo de grande interesse para a industria e
a medicinaatravés datecnologiado DNA recombinante, ferramenta para manipulagdo
de DNA e producao de proteinas (IDALIA; BERNARDO, 2017; POOLMAN, 2017).

Algumas estratégias para alcancar altos niveis de expressao génicaem E. coli
foram revisadas por Makrides, 1996 e Baneyx, 1999. E uma vez desenvolvido e
otimizado um sistema de expressao adequado envolvendo E. coli, a produgao em
larga escala de proteinas recombinantes gera grandes quantidades de material de
cultura a partir do qual a proteina de interesse pode ser purificada (PALMER,;
WINGFIELD, 2004).
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1.5 KOMAGATAELLA PHAFFII

A Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica de formato oval, com 1 a S5uym de
largura e 5 a 30pm de comprimento. Sua parede celular é composta de
polissacarideos (30 a 60%), proteinas (15 a 30%), lipideos (5 a 20%) e uma pequena
quantidade de quitina (MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

O sistema de expressdo com Pichia pastoris possui uma variedade de
ferramentas para producao de proteinas recombinantes. Dentre elas estio, o seu facil
manuseio, promotores fortes e cultivo de alta densidade celular associados a via
secretora classica, ou seja, seus peptideos sao direcionados para a via secretora por
fusdo a sinais de secregao homologos ou heterdlogos. Isso permite a producao de
proteinas complexas que requerem modificagdes pds-traducionais,como formagao de
ligagbes dissulfeto ou N- e O- glicosilagéo, resultando em proteinas recombinantes
relativamente puras. As cepas também podem ser usadas com antibiéticos (Zeocina
ou Canamicina), e diferentes fenétipos de utilizagdo de metanol (Mut+, MutS, Mut-),
influenciando notipo de proteina bem como no seu desenvolvimento de bioprocessos.
Tais caracteristicas a tornam mais do que uma alternativa a Escherichia coli e outras
linhagens de células de mamifero para producdo de proteinas recombinantes
(FELBER et al., 2014; HEISTINGER et al., 2020). Durante décadas, a levedura
metilotréfica Komagataella phaffii (K. phaffii) era considerada como pertencente ao
género Pichia e, portanto, chamada de Pichia pastoris (P. pastoris). Em 1919,
Alexandre Guilliernond atribuiu a primeira cepa isolada a partir do exsudato de uma
castanheira francesa, sendo originalmente denominada de Zygosaccharomyces
pastoris (GUILLIERMOND, 1940). Nos anos 50 Herman Phaff isolou outras linhagens
em carvalhos negros na California-Estados Unidos, e renomeou a espécie como P.
pastoris (PHAFF et al., 1956).

No entanto,em 1995, devido as comparagdes de sequéncias parciaisde rRNAs
e 26S mostrando diferencas entre a P. pastoris das demais leveduras assimiladoras
de metanol, fizeram com que todas as cepas de P. pastoris fossem movidas para um
novo género, Komagataella (KURTZMAN, 1984; YAMADA et al., 1995) e
posteriormente separadas em duas espécies (KURTZMAN, 2005): K. pastoris (que
incluialinhagemfrancesa)e K. phaffii (que incluiosisolados americanos), sendo esta
ultima assumindo entdo sua classificagcao até os dias atuais, e consequentemente

comercializada mundialmente através de empresas como a Phillips Petroleum
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Companyem 1970 (desenvolvedora do sistema de cultura),e a Invitrogen (San Diego,
USA) voltadas para a venda de componentes do sistema de expressdo em pesquisas
aplicadas para a industria farmacéutica e biotecnoldgica (DLAUCHY et al., 2003;
KURTZMAN, 2005, 2008, 2009; AIZEMBERG, 2011; ATA, 2017; BERNAUER et al.,
2021). Bernauer et al., 2021 ressalva que as ciéncias aplicadas ainda usam
preferencialmente o nome P. pastoris, muitas vezes como sinénimos de todas as
espécies de Komagataella, enquanto os estudos fundamentais passaram a usar o
nome correto, K. phaffii. Tal levedurapossuicaracteristicas importantes e de interesse
do ponto de vista biotecnolégico (ARRUDA, 2008; FELIX, 2008; AIZEMBERG, 2011;
LINHARES, 2021), médico (COIMBRA, 2007; SILVA, 2010; BALBINO, 2011) e
industrial (CARNEIRO, 2018). Uma vez em que € uma levedura aerdbica e
metilotréfica obrigatdria, ou seja, pode metabolizar o metanol como uUnica fonte de
carbono e energia. Ainda assim, analises mais detalhadas do alinhamento de
sequéncias e previsdes de dominios proteicos foram feitas para estender a anotagao
funcional do genoma a todas as sequéncias (VALLI et al., 2016).

A K. phaffii, ¢ um dos mais importantes sistemas de producéo de proteinas
heterélogas, devido a sua capacidade de crescer em uma densidade celularmuito alta
em meios simples, assimilando metanol através do seu sistema, que esta ligado a
alcool oxidase (AOX) como primeira enzima de assimilacdo do metanol, esse AOX é
codificado por dois genes, AOX1 e AOX2 (CREGG et al., 1989; ROMANOS, 1995;
ZAHRL et al., 2017). Uma das caracteristicas mais comuns para a expressdo génica
(induzida por metanol) é integrar um gene recombinante na regido AOX1
(INVITROGEN, 2014). Embora tenha sido aprovado ser um/ocus de féacil localizacdo
para insercadode genes, o AOX também cria uma cepa com fenétipo Methanol utilising
minus (MutS). Tais cepas MutS ainda crescem lentamente em metanol devido a
expressao de AOX2, mas direcionam a forga do promotor AOX1 principalmente para
a produgao de proteinas RECOMBINANTES (KURTZMAN, 2009; BERNAUER et al.,
2021). Esses mecanismos levam a K. phaffii ser mais vantajosa que a Saccharomyces
cerevisiae, por um microrganismo unicelular de facil manipulagdo e cultivo, com
melhor tolerancia térmica e osmoética, crescimento que atinge densidades celulares
extremamente altas, secrecdo de proteina eficaz e a capacidade de expressar
proteinas recombinantes em altos niveis promotores constitutivos e induziveis. No
entanto, sua secreg¢ao ainda € complexa e nao depende de fatores como dosagem de

genes e fendétipos Mut, mas também de outros fatores que afetam o rendimento e a
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qualidade do produto, como o processamento proteolitico, dobramento, formagao de
ligagdes dissulfeto e glicosilagdo (ROMANOS, 1995; CREGG et al., 2000;
KARBALAEI et al., 2020).

1.6 VETORES DE EXPRESSAO

Estdo atualmente disponiveis no mercado diversos sistemas que permitem a
expressao heteréloga de proteinas. Onde cada vetor deve ser analisado para criagao
de um sistema de expressao que atenda as necessidades da pesquisa (SILVA, 2010).

A configuragdo padrdao dos vetores € sistema bifuncional que permite a
replicacdo em E. coli e a manutengdo em P. pastoris, possuindo algumas
caracteristicas como: cassete de expressdo (promotor que pode ser induzido ou
constitutivo); sequéncia de replicagdo autbnoma ou por integracdo (expressao
intracelular); marcador de selegdo conferindo resisténcia a antibidtico (Zeocina™,
geneticina (G418) e blasticina S.) ou marcadores de auxotrofia (HIS4, MET2, ADEA1,
ARG4, URA3, URA5, GUT1) e sitios de restricao unicos facilitando a aderéncia do
inserto com a sequéncia do DNA pretendida. Outra caracteristica que pode ser
encontrada em vetores de expressdao sao sequéncias utilizadas para facilitar a
deteccéo ou purificagdo da proteina expressa, como as sequéncias Hiss e myc. Estas
duas “etiquetas” (fags) permitem a detecc¢ao da proteina expressa usando anticorpos
especificos para estas duas sequéncias e, no caso do Hise, a cromatografia por
afinidade em resinas Ni-NTA (ARRUDA, 2008; FELIX, 2008; AHMAD et al., 2014).

Alguns vetores de expressao para P. pastoris possuem, ainda, caracteristicas
especiais para funcgdes especializadas, como a secregcado de proteinas heterdlogas.
Neste caso, apds a regido promotora existe uma sequéncia sinal responsavel pela
internalizagao da proteina expressa no reticulo endoplasmatico onde a mesma é
direcionada para a via de secre¢gdao (ARRUDA, 2008). Dentre a variedade de vetores,
o uso dos vetores pGAPZa A, B e C, se tornam vantajosos, pois apresentam 3,3 kb,
estrutura composta de promotor pAOX1 para expressao, sendo fortemente regulada
e induzida por metanol, do gene de interesse, gene de resisténcia a ZeocinaTM,
peptideo C-terminal contendo as regides codificadoras do epitodo c-myc e uma poli-
histidina tag (6xHis) para detecgao e purificagao de proteina de fusdo recombinante
(INVITROGEN, 2010).
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1.7 PRODUGAO DE ARABINOFURANOSIDASES RECOMBINANTES

A producao de proteinas recombinantes ja € uma técnica muito utilizada em
pesquisas académicas, sendo levada para diversos campos da industria,
principalmente farmacéutica e agricultura. Estima-se que a América do Norte lidere o
mercado de proteinas recombinantes, devido ao aumento de gastos em pesquisas,
aliados a presenca de infraestrutura. A producao atualmente envolve cinco principais
lideres de mercado global, estimado em 2024 em US$ 2,69 bilhdes e devendo atingir
US$ 3,94 bilhdes até 2029, com crescimento anual de 7,91% (MORDOR
INTELLIGENCE, 2023). Seu processo envolve a clonagem do gene de interesse em
um vetor de expressdo sob controle de um promotor induzivel, apds expressa e
purificada se obtém a molécula biologicamente ativa (MAKRIDES, 1996; FILHO,
2010).

Dentre os varios sistemas de expressao heterdloga, a bactéria E. coliainda se
mantem como a principal opgéo. Entretanto, ainda apresenta algumas desvantagens
como baixa concentracdo, formacao de corpos de inclusdo, toxidade, resisténcia a
antibidticos e inabilidade de realizar as modificagbes pds-traducionais, principalmente
na acetilacdo ndao enzimatica, pois embora a E. coli possua milhares de sitios de
fosforilagcéo e acetilagcédo, sua complexidade em distinguir acetilacdo enzimatica e nao
enzimatica afetam diretamente na modificagdo quimica dos residuos de lisina
(ROSANO; CECCARELLI, 2014; SCHASTNAYA et al., 2023; ARAUJO et al., 2024).

Outro sistema de expressao heteréloga acabou se desenvolvendoaolongodos
anos, e com o0 seu sequenciamento promoveu um conjunto de ferramentas tornando
a K. phaffii (P. pastoris) um sistema facilmente comercializado para a comunidade
cientifica. Diferente da S. cerevisae o sistema que utiliza a K. phaffii possui a
capacidade de controle de expressdo, sendo esta induzida ou regulada. O
crescimento aerdbico ainda proporciona altas concentragdes celulares, realizagao de
modificacbes pods-traducionais, processamento proteolitico, formacdo de pontes
dissulfeto. Ainda possibilita a expressao extracelular, cuja presenga da proteina livre
no sobrenadante facilita e agiliza a obtencéo da mesma (GASSER ET AL., 2013).

Embora os estudos sobre a producéo de Arabinofuranosidases recombinantes
ja serem recorrentes, ainda sdo escassos na literatura trabalhos que englobam a 3-L-
Arafase (FUJITA etal., 2014; ITO et al., 2014; TAO et al., 2023).
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2 OBJETIVOS
21 GERAL

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar estrutural e funcionalmente
uma beta-L-Arafase de Chitinophaga sp. codificada por um ORF proveniente da
prospecc¢ao de dados metagendmicos. Neste contexto, os seguintes objetivos foram

definidos:

2.2 ESPECIFICOS

- Realizar analise in silico de uma sequéncia codificadora de Arafases a partir do
banco de dados, construido a partir de um consadrcio microbiano;

- Expressar o gene codificador da enzima em Komagataella phaffii;

- Efetuar a extragao e purificacdo da enzima por meio de cromatografia de afinidade
com metal imobilizado e exclusdo molecular;

- Construir modelo da estrutura tridimensional da proteina através da analise de
bioinformatica para a caracterizagdo do bolsdo de cada enzima, além dos residuos
envolvidos na ligagao ao substrato;

- Fazer simulagdes de dinamica molecularda enzima em diversos pH, temperatura e

solventes.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANALISE IN SILICO DA SEQUENCIA DE B-L-ARAFASE

A sequéncia codificadora da enzima [B-L-Arafase foi selecionada a partir do
banco de dados (CB10), construido a partir do sequenciamento de um consorcio
microbiano efetuado na UNESP de Jaboticabal e gentiimente concedido pelo prof. Dr.
Luciano Kishi. Essa sequéncia foi prospectada por sua similaridade e analisada in
silico, sendo elaa CB10_2.116.

No entanto, foram realizadas alteracdes estruturais necessarias na sequéncia
(Figura 8), a fim de evitar problemas no processamento da proteina heterélogana E.
coli e K. phaffii. Essas modificagdes incluiram a eliminacdo do peptideo sinal na
porcao 5’ do gene e a substituicdo pelos sitios de processamento para Kex2 e Ste13
(verde) que possuemsitio de Xhol (CTCGAG) na sua extremidade (azul). Além disso,
um sitio para Sall foi adicionado naregido 3’ em fase com os codons das 6 histidinas
ja presentes no vetor. Por fim, um sitio interno para BspH| foi eliminado (amarelo) sem

alterar o aminoacido (fenilalanina), sendo util para a integragéo do vetor.

Figura 8 - Alteragdes para desenho do gene sintético.

EEC TEARGER CANGCAGCCGCCTTTCCCTTGAGCGCTETACATATARLCG
CeEEGCCETTCCTGGAGECECEOCGCACGGATGARMAGTACATCCTTTOCCTTGACGOGGRACAG
GCTRCTGGCCCCCTTCCTGRAGGRAGCEGECCTECAGCCTGTARARGATAGTTACGGCRAACTGE
GARRLAGACGGECTGAACGEGCCACATCEGGGECCATTATTTATCCGCGOTTGOGCTCGATGTATS
CCAGCACCGGCAATGRAGTGTACCATCAACGACTGCAATACATGCTGEACCAGCTGGARCGTTS
CCRAGCAGGCCRACARRALCGGCTATATCGGCEETGTCCCRARCGECAAGEGCCETTTGEGRACGAR
GTEECTECCGECARTETCAGCEOEETGRR LA RGCGCTEEETGLCCTGETACRACGTGOATRALA
CCTRACARCGGCCTGCTGEACGCOTATCECATCACCCELTCCEGLGCAGGOGCTGOGCATGCTCAC
CEETATGTGCAACTGGGECCTGCRAACTEACGGCCCATCTRACCGACGOGCARATGCAGGRLRATS
CTECAGEGARGRACATGEEGECATCARCEALGTATTTGCCGCCETGGCEERAGATCACCEECRAACT
AGCRRTACATGCAGCTGECCAGECGCTTTTCACACCGEGCGCTTTATGARCCEOTGCATRGCCR
TACGGATARACTCACTGECCTGCATGCCARCACGCARATACCGAARGTAGTCGEGTTCATGGAG
ATAGGTACCGTTGCCAGGGACAGCGCCATGTCCGATGLGECCEGCEGTTCTTCTEECARACGETEE
TGRRCCGCCGCAGCETGECCTTTGGEEECARCAGCETGCGEEARCACTTTAACCCGETGGATAR
CTTTATGACTGTGCTCEARAGCOCGGARGEGCCTGARACCTCCARCAGCTACAATATGCTGARG
CTCRACCRAARCTCCTGTITCCTGCARCATCCGARALGCAGCTACCTGGATTATTATGAACGCACCC
TCTACAATCATATTCTCGCTTCOCAGCATCCOGACCELGGCTTCGTCTATTTTACGCCCATCCG
CCCGATGCATTACCGCGTGTATTCCCGCAGCCAGGACTGCTTCTGGTECTGUGTAGGTACGEEE
CTEGRARACCACGCCARATACGEAGAGCTGCTATATGCGCATGATAGCAGCAGCCTGTATGTAR
ACCTGTTTATCGACTCGEATGTGOGCTGEARRAGARA AL GGCATTARGCTTATTCRGCACRCGAR
TTTTCCCTTTGAACCCAGGRACGCAGCTCACCOTATCAGTAGCCAGCCCTCAGGCATTCACGCTE
CEEETARGGRARCCGEUETEECTATCGEALCCACCCETCCTGOAGATAARCAACCGGACGRTAL
CACTGGCTGTAGGTGRAAGATGETTTTTICTCCATCACCAGRATTTGGAARRATARTGATARLGT
GACCRATGACCCTTCCCATGCARACCCGOCTGEARCCTTTACCEEACGECRGOOECTGEECRGOT
CTEGTACATGECCCGATTGTGCTCGTGECARCEGEGATTCCGCGARGCTCARTACCATCGCGGATE
GEAGCCEETGEEECCACATTGCCAACGECCCECTCARACCCCTGGARCGATGCGOCCATECTGAT
GACGGACAGCACGCAGETARCGCTGCAGCCCACCCCGCGCCCCATGEAGTTTACCGCTECGCGET
CTCATCTGGCAGCAGCCGTATARGCARCTGCTGCTCARRCCTTTCTTCCAGGOGCATGACGCCT
GCTRATGTGATGTACTGGCCGTRACGGCARCCAGCAGGAGATCARCGCCATGCAGCRAGTGCTGET
CGCGRARARTGCCGCCAGGEARGCGATCGARGCCGCCACGCTEGGACGTGETGCACCTGEGCGAG
CARCRACCGGAATCAGACCACCGECTGCALRTCGGACAATACGECCACCGGCTTGTRACGARTGET
AACRCTTCCGCCAGGECARAGGATGGTITAGCGTGETGCTGCARARTAARRMCCAGCAGGGCAR
ALTGCTGCTGETEARATATTTGAGCGATGATARAGRAA R ACCTCTTCACTATTTOCGTCARCEEE
ALRGTACTCCGEGRAGTGRACGACGGAGRAGCARGGEACGCCGECEGATACGCCAGGTGCAGGTGEE
CCTTGCCEGARAGCGCGLTGCARCAGCCGCAGCTARCGETGACCATCAGCGCTACCCECARCCE
CGATATGGGCCEEATAGGACGARMTCCGETTGCTEGCCEGATATCACGCARRCGGCTALACGRGTC
GAC

Fonte: Autoria Propria
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3.2 PREDICAO DA ESTRUTURA POR ANALISES COMPUTACIONAIS

As coordenadas iniciais da proteina com e sem a cauda de histidina (His-tag)
submetidas a dinamica molecular foram obtidas por modelagem estrutural, usando o
programa Al (RoseTTafold) (BAEK et al., 2021). Simulagdes de dinamica molecular
foram realizadas usando o GROMACS/5.1.4 (VAN DER SPOEL et al., 2005), com
campo de forga GROMOS54a6 (OOSTENBRINK et al., 2004). O sistema foi solvatado
com o modelo de agua SPC em umacaixa cubica,onde a proteina estava centralizada
a pelomenos 1 nmda borda. O sistema foi neutralizado com Na* e Cl-. A minimizagao
de energia foirealizada com o algoritmo de steepest descent com 5.000 passos € uma
tolerancia de 10 KJ/mol.

A primeira etapa do equilibrio, realizada no ensemble NVT, levou 100 ps de
simulacéo a temperaturas constantes de 30, 50, 70 e 90 °C (acoplado a termostato de
Barendsen modificado). As velocidades aleatdrias foram geradas pela distribuigdo de
Maxwell-Boltzmann. O segundo estagio de equilibrio, realizado no ensemble NPT,
levou 100 ps de simulacio a temperaturas constantes de 30, 50, 70 e 90 °C e pressao
de 1 atm (acoplado ao barostato Parrinello-Rahman). As simulagbes de dinamica
molecular foram realizadas com passos de 2 fs usando o algoritmo Leap-Frog para
integrar as equacgdes de movimento. Os resultados sdo expressos como a média das

trés simulacgdes.

3.3 EXPRESSAO HETEROLOGA DE B-L-ARAFASE EM ESCHERICHIA COLI
(DH10B) E KOMAGATAELLA PHAFFII (X33)

3.3.1 Vetor de expressao

O plasmideo de expressado (CB10_2.116) (Figura 9) foi desenvolvido pela
empresa GenOne (Rio de Janeiro, RJ), utilizando as enzimas de restricdo Avrll e

BspHI para digestao previa do vetor pGAPZaA para expressdao em K. phaffii.
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Figura 9 - Mapa do vetor de expressdo pGAPZaA_CB10_2.116.
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Fonte: Imagem fornecida pela empresa GenOne®
3.3.2 Transformagéao de Escherichia coli com o plasmideo

Foi realizada por método do choque térmico, seguindo o protocolo Invitrogen
(versao F, 2002), onde 100 pL de bactérias competentes foram misturadas a 400 ng
do plasmideo de expressdao pGAPZaA CB10_2.116. Em um eppendorf de 2 mL, a
mistura foi mantidaem gelo por 10 minutos, seguido por40 segundos em banhomaria
a42 °C, gelo pormais 10 minutos. Apds, adicionou-se 1 mL de meio LB (10% Triptona;
10 % NaCl; 5% Extrato de levedura) sem antibiético, e as célulastransformadas foram
incubadas a 37 °C, com agitagao de 200 rpm, por 1 hora para regeneragao. A mistura
foi entdo centrifugada por 1 minuto a 12.000 xg “” para sedimentar as bactérias.
Posteriormente, retirou-se 800 pL do sobrenadante, e ressuspendeu o pellet no
restante do meio, sendo entdo o conteudo plaqueado em diferentes volumes (10, 20,
50, 100) de forma duplicada em placas de agar LB Low Salt (10% Triptona; 5% NacCl;
5% Extrato de levedura - pH 7,5) com antibiotico (Zeocina 50 ug/mL), e incubado a 37
°C overnight. O conteudo restante da cultura foi estocado em microtubos de glicerol

(20% v/v), submetidas a congelamento e armazenamento a -80 °C.

3A rotagao na centrifuga foi transformada em Forga Relativa pela equagao RCF = 11.2 x raio do rotor
x (RPM/1,000)2, onde o raio é medido em cm (HETTICH, 1937).
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3.3.3 Purificacéo e quantificagdo do DNA plasmidial

A purificagédo e quantificagdo do DNA plasmidial foi realizada com a finalidade
de confirmar a transformacéo das células realizadas na sec¢ao (4.3.2). Seguindo o
protocolo do “kit easypure® plasmid miniprep (Trans Gen Biotech)”, que usa um
método de lise celular alcalina modificado para isolar DNA plasmidial de alta
qualidade. As colénias que cresceram no processo de transformacgao foram colocadas
em frasco Erlenmeyer (50 mL) com 20 ml de meio LB de baixo sal (low salt LB medium
- pH 7,5) com o antibiético (Zeocina 50 pg/mL), e colocados para crescer na estufa a
37°C, 180 rpm, até o dia seguinte. Os crescimentos foram redistribuidos em microtubo
Eppendorfde 2 mL e seguiram para a centrifugapor 1 minutoa 10.000 xg, descartou-
se o sobrenadante, sendo o pellet ressuspendido em 250 pyL de tampao de
ressuspensao (RNase A) e agitado em vortex até que as bactérias fossem
redistribuidas no liquido, foi entdo adicionado 250 pL de tampédo de lise (LB) em
seguida 350 uL de tampéo de neutralizagao (NB), seguiu para a centrifuga por 5
minutos a 12.000 xg, sendo feita a transferéncia do sobrenadante para uma coluna
de rotagcdo e novamente centrifugado por 1 minuto a 12.000 xg nas mesmas
condic¢des, descartando-se o sobrenadante. Na sequéncia, foram adicionados 650 L
de tampéao de lavagem (WB com etanol) e centrifugado por 1 minuto a 12.000 xg
descartando-se o sobrenadante. Adicionou-se por fim, 50 uL de tampao de eluigao
(EB) pré-aquecido a 65 °C em banho maria (recomendado para maior rendimento),
entdo seguindo para centrifugagéo por 1 minuto a 10.000 xg. O DNA plasmidial puro
seguiu para as etapas de quantificagcdo em aparelho NanoDrop® ND-1000 UV-Vis

(Thermo Fisher Scientific) e eletroforese desnaturante.
3.3.4 Eletroforese em gel de agarose

A anélise em gel de agarose foi utilizada para analise dos fragmentos de DNA
extraidos na secéo 4.3.3. A agarose foi preparada na concentragéo 1,5% (p/v) em
tampao de corrida TAE 1X suplementado com brometo de etidio para uma
concentragdo final de 25 pg/mL. O tampéo de carregamento DNA gel Loading Dye
(6x) (Thermo Scientific ®) foi diluido nas amostras de DNA para concentragao final de
1X. As amostras e o marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific ®)
foram aplicados no gel e submetidos a eletroforese com voltagem ajustada em 100 V

por 1 hora em equipamento Hoefer Scientific Mighty Slim SX250 DC Power Supply®.
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Para visualizagédo das bandas de DNA, o gel foi exposto a luz ultravioleta através de

um Transiluminador.
3.3.5 Transformagao de Komagataella phaffii com o plasmideo

Primeiramente foram preparadas células competentes de levedura K. phaffii
crescidas em placas YPD (1% Extrato de levedura; 2% Peptona; 2% Dextrose; 2%
Agar) até o aparecimento de colénias. Foram selecionadas de 3 a 5 col6nias isoladas
frescas para um pré-inéculo com 10 mL de YPD em Erenmeyer (50 mL), sendo
incubadas a 30 °C overnight. Posteriormente, foi medido sua O.D.so0 e calculado o
volume utilizado para o inoculo levando em consideragédo o tempo de geragao de 2
horas, sendo assim, o volume programado foi de 200 mL de YPD em Erlenmeyer (500
mL). Quando o in6culo atingiu a O.D.soo esperada (0,4-0,6), foi feito uma imersao no
recipiente no gelo por 15 minutos para cessar o crescimento. As células foram
centrifugadas a 1.500 xg por 5 minutos a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 200 mL
de agua gelada e centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores, ou seja, o pellet foi
ressuspendido em 100 mL de agua estéril gelada por 2 vezes. Apds a centrifugagao
nas mesmas condi¢des as células foram ressuspendidas em 10 mL de sorbitol 1 mol
L-" mantido no gelo. Sendo entdo distribuidas em aliquotas em microtubos Eppendorf
e mantidas no gelo até sua utilizagao.

Subsequentemente foram misturados 80 pL de células competentes com
aproximadamente 10 ug de DNA linearizado. A mistura foi colocada em cubetas de
0,2 cm e incubadas por 5 minutos no gelo. A eletroporacédo foi realizada de acordo
com o Protocolo Invitrogen (versao F, 2002), com os seguintes parametros: 1.500 V,
25 pF, 400 Q. Imediatamente apds o choque foi adicionado 1 mL de sorbitol gelado
nacubeta e o conteudo transferido para tubo estéril de 1,5 mL. Na sequéncia foi feita
incubacdo a 30 °C sem agitagao por 1 hora e, adicionado 1 mL de YPD e incubado a
30 °C sob agitagao de 200 rpm por mais uma hora para permitir a expressao do gene
que confere resisténcia a Zeocina. Foram plaqueadas de 50 a 200 pL do sistema de
transformacdo em placas de YPD enriquecido com 1M de sorbitol e antibidtico
(Zeocina 100 pg/mL) e incubadas até o aparecimento das coldnias (entre 5 a 7 dias).
O conteudo restante seguiu para estoque seguindo o mesmo protocolo adotado para

E. coli.
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3.3.6 Ensaios de expressao da proteina recombinante

Para os ensaios de expressao, foram retiradas colénias do estoque em glicerol
e estriados em meio YPD, enriquecido com Zeocina (50 pg/mL). As placas foram
incubadasa 28 °C durante 72 horas a 30 °C sob agitagdo a 200 rpm por até 120 horas.
A cada 24 horas, aliquotas de 2 mL foram retiradas da cultura e estocadas em
microtubos Eppendorf (2 mL). Apds a contagem celular (O.D.s00), as amostras foram
centrifugadas a 17.800 xg por 5 minutos, sendo o “pellet” descartado.

As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% para
avaliacdo da expressdao da enzima. Apds 0s ensaios serem analisados, a melhor
condic¢ao determinada foi adotada em maior escala, sendo feita em 1 litro, e todo o

conteudo centrifugado para etapa de purificagao.
3.3.7 Analise de proteina em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas foi realizada em gel de poliacrilamida desnaturante
segundoLaemmli, (1970) no sistema de eletroforese da GE Healthcare. A preparagao
das amostras foi realizada com uma diluicdo em tamp&o de amostra (Biorad) na
propor¢cao 1:1. Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 minutos em banho
de ebulicdoe aplicadas (20 pl) no gel de poliacrilamida 12%. A corrida para separagao
das proteinas foi realizada a 90 volts nos primeiros 30 minutos e depois 110 volts até
a descida completa das proteinas no gel.

Apos a eletroforese, o gel foi corado com a solugao de Coomassie blue durante
a noite sob agitagao e, posteriormente, descorado com a solugao descorante (solugéo

de acido acético 10%), também sob agitacéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISE IN SILICO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA B-L-ARAFASE
HETEROLOGA DA BACTERIA CHITINOPHAGA SP. CB10_2.116. PARA
PRODUCAO HETEROLOGA DA ARAFASE RECOMBINANTE

ApOs sequenciamento e comparagao da sequéncia obtida com as disponiveis
no bando de dados GenBank (Figura 10), constatou-se que o inserto apresenta 2301
nucleotideos em sua composicao e elevada similaridade com sequéncia codificadora
de uma glicosil hidrolase pertencente a familiac 127, do microrganismo Chitinophaga
sp, (numero de acesso: WP_291911533.1, E-value: 0.0, identidade: 100 %). A
sequéncia inicia com um cédon AAG e possui o codon CAA em sua porg¢ao final.

De acordo com o banco de dados CAZy, que reune enzimas envolvidas na
quebra, modificagéo ou criagao de ligagdes glicosidicas, agrupando-as em diversas
familias (LOMBARD et al., 2014), enzimas classificadas na familia 127 sao B-L-

Arafases.

Figura 10 - Comparacdo da sequéncia de aminoacidos obtida com sequéncias
disponiveis no banco de dados GenBank NCBI, indicando que a proteina pertence a
familia GH127.
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Fonte: Autoria Propria

Sitios de restricdo presentes na sequéncia de nucleotideos também foram
identificados através do Nebcutter (Figura 11). Esta etapa foi essencial para a selegao
das enzimas de restricdo a serem utilizadas para digestdao do inserto e posterior

ligac&o dele ao vetor de expressao.
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Figura 11 - Analise dos sitios de restrigdo encontrados na sequéncia de
nucleotideos isolada (Nebcutter V.3).
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Fonte: Autoria Propria

Um peptideo sinal entre os aminoacidos de 1 a 20 foi identificado, conforme
mostrado na Figura 12, apds analise através do servidor Signal P — 6.0 (SignalP,
2025).

A Chitinophaga é catalogada como uma bactéria Gram negativa, e sendo
assim, tem a mureina no espaco periplasmatico localizado entre as membranas
plasmatica e externa.

O peptideo sinal da enzima 3-L-Arafase € do tipo Sec/SPI, entdo a localizagao
mais provavel € o periplasma. Em bactérias Gram-negativas, proteinas com peptideo
sinaldo tipo Sec/SPIséo sintetizadas nocitoplasma e reconhecidas pelo sistema Sec,
que as transloca em estado nao enovelado através da membrana interna. Durante
esse processo, o peptideo sinal € clivado por uma peptidase sinal tipo |. Essas
proteinas geralmente permanecem no periplasma, embora algumas possam ser
transportadas para a membrana externa ou secretadas, caso possuam sinais
apropriados adicionais (DRIESSEN; NOUWEN, 2008).
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Figura 12 - Predi¢ao de peptideo sinal na sequéncia de aminoacidos codificada pelo
gene obtido no presente estudo (Signal P 5.0).
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Fonte: Autoria Propria

42 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Em analise feita com a ferramenta ProtParam (servidor web.expasy.org), a 3-
L-Arabinofuranosidase apresentou um total de 780 aminoacidos em sua sequéncia
primaria e sem a presenga da cauda de histidina, com uma massa molecular de
87.998 kDa. O pH ou ponto isoelétrico da enzima foi estimado como sendo em 8,58,
sendo que este o valor de pH onde a carga liquida da proteina se encontra nula.

O coeficiente de extingdo molar calculado foi de 19875 L mol-' cm'. Esse valor
indica a absorcao de luz realizada pela proteina em 280 nanémetros, e a mensuragao
€ feita em agua. Seu calculo é feito com base no coeficiente de extingdo molar de
tirosina, triptofano e cistina, multiplicado pela quantidade dos aminoacidos presentes

na sequéncia proteica, que neste caso assumindo que todos os residuos de cistina
sdo reduzidos.

4.3 PREDICAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL

A estrutura da 3-L-Arabinofuranosidase foi desenhadaporAl e resultou emuma
estrutura complexa composta de alfa-hélices correspondendo a 24% da estrutura total
(em roxo), 22% de folhas betas (em amarelo), enquanto os 54% restantes

corresponderam ao enovelamento aleatorio (random coil) (em ciano e branco) (Figura
13).
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Figura 13 - Estrutura terciaria da B-L-Arafase de Chitinophaga sp. CB10_2.116,
modelada pela IA RoseTTaFold (Washington University), representada pelo programa
VMD (University of lllinois at Urbana Champaign) em duas diferentes perspectivas.

Fonte: Dra. Ana Paula Ribeiro Povinelli

A proteina B-L-Arafase de acordo com a figura 14, apresentou sitio de ligagao
mostrado na regido inferior (verde), assim como a cauda de histidina His-tag
(vermelho), sendo também modelada com e sem a cauda de histidina, ambas
sobrepostas (Figura 15). Tal analise verificou que a presenca da cauda n&o alterou

significativamente a estrutura da proteina.

Figura 14 - Estrutura tridimensional (3D) prevista da 3-L-Arafase de Chitinophaga sp.
A estrutura apresenta His-tag (em vermelho) e o sitio ativo (em verde) foram
modelados usando o software de IA RoseTTaFold (Universidade de Washington),
representados sobrepostos no programa VMD (Universidade de lllinois).

Autoria Propria
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Figura 15 - Proteina com cauda (em amarelo) e sem cauda His (em azul) modelada
pelo software de IA RoseTTaFold (Washington University), representada pelo
programa VMD (University of lllinois at Urbana Champaign).

Fonte: Dra. Ana Paula Ribeiro Povinelli

44 PREDIGCAO DA ESTABILIDADE DA PROTEINA

O Rg ou raio hidrodinamico, foi usado para verificar a estabilidade da enzima
com a His-tag em diferentes temperaturas (Figura 16). Cada linha representa o raio
monitorado na simulacéo durante os 180 nanossegundos (ns), e ao comparar todas
as temperaturas, com a cauda verificou-se uma estabilidade do raio, em mais ou
menos 2,75 nm de raio da proteina, mostrando que o raio nao flutuou
significativamente, ou seja, a proteina se manteve estavel ao longo do tempo em
relacdo as temperaturas simuladas. Contudo, sem a presen¢a da cauda, mostrou que
na faixa de temperatura em 30 °C (cor preta) a proteina apresentou um perfil
levemente inferior as demais temperaturas durante todo o tempo de simulagao,
ficando em valor abaixo de 2.750 nm. Entretanto, a proteina se manteve estavel

durante os 180 ns.
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Figura 16 - Raio de giro (hidrodindmico) da proteina com e sem His-tag nas
temperaturas de 30, 50, 70 e 90 °C.
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Fonte: Dra. Ana Paula Ribeiro Povinelli

Por outro lado, a anélise do Desvio Quadratico Médio (RMSD), que mede a
similaridade entre estruturas, mostrou a estabilidade da estrutura da proteina ao longo
de 180 ns de dinamica molecular (Figura 17). E notério que em temperaturas de 30
°C (preto) e 50 °C (vermelho) ndo houveflutuagao,ou seja, a estrutura nao foi alterada
e se manteve estavel. Entretanto, ao aumentar a temperatura para 70 °C (verde), o
RMSD demonstrou que a proteina sofreu pequenas flutuagdes, ja na faixa de 90 °C
(azul), entre 60 ns a 180 ns a proteina flutuou, indo de valores de 0,35 nm para 0,6
nm, dobrando o seu tamanho, mostrando que a proteina é sensivel em temperaturas
elevadas, o que se traduziria na perda da atividade enzimatica. Ja sem a cauda, o
RMSD mostrou que a proteina nafaixa de temperatura de 90 °C, esteve abaixo de 0,6

nm, sendo esta, a mais estavel até mesmo em temperaturas elevadas.
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Figura 17 - RMSD da B-L-Arafase com e sem His-tag nas temperaturas de 30, 50,

o
70 e 90 °C.
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Fonte: Dra. Ana Paula Ribeiro Povinelli

A Flutuagao Quadratica Média (RMSF) verificou as flutuagdes da proteina de

cada um dos 780 aminoacidos, e como cada um flutuou em diferentes temperaturas.

De acordo com a figura 18, tanto com e/ou sem a presenc¢a da cauda notou-se que na

faixa de 520 a 630 residuos de aminoacido (laranja), os aminoacidos flutuaram mais

na faixa de temperatura a 90 °C, com pico de até acima de 0,8 nm, mostrando que

essa regiao da proteina em ambos os casos é mais flexivel e sensivel a mudancga de

temperatura em relagédo as demais.

Figura 18 - RMSF da 3-L-Arafase com e sem His-tag nas temperaturas de 30, 50,

70 e 90 °C.
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A figura19, mostra a analise de estrutura secundaria, apresentada nos padrées
secundarios de a-hélice (cor rosa), folha 3 (cor amarela), algas (cor verde) e estrutura
randdmica (cor branco). Com a cauda flutuagdes isoladas foram observadas em duas
faixas de temperaturas (a, c) onde em 30 °C é visivel no aminoacido Serina (Ser)
enquanto em 70 °C é visivel no aminoacido Alanina (Ala) representados na cor
vermelha. Ja sem a cauda, mostrou flutuacdes isoladas em trés faixas de
temperaturas (b, c, d), onde em 50 e 70 °C é visivel no aminoacido Arginina (Arg),
porém em regides diferentes, enquanto em 90 °C ¢ visivel nos aminoacidos aspartato

(Asp) e alanina (Ala).

Figura 19 - Analise da estrutura secundaria da B-L-Arafase com e sem His-tag ao longo de
180 ns nas temperaturas a) 30 °C, b) 50 °C, c) 70 °C, d) 90 °C.
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Fonte: Dra. Ana Paula Ribeiro Povinelli

45 OBTENCAO DO VETOR DE EXPRESSAO E TRANSFORMAGCAO

Inicialmente foram desenvolvidos dois vetores de expressao, um pET28(+) com
sitios de restricado BamHI e PspXl para E. colie pGAPZaA com sitios de restricao Avrll
e BspHI para K. phaffii. Devido ao limite financeiro, optamos por seguir com o vetor
para K. phaffii, para ambas as transformagdes, sendo assim, esta etapa foi realizada
pela empresa GenOne®.

Apods as etapas do processo de transformacgao, observou-se o crescimento de
colénias resistentes de E. coliem 1 dia e K. phaffii entre 3 a 5 dias, em placas de petri

com os respectivos meios de cultura enriquecidos com o antibidtico Zeocina (Figura
20).
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Figura 20 - Colbénias de E. coli e K. phaffiem meio seletivo apés transformagao.

Escherichia coli 7 Komagataella phaffii
Fonte: Autoria Prépria

Além da selecao de placa, também foifeito um colony screening, com a enzima
Avrll, das colbnias que cresceram na placa, para verificar quais colénias foram
positivamente transformadas através da ligacao do inserto de interesse. Na figura 21
foram observados fragmentos amplificados na altura esperada relativos ao fragmento
inserido na bactéria E. coli, uma vez que, apos a digestdo o inserto foi liberado

resultando em bandas visiveis no gel de agarose.

Figura 21 - Produto de amplificagdo obtido apés PCR de colénias: Marcador
Molecular (MM) Gene Ruler 1kb DNA ladder, Thermo Scientific.
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Fonte: Autoria Prépria. Kpb =kilobase.
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Foi feita a extracdo de DNA plasmidial através do Miniprep das colbnias,
seguindo da quantificagdo que foram posteriormente usadas para os ensaios de
transformacao em K. phaffii. Embora tenhamsido realizados, os ensaios de expressao

nao conseguiram identificar a proteina.

46 COMPARACAOPRELIMINAR COM A B-L-ARAFASE DE BIFIDOBACTERIUM
LONGUM

As analises mostradas a seguir sao preliminares, uma vez que devido a
problemas com a rede computacionalda UNESP atrasaram os procedimentosin silico
previstos, tanto no que se refere a dindmica molecular quanto ao docking de
substratos, sendo essas analises interligadas. Para a escrita do manuscrito relativo a
esta parte, essas analises serdo incluidas.

A comparagéao de sequéncias da enzima de Chitinophaga e B. longum apontou
em torno de 22% de identidade (resultados ndo mostrados), permitindo identificar no
CLUSTAL os residuos que interagiriam com o zinco e com o substrato no sitio ativo
da enzimade Chitinophaga, tomando como base a estrutura cristalografica da enzima
de B. longum (ITO et al., 2014). Os residuos identificados foram: E292, E311, C313,
C379 e C380 (E322, E338, C340, C417 e C418 na sequéncia de B. longum,
respectivamente). Entre os residuos que participariam do reconhecimento do
substrato com o substrato arabinofuranose apenas a H243 foi identificada, que
corresponderia a H194 de B. longum.

A figura22 mostra o sitio ativo da estrutura modelada com AlphaFold (JUMPER

et al., 2021) com os residuos identificados.
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Figura 22 - Residuos do sitio ativo da B-L-Arafase de Chitinophaga sp. Os residuos
C313,C379e C380 (amarelo), E292 e E311 (vermelho), e H243 (azul). A esfera cinza
representa o atomo de zinco.

Fonte: Autoria Prépria, usando o programa Pymol (v.3.13).

Dos residuos citados, participariam do reconhecimento do substrato os
glutamatos E292 e E311, e a histidina H243, enquanto as cisteinas C313, C379 e
C380 da coordenacgao do zinco, por analogia com a proposta para a enzima de B.
longum. A estrutura cristalizada da enzima de B. longum foi a de um dimero que
interage através de um dominio beta-sandwich 2. No caso da enzimade Chitinophaga
também é possivel prever, nas analises, a formacdo de um dimero quando aenzima

nao possui a cauda de histidina (Figura 23).
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Figura 23 - Dimero previsto por analise in silico para a B-L-Arafase de Chitinophaga
sp.

Fonte: Autoria Prépria, usando o programa Pymol (v.3.13).

Na forma monomeérica uma parte da estrutura oclui parcialmente o acesso ao
sitio ativo, enquanto na forma dimérica o mesmo ¢ liberado.

Foram realizadas analises preliminares de docking com eventuais substratos
da enzima. A figura 24 mostra a analise realizada do potencial substrato Aras-Hyp (3
arabinofuranosesligadasa hidroxiprolina). Nao sabemos se em Chitinophaga sp. este
seria de fato, in vivo, o substrato da enzima, conforme apontado anteriormente em
relacdo a enzima GH127 de Bifidobacterium longum, embora essa mesma enzima

seja capaz de efetuar sua hidrdlise in vitro.
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Figura 24. Docagem do substrato Aras-Hyp no sitio ativo da B-L-Arafase de
Chitinophaga sp., analisado desde duas perspectivas.

Fonte: Profa. Dra. Ana Paula Ribeiro Povinelli.

As analises de dinamica molecular com a estrutura contendo o zinco e na
auséncia e presencga dos substratos nao puderam ser concluidas a tempo por
imprevistos na rede computacional da Unesp.

Uma analise preliminar foi feita wusando o site  DynaMut

(https://biosig.lab.ug.edu.au/dynamut/analysis) para avaliar dois parametros da

mobilidade da cadeia polipeptidica do dimero: a energia de deformagao e a flutuagao
atbmica. A primeira se refere a flexibilidade local da cadeia, enquantoa segundaa
amplitude do movimento dos atomos que compdem a cadeia polipeptidica.

A figura 25 mostra a analise da energia de deformagao, que aponta a porgao

carboxila terminal (circulos vermelhos) e a faixa de residuos 233 a 236 (circulos


https://biosig.lab.uq.edu.au/dynamut/analysis
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verdes) de cada cadeia como aquelas com maior flexibilidade local, mostrada em
termos da espessura da cadeia.

A energia de deformacgao indica o gasto energético requerido para que uma
area especifica da proteina se desvie de sua configuragdo de equilibrio durante um
movimento especifico. Ela indica o esforgo necessario para que a estrutura de
deformar localmente. Areas com elevada energia de deformagdo costumam ser mais
rigidas, enquanto as areas com menor energia de deformagao, costumam ser mais
maleaveis e adaptaveis a altera¢cdes conformacionais (TAMA; SANEJOUAND, 2001).

Esta avaliacao é eficaz para reconhecer areas funcionais flexiveis, tais como
loops de atividade, areas de conexao com ligantes ou areas de interagdo com outras
proteinas. Normalmente, os primeiros modos de vibragao (nao triviais) sdo os que
mais contribuem para grandes altera¢gdes conformacionais.

Ja afigura26 mostra a flutuagao atbmica, onde apenas sobressaem as regides
C-terminais como regides mais flexiveis.

A flutuacéo atdbmica representa a amplitude média do deslocamento absoluto
de cada atomo durante os diferentes modos de movimento, espelhando a mobilidade
global da proteina em diversas areas. Ela é normalmente descrita como uma média
quadratica do deslocamento dos atomos em diregao a posigcao de equilibrio, isto €,
um tipo de desvio padrao do movimento atdmico (YANG et al., 2009).

Obviamente, esta analise superficial precisaria ser confrontada com uma

analise mais robusta, como a pretendida originalmente.
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Figura 25. Anaélise de deformacao do dimero da p-L-Arafase de Chitinophaga sp.
analisada pela ferramenta DynaMut.

For Educational Use Only

Fonte: Autoria propria, utilizando o programa Pymol.

Figura 26. Analise de flutuagao atdmica do dimero da B-L-Arafase de Chitinophaga
sp. analisada pela ferramenta DynaMut.

For Educational Use Only

Fonte: Autoria propria, utilizando o programa Pymol.
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5 CONCLUSOES

Neste capitulo, as analises in silico, a clonagem e a expressdo heterdloga
(embora nao tenhamos condi¢gdes de avaliar se foram bem-sucedidas) foram
realizadas com o intuito de contribuir com o entendimento da estrutura, funcéo e
potencial aplicacdo da B-L-arabinofuranosidase de Chitinophaga sp. Os resultados in
silico mostraram que a sequéncia obtida possui 2301 nucleotideos, 780 aminoacidos,
sendo seu tamanho em torno de 87 kDa, sendo altamente similar com Chitinophaga
sp., com peptideos sinal tipo Sec/SPI, padrao bactérias. Sua estrutura é composta de
a-hélice e folhas B, e a presenca da cauda de histidina aparentemente nao influéncia
naestrutura e nafuncaoda proteina. Analises de raio de giro, desvio quadraticomédio
e flutuacado quadratica média e estrutura secundaria mostraram que ela se mantém
estavel entre 30 e 70 °C, ao passo que é sensivel a altas temperaturas como 90 °C.
Os resultados encontrados podem contribuir para o avango da biotecnologia no setor
energético e na gestdo de residuos, com potencial de impactar positivamente a

sustentabilidade ambiental e econémica.
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1 INTRODUGAO

As plantas capturam energia solar na forma de carboidratos, principalmente,
mas 0s mesmos estdo presentes integrando a parede celularem uma forma insoluvel,
ao invés de serem soluveis, como a sacarose. Devido a resisténcia da lignocelulose,
€ necessario realizar um processo de pré-tratamento (fisico, fisico-quimico, quimico
ou bioldgico) para tornar as fragdes celuldsicas acessiveis as enzimas. Esse processo
envolve a identificagao dos polissacarideos presentes na parede celulare a hidrélise
das mesmas (GONCALVES, 2011).

A hidrolise enzimatica de materiais lignocelulésicos € considerado um método
eficiente para a produc¢ao de acgucares, por ser um processo que pode ser facilmente
controlado, além de ser seletivo e exigir condicbes amenas de pH e temperatura
(AVILA, 2022). No entanto, a producdo de alcool a partir do bagaco ainda é um
desafio, uma vez que enfrenta obstaculos como a necessidade de desenvolvimento
de novas tecnologias capazes de extrair energia do material lignoceluldsico. Segundo
Buckeridge, (2013), existem quatro fases para a produgao de etanol,sendoa primeira,
o sistema de producgao a partir da fermentagdo de agucares soluveis; a segunda na
producédo por meio da hidrolise acida; a terceira com o envolvimento de enzimas
produzidas por microrganismos e a quarta a chamada “maturacdo” ou
“autodestruicao”, isso porque as enzimas responsaveis pela destruicdo da parede
celular seriam provenientes da prépria planta. Dentre estas, as pesquisas brasileiras
se concentram na terceira fase, com a utilizagado de enzimas.

As enzimas sao majoritariamente proteinas, especializadas na catalise de
reagdes bioldgicas que conseguem aumentar a velocidade das reagdes quimicas,
reduzindoa energianecessaria para a ativagao. Consideradas catalisadoras naturais,
sdo obtidas de fontes vegetais, animais e microbianas, possuindo propriedades unicas
que as tornam altamente desejaveis para aplicagcbes em processos industriais. Isso
ocorre devido a sua alta especificidade, auséncia de produtos indesejaveis e
biodegradabilidade, além do menor consumo de agua e reducao da producao de
residuos toxicos liberados pelo pré-tratamento acido (ou outro) que ocorre nas
reagdes quimicas, sendo entdo altamente vantajosa, sustentavel e ecoldgica
despertando o interesse de grandes industrias farmacéuticas, quimicas, téxtil e
alimenticia humana e animal (MONTEIRO; SILVA, 2009; CARVALHO, 2015;
FRANCO DENTI etal., 2022; BUZZO et al., 2024).
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O mercado de enzimas é atualmente um dos mais lucrativos. O valor global do
mercado de enzimas foi de US$ 13,38 bilhdes em 2024 para estimados US$ 15,33
bilhdes em 2025 e devera ultrapassar cerca de US$ 25,88 bilhdes até 2029, com uma
taxa de crescimento anual de 14% de 2024 a 2029 (RESEARCH AND MARKETS,
2025).

A Dbiomassa lignocelulésica é composta principalmente por celulose,
hemicelulose elignina, sendo a hemicelulose o segundo maior componente da parede
celularvegetal e a xilana seu principal constituinte. A estrutura de sua cadeia principal
€ composta por residuos de B-xilopiranose unidos por ligagao glicosidica do tipo 8 (1-
4), podendo apresentar substituigdes nas cadeias laterais entre diferentes espécies
de plantas (WANG et al., 2014).

Devido a sua complexidade estrutural, uma hidrdlise eficiente de arabinoxilano
com liberagcédo da xilose do xilano requer a suplementacao de xilanases com outras
enzimas, tais como as a-L-Arabinofuranosidases (a-L-Arafases) e outras enzimas
acessorias (YANG et al, 2015). Kumiati et al., (2016) relatam que as
arabinofuranosidases sao enzimas acessorias podem remover polissacarideos nao
celuldsicos ao clivarem ligagdes a-L-arabinofuranosidicas que revestem as fibras de
celulose, melhorando a agédo das celulases durante o processo de sacarificagao da
biomassa, agindo sinergicamente com outras hemicelulases para hidrolise completa
(BERLIN et al., 2007). Assim a acédo da a-L-Arafase e a associacdo com outras
enzimas degradadoras da lignocelulose representa uma ferramenta biotecnoldgica
promissora como alternativa para algumas tecnologias quimicas existentes.

Nesse contexto, existe a crescente necessidade de se estudar enzimas como
as a-L-Arafases de microrganismos, principalmente de amostras obtidas no Brasil,
umavez em que o pais é essencialmente dependente daimportacdo de enzimas, que
além de sofrer com as oscilagbes do mercado, enfrenta constantemente o
aprimoramento das formulacdes, tornando-as mais estaveis perante as condi¢des do
processo, consequentemente tornando limitante o seu uso em processos industriais
quando comparado com outros paises, como os Estados Unidos e Canada, assim

como os paises membros da Unido Europeia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 GLICOSIDEO HIDROLASES

Presentes em quase todos os dominios da vida, as glicosideo hidrolases
(glicosidases ou glicosil hidrolases) sao catalizadores especificos que quebram
ligacbes glicosidicas de polissacarideos complexos, como celulose, hemicelulose,
amido etc. Essas enzimas, com suas fung¢des especificas, geralmente recebem seus
nomes de acordo com os substratos sobre os quais atuam, sendo assim chamadas
de celulases, amilases, xilanases, arabinases, entre outras, e sdo encontradas
intracelulares e extracelulares em procariontes estando principalmente envolvidas na
hidrolise de moléculas de glicosideo, aquisicdo de nutrientes, requlagao da expresséo
de operons, modificagao pés-traducional, armazenamento lisossomal em organismos
superiores, biossintese e degradagao de glicogénio (SHRIVASTAVA, 2020).

De acordo com a nomenclatura enzimatica da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), os glicosideos hidrolases sao classificadas
em EC 3.2.1 como enzimas que catalisam a hidrolise O- ou S-glicosideos. Elas
também sdo classificadas com base no resultado estereoquimico da reacdo de
hidrolise (retendo ou invertendo a configuragdo do carbono anomérico); na agao exo
(extremidade nao redutora) e endo (meio da molécula), e na classificagao baseada
em sequéncia e estrutura (SHRIVASTAVA, 2020). Atualmente foram catalogadas
mais de 7.000 enzimas até abril de 2025 (tabela 3), estando divididas em cinco
classes, e classificadas de acordo a reacdo de catalise especifica e com o substrato
(NC-IUBMB, 2025).
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Tabela 2 - Classificagado Internacional de enzimas segundo a Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB).

N° de Enzimas Listadas no

Grupo de Enzimas Tipo de Reagéo NC-lUBMB*

Catalisam a transferéncia de

grupos acila, agucares, fosforila
Transferases e aldeido ou porgdes de ~1.300 a 1500
cetonas de uma molécula para
outra.
Promovem hidrélise e formagéao
de ésteres, glicosideos,
amidas, éteres, peptideos e
outros grupos que contenham
C-N.

Hidrolases ~1.200 a 1.400

Catalisam reacdes de adicéo,
usualmente de HX, as duplas

Liases ligagdbes como C=C, C=N e ~400 a 500
C=0, e 0s processos reversos.

Efetuam varias isomerizagoes,
incluindo migracao da ligagcéo

Isomerases C=C, isomerizagdo cis-trans e ~300 a 400
racemizagao

Catalisam o movimento de ions
Translocases ou moléculas através de ~100 a 150
membranas,
Fonte: Adaptado de Carvalho, (2015); NC-lUBMB, (2025).

As hidrolases, sao os grupos de enzimas mais extensivamente estudados e
recebem esse nome pois catalisam a clivagem de ligagcbes numa reagédo de
incorporagdo de uma molécula de agua. Embora sejam as enzimas mais
comercializadas devido a sua ampla aplicacdo em diferentes setores industriais,
constantemente novas buscas séo realizadas em relagado a melhoriade produgédo com
menores custos. Compreendem grandes grupos de enzimas, que engloba por

exemplo as proteases, amilases, endoglucanases, B-glicosidases, xilanases,

esterases e lipases (CARVALHO, 2015; EL-GEND:i et al., 2021).

2.2 a-L-ARABINOFURANOSIDASES

Estas enzimas sdo hemicelulases que hidrolisam as ligagdes glicosidicas de
arabinofuranoses na hemicelulose. Algumas dessas enzimas exibem ampla
especificidade de substrato, atuando nas porgdes de arabinofuranosideos em O-2 e
O-3 como unico substituinte, sendo amplamente distribuidas em plantas, fungos,
arqueas, bactérias e esttmago de ruminantes (HOVEL et al., 2003; SHI et al., 2022).
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A acao hidrolitica das enzimas arabinofuranosidases se aplica para produgao
de bioetanol e para diversos outros produtos de interesse industrial. A industria de
papel e celulose utiliza compostos como o cloro durante o processo de
branqueamento de papel, tal processo pode ser substituido a partir da utilizagcado de
coquetéis enzimaticos, devido ao fato destes processarem grande quantidade de
biomassa lignoceluldsica.

As arabinofuranosidases sao usadas juntamente com as pectinases,
mananases e xilanases para a degradagao de polissacarideos ligados a lignina. Tal
processo de deslignificagao ocorre pela quebra de umaligagao a-1,3 glicosidica entre
arabinose e xilose (Figura 27) resultando na liberagdo de uma lignina ligada a um
residuo de arabinose (BAJPAI, 2016; CAMARGO, 2018).

Figura 27 - Atividades enzimaticas associadas a hidrolise do arabinano. As
endoarabinonanases clivam as ligagbdes a-1,5 entre os residuos de arabinose da
cadeia principal. As a-L-Arafases liberam monémeros de arabinose pela clivagem de
residuos ligados a-1,2, a0-1,3, ou a-1,5 da extremidade n&o redutora.

Arabinan

HO 0 o-L-Arabinofuranosidase
A% H (GH 3, 43, 51, 54, 62)
Endo-arabinanase 0
(GH 43) HO | : : ; :

O OH
BH 1—»5
HO
HO
OH

Arabmofurawos@ase
(GH 3,43,51,54,62) | OH

Fonte: Yeoman et al., (2010)

Nos ultimos anos, a enzima a-L-Arafase tém recebido muita atencao devido as
suas aplicagcbes desde a producao de bioplasticos(BUENO; BRIENZO, 2025),
substancias quimicas de alto valor agregado (CHEN et al., 2025), aprimoramento da
digestibilidade da ragéo animal (WU et al., 2022; MA et al., 2023; KOMAROVA et al.,
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2025), produtos farmacéuticos (MENDEZ-ENCINAS et al.,, 2022), alimentos
(EICHHOFER et al., 2023; XIAO et al., 2024b; ZORN et al., 2024), bebidas (BELDA et
al., 2017; ZHU et al., 2017; ILGU et al., 2018; MICHIELS et al., 2023), tratamento de
aguas residuais (BHADRA et al., 2024) e a produgéo de biocombustiveis (PEREIRA,
2020; SIMOES et al., 2020; SINGH et al., 2021; LAM et al., 2022; LE et al., 2022; LIU
et al., 2022; MARTINS et al., 2022; ROJAS-PEREZ et al., 2022; DAMAYANTI et al.,
2023; NAZIPOVA et al., 2023; TOLGO et al., 2023), com o intuito de serem usadas
para hidrolisar os compostos da hemicelulose, presentes em diversos residuos
agroindustriais, pois catalisam a hidrélise das ligagdes a-arabinose que ligam os
residuos da estrutura da hemicelulose, possibilitando assim a agao mais eficiente de
outras enzimas presentes no coquetel enzimatico (SANTOS et al., 2014; FARIA et al.,
2020). Tal processo abre um leque de possibilidades reais do uso desses

subprodutos, evitando o seu desperdicio em larga escala mundial.
2.3 PYCNOPORUS SANGUINEUS

Atualmente, sdo descritas aproximadamente 148.000 espécies de fungos
(ANTONELLI et al., 2020), e mesmo assim possivelmente ndo correspondem a
amostra real de diversidade do Reino Fungi. Consequentemente, existem muitos
sistemas de classificagdes propostos para os fungos, embora estes sofram com as
constantes adi¢des e alteracdes devido ao uso de ferramentas moleculares cada vez
mais modernas (GURGEL, 2022).

De acordo com materiais depositados em herbarios, existem atualmente 2.114
registros de exsicatas do género Pycnoporus no Brasil. Destas, 1.972 correspondem
a espécie P. sanguineus, pois a mesma ocorre em regides tropicais e subtropicais
(BAUMER, 2009; SPECIESLINK, 2025), sendo atualmente a Unica espécie reportada
em territério nacional (GURGEL, 2022). Embora ainda existam as espécies P.
cinnabarinus, P. coccineus e P. puniceus, estas ocorrem em regides temperadas.
Contudo, todas as espécies pertencentes ao género Pycnoporus sao 0s principais
degradadores de madeira, devido a capacidade de produzirem um complexo
enzimatico capaz de degradar a lignina e/ou celulose e hemicelulose (RYVARDEN,
1991; WEBSTER; WEBER, 2007).

Segundo Alexopoulos; Sun, (1996) a classificagdo taxonémica completa do

Pycnoporus sanguineus é: Reino Myceteae; Divisdo: Amastigomycotina; Filo:
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Basidiomycota; Classe: Basidiomicetos; Ordem: Aphyllophorales; Familia:
Polyporaceae; Género: Pycnoporus; Espécie: Pycnoporus sanguineus.

Popularmente conhecida como “orelha-de-pau”, o P. sanguineus é facilmente
encontrado em florestas, principalmente em troncos caidos e locais abertos e
ensolarados, dentro dos diferentes dominios fitogeograficos brasileiros (Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlanticae Pantanal),durante todas as estagbes do ano, pois
€ uma espécie eutérmica, tolerando temperaturas acima de 50 °C, e tanto na natureza
como em meios de cultivo, é facilmente reconhecida por suaintensa coloragao laranja
avermelhada (Figura 28) (UZAN ET AL., 2010; TELLEZ-TELLEZ, 2016; THE BRAZIL
FLORA GROUP, 2018).

Figura 28 - Fungo P. sanguineus na natureza.

Fonte: https://www.fungicultura.com.br/produto/pycnoporus-sanguineus-cultura-liquida/

Como tantas outras espécies de fungos, o P. sanguineus é pesquisado para
diversos fins cientificos como producgéo de lacase (GARCIA et al., 2006; EUGENIO et
al., 2009; ZILLI, 2023), produgao de farmacos (BAUMER, 2009; LU et al., 2010),
producdo de substancias de atividade antibacteriana (SMANIA et al., 1995; LIN et al.,
2020), biossorvente para remocado de metais pesados (YAHAYA; DON, 2014),
controle alternativo de doengas em plantas (FIGUEIREDO; SILVA, 2014) e


https://www.fungicultura.com.br/produto/pycnoporus-sanguineus-cultura-liquida/
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possibilidade de fonte de a-amilase (DE ALMEIDA SIQUEIRA et al., 1997). Entretanto,
aindasao limitadas, as pesquisas direcionadas a a-L-Arafases do género Pycnoporus,
sendo o0 mais atual a caracterizagdo dessas enzimas juntamente com outras do
extrato enzimatico deste fungo e sua aplicagdo em biorrefinaria (FALKOSKI et al.,

2012).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Realizar uma prospeccdo em diversas espécies fungicas em diferentes
espécies fungicas cultivadas em meio solido e semi-solido para produzir, purificare

caracterizar a o-L-Arafase com maior atividade.

3.2 ESPECIFICO

- Avaliar a producédo de a-L-Arafase por espécies de fungos filamentosos
disponiveis da colegdo do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada
(LMBA) do IBILCE/UNESP em farelo de trigo, farelo de laranja e bagaco de cana;
- Selecionar a espécie fungica e condigdo de maior producéo de o-L-Arafase e
cultivar o fungo para acompanhar a atividade enzimatica ao longo do cultivo;

- Realizar uma purificagdo parcial com cromatografias de exclusao molecular e
troca idbnica;

- Caracterizar a enzima por meio de ensaios dos parametros cinéticos, analise do
efeito de diferentes pH, temperatura, estudo da estabilidade, efeito de ions e de

diversas substancias quimicas na atividade enzimatica,;
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4 MATERIAL E METODOS
41 PARAMETROS DE CULTIVO DE FUNGOS

Os fungos utilizados no desenvolvimento desse trabalho foram: Myceliophthora
heterothallica, Trichoderma reesei, Trichoderma harzianum, Phebia sp, Pycnoporus
sanguineus, Schizophyllum commune e Perenniporia medula-panis. A reativacao dos
fungos seguiu em placas de petri contmeio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar),
com excegao da espécie Pycnoporus sanguineus, que foi reativada em meio extrato
de malte e agar. Foram incubadas a 37 °C em incubadora B.O.D, durante duas

semanas.
4.2 PRODUGAO DE ENZIMAS

A producao de enzimas foi avaliada por cultivo em dois estados: sélido e semi-
sélido conforme adaptado de Carvalho (2018), utilizando farelo de laranja e farelo de
trigo de forma isoladae combinados com bagago de cana-de-agucarcomo substratos.
Tais substratos foram previamente lavados com agua e secos em estufaa 60 °C até

0 peso constante.
Para as fermentagdes, foi utilizado um composto, variando suas constituicoes,

conforme a tabela 4:

Tabela 3 - Parametros para cultivo e produgao de a-L-Arafase de fungos.

Semi-soélida Sélida

F1 F2 F3 F3 F 4 F5 F6
Farelo de laranja (g) 5 - - 5 - 5 -
Farelo de trigo (g) - 5 - - 5 - 5
Bagago de cana (g) 3 3 3 3 - -
Espiga de milho (g) - - 5
1 % sulfato de

10 10 10 - - - -
amodnia (mL)
0,1 % sulfato de

10 10 10 - - - -

magnésio (mL)

Fonte: Autoria Propria. F = fermentagao; g = gramas. mL = Mililitros.

Para fermentagao do P. sanguineus, houve a substituicdo de 1 % e 0,1 % para
10 mL de meio mineral pH 6,5 (CaClz; KCI; NH4Cl; MgCl2; NaH2PO4; Na2HPOg4;
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Ca(OH)2; CuSO0s4; (NH4)2S04; MgSOs4; Glicose) Adaptado de Daniel, (2014); Rodriguez
et al., (2019).

Para o cultivo dos fungos, foram inoculados 3 discos miceliais de 0,5 cm de
diametro coletados da reativagéo do topico 4.1. O cultivodos fungos foiacompanhado
por 504 horas. Ao fim da fermentacao, para obtengao do extrato enzimatico bruto,
foram adicionados 40 mL de agua ultrapura (ELGA Scientific®) em cada frasco
Erlenmeyer. Estes foram entdo mantidos sob agitagao em “shaker’” a 180 rpm por 1
hora para homogeneizagao, seguido de filtragcdo em tecido sintético musseline. O
filtrado foi centrifugado a 17.800 xg por 15 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi
utilizado para a quantificagdo da atividade enzimatica. Para obtencdo do extrato
enzimatico de P. sanguineus,um Erlenmeyer de cultivo foi retirado a cada 2 dias para

quantificacao e atividade das enzimas hemiceluloliticas secretadas.
4.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

Inicialmente a atividade a-L-Arafase foi quantificada na seguinte mistura de
reacao: 20uL de extrato enzimatico bruto combinados a 80uL de substrato p-nitrofenil-
o-L-arabinofuranosideo (pNPAf) 0,5 mmol L, diluido primeiramente em etanol 100%
e posteriormente em tampao fosfato de potassio pH 6,0, seguindo as instru¢des do
fornecedor, Sigma-Aldrich. As misturas foram feitas em microplacas de polipropileno
de 96 pogos de 250puL e incubadas em Termociclador (Veriti Thermal Cycler, Thermo
Scientific®)a 50 °C por 10 minutos. Apos isso, 100uL de carbonato de s6dio (Na2CO3)
1 mol L' foi adicionado para parar a reagdo, seguindo para a mensuragédo de
absorbancia por espectrofotometria a 420 nm em leitor de microplaca. Uma unidade
de enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pymol
de p-nitrofenol por mL min-'. Uma curva de calibragdo com p-nitrofenol foi utilizada
para determinar a unidade daenzima. Eventualmente alguns ensaios foramrealizados

em tubos, com incubagdo em banho-maria e leitura em espectrofotdmetro (Thermo
Scientific®).

4.4 PURIFICACAO DA ENZIMA

A cromatografia de exclus&o molecularfoi feita em coluna Pharmacia de 1,6 x
60 cm preenchida com resina Sephadex G-75 e equilibrada em tamp&o acetato pH

4,0 contendo 0,1 mol L-" de NaCl em cromatografo Biologic Duo-Flow (Bio-Rad), com
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monitoramento da absorbanciaem 280 nm e coleta automatica das fragdes apdés um
terco do volume da resina. Foi feito o ensaio enzimatico antes descrito para deteccao
das fragbes com a enzima a-L-Arafase, e os tubos com maior atividade foram juntados
para o proximo passo de purificagdo. Antes da aplicagdo naresina de troca i6nica, a
amostra foi dessalinizada e teve troca do tampao usando uma coluna de Sephadex
G-25. Também foi feita uma analise do efeito de NaCl sobre a atividade da enzima,
nafaixa entre 0,010 mmol L-" e 1 mol L-" do sal, para testar eventual inibicao pelaforca
ibnica usada nos procedimentos de cromatografia. A cromatografia de troca iénica foi
feita em sistema Akta Purifier 10 (GE Healthcare) com coluna HisTrap HP, 1 mL, em
resina Q-Sepharose utilizando Tris-HCI 0,02 mol L', pH 8,0 como tampé&o inicial (o
mesmo usado para equilibrara resina), e o mesmo tampéo, contendo 0,4 mol L-' de
NaCl, como final. As fragdes foram coletadas ao longo da aplicagao da amostra e até
o finaldogradiente, monitorando a condutividade e a absorbénciaem 280 nm. O teste
enzimatico permitiu detectar as fragcbes com atividade de a-L-Arafase, que foram

juntadas, divididas em aliquotas, e congeladas para os demais experimentos.
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

As analises de eletroforese tanto do extrato enzimatico puro como das fragdes
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 coloracdo com Coomassie Blue, conforme descrito no item 4.3.8.
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA a-L-ARAFASE

Os procedimentos descritos a seguir foram realizados em triplicata, permitindo

o calculo da média aritmética e desvio padrao.
4.6.1 Determinacao de pH 6timo

Para avaliar o efeito do pH na atividade enzimatica, foram usadas solugdes
tamponantes 0,1 mol L-" na faixa de pH de 3,0 a 10,0, sendo eles: citrato de sodio (pH
3.0, 3.5), acetato de sodio (pH 4.0 a 5.5), MES (pH 6.0, 6,5), HEPES (7.0, 7,5), Bicina
(pH 8) e CAPS (pH 9.0; 10.0). A reagao enzimatica com o substrato pNPAf seguiram

0 padrao descrito no item 4.3.
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4.6.2 Determinagao de temperatura étima

Para avaliar o efeito 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 30 a 85 °C.
4.6.3 Cinética enzimatica

Os parametros cinéticos da enzima a-L-Arafase frente ao substrato pNPAf
foram determinados utilizando as concentragdes finais de 0,5 a 8 mmol ' de
substrato. As reacdes enzimaticas foram conduzidas nas melhores condigdes pré-
determinadas de pH e temperatura para a atividade da enzima. Os valores da
constante ou concentracdo de Michaelis Kv e da velocidade maxima ou taxa maxima
de reagdo de reagdo Vmax foram obtidos a partir de ajuste néao linear dos dados
seguindo a equacao de Michaelis-Menten (Vo = (Vmax * [S]) /(Km + [S]) no software
QtiPlot versao 1.2.4 para Linux (IONDEV SRL, 2024).

4.6.4 Analise de estabilidade em relagao ao pH

Para analise da estabilidade da a-L-Arafase em relagdo ao pH, a enzima, na
auséncia do substrato, foi pré-incubada nos diferentes valores de pH 3,0 a 10,0, por
24 horas a 4 °C. Apés a etapa de pré-incubacéo, a reagao enzimatica foi conduzida

nas melhores condi¢des de pH e temperatura pré-determinados.
4.6.5 Analise de estabilidade térmica

Para analise da estabilidade da o-L-Arafase em reagdo a temperatura, foi

seguido um tempo de incubagao de 1 hora em temperaturas de 30 a 85 °C.
4.6.6 Analise de desnaturacao térmica irreversivel

Para a analise datermodinamica do efeito de desnaturagao térmica irreversivel,
foi realizada a partir dos dados obtidos nos ensaios de termoestabilidade conduzidos
no tépico anterior, utilizando calculos propostos por Siddiqui et al., 1997, Sabiq et al.,
2010; 2012.

Foi confeccionado um grafico de Arrhenius, representando o logaritmo natural

(In) da atividade enzimatica versus 1000/7T, em que T corresponde a temperatura
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absolutaem Kelvin (temperatura em graus Celsius + 273,15). Deste, foram calculados
a temperatura 6tima, a energia de ativagcdo da enzima (Ea) e os coeficientes de
temperatura (Q10).

A temperatura 6tima foi calculada a partir da interse¢ao no eixo x do ponto de
encontro entre as retas, obtidas por regressdo, das porgdes ascendente e
descendente do grafico anteriormente mencionado. Ja a energia de ativagéo (Ea) foi
calculada pela regressao linear da porcdo descendente do grafico de Arrhenius
(correspondente a faixas de temperaturas na qual a estrutura ndo € sensivelmente
afetada), utilizando-se o valor de inclinagdo da reta multiplicado pela constante

universal dos gases (R = 8,3145 J K-' mol-'), como mostrado na equacao:
Ea = -(inclinacédo * R)

Os coeficientes de temperatura (Q10) foram calculados pela segunda equacgéao
e correspondem ao aumento da taxa de reagdo ou velocidade a cada dez graus

Celsius de elevacao da temperatura:
In Qo=Ea*10/ (R *T?)

Outro grafico foi confeccionado com o logaritmo natural da atividade residual
em fungéo do tempo de incubagao térmica, em minutos. Aplicando-se a regressao
linear sobre os resultados obtidos para cada temperatura, foram obtidos os valores
das inclinacdes, que correspondem a taxa de primeira ordem da inativagao térmica, -
ko (min-). A partir deste segundo gréafico, obteve-se o tempo de meia vida da enzima
(T1/2). Esse valor corresponde ao tempo no qual, em cada temperatura, a atividade

cai a metade da original, e foi calculado a partir da seguinte equacéo:
T12=1In2/kp

Para calcular a energia de ativagdo da desnaturagéo térmica, Ea) (K J mol-1),
foi construido um grafico do logaritmo natural da taxa de primeira ordem da inativagao
térmica kp obtida anteriormente versus 1000/T. Aplicou-se a regressao linear, sendo
a inclinagao da reta multiplicada pela constante universal dos gases (R=8.314 J K-

mol-'), como na equacao:

Eapp) = -(inclinacdo * R)
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Por fim, foram calculados a entalpia de ativacdo da desnaturagéo térmica
(AHDb), a energialivre de Gibbs de ativacao da desnaturac&otérmica (A Gb) e a entropia
de ativagao da desnaturagao térmica (ASp), com uso das equacgdes a seguir, onde ks
é a constante de Boltzmann (1,38 x 1023 J K1), e h é a constante de Planck (6,63 x
10-34 J s):

AHD = Ea(D) — R*T
AGD = ~(R*T) * In[(ko * h) / (ks * T)]
ASD =(AHD— AGD)/ T

4.6.7 Efeito de ions metalicos

Foi avaliado o efeito de ions na atividade da enzima ao incubada
individualmente com CaClz, CuClz, FeCls3, MgCl2, MnCl2, NaCl, NiClz, KCI, RbCl e
ZnCl2 na concentragdo final de 0,1 mol L-'. A enzima foi pré-incubada com os
diferentes sais por 10 minutos a temperatura de reagcdo. Em seguida, a reagao foi

conduzida nas condigdes 6timas de atividade enzimatica pré-determinadas.
4.6.8 Efeito de substancias quimicas

Para a analise do efeito de surfactantes (SDS e Triton), solventes (etanol,
isopropanol, DMSO e acetona), acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) e um redutor
tidlico (DTT), procedimentos semelhantes foram seguidos. Foram testadas duas
concentragdes finais (10 e 50 mmol L") contra um controle na auséncia dessas

substancias.
4.6.9. Efeito de compostos fendlicos

Para esta analise, a solugao enzimatica foi exposta aos seguintes compostos
quimicos na concentragdo final de 10 mmol L™": acido p-cumarico, acido 4-
hidroxibenzoico, acido ferulico, acido galico, vanilina e acido vinilico. Uma mistura
composta pela solucdo enzimatica e a solugdo dos compostos mencionados foi
mantida por 10 minutos a temperatura ambiente. Subsequentemente, a atividade
enzimatica foi determinada nas condigdes 6timas de atividade enzimatica pré-
determinadas. Para as representagdes graficas foi usado o programa QtiPlot (lon
Vasilief, 2025).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 PRODUCAODE A-L-ARAFASE POR CULTIVO EM ESTADO SOLIDO E SEMI-
SOLIDO

Os resultados obtidos sobre a produgcdo de a-L-arabinofuranosidase por
diferentes espécies de fungos em dois sistemas de fermentacdo podem ser
visualizados na Tabela 5. Dentre as espécies testadas, o fungo Pycnoporus
sanguineus mostrou a maior producao de enzima.
Tabela 4 — Testes de atividade de a-L-Arafases secretadas de diversas espécies de

fungos cultivadas em meios contendo farelo de trigo, farelo de laranja e combinacao
com bagaco de cana-de-agucar.

Fermentacgao Meio de Cultura Espécie U/mL +*D.P.
Semi-solida F. Laranja + B. cana Schizophyllum commune 0,004 0,0003
Semi-solida F. Trigo + B. cana Schizophyllum commune 0,021 0,0006
Semi-solida F. Laranja +B. cana Perenniporia medulla-panis 0,023 0,0007
Semi-solida F. Trigo + B. cana Perenniporia medulla-panis 0,002 0,0001
Semi-solida F. Laranja + B. cana Myceliophthora heterothallica 0,003 0,0002
Semi-solida F. Trigo + B. cana Myceliophthora heterothallica 0,016 0,0001
Semi-solida F. Laranja + B. cana Trichoderma reesei 0,030 0,0017
Semi-solida F. Trigo + B. cana Trichoderma reesei 0,032 0,0016
Semi-solida F. Laranja + B. cana Trichoderma harzianum 0,027 0,0015
Semi-solida F. Trigo + B. cana Trichoderma harzianum 0,012 0,0040
Semi-solida F. Laranja + B. cana Phlebia sp 0,003 0,0001
Semi-solida F. Trigo + B. cana Phlebia sp 0,018 0,0145
Semi-solida F. Laranja + B. cana Pyconoporus sanquineus 0,004 0,0006
Semi-solida F. Trigo + B. cana Pyconoporus sanquineus 0,010 0,0008
Semi-solida F. Trigo Pyconoporus sanquineus 0,044 0,0022
Semi-solida E. Minho Pyconoporus sanquineus 0,041 0,0013

Solida F. Laranja + B. cana Schizophyllum commune 0,003 0,0000
Solida F. Trigo + B. cana Schizophyllum commune 0,021 0,0180
Solida F. Laranja +B. cana Perenniporia medulla-panis 0,023 0,0012
Solida F. Trigo + B. cana Perenniporia medulla-panis 0,003 0,0002
Solida F. Laranja + B. cana Myceliophthora heterothallica 0,003 0,0005
Solida F. Trigo + B. cana Myceliophthora heterothallica 0,016 0,0023
Solida F. Laranja + B. cana Trichoderma reesei 0,033 0,0006
Solida F. Trigo + B. cana Trichoderma reesei 0,031 0,0010
Solida F. Laranja + B. cana Trichoderma harzianum 0,039 0,0016
Solida F. Trigo + B. cana Trichoderma harzianum 0,013 0,0015
Solida F. Laranja + B. cana Phlebia sp 0,003 0,0001
Solida F. Trigo + B. cana Phlebia sp 0,012 0,0022
Solida F. Laranja + B. cana Pyconoporus sanquineus 0,011 0,0026
Solida F. Trigo + B. cana Pyconoporus sanquineus 0,014 0,0010

Fonte: Autoria Propria

Em relagdo aos subprodutos e residuos da agroindustria, o farelo de trigo
apresentou os maiores valores de produg¢ao, umavez em que contém arabinoxilanas

em maior nivel que os demais residuos, sendo mencionado como um forte indutor na
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produgao de arabinofuranosidase (BEAUGRAND et al.,, 2004; LAURUENGTANA;
PINPHANICHAKARN, 2006; GUERFALI et al., 2011; WONG; BATT, 2023). Embora a
laranja e outras fontes de pectina sejam conhecidas como indutores da produgao de
arabinofuranosidase e alguns dos seus polissacarideos apresentem cadeias laterais

com residuos de a-L-arabinose, individuais, lineares ou ramificados (TERRASAN et
al., 2010; TERRONE et al., 2020).

5.2 TEMPO DE CULTIVO

A analise da atividade em funcao do tempo de cultivo aponta uma rapida
elevacao entre o segundo e quarto dia, estabilizando-se acima do sexto dia (Figura
29), sendo ideal para as analises posteriores a partir do oitavo dia (Figura 30),

observa-se também um declinio a partir do vigésimo dia.

Figura 29 - Curva de produgao da enzima o-L-Arafase de P. sanguineus em farelo
de trigo.
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Figura 30 — Perfil de proteinas da produgao da enzima a-L-Arafase de P.
sanguineus analisado por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE).
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Fonte: Autoria Prépria. kDa = quiloDalton; MM = Marcador Molecular; D = dia. * = concentrado
com TCA.

5.3 PURIFICACAO DA ENZIMA SECRETADA POR P. SANGUINEUS

A figura 31 mostra o perfil de elui¢do da cromatografia de exclusdo molecular
com o perfil de proteina avaliado em 280 nm (curva continua)e a atividade de a-L-
Arafase (histograma entre as fragdes 10-22), eluindo apds um pico de proteinas
contaminantes do extrato de P. sanguineus. Como a resina tem uma faixa de
separacao entre 3 e 80 kDa, e o formato da curva de proteina tem o aspecto de ter
eluido no ‘volume morto’ (void volume), a enzima teria, provavelmente, massa

molecular menor, entre 60 e 50 kDa.
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Figura 31 - Perfil de proteinas e atividade da cromatografia de exclusdo molecular
do extrato de P. sanguineus em resina Sephadex G-75.
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A figura 32 mostra o perfil de eluigdo da cromatografia de troca iGnica. A curva
azulrepresenta o perfil de absorbanciaem 280 nm, 0 marrom a condutividade, o verde
o gradiente (mistura percentual entre os tampdes inicial e final) e o histograma
vermelho a atividade de a-L-Arafase. Observa-se a eluicdo da enzima em regiao do
perfil no qual eluem conjuntamente outras proteinas.

Uma analise de eletroforese em SDS-PAGE (resultados ndo mostrados)
mostrou a presenca de pelo menos outras cinco bandas proteicas, o que condiz com

essa observagao.
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Figura 32 - Perfil de cromatografia de troca idnica (Q-Sepharose) do material
proveniente da cromatografia de exclusao molecular.
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Fonte: Autoria Propria. Azul = curva de absorbéancia; Marrom = condutividade; Verde =

gradiente; Vermelho = atividade.

54 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E FUNCIONAL
5.4.1 Efeito de pH na atividade

Um dos ensaios foi feito para avaliar a atividade enzimatica em funcgao de
diferentes pH, para definir o pH 6timo da proteina. De acordo com os dados
apresentados na figura 33, a enzima possui atividade 6tima na faixa de 3,0 a 5,0,
sendo uma caracteristica tipica de a-L-Arafases degradadora de biomassa,
diminuindo acentuadamente acima dele, e praticamente inativa em pH 10.

Este resultado se assemelha a alguns dados na literatura que indicam que a o-
L-Arafase produzida por fungos apresentam pH o6timos acidos na faixa de pH 4
(KOSEKI et al., 2003; CHACON-MARTINEZ et al., 2004; ALIAS et al., 2011;
TERRONE et al., 2020; LAMBRE et al., 2022; LONG et al., 2023; MENDEZ-LITER et
al., 2023; SAKAMOTO; KAWASAKI, 2003; DE ALBUQUERQUE et al., 2024). Embora
algunsfungos endofiticos, degradadores de bioplasticos e um do género Trichoderma
possam apresentar pH 6timos neutros a basicos, entre pH 6 a 9 com uma notéria
diminuic&o de atividade quando analisada em pH 4,0, estando ligada provavelmente

pela ionizagao dos grupos, resultando em alteragdes na configuragao da enzima.

(MOTTA ET AL., 2021; TEMPORITI et al., 2022).
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Figura 33 - Efeito do pH na a-L-Arafase de P. sanguineus.

0,5 —

. L

__G __G __G
[ L =Y

Lol v L 1
i

Absorbancia em 420 nm

=
-
|

O | T T T T | T T T T I T T T T I T T T T | T T T T T T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Fonte: Autoria Propria

5.4.2 Efeito de estabilidade de pH na atividade

Apos incubagao por 24 horas a 4 °C em diferentes pH (Figura 34), a atividade
(quadrados vermelhos) foi determinada e comparada com a atividade inicial em cada
pH (circulos pretos), que correspondeu ao item 5.5. A a-L-Arafase manteve o perfil no
seu desempenho catalitico, embora comprometido, com reducédo de 50% de sua

atividade inicial, independente do pH.
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Figura 34 - Estabilidade da atividade da o-L-Arafase de P. sanguineus em relacéo
ao pH. Comparagao no tempo inicial e apds 24 horas em cada pH
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Os resultados se assemelham a outros encontrados na literatura, cujas a-L-
Arafases de fontes fungicas sdo consideradas acidas, mantendo sua estabilidade na
faixa de pHideal entre 3,0 € 5,0 (CULLETON et al., 2014; MARTINS et al., 2022; LI et
al., 2023; Sl et al., 2023; ARRUDA et al., 2025), além de se manterem estaveis em
uma faixa de temperatura entre 30 e 60 °C (Liu et al., 2022b, 2025). Enquanto a
enzima descrita por Saha, (2002) manteve estabilidade em pH 3 a 8 apds 1 horaem
40 °C, e a relatada por Lu et al., (2025a) excedeu 40% de sua atividade residual

relativa, apds incubacéo de 24 horas em faixa de pH de 6 a 8.
5.4.3 Efeito datemperatura na atividade da enzima

Outro ensaio teve por objetivo analisar a atividade da a-L-Arafase em relagéo
a temperatura. Para isso, temperaturas entre 30 e 85 °C foram avaliadas em tampao
acetato de sodio pH 4,0 em periodo de 10 minutos. Na figura 35, é possivel verificar
o comportamento da atividade da a-L-Arafase nas diferentes faixas de temperatura
avaliadas, onde pode-se considerarque a temperatura 6tima é de 50 °C. Tal resultado
€ acompanhado por trabalhos recentes, em que a determinacao da temperatura 6tima
de reacéao para o-L-Arafase indica que no geral elas ocorrem entre 50 e 55 °C (WU et
al., 2022; NASCIMENTO et al., 2023; Sl et al., 2023; TSUKIDA et al., 2023).
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Figura 35 - Efeito da temperatura na a-L-Arafase de P. sanguineus, em incubagao
de 10 minutos.
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Quando analisado o perfil de atividade, verificou-se que a faixa 6tima de
temperatura foinointervalo entre 45 e 50 °C, mostrando uma diminuigdo acimadesses
valores, em decorréncia da desnaturagao térmica. Tal resultado estda dentro dos
valores de temperatura 6tima encontrados na literatura quando submetidos ao mesmo
substrato usado neste trabalho (HUY et al., 2013; CULLETON et al., 2014; WANG et
al., 2014; SINGH CHADHA etal., 2017; MARTINS et al., 2022; WU et al., 2022; YANG
etal., 2025). Diferentemente de Camargo, (2018) que ao caracterizar uma a-L-Arafase
de Thielavia terrestris mostrou que essa possui uma temperatura 6tima bastante
baixa, de 25 °C, enquanto Michiels et al., (2023) e Liu et al., (2024) ao utilizarem
enzimastermoestaveis em processo de conversaode biomassa e enzimasde filtragao
que visam a degradacéao do arabinoxilano identificaram temperaturas 6timas para a-
L-Arafase a 80 °C.

A figura 36 mostra o efeito da temperatura sobre a atividade da o-L-Arafase.
Com os valores da inclinacao obtidos foi feito o calculo da taxa de desnaturacao
térmica ka (min-'). Os valores do Logaritmo natural (In) da atividade residual (%) vs. o
tempo para a regressao linearforam considerados até 30 minutos, pois a 80°C ocorreu
uma brusca diminuicdo da atividade apds esse periodo, conforme pode ser observado

na figura 35.
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Figura 36 - Grafico de primeira ordem do efeito da temperatura sobre a atividade da
a-L-Arafase de P. sanguineus.
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Fonte: Autoria propria

De posse dos valores de kp foi construido um outro grafico de Arrhenius de
primeira ordem para calculo da energia de ativagao da desnaturagao, Eap), mostrado
na figura 37. Foi obtido o valor de 118,85 kJ mol-', a partir do qual, aplicando as
equacdes descritas na metodologia, foram obtidos os valores de AH(p), AG(D) e AS(D)
mostrados na tabela 6, que sdo estimativas para os parametros que descrevem a
desnaturacao térmica da a-L-Arafase.

Proteinas com maior Eab)séo mais estaveis em relagcédo a desnaturagcaotérmica
(SAQIB et al., 2012). O valor obtido foi maior do que o relatado para uma xilanase
recombinante (99,58 kJ mol-') em trabalho anterior do grupo (ZANONI et al., 2021).
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Figura 37 - grafico de Arrhenius de primeira ordem para calculo da energia de

ativagao da desnaturacao, Eap) da a-L-Arafase de P. sanguineus.
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Fonte: Autoria prépria.

Tabela 5 - Cinética e parametros termodinamicos da desnaturagao térmica da a-L-

arabinofuranosidase de P. sanguineus.

Temperatura ke Ty AHs AGo (]?ns(]))]-l
oC K (min-1) (h) (kjmol-1) (k] mol-) K1)
60 333,15 -0,00072 16,0 116,08 90,59 77
70 343,15 -0,00169 6,8 116,00 90,97 73
80 353,15 -0,00827 1,4 115,92 89,05 76

Fonte: Autoria propria.

A meia-vida da enzima decai rapidamente a cada aumento de 10°C, sugerindo

que sua utilizagao a temperatura 6tima de 50°C (ndo incluida na analise) seria a

melhor opgdo. Enzimas com termoestabilidade acima de 50°C sao em geral as mais

procuradas, porém uma enzima com as propriedades da estudada neste projeto pode

apresentar, por outro lado, a possibilidade de ser utilizada por longos periodos,

conforme apontado por Sagib et al., (2012) em uma analise de estabilidade térmica

de endoglucanase de Aspergillus fumigatus.

Os valores estimados para o processo de desnaturagaoapontam que a mesma

tem carater endotérmico (AH()>0)e aumentoda entropia AS(p). A variagao da entalpia
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(H) parece mostrar um pequeno decréscimo conforme aumentaa temperatura, porém
as variagdes da energia livre de Gibbs (G) e entropia (S) ndo tém tendéncia clara que
permita uma analise mais aprofundada.

Durante adesnaturacao de proteinas, a variacido endotérmica da entalpia € um
fendmeno termodinamico relevante que ilustra a absorgao de calor necessaria para
desfazer as interagées que mantém a estrutura original da proteina, como ligagdes de
hidrogénio, interagdes hidrofdbicas, salinas e de Van der Waals (DEMIREL, 2023).

A pouca variagao da energia livre de Gibbs durante a desnaturagao proteica,
ocorreria por uma compensacgao entre a entalpia e a entropia. Conforme a entalpia
cresce por causa do rompimento de interacdes estabilizadoras, a entropia também se
eleva devido a maior desordem conformacional da proteina desnaturada. Este
equilibrio leva a uma variagdo minima na energia livre de Gibbs (AG), mantendo o
processo de desnaturagao préximo ao equilibrio termodinémico (LIU et al., 2000).

A partir dos resultados obtidos na faixa ascendente de atividade, foi possivel
calcularaenergia de ativagao da enzimae o coeficiente térmico Q1o(Tabela 6) (Figura
38), de acordo com Sagqib et al., (2010, 2012), obtendo o valor de 15,05 kJ mol-'. De

posse desse valor foi possivel calcularmos o Q1o.

Tabela 6 - Energia de ativagao da enzima e o coeficiente térmico Q1o.

Tempo (°C) T (K) Ln Qu Quo
30 303,15 0,197 1,22
35 308,15 0,191 1,21
40 313,15 0,185 1,20
45 318,15 0,179 1,20

Fonte: Autoria propria



83

Figura 38 - Grafico de Arrhenius.
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5.4.4 Efeito da desnaturagao irreversivel

A enzima foi incubada em trés temperaturas acima da 6tima em diferentes
tempos (até 1 hora) para observar o decréscimo da atividade (Figura 39). Observa-se
que a 60 °C ndo houve diminuigao significativa da atividade até 1 h, enquantoa 70
esse comportamento esperado se torna mais evidente apds 10 minutos, porém
mantém atividade elevada ainda ap6s 1 h. Ja a 80 °C é perceptivel a queda
progressiva da atividade no primeiro tempo analisado, acentuando-se depois. a a-
Arafase de Chrysoporthe cubensis mostrou-se mais estavel a desnaturagdo, uma vez
que manteve mais de 80% de sua atividade maxima ap6s 1 h de pré-incubacado em
uma ampla faixa de pH (de 3 a 9) (DE ALBUQUERQUE et al., 2024). Os valores
demonstram uma consideravel termoestabilidade da enzima, mesmo sem a presenca
de cofatores. Diferente do relatado por Martins et al., (2022) que para aumentar a
atividade enzimatica residual, foi necessario a presenga de cofatores como calcio e

manganés.
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Figura 39 - Estabilidade térmica da a-L-Arafase de P. sanguineus
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5.45 Efeito de ions na atividade da a-l-arafase

Dentre os ions na forma de sais de cloro testados na atividade da enzima,
nenhum resultou positivamente na atividade da a-L-Arafase (Figura 40), oito se
mantiveram estaveis quando comparados ao controle. Enquanto dois destacaram-se
por induzir decréscimo da atividade. O CaClz, ocasionou um leve decréscimo,
enquanto o manganés exerceu maior inibigdo enzimatica, levando a uma queda de
mais de 50% da atividade, resultado divergente de Motta et al., (2021) que constatou
que justamente na presenca desse cation apresentou maior atividade a a-L-Arafase
de Trichoderma harzianum, porém Si et al., (2023) observou inibigao total da atividade
da enzima em Trametes hirsuta.

A atividade da a-L-Arafase produzida por fungos da espécie Aspergillus niger
e Coriolopsis byrsina tiveram suas atividades reduzidas quando expostas a reagdes
com Fe3*, Cu?* e Zn?* (LI et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2023). Tais resultados
divergem de outras a-L-Arafases produzidas por fungos, como para a-L-Arafase
produzida em fungo de podridao parda, que obteve um aumento da atividade em

varios ions exceto Fe?*. Enquanto Li et al., (2023) obteve aumento significativo da
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atividade na presenga de 10 mmol L-' de Ca?*, Zn?*, Mn?* e K* ao analisartais ions
com a espécie Aspergillus awamori.

Os cations podem interagir com aminoacidos em diferentes porgdes da
proteina, de modo a provocar redug¢ao ou aumento da atividade enzimatica, assim
como influenciar diretamente no sitio ativo, por exemplo, os grupos tidlicos, levando a
inativagao devido a mudanc¢as conformacionais (BEILEN; LI, 2002; LI et al., 2023;
NASCIMENTO et al., 2023). Neste caso, a auséncia de estimulo ou inibi¢gao por oito
ions metalicos analisados, sugere que a a-L-Arafase estudada ndo necessita destes

ions para exercer sua atividade catalitica.

Figura 40 - Efeito de cations sobre a atividade da a-L-Arafase de P. sanguineus

[y

: .
0,9 - . it B
. S T i 5 9 T E
Eo73 @ % >
[ - T T
2 1 “mE = — T = (L] ] [
Eﬂ,ﬁ—_ T 1
7] T i
0,5 N
[ ] - —
= ] L)
B 04- s
g ]
0,22
0,1
ﬂ:

Fonte: Autoria Prépria

5.4.6 Efeito de solventes na atividade

Da mesma forma como observada no item anterior, algumas substancias
podem afetar a acdo catalitica. Dentre as diversas substancias quimicas, foram

testados os solventes (etanol, isopropanol, DMSO e acetona), tensoativos (SDS e
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Triton), e um redutor tidlico (DTT) nas concentragdes de 10 mmol L' (Figura41) e 50
mmol L-' (Figura 42).

Dentre os compostos analisados namenorconcentragao (Figura 38), a maioria,
com excegdo do DTT, induziu a inibicdo da atividade da enzima em diversos graus,
destacando-se como esperado o composto SDS, sendo sua influéncia maior do que
o composto Triton X-100. O SDS € um tensoativo anibnico que desnatura
efetivamente proteinas devido a repulsao eletrostatica da suaporgao hidrofilica, sendo
usado para eletroforese desnaturante (MANNS,2011; OTZEN et al., 2022). Ja o Triton
nao € idnicoe inclusive é usado para extracdo de enzimas, assim como para remogao

do SDS apds eletroforeses, para fazer zimogramas (ROSLI et al., 2009).

Figura 41 - Efeito de diversas substancias quimicas (concentragao final de 10 mmol
L-") sobre a atividade da a-L-Arafase de P. sanguineus
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Figura 42 - Efeito de diversas substancias quimicas (concentragao final de 50 mmol
L-1) sobre a atividade da a-L-Arafase de P. sanguineus.
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Ao testar o efeito das mesmas substancias, porém em maior concentragao, (50
mmol L-'), foi observado (Figura 42) uma alteragdo no comportamento de alguns
compostos. Para o etanol, houve uma leve diminuigdo na atividade, enquanto o
composto DTT apresentou maior grau de inibicdo apontando para a provavel
existénciade ligagdes dissulfetonaestruturada enzima. A a-L-Arafase naofoi afetada
de modo significativo quando submetidas aos compostos DMSO, Triton e acetona
gquando comparadas nas duas concentragdes. Diferente de Alias et al., (2011) que ao
adicionar o reagente quimico Triton X-100 estimulou fortemente a atividade em cerca
de 1,50 vezes (49,58%). Ja LU et al., (2025b) encontrou uma a-L-Arafase fungica que
exibiu consideravel tolerancia ao metanol, Triton X 100 e glicerol, enquanto mostrou
maior sensibilidade ao 3-mercaptoetanol, EDTA e SDS. Assim como Si et al., (2023)
cujos compostos conseguirammanter a atividade da a-L-Arafase de Trametes hirsuta,
enquanto 5% de SDS e acetona a 10% inativaram completamente a enzima.

Os resultados demonstram que que a enzima manteve a atividade relativa
acima de 60% quando submetidas a maiores concentragdes (50 mmol L"), sendo
assim a o-L-Arafase de P. sanguineus pode tolerar certos compostos, mesmo estes

apresentando maiores concentracdes.
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5.4.7 Efeito de fendlicos na atividade

Foi testado o efeitode compostos fendlicos sobre a atividade da enzima (Figura
43), pois pré-tratamentos da biomassa lignocelulésica destinados a desconstrugao da
lignina, em especial, podem liberar essas moléculas, frequentemente inibitérias sobre
diversas enzimas (AMO et al., 2019).

Figura 43 - Efeito de compostos fendlicos sobre a atividade da a-L-Arafase de P.
sanguineus, concentragdo final de 10 mmol L'
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Na concentragdo testada n&o foi observado efeitos inibitorios; na verdade, dois
fendlicos, o acido p-cumarico e especialmente o ac. ferulico, aumentaram a atividade,
0 que merece atenc¢do. Resultados semelhantes foram encontrados por Martins et al.,
(2022) ao analisar uma a-L-Arafase GH 62, assim como pesquisas anteriores deste
grupo de pesquisa apontaram efeitos semelhantes do acido ferulico, embora em
menor grau, sobre uma xilanase recombinante de Myceliophthora heterothallica
F.2.1.4 expressa em K. phaffi (ZANONI et al., 2021). Tais resultados podem estar
possivelmente relacionados a uma ligagao éster com hemiceluloses de
arabinoxilanas, pois alguns grupos laterais com grupos carboxilicos, como o acido
ferulico e o acido p-cumarico, estabelecem tal ligacao (GRACA et al., 2017). O acido
ferulico ainda pode formar dimeros de ésteres de hidroxicinamatos, ou oligdmeros de
maior complexidade, reforcando a ligagao cruzada dentro da fragao de carboidrato da

parede celular.
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5.4.8 Efeito da concentracao de NaCl na atividade

Foram determinados o efeito de NaCl em diferentes concentragdes, até o limite
de 1 mol L, pois nas cromatografias de exclusdo molecular e de troca idnica é usada
uma concentracdo de NaCl. O experimento permitiu constatar que o aumento da
concentracdo de NaCl nao afetou a atividade da a-L-Arafase até o limite testado
(Figura 44). Castillo e Demoulin, (1997) analisaram o efeito do NaCl em diferentes
concentragdes em P. sanguineus e constataram uma diminui¢do no seu crescimento
em funcao da salinidade. Os resultados também se assemelham a Martins et al.,
(2022) que obteve ativagédo da enzima purificadaa 0,5 mol L', sendo esta retida a

concentragdes maiores de 1 mol L.

Figura 44 - Efeito da concentragdo de NaCl sobre a atividade da a-L-Arafase de P.
sanguineus

gy *

0,2

o
—
L

=
—

Absorbancia em 420 nm

o
[
L

— T —————
0 0,2 04 0,6 0,8 1
NaCl {mol L™

Fonte: Autoria Prépria

549 Cinética enzimatica

Experimentos de cinética enzimatica (Figura 45) conduzidos com a enzima no
pH e temperatura 6timos permitiram calculara Vmax € Km usando como substrato o
pNPAf. Os valores estimados usando a equacao classica de Michaelis-Menten (curva
vermelha do grafico) foram de:
Vmax = 0,41 +/- 0,03 pmol min-"
Kwm = 2,05 +/- 0,41 mmol L'
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Chi?2=0,001412
R? = 0,995864

Analisando o primeiro ajuste ficou evidente que os resultados ndo foram bem
representados no ajuste a equacao de Michaelis-Menten, e sugerem uma curva
sigmoidal, com comportamento cooperativo positivo (h>1). Quando aplicamos um
segundo ajuste, desta vez usando a equacdo de Hill (Vmax x [S]P)/(Km" + [S]")
(Marangoni, 2003), baseada na equacéo anterior, obtivemos um melhor ajuste,
evidente na curva azul, tendo obtido os seguintes valores, incluindo o da

cooperatividade ‘h’:

Vmax = 0,33 +/- 0,01 ymol min-?
Km= 1,32 +/- 0,06 mmol L
h=1,65 +/-0,11
Chi2=0,000124
R2=0,999635

Figura 45 - Grafico de Michaelis-Menten da a-L-Arafase de P. sanguineus. Sao
mostrados os valores médios e D.P. de trés réplicas, e os ajustes as equagdes de
Michaelis-Menten (curva vermelha) e de Hill (curva azul.)
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Uma analise comparativa com a literatura de trabalhos que usaram o mesmo
substrato, aponta que a enzima a-Ara1 parcialmente purificada de Chrysoporthe
cubensis apresentou Vmaxigual a 1,56 + 0,02 umol min~"mg~' e um valor de Kmapp de
3,34 mmol/L para o mesmo substrato pNP-a-L-arabinofuranosideo (DE
ALBUQUERQUE et al., 2024).

Por outro lado, a enzima de Aureobasidium pullulans apresentou um valor de
Km para o mesmo substrato de 3,7 mmol L' e um Vmax de 34,8 ymol min~" mg™"' (DE
WET et al., 2008), e os parametros cinéticos Km (2,5 + 0,3 mmol L), Vimax (157,8 £ 7,7
umol min-'mg) e kcat (210 + 10,3 s-') foram determinados para a Abf4980 de Bispora
sp. MEY-1 em relagéo ao substrato pNPAf (LIU et al., 2024).

A enzima designada Xyaf313, de Chaetomium globosum, exibe um Km de 5,65
mmol L1, um Vmax de 486,47 pmol min~"mg~" e um kcatde 64,53 s™. (LU et al., 2025a).

Os parametros cinéticos das enzimas purificadas em relagao ao p-nitrofenil-o-
L-arabinofuranosideo apresentaram valores de Km e kcat das enzimas AFQ1 e AFS1
de Penicillium chrysogenum foram determinados como sendo 0,86 e 1,32 mmol L1,
respectivamente(SAKAMOTO; KAWASAKI, 2003).

Na comparagao, analisando o Km, apenas a enzima AFQ1 do ultimo trabalho
citado apresentou valor menor, sendo o da outra enzima exatamente igual, o que
coloca o parametro estimado da a-L-Arafase de P. sanguineus como tendo um valor
interessante se analisarmos como indicadorde maior afinidade pelo substrato. Nao
comparamos o valor da Vmax por ela ser dependente da concentragdoda enzima: Vmax
= kecat * [ET], onde [ET] € a concentragao de enzima, porém na maioria dos trabalhos a
expressdo é feita por mg de proteina, o que inclui contaminantes. O grau de
purificagao varia significativamente entre eles.

Obviamente, temos a limitagao, nesta avaliagao, de que os testes foram feitos
com substrato sintético, e ndo com os naturais, mas a maioria absoluta das fontes na

literatura utilizam a mesma abordagem.
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6 CONCLUSOES

Neste capitulo, foi abordado a produgdo e analise da enzima a-L-
arabinofuranosidase dos fungos Myceliophthora heterothallica, Trichoderma reesei,
Trichoderma harzianum, Phebia sp, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum
commune e Perenniporia medula-panis por fermentacdo em estado solido e semi-
sélido utilizandofarelo de laranja, farelo de trigo, espiga de milho e bagago de cana-
de-agucar como substratos. Dentre as espécies, o fungo Pycnoporus sanguineus
apresentou maior produgao sendo purificado e analisado, cuja massa molecular foi
estimada entre 50 e 60 kDa, com 6tima atividade e estabilidade a pH 3,0 a 5,0 e
temperatura 6tima de 50 °C se mantendo estavel até 60 °C. A enzima nao necessita
de ions para exercer suaatividade, porém foi considerada sensivel aos solventes SDS
e Triton. As caracteristicas dessa enzima favorecem na continuidade de pesquisas
enfatizando sua capacidade de degradar residuos lignoceluldsicos de origem
agroindustrial. Em estudos futuros, pode-se considerareventualmente a clonagem e

expresséo heteréloga justificada pela otimizagdo da produc¢éao.
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