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RESUMO  

 

ARRUDA, Luiz Vinícius de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2023. 
Avaliação do exoproteoma de Talaromyces pinophilus cultivado em casca de soja e 
produção de α-arabinofuranosidase. Orientadora: Valéria Monteze Guimarães. 
Coorientador: Túlio Morgan. 

 

Atualmente, o Brasil é uma potência mundial na produção e exportação de soja, gerando 

também grandes quantidades de resíduos a partir do seu processamento, sendo um deles a casca 

de soja, que é rica em carboidratos, proteínas e possui baixo teor de lignina. Foi observado que 

o cultivo do fungo fitopatogênico Talaromyces pinophilus nesta biomassa induz a produção de 

enzimas de interesse biotecnológico. Nesse sentido, o extrato bruto de T. pinophilus cultivado 

em casca de soja sob fermentação submersa foi analisado por LC-MS/MS para a identificação 

das proteínas mais abundantes. A análise do secretoma experimental mostrou que, nessas 

condições, o fungo produz elevadas quantidades de α-L-arabinofuranosidase da família GH54. 

Após o estudo secretoma experimental de T. pinophilus, essas informações foram comparadas 

aos dados de predição de CAZymes potencialmente secretadas pelo mesmo fungo, gerado por 

ferramentas preditivas baseadas em seu genoma. Esses resultados confirmaram que a casca de 

soja induz a produção de uma grande diversidade de arabinofuranosidases, além de direcionar 

o metabolismo do fungo para a produção de uma α-L-arabinofuranosidase da família GH54 em 

alta abundância. A partir deste princípio, a enzima foi produzida e parcialmente purificada por 

ultrafiltração e cromatografia de troca iônica DEAE-Sepharose. A enzima demonstrou ter 

massa molecular próxima a 52 kDa, exibiu maior atividade em pH 4,5 a 60 °C e t1/2 de 

aproximadamente 55h quando incubada a 50 °C. A enzima também demonstrou ser modulada 

positivamente na presença de Co2+, Mn2+, EDTA e Tween 80 e apresentou um caráter 

bifuncional, exibindo atividade de α-arabinofuranosidase e β-galactosidase. Por fim, a α-L-

arabinofuranosidase da família GH54 demonstrou um efeito positivo na sacarificação do 

bagaço da cana-de-açúcar pré-tratado quando adicionada a um coquetel enzimático celulolítico, 

acarretando no aumento da liberação de glicose, xilose e arabinose, bem como na conversão de 

celulose e hemicelulose em seus respectivos açúcares monoméricos. 

 

Palavras-chave: α-L-Arabinofuranosidase. Exoproteoma. Casca de soja. Talaromyces 

pinophilus. 



 
 

ABSTRACT 

 

ARRUDA, Luiz Vinícius de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February 2023. 
Evaluation of the exoproteome of Talaromyces pinophilus cultivated in soybean hulls and 
α-arabinofuranosidase production. Advisor: Valéria Monteze Guimarães. Co-advisor: Túlio 
Morgan. 

 

Brazil is one of the countries that most produces and exports soybeans in the world. Industrial 

processing of soybeans generates a large amount of waste, one of which is soybean hulls, that 

is rich in carbohydrates and proteins. The endophytic fungus Talaromyces pinophilus grown in 

soybean hulls was able to produces several enzymes of biotechnological interest. The objectives 

of the present work are to identify the CAZymes of the exoproteome of T. pinophilus cultivated 

in soybean hulls and characterize the most abundantly secreted enzyme. The crude extract of T. 

pinophilus grown in soybean hulls under submerged fermentation was analyzed by LC-MS/MS. 

An α-arabinofuranosidase from the GH54 family was most abundantly secreted. This enzyme 

was partially purified by ultrafiltration and ion exchange chromatography, biochemically 

characterized and applied in the saccharification of lignocellulosic biomass. Comparison of the 

predicted T. pinophilus secretome with the experimental exoproteome of this fungus revealed 

that soybean hulls were able to induce a wide spectrum of CAZymes and especially a wide 

range of arabinofuranosidases. Among these, a single α-L-arabinofuranosidase GH54 stood out 

for its high abundance. This purified α-L-arabinofuranosidase showed MM close to 52 kDa, 

higher activity at pH 4.5 at 60 °C and t1/2 of approximately 55h at 50 °C. The enzyme was 

positively modulated by Mg2+, EDTA and Tween 80 and showed a bifunctional character, 

exhibiting α-arabinofuranosidase and β-galactosidase activities. Supplementation of a 

commercial cellulolytic enzyme cocktail with α-L-arabinofuranosidase promoted a positive 

effect on the saccharification of pretreated sugarcane bagasse, increasing the release of glucose, 

xylose and arabinose. T. pinophilus is a promising fungus for the production of lignocellulolytic 

enzymes, especially an α-L-arabinofuranosidase GH54, which proved to be efficient in 

supplementing commercial enzyme mixtures intended for biomass degradation. 

 

Keywords: α-L-Arabinofuranosidase. Exoproteome. Soybean hulls. Talaromyces pinophilus. 
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1. INTRODUÇÃO  

Com o advento da inovação tecnológica e o avanço das ferramentas de bioinformática, 

iniciou-se, desde o início do milênio, uma explosão de estudos voltados para as “ômicas”, que 

revolucionou a ciência ao permitir o processamento de grandes volumes de dados com baixo 

consumo de tempo (BOJA et al., 2014). A proteômica, segmento que pode ser definido como 

o estudo sistemático da estrutura, função, interação e composição das proteínas e suas 

atividades celulares (WILKINS et al., 1996), possibilitou importantes descobertas no estudo de 

peptídeos, proteínas e enzimas. Com a existência de softwares que permitem desde a 

modelagem de proteínas por homologia até a predição de suas características físico-químicas, 

baseando-se em sequências e estruturas similares depositadas em bancos de dados, fica claro 

que o domínio dessas abordagens contribui para a melhoria de processos que envolvem a 

participação de peptídeos, proteínas e enzimas. 

O mercado de enzimas, em alta na última década, apresenta acréscimos anuais em sua 

receita à medida que indústrias de diferentes setores vêm adotando o uso dessas biomoléculas 

em seus processos. As enzimas são catalisadores biológicos que permitem o controle eficiente 

dos processos aos quais estão envolvidas, por apresentarem vantagens como alta especificidade 

de reação, possibilidade de reutilização quando imobilizadas, altos rendimentos de produtos e 

baixo custo para a recuperação dos mesmos, além de serem ambientalmente amigáveis, 

características que não são destaque nos catalisadores químicos. Em contrapartida, o custo de 

produção e o escalonamento de processos industriais que empreguem essas biomoléculas se 

mostram como os principais gargalos de sua utilização (BIBI et al., 2021). As CAZymes, 

enzimas que atuam especificamente em carboidratos, destacam-se por serem muito versáteis, 

sendo aplicadas no processamento de alimentos, suplementação de alimentos para animais, 

indústria têxtil, produção de biocombustíveis, formulação de detergentes, dentre outros 

(CONTESINI et al., 2013; CORRÊA et al., 2020). As CAZymes que atuam no complexo 

lignocelulósico, especialmente atrativas para a produção de bioetanol, representam mais de 

20% das enzimas comercializadas no mundo (TOUSHIK et al., 2017). 

Fungos filamentosos, bactérias e leveduras apresentam-se como as maiores fontes para 

a produção de enzimas devido a uma série vantagens frente a outros organismos, que incluem 

a produção independente de fatores sazonais, rendimentos elevados e baixos requerimentos 

nutricionais para o crescimento dos microrganismos (RAVEENDRAN et al., 2018). Fungos 

filamentosos dos gêneros Aspergillus, Trichoderma e Penicillium são descritos na literatura 

como bons produtores de enzimas de degradação de parede celular, dentre elas as CAZymes de 
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interesse biotecnológico (MÄKELÄ; DONOFRIO; DE VRIES, 2014). De forma mais 

generalizada, fungos fitopatogênicos podem ser ótimas fontes de celulases, hemicelulases e 

outras enzimas auxiliares, sendo esse maquinário enzimático necessário para degradar a barreira 

de defesa primária das células vegetais, a parede celular, e assim, permitir a invasão desses 

patógenos às células hospedeiras (KUBICEK; STARR; GLASS, 2014). Fatores condicionais 

de cultivo como a fonte de carbono utilizada, tempo de crescimento e condições de temperatura 

e agitação influenciam diretamente no perfil de enzimas secretadas por esses microrganismos 

(JUN; KIESELBACH; JÖNSSON, 2011). 

O fungo fitopatogênico Talaromyces pinophilus teve seu genoma sequenciado e seu 

proteoma predito em um trabalho recente, em que foi evidenciado o seu potencial para a 

produção de 803 CAZymes, incluindo xilanases, β-galactosidases, α-amilases, 

arabinofuranosidases, pectinases e outras (LI et al., 2017). Uma vez que o conjunto de proteínas 

produzidas por um fungo é modulado pelas suas condições de cultivo, incluindo a fonte de 

carbono utilizada, faz-se necessário avaliar diferentes condições para definir aquelas que 

melhor direcionam a produção e secreção de enzimas de interesse biotecnológico. O cultivo de 

fungos em resíduos lignocelulósicos de baixo custo, como a casca de soja, é vantajoso sob o 

ponto de vista industrial, por promover a redução do custo de produção das enzimas e 

consequentemente do processo no qual essas enzimas são utilizadas. A análise prévia do 

secretoma de T. pinophilus cultivado em casca de soja revelou que, nessas condições, o fungo 

direciona o seu metabolismo de proteínas para a produção de altos níveis de α-L-

arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55). 

As α-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) são enzimas que atuam na hidrólise de 

ligações glicosídicas do tipo α-(1,2), α-(1,3) e α-(1,5) em resíduos de L-arabinofuranose ligados 

a oligo/polissacarídeos complexos, como a arabinoxilana e arabinogalactana (BOURAOUI et 

al., 2016). As α-L-arabinofuranosidases desempenham papéis fundamentais na indústria, como 

na formulação de coquetéis enzimáticos para a sacarificação de biomassas lignocelulósicas, na 

suplementação de alimentos para aumento de sua digestibilidade e na deslignificação da polpa 

na indústria de papel (BINOD et al., 2019; NUMAN; BHOSLE, 2006a; PORIA et al., 2020a). 

Nesse trabalho, analisamos o exoproteoma de T. pinophilus cultivado em casca de soja, 

especialmente em relação à produção de CAZymes de interesse biotecnológico. Além disso, 

visto que α-L-arabinofuranosidases foram abundantemente expressas pelo fungo cultivado 

nessas condições, foi realizada a purificação, caracterização e aplicação da α-L-

arabinofuranosidase na sacarificação de bagaço de cana-de-açúcar. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 Biomassa lignocelulósica 

A biomassa vegetal lignocelulósica é a matéria natural mais abundante do planeta. É 

constituída principalmente por celulose, hemicelulose, lignina, pectina e proteínas e a 

composição relativa desses elementos varia de acordo com a fonte (figura 1). Essas 

concentrações dependem da espécie vegetal, da localização do tecido, condições de crescimento 

e da idade da planta (SINGHVI; DIGAMBAR; GOKHALE, 2019). 

As fibrilas que compõem a biomassa lignocelulósica se envolvem em uma matriz 

complexa que confere proteção à célula vegetal. Essa forte associação resulta em um complexo 

recalcitrante à degradação enzimática, o que se caracteriza como um obstáculo para o 

aproveitamento industrial e biotecnológico desse material (ZOGHLAMI; PAËS, 2019).  

As principais fontes de biomassa lignocelulósica são as algas marinhas, resíduos 

agroindustriais, descartes sólidos urbanos e matérias-primas florestais (VASIĆ; KNEZ; 

LEITGEB, 2021). O Brasil se encontra entre as maiores potências mundiais na exportação de 

produtos agrícolas. Ao mesmo tempo que exista tamanha produtividade, ocorre a formação de 

resíduos agrícolas em grande abundância que, quando indevidamente descartados, acarretam 

em impactos ambientais. O aprimoramento de técnicas que permitam, de forma eficiente, 

desconstruir o material lignocelulósico e transformar seus componentes de degradação em 

produtos biotecnológicos irá não somente reduzir os impactos ambientais gerados pelo acúmulo 

desses subprodutos, como também permitirá a criação de novas mercadorias com valor 

agregado.  

 

Figura 1: esquema do complexo lignocelulósico. Adaptado de Zain, et al (2014).  
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2.1.1 Celulose 

A celulose é o polissacarídeo mais abundante da biosfera. A cadeia principal da celulose, 

ou cada microfibrila, consiste em um homopolissacarídeo formado por unidades de D-glicose 

ligadas umas às outras por ligações β-1,4 (figura 2). Microfibrilas adjacentes interagem com 

cadeias vizinhas por meio de ligações de hidrogênio e forças de van der Waals, estabelecendo 

uma rede de interações que confere ainda mais resistência ao polímero. Além disso, a celulose 

é um material renovável, biodegradável e atóxico (LUCIA; AYOUB, 2018).  

A associação de microfibrilas, as fibrilas, possuem regiões cristalinas e amorfas. As 

regiões onde se tem maior interação entre as microfibrilas são denominadas cristalinas e são 

mais dificilmente hidrolisáveis em virtude do caráter estável da matriz que se encontra mais 

fortemente associada. As regiões em que as microfibrilas encontram-se menos fortemente 

associadas são chamadas de amorfas e são hidrolisadas mais facilmente que as regiões 

cristalinas, devido ao fato de a matriz estar mais disponível para ser acessada por processos 

enzimáticos, químicos ou mecânicos. A hidrólise da celulose libera glico-oligossacarídeos 

como celobiose, celotriose, celotetrose, dentre outros, sendo todos eles constituídos por 

unidades de D-glicose ligadas umas às outras (THOMAS et al., 2018). 

 

 

Figura 2: Estrutura da celulose com destaque para unidade de celobiose (Adaptado de ONDA; 

OCHI; YANAGISAWA, 2008).  

A degradação completa da celulose é um desafio devido ao caráter recalcitrante da 

biomassa lignocelulósica, que restringe o acesso de enzimas celulolíticas aos seus respectivos 

substratos (ZOGHLAMI; PAËS, 2019). As enzimas fúngicas de degradação de celulose são 

distribuídas principalmente nas famílias GH3, GH5, GH6, GH7 e GH61. As endo-1,4-β-
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glucanases (GH5) clivam ligações no interior da cadeia, as exo-1,4-β-glucanases ou 

cellobiohidrolases (GH6 e GH7) clivam ligações nas extremidades redutora e não redutora e 

liberam moléculas de celobiose e as β-glicosidases (GH3) hidrolisam a celobiose em unidades 

de D-glicose. Uma classe de enzimas da família GH61 dependentes de cobre, as polissacarídeo 

mono-oxigenases (PMOs), também atuam na degradação da celulose catalisando uma clivagem 

oxidativa na presença de um doador de elétrons (LOUISE GLASS et al., 2013).  

 

2.1.2 Hemicelulose 

A hemicelulose é o segundo polissacarídeo mais abundante do planeta. Sua estrutura 

destoa da celulose pelo extenso grau de ramificação e variação na composição de suas unidades 

monoméricas. Consiste em um heteropolissacarídeo constituído por hexoses (como glicose, 

galactose e manose), pentoses (como xilose, arabinose e ramnose), ácidos urônicos (como ácido 

glicurônico) e grupos acetil. O grau de substituição e a composição das cadeias de hemicelulose 

variam dependendo da espécie (WANG et al., 2021).  

As cadeias da hemicelulose são muito menores e possuem menor grau de polimerização 

que a celulose, mas podem apresentar elevado número de grupos substituintes (ZOGHLAMI; 

PAËS, 2019). A hemicelulose é totalmente amorfa e possui pouca resistência mecânica, o que 

a torna facilmente hidrolisável e suscetível à ação enzimática ou química (ISIKGOR; BECER, 

2015). Por estar associada às fibras de celulose, a hemicelulose atua como uma barreira física 

que limita o acesso das celulases aos seus substratos. Muitos estudos já demonstraram que a 

remoção da hemicelulose contribui para a acessibilidade de enzimas à celulose (SANTOS et 

al., 2018). Acredita-se que a hemicelulose se associa à celulose por meio de ligações de 

hidrogênio e se associa à lignina principalmente por meio de ligações covalentes (SINGH; 

CHANDEL, 2018). 

 Por ter uma estrutura tão complexa e heterogênea, a degradação completa da 

hemicelulose depende da ação conjunta de um arsenal enzimático que atue de maneira 

cooperativa na liberação dos seus monossacarídeos e grupos substituintes (figura 3). A maior 

fração da hemicelulose é representada por xilana substituída com arabinose, ácido glicurônico 

ou hexoses (BASTAWDE, 1992). Dentre as enzimas necessárias para a degradação de xilana 

pode-se citar as endo-β-1,4-xilanases (GH10, GH11), α-L-arabinofuranosidases (GH3, GH10, 

GH43, GH51, GH54 e GH62), β-xilosidases (GH43 e GH3), acetilxilana esterases (CE1-CE7) 

e ácido ferúlico esterases (CE1) (LOUISE GLASS et al., 2013). 
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Figura 3: Enzimas envolvidas na hidrólise da hemicelulose (adaptado de LOUSE GLASS, et 

al. 2013). 

 

2.1.3 Lignina 

A lignina é um polímero aromático insolúvel que intercala as fibras de celulose e 

hemicelulose e representa de 10-25% da massa do complexo lignocelulósico. Sendo constituída 

por unidades de fenil propano altamente heterogêneos (figura 4), seus produtos de degradação 

não geram açúcares fermentescíveis e interferem negativamente em alguns processos 

industriais, como a sacarificação e o crescimento microbiano (RAJESH BANU et al., 2018). A 

lignina é o biopolímero fenólico mais abundante da Terra, tendo potencial para ser tratada como 

matéria-prima para a produção de energia e compostos químicos aromáticos (UPTON; 

KASKO, 2016).  



14 
 

 

Figura 4: modelo estrutural da lignina proposto por Lu et al. (2017). 

 O teor de lignina varia entre espécies vegetais, idade e tecido. Em madeiras macias, a 

lignina representa em torno de 24-33% do seu peso seco; em madeiras duras, esse teor está em 

torno de 19-28%; e em gramíneas, 15-25% (LU et al., 2017). Dentre as tecnologias modernas 

para a elucidação da estrutura da lignina, pode-se citar a espectroscopia e espalhamento Raman 

confocal (ZENG; HIMMEL; DING, 2012) e espectrometria de massas de íons secundários 

(ZHOU et al., 2011), no entanto essas técnicas podem conduzir a interpretações ambíguas sobre 

os mecanismos de biossíntese e degradação. A quantificação de lignina em biomassas 

lignocelulósicas, por sua vez, pode ser feita por microscopia UV e gravimetria para a 

determinação dos seus teores solúveis e insolúveis, respectivamente, após hidrólise ácida 

(SLUITER et al., 2008). 

 Em alguns processos industriais que envolvam a sacarificação de biomassas 

lignocelulósicas, como a produção de bioetanol, a remoção da lignina é necessária, pois ela 

impede fisicamente o acesso de enzimas às fibras de celulose e hemicelulose, além formar 

ligações improdutivas com as mesmas, reduzindo significativamente o rendimento de hidrólise 

(SIQUEIRA et al., 2017). A indústria de papel e polpa kraft representa um dos setores mais 

significativos na produção de lignina residual, no chamado licor negro, mas a maior parte desse 

subproduto é indevidamente descartado ou queimado como combustível de baixo valor 

energético, resultando na subutilização dessa fonte de recursos aromáticos que pode ser 

utilizada para a geração de produtos biotecnológicos diversos (STEWART, 2008).  
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 Os produtos de degradação da lignina podem usados para a construção de produtos 

químicos como ácido orgânicos (vinílico, benzoico, tolueno, acético, metoxibenzoico e 

fórmico), dimetilsulfóxido e hidrocarbonetos aromáticos (UPTON; KASKO, 2016). A lignina 

também possui aplicações médicas, podendo ser utilizada como material para a fabricação de 

hidrogéis tridimensionais, devido às suas propriedades antioxidantes e antibacterianas, além da 

grande resistência mecânica (ASINA et al., 2017). Na indústria farmacêutica, compostos 

derivados da lignina são utilizados não somente para aliviar sintomas de algumas doenças, 

como também podem ser usados como compartimentos para drogas (YU; KIM, 2020). Mais 

recentemente, foi descoberto que a mistura de lignina com materiais plásticos para a impressão 

3D atribui vantagens econômicas ao processo, além de garantir boa qualidade na estrutura dos 

materiais produzidos e tornar o processo mais ambientalmente amigável (NGUYEN et al., 

2018; NGUYEN; BOWLAND; NASKAR, 2018). 

 

2.1.4 Pectina 

A pectina é um componente da parede celular primária e lamela média de células 

vegetais e de alguns microrganismos. Consiste em um heteropolissacarídeo de alta 

complexidade estrutural, constituído principalmente por ácido poligalacturônico com grupos 

substituintes diversos, sendo esses de cadeias curtas ou longas, compostas por mais de 17 tipos 

de monossacarídeos diferentes, ou ainda metoxilados ou acetilados (CANTERI et al., 2012; 

PARAMESWARAN; VARJANI; RAVEENDRAN, 2019).  

O principal componente monomérico da pectina é o ácido galacturônico, que constitui 

aproximadamente 70% de sua estrutura, estabelecendo ligações glicosídicas nas posições O-1 

e O-4 para a formação dos polissacarídeos pécticos. O polissacarídeo mais abundante da pectina 

é a homogalacturonana (HG), que apresenta unidades de ácido α-D-galactopiranosilurônico em 

ligações 1 → 4 em cadeia linear. Outros elementos estruturais comumente encontrados na 

pectina (figura 5) são ramnogalacturonana I (RG-I), ramnogalacturonana II (RG-II) e 

xilogalacturonana (XGA), arabinogalactana I (ARA-I) e arabinogalactana II (ARA-II) – sendo 

este último associado a proteínas (Tabela 1). (MOHNEN, 2008; VILLA-RIVERA et al., 2021). 

Tabela 1: elementos estruturais presentes na pectina (CANTERI et al., 2012; MOHNEN, 2008; VILLA-RIVERA 

et al., 2021). 

Polissacarídeo Características estruturais 
Homogalacturonana (HG) Constitui aproximadamente 65% da pectina. HG é 

parcialmente metilesterificado na carboxila C-6, pode ser 
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O-acetilado em O-2 ou O-3 e pode conter outros ésteres 
de ligação cruzada.  

Ramnogalacturonana I (RG-I) Representa 20-35% da pectina. Contém um esqueleto de 
unidades do dissacarídeo [-α-D-GalA-1,2-α-L-Rha-1-4-
]n  que se repete n vezes. É um polissacarídeo muito 
heterogêneo, sendo o comprimento da cadeia principal e 
os grupos substituintes muito variáveis. 

Ramnogalacturonana I (RG-II) Constitui aproximadamente 10% da pectina e é 
possivelmente o polissacarídeo mais complexo. 
Conservada na maioria das espécies vegetais, possui um 
esqueleto de pelo menos 8 resíduos de α-D-GalA com 
cadeias laterais constituídas por mais de 12 tipos 
diferentes de açúcares em mais de 20 tipos diferentes de 
ligações glicosídicas. 

Xilogalacturonana (XGA) Possui uma cadeia principal de homogalacturonana 
substituída com resíduos de D-xilose na posição C-3. O 
grau de xilosidação varia em diferentes vegetais. Os 
grupos laterais de xilose podem ser substituídos com 
outros resíduos de xilose ligados na posição O-4. 

Arabinogalactana I (ARA-I) Também denominado arabino-4-galactana, possui uma 
cadeia principal de galactopiranose unidos por ligação β-
1,4 e ramificadas com grupos arabinofuranosil unidos à 
cadeia por ligação α-1,3.  

Arabinogalactana I (ARA-II) Também denominado arabino-3,6-galactana, possui uma 
cadeia principal de galactopiranose unidos por ligação β-
1,3 e ramificadas na posição C(O)-6 com uma grande 
diversidade de monossacarídeos. Encontra-se associada 
com proteínas (arabinogalactanas-proteínas, AGPs). 

 

 

Figura 5: estrutura simplificada da pectina (adaptado de MOHNEN et al., 2008). 
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2.2  Estudo do exoproteoma de fungos filamentosos 

Fungos filamentosos desempenham um papel fundamental na natureza por serem 

heterótrofos e decompositores da matéria orgânica. As principais estratégias adotadas para o 

estabelecimento e crescimento desses organismos envolvem a secreção de um grupo de 

proteínas que atuam na captação de macronutrientes, sinalização, remodelamento de parede 

celular e competição com outros organismos (FILIATRAULT-CHASTEL et al., 2021). Por 

serem extremamente adaptativos, fungos filamentosos podem utilizar diversas fontes de 

carbono e nitrogênio para seu crescimento e, de acordo com cada uma delas, modular seu 

metabolismo e a biossíntese de proteínas contexto-específicas. O arsenal enzimático produzido 

será ajustado para a desconstrução das biomoléculas poliméricas de cada hospedeiro ao qual o 

fungo infecta (GIRARD et al., 2013). 

A definição mais atual para o termo “secretoma”, sugerida por Agrawal et al. (2010), 

consiste no conjunto global de proteínas produzidas e exportadas para o meio extracelular de 

uma célula, tecido, órgão ou organismo, em uma condição específica, por meio de mecanismos 

de secreção clássicos e por vias não clássicas, envolvendo organelas secretoras constitutivas e 

reguladas. Apesar de o secretoma ser dinâmico e modulado pelas condições do meio, as 

estratégias de degradação e obtenção de nutrientes por fungos decompositores de madeira são 

semelhantes e comumente enquadradas em três categorias: os basidiomicetos da podridão 

branca degradam a lignina pela ação catalítica de lacases e peroxidases antes de degradarem a 

celulose; basidiomicetos da podridão marrom promovem pequenas modificações na lignina por 

mecanismos enzimáticos e não enzimáticos para obterem acesso à celulose e hemicelulose; e 

os ascomicetos de podridão leve atacam primeiramente as fibras de celulose e hemicelulose 

sem atacar a lignina, que permanece em altos teores (CRAGG et al., 2015; SPATAFORA et 

al., 2017).  

Existem uma série de estudos publicados na literatura contendo pipelines definidos para 

predição in silico de secretomas, bem como abordagens para estudo de secretomas 

experimentais (FILIATRAULT-CHASTEL et al., 2021; GOGLEVA; DROST; 

SCHORNACK, 2018; VIVEK-ANANTH et al., 2018). De modo geral, a identificação de 

proteínas fúngicas secretadas se baseia na comparação de sequências proteicas do organismo 

estudado com outros organismos relacionados. A comparação normalmente é feita por 

algoritmos que utilizam alinhamento de sequência, como o BLAST, sendo possível associar 
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uma anotação funcional a uma determinada proteína com base na similaridade que ela possui 

com outra proteína – caracterizada experimentalmente ou com sua função predita – depositada 

em algum banco de dados. Uma das ferramentas mais utilizadas para esse propósito é o BLAST 

(DAS; ORENGO, 2016). A escolha dos bancos de dados utilizados é essencial para esse 

processo. O Swiss-Prot (https://www.uniprot.org/) contém apenas proteínas caracterizadas 

experimentalmente, sendo esse um dos principais bancos de dados utilizados para a predição 

de funções, entretanto, devido ao número limitado de sequências depositadas, utiliza-se outros 

bancos de dados complementares. O MycoCosm (https://mycocosm.jgi.doe.gov/) é um banco 

de dados que contém apenas genomas fúngicos caracterizados e conta com mais de 2000 

genomas depositados. Outros bancos de dados como o Pfam (https://pfam.xfam.org/), Interpro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/), CAZy (http://www.cazy.org/) e KO (Kyoto orthology) 

(https://www.genome.jp/kegg/ko.html) fornecem informações sobre domínios catalíticos 

conservados e homologia (WATSON; LASKOWSKI; THORNTON, 2005). Além disso, o 

projeto ontologia gênica (Gene Ontology – GO) unifica termos utilizados para definir função 

molecular, processo biológico e localização de produtos gênicos e se apresenta como uma 

ferramenta essencial para padronizar informações e facilitar o trabalho de geração e 

interpretação dos dados de anotação de proteínas. É comum ter anotações funcionais escritas 

de forma diferentes, mas que se referem a um mesmo conceito (ASHBURNER et al., 2000). 

A anotação de enzimas ativas sobre carboidratos (CAZymes) pode ser feita pelo 

programa dbCAN2. O dbCAN2 é um servidor que integra três bancos de dados internos 

(HMMER, DIAMOND e eCAMI) para automatizar a anotação das CAZymes, com predição 

da família CAZy, isto é, identificando se pertence à família das glicosil hidrolases (GH), glicosil 

transferases (GT), polissacarídeo liases (PL), carboitrado esterases (CE), enzimas de atividade 

auxiliares (AA) ou se é um módulo de ligação a carboidratos (CBM). A ferramenta Hotpep 

(Homology to Peptide Pattern) complementa essa análise ao realizar a predição de atividade 

enzimática de CAZymes (E.C.). Baseado na identificação de pequenos peptídeos conservados 

nas sequências, o Hotpep permite uma predição mais acurada da função proteica, visto que 

enzimas de uma mesma família podem apresentar funções distintas (BUSK et al., 2017; 

DRULA et al., 2022). 

Nos últimos anos, surgiram diversos estudos acerca dos secretomas de fungos 

filamentosos. Fungos dos gêneros Aspergillus, Trichoderma e Penicillium são comumente 

reportados como bons produtores de enzimas de degradação de biomassas (FLORENCIO et al., 

2016; KUBICEK, 2012). Um estudo comparativo dos secretomas de A. niger e T. reesei revelou 
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que ambas as espécies produzem um repertório enzimático capaz de hidrolisar eficientemente 

o complexo lignocelulósico e que o mecanismo de desconstrução parece favorecer primeiro a 

hidrólise de polissacarídeos como arabinoxilana e β-glicana, presentes na hemicelulose. Em 

números gerais, A. niger produziu um número maior de enzimas que T. reesei quando 

cultivados em bagaço de cana-de-açúcar e colmo de acordo com a análise feita por LC-MS/MS 

LTQ Velos Orbitrap (BORIN et al., 2015). 

O extrato bruto de P. echinulatum cultivado em quatro fontes de carbono diferentes por 

96h foi analisado por 1D-LC-MS/MS em estudo que revelou o potencial do fungo de secretar 

165 proteínas diferentes, sendo quase um terço delas identificadas como CAZymes. A maior 

parte das enzimas secretadas foram preditas como pertencentes à família das glicosil hidrolases, 

enquanto enzimas como pectinases, ligninases e amilases foram pouco expressas 

(SCHNEIDER et al., 2016). Em estudo feito por Sun, Lu & Xie (2018), em que o secretoma de 

T. reesei CICC 41495 cultivado em farelo de trigo por SmF foi analisado, foram identificadas 

23 proteínas envolvidas na degradação de polissacarídeos lignocelulósicos, incluindo enzimas 

como xiloglucanases, cellobiohidrolases e α-arabinofuranosidases. No entanto, o baixo número 

de proteínas identificadas pode estar relacionado ao método de detecção por MALDI-

TOF/TOF.  

Um estudo realizado para comparar o secretoma predito de duas cepas diferentes de A. 

niger demonstrou que a cepa industrial A. niger CBS 513.88 secreta, por vias clássicas, 1831 

proteínas das 14.086 codificadas em seu genoma, enquanto a cepa A. niger ATCC 1015 foi 

predita para secretar 1015 proteínas das 11.200 codificadas em seu genoma (BRAAKSMA et 

al., 2010).  

Tavares et al. (2021) reportaram pela primeira vez o secretoma experimental do fungo 

fitopatogênico Chrysoporthe cubensis, em análise feita por 1D-LC-MS/MS do extrato bruto 

deste organismo cultivado em farelo de trigo por SSF, revelando a presença de 313 proteínas 

secretadas, sendo 137 delas preditas como CAZymes. O estudo do bioinfosecretoma de 

Penicillium ochrochloron RSL11 demonstrou que dos seus 12015 genes codificadores de 

proteínas, 737 foram preditos como CAZymes, número superior ao relatado para outros fungos 

Penicillium (MORGAN, et al., 2022). Esses trabalhos demonstraram o potencial de cada 

espécie estudada para a produção de enzimas para a sacarificação de biomassas. 
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2.3 O fungo Talaromyces pinophilus 

Talaromyces pinophilus (figura 6), anteriormente designado como Penicillium 

pinophilum, é um fungo ascomiceto endofítico da família Trichocomaceae (SAMSON et al., 

2011). Sendo isolado em espécies vegetais e no solo de regiões semiáridas, o fungo T. 

pinophilus é relatado como agente promotor do crescimento de plantas por atuar na captação 

de nutrientes essenciais, como potássio (MAITY et al., 2014) e por inibir o crescimento de 

Botrytis cinérea, fungo causador da podridão cinzenta em vegetais como cebola e morango 

(ABDEL-RAHIM; ABO-ELYOUSR, 2018).  

 

 

Figura 6: podridão marrom-azulada em raízes de beterraba causadas por T. pinophilus após uma 

semana (à esquerda) e três semanas (à direita) de infecção (HAQUE; PARVIN, 2020).  

O genoma e o secretoma predito de T. pinophilus foram elucidados e foi observado a 

presença de 803 genes codificados como enzimas ativas em carboidratos (CAZymes), sendo 

156 delas preditas como enzimas de degradação de parede celular, que incluem celulases, 

xilanases, arabinofuranosidases e pectinases (LI et al., 2017). 

Embora o genoma de T. pinophilus já tenha sido elucidado, nenhum estudo envolvendo 

a comparação do secretoma experimental com o secretoma predito deste mesmo fungo foi 

relatado. A utilização de uma fonte de carbono específica, bem como a metodologia de cultivo 

do organismo afetam diretamente no perfil de enzimas produzidas. Estudos anteriores já 

revelaram a capacidade de T. pinophilus de secretar enzimas de degradação de parede celular. 

Já foi demonstrado que o fungo T. pinophilus, quando cultivado em capim elefante sob 

fermentação submersa, produziu um extrato enzimático com alta atividade hemicelulolítica 

aplicável na sacarificação do bagaço da cana-de-açúcar (VISSER et al., 2013). Por outro lado, 

a utilização de um meio suplementado com micronutrientes e o cultivo em pH 7.5 durante 28 

dias favorece a produção de altos níveis de lacases por T. pinophilus (DHAKAR et al., 2014). 
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2.4 Arabinofuranosidases 

Arabinofuranosidases (ABFs) são enzimas que atuam na clivagem de resíduos de L-

arabinofuranosídeo ligados a oligossacarídeos, polissacarídeos ou a substratos sintéticos, 

podendo atuar em mecanismos endo ou exo. A hemicelulose, segundo biopolímero mais 

abundante do planeta, e a pectina, que também compõe a parede celular, são exemplos de 

polímeros de ocorrência natural constituídos por polissacarídeos que contém L-arabinose, tais 

como arabinana, arabinoxilana e arabinogalactana (TSUJIBO et al., 2002). Atualmente, muitos 

setores industriais incluem etapas de degradação de biomassas vegetais para a obtenção de 

produtos biotecnológicos; nesse sentido, as ABFs vêm recebendo destaque por sua relevância 

biotecnológica, uma vez que são relatadas como enzimas limitantes para a degradação total de 

alguns resíduos vegetais (ALVIRA; NEGRO & BALLESTEROS, 2011). 

Arabinofuranosidases vêm sendo aplicadas em processos diversos que demandam a degradação 

de biomassas lignocelulósicas, desempenhando papéis fundamentais na indústria de papel e 

celulose, no tratamento de resíduos e produção de bioetanol (PORIA et al., 2020b).  

As ABFs são divididas em grupos que se diferem de acordo com seu substrato específico 

e modo de ação; cada um desses tipos é designado por um número EC (Enzyme Commission) 

como definido pela União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB, 

International Union of Biochemistry and Molecular Biology), sendo todas as ABFs 

pertencentes à família das glicosil hidrolases (E.C. 3.2.1). Pelo menos três grupos diferentes de 

ABFs já foram caracterizados: α-L-arabinofuranosídeo hidrolases (E.C. 3.2.1.55), β-L-

arabinosidases (E.C. 3.2.1.88) e endo-1,5-α-arabinanases (E.C. 3.2.1.99).  

Existe também uma classificação em que as ABFs são divididas em três tipos: o tipo A 

hidrolisa α-1,5-L-arabinofuranosídeo, arabino-oligômeros e o substrato sintético ρ-nitrofenil-

α-L-arabinofuranosídeo (ρNPαAra), mas não atua em polímeros. O tipo B atua na hidrólise de 

ligações glicosídicas de α-L-arabinofuranosil com polímeros lineares (como arabinana) ou 

ramificados (como arabino-oligossacarídeos), bem como o ρNPαAra, liberando xilose e L-

arabinose. Por fim, o tipo C inclui ABFs específicas para substratos naturais, sendo conhecidas 

como β-D-arabinoxilana arabinofuranohidrolases (AXH), sendo essas incapazes de atuarem 

sob o substrato sintético ρNPαAra (CONTESINI et al., 2017).  

As α-L-arabinofuranosidases representam um grupo importante das ABFs. Essas 

enzimas catalisam a hidrólise de ligações α-1,2, α-1,3 e α-1,5 entre resíduos de L-

arabinofuranosil de oligossacarídeos, polissacarídeos e substratos sintéticos (figura 7) 
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(NUMAN; BHOSLE, 2006). As α-ABFs estão distribuídas nas famílias GH3, GH43, GH51, 

GH54, GH62 e GH93, sendo a família GH62 a única constituída apenas por α-ABFs. A família 

GH54 inclui algumas α-ABFs descritas como bifuncionais, embora existam poucos estudos 

com foco na especificidade funcional dessa família (MOTTA et al., 2021).  

 

Figura 7: α-L-arabinofuranosidase atuando na hidrólise de ligações entre L-arabinose e xilana 

em diferentes posições (adaptado de PARAMESWARAN; VARJANI; RAVEENDRAN, 

2019). 

 α-L-Arabinofuranosidases da família GH54 já foram relatadas e caracterizadas em 

fungos dos gêneros Penicillium e Talaromyces. Em estudo publicado por Guais et al. (2010) 

foram identificados quatro genes codificantes de αABFs da família GH54 pelo fungo 

Talaromyces funiculosum, sendo esses produtos gênicos enzimas que compartilham 

características específicas como um domínio catalítico no N-terminal e um domínio de ligação 

a arabinose (ABD) conectado ao C-terminal. O fungo Penicillium sp. LYG 0704 foi reportado 

como produtor de uma α-L-arabinofuranosidase da família GH54 que apresentou efeito 

sinérgico com coquetéis comerciais contendo xilanase e celulase, sendo observado um aumento 

de 2,9 vezes na liberação de arabinose quando comparado com a ação individual do extrato 

comercial (LEE et al., 2011). Em outro estudo publicado por Sakamoto et al. (2013), duas 

αABFs das famílias GH51 e GH54 do fungo Penicillium chrysogenum foram expressas em E. 

coli e as enzimas recombinantes mantiveram características bioquímicas iguais às suas 

equivalentes nativas, tendo atividade ótima a 50 °C e pH 5.0. Ravanal & Eyzaguirre (2015) 
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caracterizaram uma das quatro α-L-arabinofuranosidases secretadas por Talaromyces 

purpurogenum e purificaram a enzima com massa molecular de 68 kDa, relativamente maior 

que a massa predita de 52 kDa, indicando alguma modificação pós-traducional. 

 A indústria de alimentos abrange uma série de possíveis aplicações para as α-L-

arabinofuranosidases, como na liberação de ácido acético para a produção de pães, clarificação 

de sucos de frutas, na produção de bebidas fermentadas como o vinho e na extração de 

componentes como café, amido e óleos vegetais (PARAMESWARAN; VARJANI; 

RAVEENDRAN, 2019). Na indústria de bioetanol, αABFs são utilizadas na sacarificação de 

biomassas pré-tratadas para aumentar o rendimento de hidrólise da celulose e hemicelulose 

(PATEL et al., 2015). Alguns estudos mostram também que arabinofuranosidases podem ter 

aplicações benéficas na saúde animal, pois liberam oligossacarídeos de arabinoxilana com 

potencial de atuarem como prebióticos (SERI et al., 1996) e liberam também arabinose, que 

inibe a sacarase e atua como agente antiglicêmico (NUMAN; BHOSLE, 2006). 

 Na indústria da produção de frangos de corte, o uso de dietas baseadas em cereais 

suplementadas com enzimas ativas em polissacarídeos não amiláceos, como xilanases e 

arabinofuranosidases, levam ao aumento da digestibilidade desses alimentos, resultando em 

maior performance no crescimento dos frangos e reduzindo os custos da alimentação (SALEH 

et al., 2019). α-Arabinofuranosidases constituem algumas das enzimas usadas na indústria do 

papel que beneficiam o processo de delignificação, pois atuam na remoção de grupos laterais 

presentes na hemicelulose, como arabinofuranosídeos, que restringem a ação de enzimas usadas 

no processo de branqueamento da polpa (SPRINGER-VERLAG et al., 1993). Estudos voltados 

para o tratamento de doenças causadas por mycobacterium, como Mycobacterium tuberculosis, 

agente causador da tuberculose, vêm desenvolvendo drogas anti-mycobacterium com alvo na 

destruição do envelope celular desses organismos. A parede celular de mycobacterium é 

constituída por macromoléculas como lipoarabinomanana e arabinogalactanana, portanto o uso 

de arabinofuranosidases na composição dessas drogas mostra-se essencial para destruir o 

envoltório celular desses patógenos (ASMARANI; FANANI; PUSPANINGSIH, 2016).  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Estudar o secretoma experimental de T. pinophilus cultivado em casca de soja e 

compará-lo ao secretoma predito in silico, identificando as proteínas secretadas nessa condição 

e suas porcentagens de sinal de íon acumulado. Purificar a enzima secretada em maior 

abundância nesta condição, a α-ABF da família GH54, caracterizá-la bioquimicamente e avaliar 

sua eficiência na sacarificação do bagaço da cana-de-açúcar. 

 

 3.2 Objetivos específicos 

• Quantificar as proteínas presentes no extrato enzimático de T. pinophilus cultivado em 

casca de soja e suas intensidades de sinal; 

• Identificar as funções preditas de cada proteína presente no secretoma de T. pinophilus 

cultivado em casca de soja e suas classes de família CAZy; 

• Realizar a predição das CAZymes extracelulares de T. pinophilus com base em seu 

genoma; 

• Avaliar experimentalmente as atividades enzimáticas do extrato bruto de T. pinophilus 

cultivado em casca de soja, com ênfase na atividade de α-L-arabinofuranosidase; 

• Caracterizar a α-L-arabinofuranosidase da família GH54 no extrato de T. pinophilus 

cultivado em casca de soja; 

• Avaliar o efeito da suplementação de α-L-arabinofuranosidase em coquetel enzimático 

comercial utilizado na sacarificação do bagaço de cana-de-açúcar. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Microrganismo e materiais 

O fungo Talaromyces pinophilus foi anteriormente isolado de resíduos agroindustriais 

de uma instalação pecuária em Minas Gerais e rotineiramente propagado em meio batata-

dextrose-ágar (BDA) a 28 °C por 2-10 dias. Cortes do meio BDA contendo o micélio do fungo 

foram utilizados para a manutenção do microrganismo no estoque micológico do Laboratório 

de Análises Bioquímicas em glicerol 30% (v/v) a -80 °C. 

 A casca de soja foi obtida da Caramuru Alimentos®. A coluna DEAE-Sepharose foi 

obtida da GE Healthcare (Uppsala, Swedwn) e a coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) foi 
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obtida da Shimatzu. Todos os produtos químicos foram produzidos pela Bio-Rad Laboratories 

(Hercules, CA, EUA), Himedia Laboratories Co. (Mumbai, Maharashtra, Índia), Merck 

(Darmstadt, Alemanha), Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e Vetec Química Fina 

(Duque de Caxias, RJ, Brasil). Todos os solventes orgânicos e produtos químicos sólidos 

utilizados apresentavam procedência e grau de pureza analítica. 

 

4.2 Caracterização centesimal da casca de soja 

 Os métodos para determinar a composição da casca de soja foram baseados na 

metodologia descrita por NREL (National Renewable Energy Laboratory, 2013) com algumas 

adaptações. Para a determinação dos extrativos etéreos, a casca de soja in natura foi submetida 

à extração contínua em refluxo no aparelho de Soxhlet, utilizando éter de petróleo como 

solvente durante 16 horas; em seguida, para a determinação dos extrativos hidroalcoólicos, a 

biomassa foi submetida à extração contínua em refluxo utilizando inicialmente água destilada 

como solvente durante 16 horas e posteriormente álcool etílico absoluto como solvente por mais 

16 horas. O teor de extrativos totais (soma dos extrativos etéreos e hidroalcoólicos) foi estimado 

por gravimetria. 

Para a determinação dos carboidratos estruturais (celulose e hemicelulose) e lignina, foi 

utilizada a biomassa livre de extrativos. Isso foi feito por hidrólise ácida em duas etapas: a 

primeira etapa a 30 °C em solução de H2SO4 a 72% (p/v) durante 60 minutos; a segunda etapa 

a 120 °C em solução de H2SO4 a 4% (p/v) durante 60 minutos. Após as duas etapas, o meio de 

hidrólise foi filtrado em cadinho de placas sinterizadas, previamente calcinado em mufla, 

conectado a uma bomba de vácuo. A fração sólida foi incubada em estufa a 105 °C até atingir 

peso constante para a determinação da lignina insolúvel. A fração líquida foi submetida a duas 

análises: alíquotas do filtrado diluídas com água deionizada foram analisadas em 

espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 215 e 280 nm para a quantificação da lignina 

solúvel; para a análise dos carboidratos estruturais, alíquotas do filtrado diluídas com água 

deionizada foram aplicadas em HPLC Shimadzu da série 10A equipado com coluna Aminex 

HPX-87H para a quantificação de glicose, celobiose, xilose, arabinose e ácido acético. Após a 

quantificação desses compostos, o teor de celulose foi estimado pela soma dos teores de 

celobiose e glicose corrigidos pela perda da massa de uma molécula de água, decorrente da 

reação de condensação da ligação glicosídica; o teor de hemicelulose foi estimado pela soma 

dos teores de xilose, arabinose e ácido acético, com o mesmo fator de correção.  
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O teor de proteínas totais foi determinado pelo método de digestão de Kjeldahl descrito 

pela Association of Official Analytical Chemists – AOAC (1997), usando o fator de correção 

de 5,75, como recomendado pela Anvisa para proteínas de origem vegetal. O teor de cinzas foi 

determinado pela carbonização total de amostras da casca de soja em cadinho de vidro, 

utilizando mufla a 575 ± 25 °C, também de acordo com a metodologia descrita pelo NREL 

(National Renewable Energy Laboratory, 2013). 

 

4.3 Obtenção e análise do secretoma experimental 

4.3.1 Preparação da amostra e digestão tríptica em gel 

 O extrato bruto produzido por T. pinophilus cultivado em casca de soja foi filtrado em 

filtro de seringa contendo membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,22 μm 

(Millipore, Alemanha). Ao extrato bruto filtrado, foi adicionado etanol absoluto pré-resfriado 

na proporção de 10:1, e a mistura foi mantida a -20 °C durante a noite. As amostras foram então 

centrifugadas a 8000 x g por 20 min a 4 °C. Os pellets secos à temperatura ambiente foram 

reconstituídos em um volume apropriado de solução de lise (ureia 8 M; tioureia 2 M; 4% 

CHAPS). 

  A amostra proteica (30 μg) foi ressuspensa na concentração final de 0,0625 M de Tris-

HCl pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10% e mercaptoetanol 5%. Essa mistura foi fervida por 5 min, 

antes de ser submetida à eletroforese em gel de dodecilsulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-

PAGE). Os géis de empilhamento e separação continham 4% e 10% de poliacrilamida, 

respectivamente. As amostras foram processadas por aproximadamente 20 min em um sistema 

eletroforético Mini-Protean II (Bio-Rad) usando uma corrente constante de 20 mA. O gel foi 

corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 e a banda de proteína (aproximadamente 0,5 cm 

× 1 cm) foi excisada. A fatia de gel foi fragmentada em pedaços menores (aproximadamente 1 

mm²) e então lavada com solução de descoloração contendo 50% de acetonitrila (ACN) e 20 

mM de bicarbonato de amônio (NH4HCO3). As amostras proteicas foram reduzidas e alquiladas 

com 50 mM de ditiotreitol (DTT) e 100 mM de iodoacetamida, respectivamente. Após 3 

lavagens com uma solução de 50% ACN e 20 mM NH4HCO3, as amostras foram secas e 

digeridas usando a solução de tripsina modificada de grau de sequenciamento (20 ng/μL 

Trypsin Gold da Promega em 20 mM NH4HCO3) por 18 h a 37 °C. A extração dos peptídeos 

trípticos foi realizada duas vezes utilizando a solução contendo 0,1% (v/v) de ácido 

trifluoroacético (TFA) em 50% (v/v) de ACN. A amostra foi seca em sistema Speed Vacuum e 
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os peptídeos foram reconstituídos na solução contendo 20 μL de ACN 2% (v/v) e TFA 0,1% 

(v/v). 

 

4.3.2 Identificação dos peptídeos trípticos 

A análise dos peptídeos foi realizada em espectrômetro de massas Orbitrap Velos 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) conectado ao sistema EASY-nLC (Proxeon 

Biosystem, West Palm Beach, FL, EUA) e a identificação dos peptídeos foi realizada com o 

software MaxQuant v.1.6.3.3 (COX; MANN, 2008) como descrito por Morgan et al. (2022), 

com a diferença que o fungo utilizado foi T. pinophilus. A quantificação foi feita utilizando o 

método de quantificação livre de marcação (label-free quantification, LQF). Os parâmetros de 

confiabilidade de identificação foram estabelecidos como 1% para o nível de falsas descobertas 

(false discovery rate, FDR) e um mínimo de 2 peptídeos únicos. O experimento foi realizado 

em triplicata e a análise estatística dos dados foi conduzida no ambiente R (versão 3.5.3) (R 

DEVELOPMENT CORE TEAM., 2010). O teste t de Student foi utilizado para comparar a 

média das porcentagens de sinal de íon acumulado entre os tratamentos. A hipótese nula foi 

definida como médias iguais e a hipótese alternativa foi definida como médias diferentes. O 

nível de significância foi 5% para todas as conclusões. 

O arquivo de saída gerado pelo software MaxQuant foi analisado para manter apenas as 

proteínas identificadas com alta confiabilidade. Para isso, foram removidos os sinais relativos 

aos contaminantes, interferentes e picos de baixa qualidade, além dos recursos identificados 

com missing values, isto é, valores de intensidade de sinal identificados em apenas uma ou duas 

das três replicatas experimentais. Após o tratamento desses resultados, manteve-se uma lista 

contendo apenas as proteínas identificadas com alta qualidade.  

Como estratégia de anotação, as sequências das proteínas identificadas no secretoma 

foram submetidas ao meta-servidor dbCAN2 (http://cys.bios.niu.edu/dbCAN2/index.php), que 

integra três bancos de dados para anotação automatizada de CAZymes: HMMER; DIAMOND 

e Hotpep. Os hits foram considerados positivos quando identificados por pelo menos dois 

bancos de dados. O dbCAN2 foi usado para gerar uma lista de todas as CAZymes presentes no 

proteoma predito e forneceu a anotação em termos de família CAZy de acordo com o grupo 

catalítico de cada proteína, sendo elas: enzimas de Atividades Auxiliares (AA); Glicosil 

Hidrolases (GH); Polissacarídeos Liases (PL); Carboidratos Esterases (CE) e; Módulo de 

Ligação de Carboidratos (CBM). Proteínas classificadas como módulos de ligação de 

http://cys.bios.niu.edu/dbCAN2/index.php
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carboidratos (CBM) e glicosiltransferase (GT) foram identificadas, mas não incluídas em 

análises posteriores. A atribuição de função foi determinada usando o pacote de software 

Blast2GO (https://www.blast2go.com/). As sequências de proteínas tiveram suas funções 

anotadas com base em pesquisas usando BLASTp versão 2.2.21, restrito ao filtro de taxonomia 

de fungos. Para cada proteína predita, o peso molecular teórico (Mw) e o ponto isoelétrico (pI) 

foram calculados usando a ferramenta “Compute pI/Mw” 

(https://web.expasy.org/compute_pi/). A predição de sítios de O-glicosilação na sequência da 

α-ABF da família GH54 de T. pinophilus foi feita usando o software NetOGlyc 4.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0) (STEENTOFT et al., 2013) e a 

predição de sítios de N-glicosilação foi feita usando o software NetNGlyc 1.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0).  

 

4.4 Predição de CAZymes extracelulares baseada no genoma de T. pinophilus  

O genoma do isolado 1-95 de Talaromyces pinophilus (LI et al., 2017) foi recuperado do 

banco de dados GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com número de acesso 

GCA_001571465.2. A sequência completa do genoma foi submetida ao programa 

AUGUSTUS para a predição dos genes (http://bioinf.uni-greifswald.de/augustus/) (STANKE; 

MORGENSTERN, 2005) usando os parâmetros padrões e treinados em modelos de genes para 

Aspergillus niduans. A anotação em termos de função e famílias CAZy do proteoma predito foi 

realizada utilizando o pacote BLASTp versão 2.2.21 e o servidor dbCAN2, assim como no 

pipeline utilizado para a anotação funcional do secretoma experimental. A predição de 

localização subcelular e das proteínas potencialmente secretadas de T. pinophilus foi realizada 

submetendo a lista das CAZymes preditas deste microrganismo para análise utilizando o 

software DeepLoc-2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?DeepLoc-2.0) de acordo 

com as ferramentas de pipeline para secreção clássica, usando o método rápido de análise. 

Proteínas direcionadas às vias de secreção não clássicas foram identificadas usando o servidor 

SecretomeP 2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SecretomeP-2.0). 

 

 

 

 

https://www.blast2go.com/
https://web.expasy.org/compute_pi/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://bioinf.uni-greifswald.de/augustus/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?DeepLoc-2.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SecretomeP-2.0
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4.5 Identificação molecular do microrganismo 

4.5.1 Extração do DNA 

 A identificação molecular foi realizada comparando a região ITS1–ITS4 do fungo 

Talaromyces pinophilus com outras sequências disponíveis em bancos de dados públicos. Após 

7 dias de cultivo do fungo em meio BDA, o micélio obtido foi cuidadosamente removido com 

uma espátula estéril e transferido para microtubos para serem triturados em sistema TissueLyser 

por 90 segundos a 22 Hz.  

O DNA total foi extraído usando 0,4 mL de tampão de extração (50 mM TrisHCl pH 

8,8, 20 mM EDTA pH 7,5, SDS 2,0% (p/v) e 150 mM NaCl) e incubado em banho-maria a 70 

°C por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 0,35 mL de acetato de potássio 5M e a 

solução foi colocada em banho de gelo por 30 minutos. A solução foi centrifugada a 16000 x g 

por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um microtubo contendo 0,5 mL da mistura 

fenol-clorofórmio (1:1) e homogeneizado por 5 minutos. Em seguida, a solução foi centrifugada 

a 16000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Essas etapas de lavagem foram 

repetidas, usando apenas clorofórmio, para desproteinização do precipitado. O precipitado foi 

ressuspenso em isopropanol frio, armazenado a -20 °C por 30 minutos e em seguida foi 

centrifugado a 16000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet restante foi 

lavado com etanol 70% e seco a temperatura ambiente. Em seguida, o precipitado foi 

ressuspenso em 30 µL tampão de extração (10 mM Tris-HCl, 1M EDTA, pH 8) e 1,0 µL de 

RNAse e por fim incubado a 37 °C por 30 minutos. Após esse tempo, o DNA genômico estava 

pronto para análise por PCR e sequenciamento. 

 

4.5.2 Amplificação do gene e sequenciamento 

 Para confirmar a identidade dos isolados, as sequências parciais do gene ITS/rRNA 

foram amplificadas e sequenciadas usando os primers ITS1 

(5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3') e ITS4 (5'TCCTCCGCTTATTGATATGC3'). Cada 

reação de PCR foi preparada em um volume total de 15 μL contendo 7,5 μL GoTaq Colorless 

Master Mix (Promega), 1,5 μL de cada primer (10 μM; Sigma Aldrich), 2,0 μL do DNA 

genômico (15 ng/μL) e 2,5 μL de água livre de nuclease. A PCR foi realizada em termociclador 

Veriti 96 (Applied Biosystems) com um programa que consistia em desnaturação inicial a 94 

°C por 2 minutos, seguida de 32 ciclos de desnaturação a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 

52 °C por 30 segundos e extensão a 72 °C por 5 minutos, com extensão final a 72 °C por 5 min. 
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Os produtos de PCR foram separados em géis de agarose 0,8% (w/v) em tampão TAE 1X (40 

mM Tris-base, 20 mM ácido acético, 1,0 mM EDTA, pH 8,0), corados com brometo de etídio 

(1,0 μg/mL) e visualizado em um sistema fotodocumentador de gel L-PIX (Loccus 

Biotechnology). O tamanho dos fragmentos amplificados foi determinado por comparação com 

o kit 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, CA, EUA).  

 Os produtos de PCR foram purificados usando IlustraTM GFXTM PCR DNA e 

sequenciados em um sequenciador ABI PRISM 3100. Os reagentes e equipamentos utilizados 

para o sequenciamento do DNA foram da Applied Biosystems. As sequências consenso foram 

montadas usando SeqAssem (Hepperle, 2004). Todas as sequências foram verificadas e 

ajustadas manualmente, e as posições ambíguas dos nucleotídeos foram esclarecidas. Para uma 

identificação inicial, as sequências de consenso foram comparadas e analisadas usando BLAST 

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) e a porcentagem de identidade foi verificada. 

 

4.6 Cultivo do fungo e produção de enzimas 

A produção enzimática foi induzida por fermentação submersa. Para isso, o fungo T. 

pinophilus foi propagado em placas contendo meio BDA durante 5 dias a 28 °C em incubadora 

BOD. Após esse tempo, 9 discos de ágar (Ø = 5,0 mm) contendo o micélio do microrganismo 

foram inoculados ao meio mineral, previamente autoclavado por 20 minutos, com a seguinte 

composição: 1,5 g/L de KH2PO4, 1,0 g/L de NH4NO3, 0,5 g/L de MgSO4, 1,5 g/L de extrato de 

levedura, 0,5 g/L de peptona, 0,2 g/L CaCl2, 0,03 g/L de MnCl2, 0,025 g/L de FeSO4 e 0,004 

g/L de ZnSO4 e 3% (p/v) de casca de soja moída (30 mesh). A fermentação foi feita em 

erlenmeyers de 250 mL contendo 125 mL do meio mineral. Os frascos foram incubados em 

shaker rotatório por 7 dias a 28 °C e 150 rpm. Após esse tempo, o extrato bruto foi obtido por 

filtração simples utilizando filtro de nylon. Em seguida, o filtrado foi centrifugado a 10000 x g 

por 20 minutos a -4 °C e o sobrenadante clarificado foi armazenado para as análises 

subsequentes. 

 

4.7 Dosagem de proteínas e ensaios enzimáticos 

Para determinar a quantidade de proteínas totais presente no extrato bruto e nas frações 

obtidas nas etapas de purificação, foi utilizado um método adaptado de Bradford (BRADFORD, 

1976). O ensaio foi realizado em triplicata e a leitura feita em espectrofotômetro no 

http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast
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comprimento de onda de 595 nm. A reação foi feita em tubos ensaios contendo 800 µL da 

amostra proteica devidamente diluída e 200 µL do reagente de Bradford 5X. As leituras foram 

realizadas após 15 minutos de repouso e na ausência de luz e os valores de absorbância foram 

utilizados para calcular a concentração de proteínas a partir de uma curva padrão feita utilizando 

soroalbumina bovina (BSA) como padrão de proteínas. Uma amostra controle foi feita 

utilizando água destilada em vez do extrato enzimático. 

Todos os ensaios enzimáticos foram realizados em tampão acetato de sódio, 100 mM, 

pH 5, a 50 °C. Cada ensaio foi realizado em triplicada e foram consideradas apenas as médias 

das atividades enzimáticas com valor desvio-padrão inferior a 10%. Uma amostra controle foi 

realizada para cada ensaio com a adição do extrato enzimático apenas após a paralisação da 

reação. 

Para o ensaio de FPAse, realizado como descrito por Ghose (1987), o substrato utilizado 

foi papel filtro Whatman No. 1 (1 x 6 cm, 50 mg). O ensaio foi feito em 1,4 mL de tampão e 

100 µL do extrato enzimático previamente diluído e incubado em banho-maria durante 60 

minutos. Após esse tempo, a reação foi paralisada com a adição de 500 µL de ácido 

dinitrosalicílico (DNS) e levada a banho fervente por 5 minutos para a desnaturação das 

enzimas. O total de açúcares redutores liberados após a reação foi quantificado pelo método 

descrito por Miller (1959), utilizando glicose como padrão, e a absorbância foi mensurada em 

espectrofotômetro no comprimento de onda 540 nm, assim como todos os outros ensaios 

baseados no método de DNS. 

Para os ensaios de α-amilase, endoglicanase, mananase e poligalacturonase foram 

utilizados amido (1% p/v), carboximetilcelulose (1,25% p/v), locust gun bean (0,625% p/v) e 

ácido poligalacturônico (0,25% p/v) como substratos, respectivamente. As reações foram feitas 

utilizando 200 µL do substrato preparado em tampão e 50 µL do extrato enzimático 

devidamente diluído durante 30 minutos. A atividade de xilanase foi determinada utilizando 

200 µL xilana de beechwood (1,25% p/v) como substrato e 50 µL do extrato enzimático diluído 

durante 15 minutos. Para todos esses ensaios, a reação foi paralisada pela adição de 250 µL de 

DNS e a absorbância foi mensurada a 540 nm para quantificar os açúcares redutores liberados 

ao longo da reação.  

As atividades de α-arabinofuranosidase, α-galactosidase, β-galactosidase, α-glicosidase, 

β-glicosidase,  β-xilosidase e β-manosidase e foram mensuradas utilizando 50 µL de ρNP-α-

arabinofuranosídeo (ρNPαAra), ρ-nitrofenil-α-D-galactopiranosídeo (ρNPαGal), ρ-nitrofenil-
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β-D-galactopiranosídeo (ρNPβGal), ρ-nitrofenil-α-D-glicopiranosídeo (ρNPαGlc), ρ-

nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (ρNPβGlc), ρ-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo (ρNPβXil), ρ-

nitrofenil-β-D-manopiranosídeo (ρNPβMan) 2 mM como substratos (1 mM na concentração 

final), 30 µL de tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5 e 20 µL do extrato enzimático diluído. 

Os meios de reação foram incubados por 15 minutos e a reação foi paralisada pela adição de 

100 µL de carbonato de cálcio 0,5 M. A absorbância foi mensurada a 410 nm e o total de ρ-

nitrofenol foi estimado por meio de uma curva de calibração construída utilizando uma solução 

de pNP como padrão.  

A atividade de lacase foi determinada monitorando a oxidação do substrato ácido azino-

bis(3-etilbenzothiazoline-6-sulfônico) (ABTS). O meio reacional continha 100 µL do extrato 

enzimático, 350 µL de tampão e 50 µL de ABTS 10 mM. A mistura foi incubada a 50 °C por 

10 minutos e a absorbância foi mensurada a 420 nm. A atividade de lacase foi calculada pela 

lei de Lambert-Beer usando o coeficiente de extinção molar de 3,6 x 104 M-1 cm-1 (Visser, et 

al., 2015) 

Para todos os ensaios descritos, uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para a liberação de 1 µmol do produto correspondente 

(açúcar redutor ou ρ-nitrofenol) por minuto, nas condições utilizadas do ensaio. 

 

4.8 Purificação 

O extrato enzimático de T. pinophilus foi inicialmente concentrado 3,5 vezes em sistema 

de ultrafiltração Amicon® Ultra 15 Centrifugal Filter Unit - Millipore equipado com membranas 

de celulose que retêm de moléculas com massa molecular superior a 3 kDa, centrifugado a uma 

velocidade de 4000 x g a 4 °C.  

A amostra concentrada foi então filtrada e submetida a uma cromatografia de troca 

iônica, em sistema de Fast Protein Liquid Chromatography - FPLC, ÄKTA system (GE 

Healthcare). A coluna de troca aniônica utilizada, DEAE-Sepharose, foi previamente 

equilibrada com 40 mL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,5 (tampão A). Foram então 

injetados 5 mL da amostra no sistema de FPLC e as proteínas foram eluídas em 40 mL do 

tampão A seguidos por um gradiente salino linear (0 a 1,0 M) de NaCl em tampão acetato de 

sódio, 50 mM, pH 5,5 (tampão B). A cromatografia foi realizada a um fluxo de 4 mL/min, 

pressão de 0,3 MPa e frações de 2,5 mL foram coletadas em cada tubo. Os tubos contendo 
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maior atividade de arabinofuranosidase foram reunidos e utilizados para os ensaios de 

caracterização e análise por SDS-PAGE. 

 

4.9 SDS-PAGE 

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) em condições desnaturantes foi realizada 

seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970) com o propósito de observar o padrão de 

bandas existentes no extrato bruto e em cada uma das etapas de purificação.  

O gel de separação foi preparado a partir da mistura de 5,03 mL de água destilada, 3,75 

mL do tampão de Tris/HCl pH 8,8, 6 mL de solução acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida 

30% (p/v), 0,15 mL de SDS 10% (p/v), 0,075 mL de persulfato de amônio (PSA) 10% (p/v) e 

7,5 µL de N,N,N,N-tetrametil-etilenodiamino (TEMED). O gel de empilhamento foi preparado 

a partir da mistura de 4,1 mL de água destilada, 0,76 mL de tampão Tris/HCl pH 6,8, 1 mL da 

solução acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida 30% (p/v), 0,06 mL de SDS 10% (p/v), 0,06 

mL de PSA 10% (p/v) e 6 µL de TEMED. 

Para serem aplicadas no gel, as amostras foram previamente diluídas e precipitadas com 

ácido tricloroacético para obter 30 µg de proteínas totais. Para isso, 1 mL das amostras foram 

adicionados em microtubos de 1,5 mL e a cada um deles foi adicionado 0,25 mL de TCA 50% 

(p/v), atingindo uma concentração final de 12,5% (p/v). Os tubos foram deixados em banho de 

gelo durante 60 minutos, sendo homogeneizados em vórtex a cada 10 minutos. Após esse 

tempo, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 16000 x g e os sobrenadantes foram 

descartados. Os precipitados foram lavados com 1 mL acetona gelada para remover o excesso 

de TCA e centrifugados novamente por 10 minutos a 16000 x g. O processo de lavagem foi 

realizado três vezes. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram secos a 

temperatura ambiente para total evaporação da acetona. Por fim, cada uma das amostras 

precipitadas foram ressuspensas em 0,025 mL de tampão de extração (0,19 M Tris/HCl, pH 6,8, 

2,3% (p/v) de SDS, 1% (v/v) de glicerol, 5,0% (v/v) de β-mercaptoetanol e azul de bromofenol).  

As amostras precipitadas e solubilizadas no tampão de extração foram aplicadas no gel 

e a corrida eletroforética foi realizada a temperatura ambiente a 100 mV por aproximadamente 

3 horas. Após a corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas e adicionado a uma 

solução fixadora contendo metanol, ácido acético e água (50:12:38 v/v) por duas horas. Em 

seguida, o gel foi lavado 3 vezes com etanol 50% por 10 minutos a cada lavagem e, em seguida, 
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incubado em solução de tiossulfato de sódio 0,02% (p/v) por 1 minuto e imediatamente lavado 

com água destilada por cerca de 10 segundos. O gel foi incubado em solução de nitrato de prata 

0,2% (p/v) com 0,037 mL de formaldeído 37% (v/v) e após esse tempo foi lavado novamente 

com água destilada para remover o excesso da solução corante. Finalmente, o gel foi transferido 

para 50 mL da solução reveladora (2g de carbonato de sódio, 1 mL da solução de tiossulfato de 

sódio 0,02% e 0,025 mL de formaldeído 37%). 

Os marcadores de massa molecular utilizados, obtidos da Bio-Rad Laboratories, 

consistiam em uma mistura de 10 proteínas recombinantes marcadas de 10 a 250 kDa, incluindo 

bandas de referência de 25, 50 e 75 kDa. 

 

4.10 Caracterização bioquímica 

4.10.1 Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimática 

Para a definição do efeito do pH na atividade da α-arabinofuranosidase purificada, os 

ensaios foram realizados em diferentes tampões, cobrindo a faixa de pH de 1,5 a 8 (pH 1,5 a 3 

- tampão glicina-HCl 100 mM; pH 4 a 6 - tampão acetato de sódio 100 mM; pH 7 a 8 - tampão 

Tris-HCl). A atividade de α-arabinofuranosidase foi mensurada seguindo as condições dos 

ensaios enzimáticos padronizados, variando somente o tampão utilizado. O valor de pH em que 

foi observada a maior atividade dentre todos os valores testados foi definido como o pH ótimo. 

Para a avaliação da estabilidade, a α-arabinofuranosidase purificada foi pré-incubada 

durante 60 minutos em tampões com diferentes valores de pH (pH 1,5 a 3 - tampão glicina-HCl 

100 mM; pH 4 a 6 - tampão acetato de sódio 100 mM; pH 7 a 8 - tampão Tris-HCl); após esse 

tempo, os ensaios enzimáticos foram realizados de acordo com as condições padronizadas no 

item 4.4. 

 

4.10.2 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimática 

Para a definição do efeito da temperatura na atividade da α-arabinofuranosidase 

purificada, os ensaios foram realizados nas temperaturas de 30 a 70 °C em intervalos de 5 °C. 

A atividade de α-arabinofuranosidase foi mensurada seguindo as condições dos ensaios 

enzimáticos padronizados no item 4.4, variando somente a temperatura de reação. 

Para a avaliação da termoestabilidade, as enzimas foram pré-incubadas durante 15, 30, 

60 minutos, 2, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas nas temperaturas de 50, 55 e 60 °C. A atividade 
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residual de α-arabinofuranosidase foi mensurada seguindo as condições dos ensaios 

enzimáticos padronizados no item 4.4. Os valores de meia vida (t½) foram estimados por meio 

de modelos de correlação entre a atividade residual e o tempo de incubação, usando o programa 

OriginPro versão 9. 

 

4.10.3 Atividade na presença de íons, moduladores e agentes desnaturantes 

Os ensaios enzimáticos foram realizados na presença de 1 mM de ureia, EDTA, Tween 

80 e os seguintes sais metálicos: CaCl2, KCl, NaCl, MgCl2, MnCl2, CoCl2, ZnSO4, CuCl2 e 

FeSO4. Os ensaios foram feitos em triplicata e de acordo com as condições padronizadas.  

 
4.10.4 Especificidade de substratos 

Para avaliar a especificidade da α-arabinofuranosidase purificada, foram testados os 

seguintes substratos: ρNPαGlc, ρNPβGlc, ρNPβXil, ρNPβMan, ρNPαGal, ρNPβGal e 

ρNPαAra. Os ensaios enzimáticos foram realizados em pH 4,5 a 60 °C por 15 minutos. 

 

4.11 Aplicação da α-ABF na sacarificação do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado 

 Para avaliar o efeito da α-arabinofuranosidase purificada no aumento da taxa de 

hidrólise do complexo lignocelulósico, a enzima foi empregada na suplementação do coquetel 

comercial Multifect® CL, rico em celulases e com baixa atividade de hemicelulases, para 

sacarificação do bagaço da cana-de-açúcar.  

O bagaço da cana-de-açúcar, de lote RB7515, foi obtido da UEPE GCBE – Viçosa 

(Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensão em Produção de Grandes Culturas e Bioenergia) e 

lavado com água, seco a 70 °C até peso constante e moído em moinho de facas (partículas 

menores que 1,0 mm). A biomassa moída foi submetida a pré-tratamento alcalino com 1,5% 

(p/v) de NaOH para desestruturação do material lignocelulósico, visando principalmente a 

remoção de lignina. O volume de NaOH utilizado foi 125 mL em frasco erlenmeyer de 250 mL 

para uma carga de sólidos de 10% (p/v). O material foi autoclavado por 30 minutos a 121 °C. 

Após esse tempo, a fração sólida foi filtrada e lavada com 375 mL de água destilada, seca e 

armazenada a -20 °C até o uso. 
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Após o pré-tratamento, a hidrólise enzimática foi realizada para o estudo da ação da α-

arabinofuranosidase purificada combinada com o coquetel comercial Multifect® CL. A 

suplementação do coquetel foi feita conforme tabela 2. 

Tabela 2: Experimento da sacarificação do bagaço de cana-de-açúcar, após pré-tratamento alcalino, utilizando 

coquetel enzimático comercial suplementado com α-ABF purificada de T. pinophilus. 

Amostra Carga de sólidos Coquetel comercial Suplementação 

Controle negativo 2% (p/v) - - 

Coquetel não 

suplementado 

2% (p/v) Multifect® CL (5 

FPU/g) 

- 

Teste de 

suplementação 

2% (p/v) Multifect® CL (5 

FPU/g) 

α-ABF purificada  

(5 U/g) 

 

A sacarificação do bagaço de cana-de-açúcar foi realizada como descrito por Andrade 

et al. (2017) com modificações. Em erlenmeyers de 25 mL, o experimento foi realizado com 

volume de trabalho de 2 mL, com concentração inicial de sólidos de 2% (p/v) de biomassa, em 

tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5 contendo azida de sódio (10 mM) e tetraciclina (40 mg/L) 

para inibir o crescimento microbiano. A carga enzimática foi especificada como 5 FPU do 

coquetel Multifect® CL por grama de bagaço pré-tratado e no teste de suplementação, além do 

coquetel enzimático, foi utilizado 5 U de atividade total da α-arabinofuranosidase purificada 

por grama de bagaço pré-tratado. A reação foi incubada sob agitação de 250 rpm a 50 °C por 

72 horas. Após esse tempo, a fração líquida foi coletada e submetida a banho fervente para a 

desnaturação das enzimas. Posteriormente, o meio foi centrifugado por 5 minutos a 16000 x g 

e a fração líquida foi coletada e diluída 4 vezes com água mili-Q. 

Para a quantificação de glicose, xilose e arabinose liberadas após a hidrólise, foi 

utilizado um cromatógrafo Shimadzu series 20A equipado com coluna Aminex HPX-87H (300 

x 7,8 mm) e detector de índice de refração. Para tal, 1 mL de amostra diluída 4 vezes e filtrada 

em membrana de 0,45 µm foram injetados na coluna. A eluição foi feita com H2SO4 0,005 mM, 

em fluxo de 0,6 mL/min e operada a 65 °C. As áreas dos picos obtidos foram convertidas em 

concentração dos açúcares investigados, utilizando curvas padrão de glicose, xilose e arabinose. 

Para análise estatística dos resultados de liberação de açúcares, utilizou-se uma análise de 

variância (ANOVA) seguida do teste de Tukey com nível de significância igual a 5% (α = 0,05) 



37 
 

utilizando-se o software OriginPro 8.5. As análises foram realizadas em triplicata e o desvio 

padrão foi calculado para todos os ensaios. 

As taxas de conversão de celulose (glicana) e hemicelulose (arabinoxilana) presentes no 

bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado foram calculadas pelas seguintes equações: 

Hidrólise de celulose (%) = [Glicose liberada (g) x 0.90 x 100]Celulose da biomassa (g)  

Hidrólise de hemicelulose (%) = [(Xilose + arabinose liberada) (g) x 0.88 x 100]Celulose da biomassa (g)  

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Análise do secretoma experimental  

 A análise por LC-MS/MS do extrato bruto de T. pinophilus cultivado em casca de soja 

(secretoma experimental) revelou a presença de 419 proteínas, sendo 137 delas preditas como 

CAZymes extracelulares (32,69%), que correspondem a 54,54% da porcentagem de sinal de 

íon acumulado. Dessas 137 enzimas ativas em carboidratos, 105 foram identificadas como 

enzimas ativas no complexo lignocelulósico. Do total de CAZymes identificados na análise, 

4,15% da porcentagem de sinal de íon acumulado era referente a enzimas ativas em celulose, 

48,07% a enzimas ativas em hemicelulose, 9,9% em amido, 11,72% em lignina, 21,97% em 

pectina, 2,74% em β-1,3 glicanas e 1,48% em outros substratos ou com funções desconhecidas 

(figura 8). 
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Figura 8: Análise do exoproteoma experimental de T. pinophilus cultivado em casca de soja 

representadas por gráfico de setores. Porcentagem das proteínas identificadas como CAZymes 

e das proteínas associadas a outras funções (à esquerda) e distribuição de CAZymes de acordo 

com suas respectivas funções catalíticas (à direita).  

 

O repertório de enzimas lignocelulolíticas secretadas por T. pinophilus, suas respectivas 

famílias CAZy e seus substratos estão representado na figura 9. As celulases presentes no 

exoproteoma de T. pinophilus cultivado em casca de soja são divididas em 9 famílias de glicosil 

hidrolases. É notável que enzimas hemicelulolíticas são as mais abundantes e diversas no 

exoproteoma experimental, sendo divididas em 3 famílias de carboidrato esterases e 20 famílias 

GH. As famílias GH3, GH5 e GH30 são as únicas que agrupam celulases e hemicelulases no 

extrato bruto de T. pinophilus. As pectinases são distribuídas entre 3 famílias CE, 5 famílias 

GH e uma família PL. As ligninases se apresentaram em menor número e diversidade, sendo 

agrupadas em 5 famílias de enzimas de atividade auxiliar. 
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Figura 9: CAZymes presentes no exoproteoma de T. pinophilus de acordo com sua 

especificidade de substrato. A representação no diagrama de cordas indica as famílias CAZy 

detectadas no secretoma de T. pinophilus cultivado em casca de soja e os principais 

componentes da biomassa lignocelulósica. As setas representam as enzimas com atividade 

sobre seus respectivos substratos: celulose (verde); hemicelulose (vermelho); pectina (laranja); 

lignina (cinza); e diferentes substratos (amarelo escuro). 

A tabela 2 representa as 10 CAZymes mais abundantes identificadas no exoproteoma 

experimental de T. pinophilus. O maior destaque é dado a uma α-arabinofuranosidase da família 

GH54 (g1322.t1), que sozinha correspondeu a 19,36% da porcentagem total de sinal, destoando 

do restante das enzimas representadas na tabela, que não ultrapassaram 3,5%. Uma 

característica interessante é que todas essas proteínas apresentaram ponto isoelétrico (pI) na 

faixa de 4,36 a 5,13, apresentando caráter ácido. Com exceção das duas amilases, todas as outras 

8 CAZymes mais abundantes são lignocelulolíticas. As enzimas que atuam na degradação do 

material lignocelulósico possuem uma extensa aplicabilidade biotecnológica. A grande 

diversidade de CAZymes produzidas por T. pinophilus, somado à produção direcionada de uma 
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α-arabinofuranosidase em alta proporção, utilizando uma condição simples de cultivo, indica 

que a casca de soja é uma boa fonte de nutrientes indutora para a produção de enzimas 

extracelulares de interesse industrial, especialmente α-arabinofuranosidases.  

Tabela 2: CAZymes mais abundantes no secretoma experimental de T. pinophilus com base na porcentagem de 

sinal de íon acumulado (> 0,1%), suas respectivas famílias CAZy, número de acesso no GenBank, massa molecular 

(MM) e ponto isoelétrico (pI). ABF: α-arabinofuranosidase; RGAE: rhamnogalacturana acetilesterase; RGH: 

rhamnogalacturanil hidrolase; GMC: glicose-metanol-colina; CRO: cobre-radical oxidase; β-1,3-GT: β-1,3-

glicanosiltransferase. 

 

Enzima 

 

Família 

CAZy 

Porcentagem 

de sinal de 

íon 

acumulado 

 

N° de acesso 

 

MM 

(kDa) 

 

pI 

 

Classificação 

funcional 

α-ABF GH54 19,36 KAF3405071.1 52,73 5,05 Hemicelulase 

RGAE  CE12 3,43 KAF3397481.1 26,82 5,05 Pectinase 

Pectinesterase CE8 2,93 GAM33602.1 31,97 4,70 Pectinase 

GMC oxidorredutase AA3_2 2,91 PCH08568.1 62,52 4,37 Ligninase 

Glicoamilase GH15 2,84 BAN67899.1 67,89 4,78 Amilase 

CRO  AA2 2,19 GAM34001.1 178,13 4,36 Ligninase 

β-Galactosidase GH35 2,16 GAM35377.1 108,31 4,97 Hemicelulase 

α-Amilase GH13_1 1,79 GAM43008.1 68,41 5,13 Amilase 

α-1,2-Manosidase GH92 1,29 GAM42992.1 96,07 4,69 Hemicelulase 

Exopoligalacturonase GH28 0,97 KAF3403042.1 46,98 4,94 Pectinase α-Galactosidase GH27 0,93 BAA22992.1 48,23 4,55 Hemicelulase 

Pectina metilesterase CE8 0,83 KAF3407636.1 43,60 5,22 Pectinase 

Endopoligalacturonase GH28 0,76 KAF3403303.1 37,60 6,08 Pectinase 

Endoglicanase GH12 0,71 KAF3400769.1 26,29 4,11 Celulase 

Exopoligalacturonase GH28 0,69 GAM39224.1 45,98 5,01 Pectinase 

Endoglicanase GH17 0,67 KAF3398803.1 46,21 4,34 Celulase 

Lacase AA1_3 0,66 KAF3399070.1 63,27 5,10 Ligninase β-1,3-GT GH72 0,57 KAF3407408.1 55,80 4,29 Quitinase 

Pectina liase PL1_2 0,55 GAM37782.1 37,52 4,70 Pectinase α-L-ramnosidase GH78 0,55 EEA27532.1 74,23 5,31 Hemicelulase 

α-Amilase GH15 0,50 KAF3402854.1 65,12 4,33 Amilase α-Galactosidase GH27 0,47 KAF3403318.1 70,52 4,65 Hemicelulase 

Exoglicosidase GH16_18 0,42 KAF3392378.1 42,79 4,39 Quitinase 
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GMC oxidorredutase AA3_2 0,41 GAM42996.1 65,84 5,00 Ligninase β-Glicosidase GH3 0,38 KAF3404744.1 91,41 4,80 Celulase β-Galactosidase GH53 0,38 KAF3388023.1 74,69 6,07 Hemicelulase 

α-ABF GH62 0,34 GAM42983.1 35,59 5,04 Hemicelulase 

Pectina liase PL1_4 0,32 ABH03046.1 39,59 4,79 Pectinase 

Endopoligalacturonase GH28 0,26 KAF3395376.1 103,58 4,64 Pectinase 

RGH GH105 0,25 KAF3399136.1 40,67 5,43 Hemicelulose β-1,3-GT GH72 0,23 KAF3398699.1 50,83 4,49 Quitinase 

α-ABF GH62 0,18 AUG87704.1 34,61 4,83 Hemicelulase α-1,2-manosidase GH92 0,13 PCG98463.1 88,41 4,82 Hemicelulase β-manosidase GH2 0,13 KFX44216.1 158,89 4,50 Hemicelulase β-Galactosidase GH35 0,13 KAF3402904.1 110,39 4,98 Hemicelulase α-1,2-manosidase GH47 0,12 KAF3395669.1 55,16 4,39 Hemicelulase β-Glicosidase GH3 0,11 KAF3400770.1 84,41 4,87 Celulase 

α-Glicosidase GH31 0,11 KAF3391798.1 109,02 4,80 Hemicelulase 

GMC oxidorredutase AA3_2 0,11 PCG99791.1 66,69 5,29 Ligninase 

Poligalacturonase GH28 0,10 KAI7971201.1 126,20 5,89 Pectinase 

 

O fungo Aspergillus fumigatus, que é descrito como um bom produtor de enzimas de 

degradação de biomassas, exibiu 78 CAZymes quando cultivado em bagaço de cana-de-açúcar, 

valor menor do que o observado no secretoma de T. pinophilus cultivado em casca de soja (DE 

GOUVÊA et al., 2018). Um estudo dos secretomas de Aspergillus niger e Trichoderma reesei 

cultivados em bagaço de cana-de-açúcar demonstrou a produção de 89 e 45 CAZymes, 

respectivamente, usando sistema de espectrometria de massas LTQ Velos Orbitrap (BORIN et 

al., 2015). Outro trabalho envolvendo estudo do secretoma de fungos filamentosos revelou a 

presença de de 73 CAZymes no secretoma de Ganoderma applanatum, e 180 CAZymes no 

secretoma de Pycnoporus sanguineus, ambos cultivados em folhas de Panicum prionitis sob 

fermentação submersa e analisados em espectrômetro de massas Q-Exactive HCD Orbitrap, um 

instrumento mais refinado e sensível (GAUNA et al., 2020). A diferença entre o número de 

CAZymes reportadas na literatura indica que o conjunto de proteínas identificadas em análises 

dessa natureza depende não só do organismo e da fonte de carbono utilizada (JUN; 

KIESELBACH; JÖNSSON, 2011; VAN DEN BRINK; DE VRIES, 2011), mas também do 

instrumento de análise e dos métodos usados para a anotação dessas biomoléculas.  
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As atividades de enzimas lignocelulolíticas presentes no extrato bruto de T. pinophilus 

foram quantificadas e esses resultados foram integrados às informações obtidas pelas análises 

do exoproteoma desse fungo (tabela 3). 

Tabela 3: Atividades das enzimas presentes no extrato bruto de T. pinophilus cultivado em casca de soja sob 

fermentação submersa e seus valores, em porcentagem, de intensidade de sinal relativa.  

 
Enzima 

Atividade 
enzimática 

(U/mL) 

N° de 
membros 
distintos 

 
Família 
CAZy 

Porcentagem 
de sinal de 

íon 
acumulado 

Endoglicanase 2,179 ± 0,009 10 GH5, GH7, 
GH12, GH16, 
GH17, GH30 

1,599 

Xilanase 1,337 ± 0,035 3 CE3, GH10, 
GH11 

0,007 

Poligalacturonase 16,833 ± 0,890 5 GH28 2,616 
Mananase 3,729 ± 0,069 8 GH2, GH5, 

GH38, GH47, 
GH76, GH92, 

GH125 

1,576 

α-Arabinofuranosidase 0,275 ± 0,011 13 GH43, GH51, 
GH54, GH62, 

GH93 

20,45 

α-Galactosidase 0,016 ± 0,002 4 GH27 1,402 
β-Galactosidase 0,372 ± 0,003 7 GH30, GH35, 

GH53 
2,734 

β-Xilosidase 0,064 ± 0,002 4 GH3, GH43 0,146 
β-Glicosidase 0,161 ± 0,015 7 GH3, GH132 0,580 

Celobiohidrolase < 0,001 2 GH6, GH7 0,002 
α-Amilase 0,050 ± 0,005 8 GH13, GH15, 

GH 31 
5,340 

Lacase < 0,001 2 AA1 1,33 
 

A análise da composição centesimal da casca de soja foi feita com o intuito de avaliar 

uma possível relação entre o perfil de enzimas secretadas pelo fungo e as concentrações dos 

componentes da biomassa utilizada no cultivo do fungo (tabela 4). 

Tabela 4: caracterização centesimal da casca de soja (em %). 

Casca de soja 
Celulose Hemicelulose Lignina Proteínas Cinzas Extrativos Total 

23,31 ± 1,01 20,01 ± 0,34 12,50 ± 0,86 17,14 ± 0,05 4,27 ± 0,05 15,72 ± 0,55 92,97 

 

Como a casca de soja possui 23,31% de celulose, o componente mais abundante dessa 

biomassa, era esperado que o fungo produzisse altas quantidades celulases, mas apenas 4,10% 

do total de intensidade de sinal foi observado para essas enzimas, cobrindo dez endoglicanases, 
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que juntas exibiram atividade de 2,18 U/mL; duas celobiohidrolases, que exibiram atividade de 

0,002 U/mL e; sete β-glicosidases, que exibiram atividade de 0,161 U/mL. É possível que no 

tempo de cultivo de 7 dias sob fermentação submersa o metabolismo de T. pinophilus seja 

direcionado para a produção de enzimas que atuem na degradação da hemicelulose, para que 

depois produza maiores quantidades de celulases, mas isso só pode ser comprovado avaliando 

o secretoma do fungo com maiores tempos de cultivo. Apesar dos baixos valores detectados de 

porcentagem de sinal de íon acumulado às celulases e atividade celulolítica no extrato fúngico, 

a presença de vinte e uma celulases demonstra a capacidade de T. pinophilus de secretar um 

arsenal diverso de enzimas celulolíticas. 

Enzimas ativas em hemicelulose corresponderam ao maior grupo de CAZymes 

identificadas no secretoma experimental, totalizando 48,06% da porcentagem de sinal de íon 

acumulado. Apenas quatro xilanases foram identificadas no secretoma experimental, que juntas 

totalizaram 0,007% da intensidade de sinal e apresentaram atividade de 1,34 U/mL, sendo elas 

uma endoxilanase da família GH10 (g5728.t1), uma endoxilanase da família GH11 (g2462.t1) 

e duas acetilxilana esterases das famílias CE3 (g2286.t1) e CE5 (g6671.t1). Um estudo anterior 

já demonstrou que T. pinophilus, quando cultivado em capim elefante sob fermentação 

submersa, produzia quantidades superiores de xilanase, com atividade de 22,77 U/mL (VISSER 

et al., 2013). Uma maior produção de xilanases também foi observada por outros fungos do 

gênero Talaromyces, que são filogeneticamente próximos de T. pinophilus, como Talaromyces 

amestolkiae  ̧que apresentou atividade de xilanase de 5,41 U/mL quando cultivado em farelo 

de trigo (BARBIERI et al., 2022) e Talaromyces stollii LV186, que apresentou atividade de 

xilanase de 7,53 U/mL quando cultivado em palha de milho (ORENCIO-TREJO et al., 2016). 

Comparado a esses trabalhos, é possível afirmar que a casca de soja não é uma boa indutora da 

produção de xilanases por T. pinophilus. 

A alta concentração de hemicelulose na casca de soja, 20,01% (tabela 4), pode ter 

induzido a secreção de uma vasta diversidade de hemicelulases por T. pinophilus. Foram 

detectados pelo menos seis α-manosidases distribuídas nas famílias GH38 (g10317.t1), GH47 

(g3939.t1), GH76 (g6956.t1), GH92 (g3310.t1 e g1757.t1) e GH125 (g2413.t1). Duas β-

manosidases também foram identificadas, sendo uma da família GH2 (g2928.t1) e outra da 

família GH5 (g10782.t1). A atividade total de mananase detectada no extrato bruto de T. 

pinophilus, considerada como a soma das atividades dessas enzimas atuando em conjunto, foi 

de 3,729 U/mL, apesar de nenhuma endo-1,4-β-mananase (EC 3.2.1.78) ter sido identificada 

na análise. Isso sugere a existência de alguma enzima com atividade de mananase no extrato 
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bruto, mas não identificada pela análise espectrométrica ou pelas ferramentas de anotação. As 

mananases atuam na liberação de resíduos de β-D-manose ligados a polissacarídeos presentes 

na hemicelulose, sobretudo nas cadeias de manana, enquanto as manosidases atuam sobre 

oligômeros contendo resíduos de manose, que comumente estão presentes como grupos 

substituintes na hemicelulose, caracterizando-as como enzimas acessórias essenciais para a 

despolimerização do complexo (HOUFANI et al., 2020).  

Outras enzimas acessórias que atuam na hemicelulose também foram identificadas. 

Quatro α-galactosidases da família GH27 (g4697.t1, g7646.t1, g4105.t1 e g2131.t1), que 

exibiram atividade enzimática de 0,016 U/mL; e sete β-galactosidases, pertencentes às famílias 

GH30 (g594.t1), GH35 (g7358.t1, g3969.t1, g4417.t1, g6258.t1 e g2991.t1) e GH53 

(g10246.t1), que exibiram atividade enzimática de 0,372 U/mL. As α e β-galactosidases atuam 

da hidrólise de ligações glicosídicas entre resíduos de α-D-galactose e β-D-galactose, 

respectivamente, ligadas a oligo ou polissacarídeos como a arabinoxilana, altamente abundante 

na hemicelulose da casca de soja (LIU; LI, 2017). A vasta diversidade de galactosidases no 

secretoma de T. pinophilus consolida o seu potencial na produção de enzimas acessórias que 

aumentam a taxa de hidrólise de biomassas lignocelulósicas. 

As arabinofuranosidases, associadas a 13 diferentes enzimas pertencentes às famílias 

GH43 (g2132.t1, g5620.t1 e g10926.t1), GH51 (g10781.t1), GH54 (g1322.t1, g3412.t1, 

g8077.t1 e g10983.t1), GH62 (g3299.t1, g1599.t1 e g7360.t1) e GH93 (g8044.t1 e g4240.t1), 

corresponderam a 20,45% do total de intensidade de sinal no secretoma experimental, sendo a 

α-arabinofuranosidase g1322.t1 a mais abundante, que representou 19,36%. As 

arabinofuranosidases são importantes enzimas acessórias que auxiliam na despolimerização da 

hemicelulose suas aplicações biotecnológicas são amplamente descritas na literatura. Apesar 

da alta diversidade e abundância dessas enzimas no exoproteoma experimental, a atividade de 

α-arabinofuranosidase detectada no extrato bruto foi de 0,275 U/mL. Isso sugere que a 

porcentagem de sinal de íon acumulado não deve ser relacionada com a atividade enzimática. 

De fato, existem fatores intrínsecos e extrínsecos que podem afetar a atividade enzimática, 

como as propriedades inerentes a cada enzima, a presença de componentes no extrato bruto que 

afetam ou levam à inativação da enzima (como proteases ou moduladores negativos), eventuais 

modificações pós-traducionais que afetam a função catalítica, como glicosilações, e a ação 

sinérgica com outras enzimas presentes no extrato enzimático. Além disso, os ensaios 

enzimáticos foram todos realizados a 50 °C e pH 5, que podem não ser as condições de maior 

atividade das enzimas avaliadas. 
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Por outro lado, o extrato bruto de T. pinophilus apresentou alto valor de atividade de 

poligalacturonase (16,83 U/mL) e no secretoma experimental, foram identificados cinco 

poligalacturonases pertencentes à família GH28 (g7253.t1, g7779.t1, g928.t1, g2639.t1 e 

g6972.t1) que, em conjunto, acumulavam somente 2,61% do total da intensidade de sinal. A 

baixa porcentagem de sinal relativo às poligalacturonases, quando comparada com outras 

enzimas detectadas no secretoma, sugere que essas possam apresentar uma alta capacidade 

catalítica, o que as tornam interessantes para estudos futuros. Em complemento, outras enzimas 

ativas em pectina foram detectadas na análise: uma pectinesterase (g8035.t1) e duas pectina 

metil esterases (g6978.t1 e g5432.t1) da família CE8; duas rhamnogalacturana acetilesterases 

da família CE12 (g10706.t1 e g9786.t1) e uma acetilesterase da família CE16 (g2054.t1), que 

atuam na remoção ligações N- ou O-acetil a polissacarídeos presentes na pectina; uma pectina 

liase (g6942.t1) e duas pectato liases (g10434.t1 e g10993.t1) da família PL1, que atuam na 

remoção de ácidos urônicos presentes na pectina por mecanismos de β-eliminação. Das glicosil 

hidrolases, família que mais abrange enzimas pectinolíticas no extrato bruto de T. pinophilus, 

foram detectadas três α-L-rhamnosidase das famílias GH78 (g5781.t1, g927.t1) e GH106 

(g2816.t1), quatro β-glicuronidases da família GH79 (g4400.t1, g7895.t1, g6841.t1 e g2940.t1) 

e três rhamnogalacturonil hidrolases da família GH105 (g4750.t1 e g6941.t1). Essas enzimas, 

em conjunto, atuam na degradação de pectinas que podem estar associadas às fibras de celulose, 

tornando-as mais acessíveis às enzimas celulolíticas e aumentando a taxa de liberação de 

glicose (BERLIN et al., 2007). Pelo mesmo motivo, pectinases são usadas em coquetéis 

enzimáticos aplicados na produção de bioetanol (WANG et al., 2019).  

Foram identificadas 8 enzimas de atividade auxiliar no secretoma de T. pinophilus, 

sendo duas lacases da família AA1 (g6959.t1 e g3494.t1), uma cobre-radical oxidase (CRO) da 

família AA5 (g11091.t1), três glicose-metanol-colina (GMC) oxidases da família AA3 

(g10905.t1, g3315.t1 e g7832.t1), uma glico-oligossacarídeo oxidase da família AA7 

(g5673.t1) e uma 1,4-benzoquinona redutase da AA6 (g6891.t1). As lacases são comumente 

descritas como as ligninases de maior interesse industrial, pois são capazes de oxidar uma 

grande diversidade de formas poliméricas de lignina sem necessitar de um cofator adicional, 

liberando água como único subproduto (MOROZOVA et al., 2007). A CRO encontrada no 

secretoma pertencente à subfamília 1 da família AA5 promove a oxidação de aldeídos a ácidos 

carboxílicos ao mesmo tempo que reduz O2 a H2O2, sendo importante para a oxidação de 

monômeros presentes na lignina, como o hidroximetil furfural (GRANJA-TRAVEZ et al., 

2018). As GMC oxidases presentes no secretoma são todas pertencentes à subfamília 2 da 
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família AA3 e apresentam atividade de aril-álcool oxidases e glicose desidrogenases (SÜTZL 

et al., 2019). As glico-oligossacarídeo oxidases atuam na oxidação do carbono anomérico da β-

D-glicose usando um oxigênio molecular como aceptor final de elétrons, numa reação que 

produz H2O2 e D-glicano-δ-lactona que, na presença de água, é convertida em ácido 

glicurônico. O peróxido gerado como subproduto da reação enzimática pode ser usado como 

cofator para outras enzimas de degradação da lignina, como as LPMOs (VUONG et al., 2013). 

Foi observado um baixo número de enzimas lignolíticas presentes no exoproteoma de 

T. pinophilus, assim como um baixo valor de atividade de lacase no extrato fúngico, apesar de 

o teor de lignina na casca de soja ter sido de 12,50%. O único estudo encontrado na literatura 

com foco para a produção de lacases por T. pinophilus foi realizado por Dhakar et al. (2014), 

que utilizaram uma cepa do fungo resistente a frio e a altos valores de pH, em que foi observado 

uma maior produção após 28 dias de cultivo em meio complexo contendo frutose, nitrato de 

potássio e outros suplementos nutricionais, exibindo atividade de 11,6 U/mL. Isso demonstra a 

necessidade de uma condição muito específica e um longo período de cultivo para estimular 

uma alta produção dessas enzimas. 

Ainda, a análise do secretoma mostrou a presença de enzimas de degradação de amido, 

como uma α-amilase da família GH13 (g3327.t1), duas α-1,4-glicosidases da família GH15 

(g7679.t1 e g7662.t1) e quatro α-glicosidases da família GH31 com capacidade de atuar em β-

ligações (g10102.t1, g8062.t1, g3326.t1 e g50.t1). Entretanto, a atividade de α-amilase 

observada no extrato bruto foi de apenas 0,005 U/mL. Quanto às enzimas de degradação de 

quitina, foram identificadas uma exo-β-D-glicosaminidase da família GH2 (g156.t1), quatro β-

1,3/1,6-glicanosiltransferases da família GH16 (g3579.t1, g5422.t1, g3086.t1 e g6425.t1) e três 

endoquitinases da família GH18 (g7024.t1, g9705.t1 e g864.t1). Por fim, das enzimas ativas em 

glicanas do tipo β-1,3, foram detectadas quatro exo-β-1,3-glicosidases da família GH55 

(g4320.t1, g8090.t1, g10731.t1 e g2993.t1) e três 1,3-β-glicanosiltransferases da família GH72.  

 

5.2 Predição de CAZymes extracelulares baseada no genoma de T. pinophilus 

 A análise do secretoma experimental forneceu informações relevantes a respeito do 

repertório proteico secretado por Talaromyces pinophilus quando cultivado em casca de soja. 

Essa análise permitiu demonstrar o potencial da biomassa como indutora para a produção de 

enzimas de degradação de carboidratos pelo fungo. Por outro lado, a predição das CAZymes 

possivelmente secretadas por T. pinophilus baseada em seu genoma fornece informações mais 
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amplas que demonstram o potencial deste organismo em produzir enzimas de interesse 

biotecnológico, como aquelas aplicadas na sacarificação de biomassas lignocelulósicas, sem 

envolver uma condição de cultivo específica. 

 A anotação funcional do proteoma predito de T. pinophilus revelou a presença de 547 

genes codificadores de CAZymes do total de 11095 genes putativos deste fungo, com base nos 

bancos de dados do dbCAN2 e RefSeq. Esse valor difere dos resultados encontrados por Li, et 

al. (2017) em razão das diferentes abordagens computacionais utilizadas para a anotação gênica 

e predição das proteínas secretadas. A análise no pacote DeepLoc2 indicou que 295 dessas 

CAZymes seguem a via clássica de secreção, possuindo pelo menos um peptídeo-sinal, 

enquanto a análise no servidor SecretomeP v.2 revelou que outras 156 CAZymes seguem as 

vias não clássicas de secreção (ou seja, sem a presença de peptídeo-sinal), totalizando 451 

CAZymes possivelmente secretadas. O total de 451 enzimas ativas em carboidratos presentes 

no secretoma predito corresponde a 4,06% dos genes totais do organismo e 82,45% do total de 

genes codificadores de CAZymes. Isso demonstra que a maior parte das enzimas ativas em 

carboidratos produzidas por T. pinophilus são exportadas para o meio extracelular. O número 

de CAZymes potencialmente secretadas por T. pinophilus supera o fungo fitopatogênico 

Chrysoporthe cubensis, eficiente na produção de enzimas envolvidas na sacarificação do 

bagaço da cana-de-açúcar, cujo a análise do bioinfosecretoma revelou ser igual a 274 

(TAVARES et al., 2021).  

 A comparação entre as CAZymes extracelulares preditas com base no genoma de T. 

pinophilus e as CAZymes identificadas no seu secretoma experimental quando cultivado em 

casca de soja estão representadas na figura 10. A predição revelou que as enzimas estão 

distribuídas em 86 famílias CAZy distintas, sendo elas: enzimas de atividade auxiliar, 

carboidrato esterases, polissacarídeo liases e glicosil hidrolases, sendo a última a mais 

abundante. 
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Figura 10: Distribuição das CAZymes potencialmente secretadas e das CAZymes presentes no 

secretoma experimental de T. pinophilus de acordo com as famílias AA (a), CE (b), PL (c) e 

GH (d).  

 Da família de enzimas de atividade auxiliar, 54 proteínas foram identificadas na análise 

de predição, enquanto apenas 8 foram identificadas no secretoma experimental, o que equivale 

(c) 

(d) 
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a 14% (figura 10a). Isso confirma que a casca de soja não parece induzir a produção de enzimas 

atuantes na degradação da lignina – as mais abundantes dessa classe – o que pode estar 

relacionado ao baixo teor de lignina presente na biomassa (tabela 4), visto que o fungo abriga 

genes que codificam proteínas envolvidas da degradação desse biopolímero. Enzimas das 

famílias AA2, AA4, AA9 e AA11, presentes no secretoma predito, não foram detectadas no 

secretoma experimental. Foram identificadas duas mono-oxidases líticas de polissacarídeos 

(LPMOs) no proteoma predito de T. pinophilus, que são oxidases dependentes de cobre que 

atuam na degradação de polissacarídeos como a celulose, sendo essas especialmente atrativas 

para a sacarificação de biomassas vegetas. No entanto, as únicas LPMOs identificadas na 

análise de predição pertencem à família AA11 e atuam em quitina.  

 Vinte e sete enzimas da família carboidrato esterase foram detectadas no secretoma 

predito, das quais apenas 9 foram identificadas no secretoma experimental (figura 10b), 

correspondendo a 30%. As enzimas pertencentes a essa família possuem ação em substratos 

diversos, catalisando a desacetilação de grupos -O ou -N ligados a sacarídeos diversos, 

principalmente nas cadeias de arabinoxilana, pectina, quitina e ácidos hidroxicinâmicos 

(TOPAKAS & PAUL, 2007). Membros pertencentes a essa classe também apresentam sinergia 

com glicosil hidrolases por facilitarem o acesso dessas enzimas a carboidratos complexos de 

biomassas lignocelulósicas (ARMENDÁRIZ-RUIZ et al., 2018). 

 A família CAZy menos abundante predita com base no genoma de T. pinophilus é a 

polissacarídeo liase, que abriga 6 membros, dos quais 4 foram observados no secretoma 

experimental (figura 10c). As enzimas da família PL26 e PL35, ausentes no extrato bruto, 

correspondem a uma rhamnogalacturana exoliase e uma condroitina sulfato liase. A primeira 

atua na β-eliminação de resíduos de galactose presentes nas cadeias de rhamnogalacturana da 

pectina, sendo considerada uma pectinase. A última é encontrada principalmente em bactérias 

e atua na β-eliminação de grupos condroitina, estando relacionada com a patogenicidade desses 

organismos, que invadem seus hospedeiros por mecanismos de degradação dos tecidos 

constituídos por glicosaminoglicanos (FAN et al., 2022). O restante das enzimas é pertencente 

à classe PL1, que atuam sobre a pectina, e à classe PL20, que atuam sobre a celulose. 

 A família de glicosil hidrolases, como o esperado, foi a mais abundante tanto no 

secretoma predito quanto no secretoma experimental. A análise de predição baseada no genoma 

de T. pinophilus demonstrou a presença de 288 enzimas distribuídas em 64 diferentes famílias 

GH, desconsiderando as 4 enzimas que foram identificadas como pertencentes à classe GH0, 

que não possuem função definida. No secretoma experimental, foram encontradas 115 enzimas 
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das famílias GH, o que corresponde a 39,93%. Membros de 15 famílias GH (GH1, GH25, 

GH33, GH36, GH49, GH64, GH67, GH74, GH75, GH88, GH114, GH115, GH141, GH152, 

GH154 e GH171) não foram detectadas no extrato bruto de T. pinophilus cultivado em casca 

de soja. 

As famílias GH mais abundantes preditas com base no genoma de T. pinophilus foram 

GH3, GH16, GH18, GH28 e GH43 e com 20, 12, 24, 14 e 15 membros, respectivamente. No 

secretoma experimental, essas mesmas famílias possuem 8, 5, 4, 7 e 6 membros, 

respectivamente. 

Das 20 proteínas preditas para família GH3, 13 correspondem a β-glicosidase, das quais 

6 foram observadas no secretoma experimental. As β-glicosidases desempenham papel 

importante na desconstrução da celulose, uma vez que atuam na hidrólise da celobiose, 

dissacarídeo liberado pela ação de endoglicanases e que inibe a atividade de outros tipos de 

celulases (GRUNO et al., 2004). Preparações enzimáticas ricas em celulases, principalmente 

derivadas de Trichoderma sp., gênero que se destaca pela produção de enzimas 

lignocelulolíticas, apresentam uma defasagem de β-glicosidases, o que limita a taxa de 

despolimerização da celulose (BAI et al., 2013). Apesar de fungos dos gêneros Penicillium e 

Aspergillus se destacarem pela produção dessa enzima, já existem estudos recentes que 

mostram fungos do gênero Talaromyces ganhando destaque para a sua produção, como o fungo 

T. amestolkiae que apresentou atividade de β-glicosidase igual a 11 U/mL quando cultivado em 

glicerol, mostrando-se uma alternativa promissora para a produção dessa enzima (MÉNDEZ-

LÍTER et al., 2021). 

Glicosil hidrolases da família 16 possuem atividades em substratos diversos como 

queratan-sulfato, quitina, ácidos hialurônicos e outros componentes ausentes ou em baixas 

concentrações em biomassas vegetais. Isso possivelmente explica a baixa presença de enzimas 

dessa família no secretoma experimental, que foram apenas 5 das 12 preditas. Pelo mesmo 

motivo, a família GH18, que também abriga enzimas ativas em quitina e peptidoglicanos, 

apresentou 24 membros na análise de predição, mas no secretoma experimental foram 

encontrados apenas 4. Em fungos, de forma geral, essas enzimas estão associadas ao 

remodelamento da parede celular. 

Pectinases que atuam por mecanismos de hidrólise compõem a família GH28. Dos 14 

membros preditos para essa família no genoma de T. pinophilus, destaca-se a presença de 7 

poligalacturonases e 4 rhamnogalacturonases. No secretoma experimental, 5 poligalacturonases 
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e duas rhamnogalacturonases foram detectadas. A atividade de poligalacturonase encontrada 

no extrato bruto de T. pinophilus cultivado em casca de soja (tabela 3) se destaca por ter sido a 

maior dentre todas as atividades avaliadas. A investigação do potencial pectinolítico do fungo 

cultivado nesta condição pode consolidá-lo como uma fonte promissora para a produção de 

pectinases. 

A família GH43 é constituída por uma ampla gama de arabinofuranosidases, xilosidases, 

xilanases e galactanases, enzimas que atuam na despolimerização da hemicelulose. Das 16 

proteínas preditas para essa classe com base no genoma de T. pinophilus, 6 foram encontradas 

em seu secretoma experimental, sendo 3 arabinofuranosidases, duas β-xilosidases e uma 

galactanase. No entanto, todas essas proteínas exibiram um valor de porcentagem de sinal de 

íon acumulado inferior a 0,04%, o que indica uma baixa atuação dessas nas rotas de 

desconstrução do material lignocelulósico proporcionada pelo fungo. 

 O banco de dados CAZy reporta a presença de xilanases nas famílias GH5, GH8, GH10, 

GH11, GH30, GH43, GH62 e GH98 (MALGAS et al., 2021), enquanto as xilosidases são 

reportadas nas famílias GH3, GH30, GH39, GH43, GH52, GH54, GH116 e GH120 

(LAGAERT et al., 2014). Como observado no secretoma experimental e nos ensaios 

enzimáticos (tabela 3), o extrato bruto de T. pinophilus apresentou baixa atividade para ambas 

as enzimas e foram detectados apenas dois tipos de xilanase e dois tipos de β-xilosidase, que 

acumularam menos que 0,15% da porcentagem de sinal de íon acumulado das proteínas 

identificadas na espectrometria. No entanto, 12 diferentes xilanases e 16 diferentes xilosidases 

da família de glicosil hidrolases foram identificadas no secretoma predito de T. pinophilus, o 

que corrobora a hipótese que o fungo apresenta capacidade de secretar uma alta diversidade de 

enzimas de degradação de xilana, mas utilizando outros métodos de cultivo. 

De acordo com a predição das CAZymes extracelulares, o fungo T. pinophilus abriga 

18 genes putativos que codificam arabinofuranosidases que são potencialmente secretadas, 

pertencentes às famílias GH43, GH51, GH54, GH62 e GH93. Dessas 18 enzimas, 13 foram 

detectadas no extrato bruto, pertencentes às mesmas famílias GH, correspondendo a 72,22%. 

Esses resultados mostram que a casca de soja induz não só a produção de uma grande 

diversidade de arabinofuranosidases pelo fungo T. pinophilus, mas também a produção 

direcionada da α-arabinofuranosidase da família GH54 em grande abundância. 
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5.3 Identificação molecular 

 A região ITS do rDNA foi sequenciada para a identificação do microrganismo utilizado 

neste trabalho. Por meio da utilização dos iniciadores ITS1 e ITS4 o produto amplificado da 

região ITS gerou um fragmento de aproximadamente 600 pb (figura 11).  

 

Figura 11: Produto de amplificação por PCR do DNA genômico em gel de agarose de 1% do 

isolado de T. pinophilus, utilizando os primers ITS1 e ITS4. M: Marcador de peso molecular (1 

kb Invitrogen Plus); A: DNA genômico de T. pinophilus; C-: controle negativo (sem Taq 

Polimerase). 

 O espaçador interno transcrito (ITS) intercala regiões dos genes que codificam as 

subunidades 18S e 28S do RNA ribossômico e pode ser utilizado para identificar gênero ou 

espécie de fungos (O’BRIEN et al., 2005). As regiões ITS1 e ITS4 apresentam entre 600 e 800 

pb (GARDES; BRUNS, 1993), portanto o tamanho estimado para a região amplificada está de 

acordo com o que é descrito na literatura. 

 A sequência consenso, elucidada e curada manualmente para a remoção de nucleotídeos 

em posições ambíguas ou sinais de baixa resolução no programa SeqAssem, gerou um contig 

de 548 pb. Este contig foi analisado por alinhamento com outras sequências depositadas no 

GenBank usando o pacote BLAST e as principais correspondências são descritas na tabela 5. 

As sequências com maior porcentagem de identidade são referentes a isolados de espécies do 

gênero Talaromyces, confirmando que o microrganismo utilizado neste trabalho é T. 

pinophilus. 
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Tabela 5: As sequências de Talaromyces spp ordenados pelos valores de score após alinhamento com a sequência 

da região ITS de Talaromyces pinophilus. A maioria das sequências alvo eram de isolados de T. pinophilus. 

Nome científico Score Cobertura 

(%) 

Identidade (%) N° de acesso no 

GenBank 

Talaromyces 

pinophilus 

1005 100 99,82 MT152340.1 

Talaromyces 

pinophilus 

1005 100 99,82 MT093464.1 

Talaromyces 

pinophilus 

1005 100 99,82 MN587879.1 

Talaromyces 

pinophilus 

1005 100 99,82 MN486547.1 

Talaromyces 

pinophilus 

1005 100 99,82 MF495376.1 

 

5.4 Purificação da α-ABF da família GH54 de T. pinophilus 

 Para estudar as propriedades bioquímicas da α-arabinofuranosidase da família GH54 

(número de acesso: KAF3405071.1), o extrato bruto de T. pinophilus cultivado em casca de soja 

foi parcialmente purificado como descrito no item 4.8. Conforme já discutido na análise do 

secretoma, a enzima é produzida pelo fungo e exportada para o meio extracelular em grande 

abundância (19,36% da intensidade de sinal), o que permitiu que uma estratégia mais simples 

de purificação fosse adotada para a separação dessa proteína das outras presentes no extrato 

bruto. As etapas de purificação estão representadas na tabela 5. 

Tabela 5: Tabela de purificação da α-arabinofuranosidase produzida pelo fungo Talaromyces pinophilus cultivado 

em casca de soja por fermentação submersa durante 7 dias. 

α-arabinofuranosidase 

Etapa Volume 

(mL) 

Atv. 

enzimática 

(U/mL) 

U 

total 

Proteína 

(mg/mL) 

Proteínas 

total (mg) 

Atv. 

específica 

(U/mg) 

FP 

(x) 

Rendimento 

(%) 

EB 25 0,52 13 0,20 5 2,6 1 100 

Ultrafiltração 7 1,28 8,96 0,31 2,17 4,06 1,56 68,92 

Troca iônica 3,5 0,226 0,791 0,012 0,042 18,83 7,24 6,08 
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 O extrato bruto inicialmente apresentou atividade total de 13 U (0,52 U/mL). A primeira 

etapa de purificação consistiu em uma ultrafiltração utilizando sistema de membranas de 

celulose retentoras de moléculas com massa molecular superior a 3 kDa. Além de separar 

eventuais peptídeos e outros componentes de baixo peso molecular que poderiam estar 

presentes na amostra, as membranas de celulose são capazes de reter celulases pela interação 

dessas enzimas com o material, reação que se assemelha a uma imobilização (KNUTSEN; 

DAVIS, 2004). Esse mesmo princípio já vem sendo utilizado para reuso de celulases após a 

sacarificação, ou ainda para separação dos produtos e subprodutos gerados na reação sem haver, 

contudo, a perda das enzimas (AL-MARDEAI et al., 2022). Como o objetivo da purificação 

era manter apenas a α-arabinofuranosidase, as celulases retidas foram desprezadas. A amostra 

foi concentrada em 3,57 vezes e apresentou baixa perda atividade de total, mantendo 8,96 U 

(1,28 U/mL). Em contraste, a quantidade de proteínas totais no extrato bruto era equivalente a 

5 mg e na amostra concentrada foi reduzida para 2,17 mg, mostrando que a ultrafiltração foi 

capaz de separar a enzima de interesse, levando a uma queda de mais da metade das proteínas 

totais. 

 Na segunda etapa de purificação, a amostra concentrada foi diluída em tampão acetato 

de sódio 50 mM, pH 5,5 e aplicada à coluna DEAE-Sepharose para a cromatografia de troca 

iônica. Nesse valor de pH, a enzima α-arabinofuranosidase encontra-se carregada 

negativamente, uma vez que o seu pI equivale a 5,05, possibilitando que ela interaja com as 

cargas positivas da fase estacionária. O perfil cromatográfico está representado na figura 12. 
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Figura 12: Perfil cromatográfico da troca iônica, em coluna DEAE-Sepharose, da amostra 

contendo a α-arabinofuranosidase de Talaromyces pinophilus proveniente da etapa de 

concentração da amostra em sistema de ultrafiltração. 

 Pela análise do perfil cromatográfico é possível observar a presença de um único pico 

de atividade de α-arabinofuranosidase, relativos às frações 16 a 31, sendo os maiores valores 

encontrados nas frações 24 a 27. Por outro lado, observa-se pelos picos relativos às proteínas, 

quantificadas pela absorbância a 280 nm, que essas foram eluídas ao longo de toda corrida 

cromatográfica, antes e após o gradiente de NaCl. As frações com maior atividade de α-

arabinofuranosidase foram coletadas, agrupadas e utilizadas nos ensaios de caracterização 

enzimática e os testes de sacarificação. A fração que apresentou maior atividade foi usada na 

análise de especificidade de substrato e na análise eletroforética SDS-PAGE.  

 Na eletroforese em gel de poliacrilamida, amostras de cada etapa da purificação foram 

utilizadas para avaliar o grau de pureza ao final do processo e o resultado está representado na 

figura 13.  
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Figura 13: SDS-PAGE corado com nitrato de prata de cada uma das etapas de purificação da 

α-arabinofuranosidase de T. pinophilus. MM: marcador de massa molecular; EB: extrato bruto; 

AC: amostra concentrada por ultrafiltração; TI: amostra proveniente da cromatografia de troca 

iônica. A banda destacada pela seta vermelha à direita sugere a presença da α-ABF da família 

GH54 de T. pinophilus, que possui massa molecular de aproximadamente 52 kDa. 

O padrão de bandas proteicas do extrato bruto e da amostra concentrada se 

assemelharam, contendo três bandas proteicas fortes na região entre 50 e 75 kDa. Já na canaleta 

referente à amostra purificada por troca iônica, é possível observar uma banda proteica forte 

próxima a 50 kDa, enquanto as outras bandas apareceram mais fracas. A banda proteica 

próxima a 50 kDa possivelmente representa a α-arabinofuranosidase, uma vez que sua massa 

molecular predita com base na sequência de aminoácidos é 52 kDa. Esse valor está próximo de 

outras arabinofuranosidases já caracterizadas da família GH54, como aquela codificada pelo 

gene abf1 do fungo Penicillium purpurogenum, que possui uma massa molecular de 

aproximadamente 49,6 kDa (CARVALLO et al., 2003) ou como o produto de expressão do 

gene abfB de Aspergillus niger, que possui massa molecular de 50,7 kDa (FLIPPHI et al., 

1993). É válido ressaltar que nem todas as ABFs pertencentes à família GH54 encontram-se 

nessa faixa de massa molecular, como exemplo do estudo de Nogawa et al. (1999), que 

caracterizou a enzima produzida por Trichoderma reesei e observou que sua massa molecular 

era próxima a 35 kDa.  

 As outras bandas proteicas presentes na canaleta da amostra proveniente da troca iônica 

(figura 13) podem representar outras proteínas copurificadas ou podem representar a mesma 

enzima com padrões de glicosilação diferentes, já que a α-arabinofuranosidase possui pelo 
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menos 2 sítios preditos para O-glicosilação (figura 14) e outros 2 sítios preditos para N-

glicosilação (figura 15). 

 

Figura 14: Predição de sítios de O-glicosilação do tipo mucina (GalNAc) presentes na sequência 

de aminoácidos da α-ABF da família GH54 de T. pinophilus feita no software NetOGlyc 4.0. 

 

Figura 15: Predição de sítios de N-glicosilação presentes na sequência de aminoácidos da α-

ABF da família GH54 de T. pinophilus feita no software NetNGlyc 1.0 com base na presença 

de tripletos do tipo asparagina-x-serina/treonina. 
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Um estudo já demonstrou a presença de uma O-glicosilação na α-ABF produzida pelo 

fungo Pleurotus ostreatus que acarretava no decréscimo de sua estabilidade em valores ácidos 

de pH e no aumento de sua estabilidade em valores de pH básicos e valores mais altos de 

temperatura, mas nenhuma diferença notável foi observada em relação à eficiência catalítica e 

aos valores de pH e temperatura ótimos (AMORE et al., 2015). Poucos estudos na literatura 

descrevem as rotas e os efeitos de glicosilações em enzimas das famílias GH envolvidas na 

hidrólise de biomassas lignocelulósicas (LU; YANG; LIU, 2012) e a predição de sítios de 

glicosilação, apesar de fornecer informações sobre as regiões disponíveis na sequência proteica 

para serem glicosiladas, podem levar a resultados incertos, sendo necessário análises mais 

confiáveis, como métodos de espectrométricos, para concluir sobre a presença ou não desses 

grupos. 

 

5.5 Caracterização bioquímica 

 O efeito do pH na atividade e estabilidade da α-arabinofuranosidase parcialmente 

purificada sobre o substrato ρNPαAra foi avaliado (figura 16), como descrito no item 4.10.1.  

 

Figura 16: efeito do pH na atividade da α-ABF purificada de T. pinophilus. Todos os valores 

de desvio-padrão foram menores que 10%. 

É possível observar que a enzima apresentou maior valor de atividade em pH 4,5 e 

manteve mais de 50% da sua atividade apenas na faixa de pH de 4 a 5, sendo ela uma enzima 

estritamente ácida. Embora tenha apresentado baixa atividade fora dessa faixa, a enzima 

demonstrou ser estável em uma ampla faixa de pH, mantendo mais de 80% da sua atividade 



60 
 

residual na faixa de pH de 2 a 6 e mais de 50% da sua atividade residual na faixa de pH de 1,5 

a 8 quando incubada por uma hora em tampões que compreendam esses valores. Isso permite 

inferir que valores de pH distantes das condições preferenciais da enzima não afetam a sua 

estabilidade no tempo e nos valores de pH testados. 

O efeito da temperatura na atividade (figura 17a) e estabilidade (figuras 17b, 17c e 17d) 

da α-arabinofuranosidase parcialmente purificada sobre o substrato ρNPαAra foi avaliado, 

como descrito no item 4.10.2.  

 

Figura 17: Efeito da temperatura na atividade (a) e na estabilidade α-ABF purificada de T. 

pinophilus a 50 (b), 55 (c) e 60 °C (d). Todos os valores de desvio-padrão foram menores que 

10%. 

É possível notar que a enzima exibiu maior valor de atividade a 60 °C e manteve 

atividade acima de 80% a 50 °C. Nas temperaturas de 45, 55 e 65 °C a enzima ainda manteve 

atividade acima de 50%, mas nos outros valores testados a atividade enzimática foi reduzida 

drasticamente. A temperatura ótima de 60 °C já foi observada em outras α-ABFs descritas na 

literatura, como a AbfB1 da família GH54 produzida por Penicillium funiculosum (GUAIS et 

al., 2010), AFase-H4 e AFase-E3 da família GH54, de Chloroflexi bacterium e Candidatus 

(a) 
(b) 

(c) (d) 
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Reconcillibacillus cellulovorans, respectivamente (FORTUNE et al., 2019) e ABF2 da família 

GH51 de Penicillium purpurogenum (RAVANAL; EYZAGUIRRE, 2015). 

Com relação à termoestabilidade, a enzima apresentou atividade relativa superior a 80% 

durante 12 horas na temperatura de 50 °C e manteve atividade residual acima de 50% durante 

as 72 horas (figura 17b). Essa característica é desejável do ponto de vista biotecnológico, uma 

vez que processos industriais como a sacarificação de biomassas lignocelulósicas e o 

branqueamento da polpa celulósica são realizados nessa temperatura por períodos prolongados. 

Na temperatura de 55 °C a enzima mostrou ser estável nas 12 primeiras horas, mantendo 80% 

da sua atividade relativa, mas após 24h incubada, nenhuma atividade residual foi detectada. Em 

contrapartida, quando avaliada a 60 °C, temperatura que forneceu maior atividade enzimática 

no teste anterior, a enzima exibiu perda expressiva de atividade após 30 minutos incubada.  

Os valores de meia vida (t½) encontrados para a α-arabinofuranosidase da família GH54 

de T. pinophilus foram estimados a partir da correlação entre os valores de atividade obtidos 

nos experimentos de termoestibilidade com o tempo de incubação e foram ajustados a uma 

equação do tipo exponencial decadente (y = a.e-bx) ou linear (y = ax + b), sendo escolhida aquela 

que mais se adequou ao gráfico observado, usando o programa OriginPro versão 9. Os valores 

de meia-vida encontrados para a enzima purificada incubada nas temperaturas de 50, 55 e 60 

°C foram, respectivamente, 54,99h, 14,03h e 0,27h. 

Também foi avaliado o efeito de íons, moduladores e agentes desnaturantes na atividade 

da α-arabinofuranosidase parcialmente purificada sobre o substrato ρNPαAra (figura 18), como 

descrito no item 4.10.3.  

 

Figura 18: Efeito de íons, moduladores e agentes desnaturantes na atividade da α-ABF 

purificada de T. pinophilus. Todos os valores de desvio-padrão foram menores que 10%. 
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Os testes mostraram que na presença de Co2+ e Mn2+, a enzima apresentou maior 

atividade de α-arabinofuranosidase que o ensaio controle (sem íons, moduladores e agentes 

desnaturantes). Na presença de Zn2+ a enzima apresentou uma perda mínima de atividade em 

relação ao controle e todos os outros sais metálicos levaram à diminuição da atividade 

enzimática. 

Na presença de EDTA e Tween 80, houve um incremento de 50,7% e 14,7%, 

respectivamente, na atividade de α-arabinofuranosidase. O EDTA atua como agente quelante 

de íons metálicos, sendo descrito como inibidor de muitas enzimas que necessitam de um 

cofator para serem ativas. No entanto, como não foi observado nenhuma queda na atividade 

enzimática, pode-se inferir que não há dependência de íons metálicos na ação da α-

arabinofuranosidase. E como a atividade enzimática aumentou, é possível que o EDTA tenha 

complexado com algum íon presente no meio que eventualmente prejudicasse a ação catalítica 

da enzima. Surfactantes não-iônicos, como Tween 20 e Tween 80, são utilizados para aumentar 

a viabilidade das reações entre as enzimas e seus respectivos substratos, uma vez que esses 

facilitam a emulsão das interfaces hidrofílicas e hidrofóbicas do meio reacional, o que implica 

em uma maior solubilização e disponibilização do substrato para a enzima (POZDNYAKOVA; 

RODAKIEWICZ-NOWAK; TURKOVSKAYA, 2004), levando ao aumento na atividade 

enzimática.  

Finalmente, foi avaliado, nas condições otimizadas do ensaio enzimático, se a α-ABF 

purificada exibiria atividade sobre diferentes substratos. A tabela 6 mostra o resultado desse 

teste, em que é possível notar que a enzima apresentou atividade somente em ρNPαAra 

(controle) e em ρNPβGal, que a enzima apresentou atividade 0,061 U/mL, correspondendo a 

26,99% de atividade relativa com relação ao substrato padrão. Esse resultado mostra que a α-

arabinofuranosidase da família GH54 de T. pinophilus possui caráter bifuncional, exibindo 

atividade de β-galactosidase. 

Tabela 6: Teste de especificidade da enzima α-ABF de T. pinophilus em diferentes substratos (n.d. = não 

detectada). 

Substrato Atividade (U/mL) Atividade relativa (%) 

ρNPαAra 0,226 ± 0,010 100 

ρNPαGal n.d. 0 

ρNPβGal 0,061 ± 0,003 26,99 

ρNPαGlc n.d. 0 
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ρNPβGlc n.d. 0 

ρNPβMan n.d. 0 

ρNPβXil n.d. 0 

 

Não é a primeira vez que se relata uma α-arabinofuranosidase bifuncional. Motta, et al. 

(2021) reportaram uma α-arabinofuranosidase da família GH54 de Trichoderma harzianum 

com atividade expandida sobre o substrato β-D-galactopiranosídeo, além de possuir os 

domínios LTD, RICIN e NPCBM em sua estrutura terciária, que estão relacionadas com a 

clivagem de lactose e galactose. Ravanal, et al. (2015) estudaram as propriedades da α-

arabinofuranosidase 4 da família GH54 de Penicillium purpurogenum e observaram que a 

enzima era ativa sobre o substrato β-D-galactopiranosídeo, apresentando atividade relativa de 

22,25% quando comparada ao ensaio utilizando o substrato ρNPαAra. Um estudo sobre a 

caracterização de uma α-arabinofuranosidase (mais tarde classificada na família GH54) de 

Trichoderma reesei revelou que a enzima possui atividade secundária de β-xilosidase 

(MARGOLLES-CLARK et al., 1996). Embora o banco de dados CAZy classifique a família 

GH54 como um grupo que abrange enzimas com atividade de α-arabinofuranosidase e β-

xilosidase, foi possível notar que algumas enzimas pertencentes a essa família são ativas sobre 

outros substratos, mostrando a diversidade funcional dessa família. 

 

5.6 Efeitos da α-ABF na sacarificação do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado 

 As atividades de FPAse e arabinofuranosidase foram mensuradas para o coquetel 

comercial Multifect® CL e a α-ABF purificada com o intuito de calcular o volume de enzima 

utilizada no experimento (tabela 7). A baixa atividade de arabinofuranosidase detectada no pool 

é justificada pelas condições do ensaio, que foi realizado a 50 °C e em tampão citrato de sódio, 

pH 5.0, portanto em condições de temperatura e pH que não fornecem a atividade máxima da 

enzima, conforme discutido no item 5.5. Apesar de já existir coquetéis comerciais de nova 

geração com maior eficiência na hidrólise de biomassas lignocelulósicas, tais como Cellic® 

CTec3 ou Spirizyme® da Novozymes (LOPES; FERREIRA FILHO; MOREIRA, 2018), o 

coquetel comercial Multifect® CL foi escolhido neste teste por ser uma mistura rica em celulases 

e apresentar baixa atividade de hemicelulases, além de não apresentar α-arabinofuranosidases 

em sua composição (tabela 7), o que permite avaliar melhor o efeito da suplementação dessa 

enzima. 
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Tabela 7: atividade de FPAse, xilanase e arabinofuranosidase no coquetel comercial Multifect® CL e no pool 

enzimático contendo a α-ABF purificada. Todos os valores de desvio-padrão foram menores que 10%. 

Amostra/ensaio enzimático Multifect® CL α-ABF purificada 

FPAse 431,96 FPU n.d. 

Arabinofuranosidase n.d. 0,142 U 

 

 De acordo com a figura 19a, o coquetel comercial (5 FPU/g) liberou 2,06 g/L de glicose, 

0,16 g/L de xilose e 0,05 g/L de arabinose. Já nas amostras suplementadas com a α-

arabinofuranosidase (5 FPU/g + 5 U/g), houve uma liberação de 3,51 g/L de glicose, 0,59 g/L 

de xilose e 0,18 g/L de arabinose, representando um aumento de 1,7, 3,68 e 3,6 vezes na 

liberação desses açúcares, respectivamente, se comparada ao desempenho do coquetel 

comercial sem a presença da α-ABF. Essa diferença estatisticamente significativa na liberação desses 

açúcares permite afirmar que a α-arabinofuranosidase da família GH54 de T. pinophilus exerce 

um papel importante na hidrólise do bagaço da cana-de-açúcar por atuar tanto na liberação de 

arabinose da hemicelulose, como também por tornar a celulose mais disponível à ação das 

celulases. Além disso, sua atividade secundária de β-galactosidase pode contribuir no processo 

de despolimerização da hemicelulose, o que aumenta ainda mais a sua eficiência como enzima 

acessória. 

 

Figura 19: Efeito da suplementação do coquetel enzimático Multifect® CL com a α-

arabinofuranosidase na produção de glicose, xilose e arabinose em g/L (a) e na conversão de 
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celulose e hemicelulose em seus açúcares monoméricos (b). As barras em cinza representam 

glicose, em roxo representam xilose e em rosa representam arabinose. Símbolos diferentes 

acima das barras representam diferença estatística significativa na análise de variância 

(ANOVA) com teste de Tukey com nível de significância de 5%. 

 A composição do bagaço de cana-de-açúcar após pré-tratamento alcalino, usado neste 

experimento, está apresentada na tabela 8. Esse tipo de pré-tratamento foi escolhido por não 

afetar a fração de hemicelulose na biomassa, permitindo avaliar a atuação da enzima purificada 

quando suplementada ao coquetel comercial. A partir dos teores relativos de celulose e 

hemicelulose no material pré-tratado, foi possível calcular a taxa de conversão de celulose em 

glicose e de hemicelulose em xilose e arabinose, possibilitando avaliar de outra forma a 

eficiência da suplementação do coquetel comercial com a α-arabinofuranosidase. 

 Conforme a figura 19b, a ação do coquetel comercial não suplementado resultou em 

uma conversão de 17,97% da celulose em glicose e 3,51% de conversão da hemicelulose, sendo 

2,61% em xilose e 0,9% em arabinose. Por outro lado, na amostra suplementada com a α-ABF 

purificada, houve a conversão de 30,63% de celulose em glicose e 12,30% de conversão da 

hemicelulose, sendo 9,40% em xilose e 2,90% em arabinose, mostrando mais uma vez a 

eficiência da α-arabinofuranosidase da família GH54 de T. pinophilus no aumento da taxa de 

hidrólise dos polissacarídeos estruturais do bagaço da cana-de-açúcar pré-tratado. 

 Tabela 8: composição do bagaço de cana-de-açúcar após pré-tratamento alcalino com NaOH 1,5% durante 30 

minutos.  

Bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado  

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

57,42 ± 3,06 31,41 ± 1,94 7,86 ± 0,065 

 

 O efeito da suplementação de coquetéis enzimáticos com arabinofuranosidases para 

aumentar a taxa de conversão de celulose em glicose é tratado com controvérsia na literatura. 

Em um estudo que avaliava o efeito da adição de α-ABF e endoxilanase a um coquetel 

enzimático rico em celulases, Alvira, Negro & Ballesteros (2011) observaram um aumento de 

19,5% e 18,6% na liberação de glicose e xilose, respectivamente, a partir da sacarificação da 

palha de trigo pré-tratada por 72 horas. Em contrapartida, Selig et al. (2015) mostraram que o 

tratamento enzimático da arabinoxilana de trigo com uma α-ABF da família GH51 para a 

remoção dos resíduos de α-1,3-arabinofuranosídeo reduziu a hidrólise da celulose em 
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aproximadamente 50%. Já foi observado que xilo-oligômeros não substituídos podem ocupar o 

sítio ativo Cel7A de celobiohidrolases, impedindo que as fibras de celulose se movam no centro 

catalítico dessas enzimas, levando à inibição de sua atividade (XIN et al., 2019). Por isso, deve-

se avaliar com cautela a quantidade de α-ABF adicionada na sacarificação de biomassas 

lignocelulósicas para não promover um efeito inibitório. O ideal é que as arabinofuranosidases 

disponíveis no meio reacional sejam suficientes para remover os resíduos de 

arabinofuranosídeos, reduzindo o efeito de impedimento estérico de xilanases às cadeias 

principais de xilana, contudo, sem que ocorra uma remoção excessiva desses grupos de forma 

que a xilana não substituída passe a inibir a ação das celulases presentes no meio. No presente 

estudo foi possível observar que a adição de 5 U de α-ABF por grama de biomassa pré-tratada 

foi capaz de aumentar satisfatoriamente a liberação de glicose, xilose e arabinose, bem como 

aumentar a conversão de celulose e hemicelulose em seus açúcares monoméricos.  

 

6. CONCLUSÕES GERAIS 

• Este foi o primeiro trabalho a avaliar o secretoma experimental do fungo Talaromyces 

pinophilus cultivado em casca de soja sob fermentação submersa. Nessas condições, T. 

pinophilus foi capaz de secretar 419 proteínas, sendo 137 delas identificadas como 

ativas em carboidratos, sendo esse número e variedade superior ao secretado por fungos 

descritos como bons produtores de enzimas lignocelulolíticas para aplicação 

biotecnológica. 

 

• A predição das CAZymes potencialmente secretadas com base no genoma de T. 

pinophilus revelou a capacidade deste fungo de secretar 451 enzimas distribuídas nas 

famílias de glicosil hidrolases, carboidrato esterases, polissacarídeo liases e enzimas de 

ação auxiliar. A diversidade encontrada na análise de predição, sobretudo da classe de 

glicosil hidrolases, ressalta o potencial de T. pinophilus ser explorado como fonte de 

enzimas para a sacarificação de biomassas lignocelulósicas. O método computacional 

usado nesta predição mostrou-se eficiente ao encontrar resultados que condizem com a 

literatura, podendo ser usado para outros organismos. 

 

• A α-arabinofuranosidase da família GH54 de T. pinophilus pode ser parcialmente 

purificada com duas etapas simples de purificação, mantendo atividade específica de 

18,84 U/mg, um fator de purificação de 7,24 e rendimento de 6,08%. Sua massa 
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molecular estimada de 52 kDa, em concordância com o que foi predito com base em 

sua sequência de aminoácidos. 

 

• A α-arabinofuranosidase da família GH54 de T. pinophilus foi caracterizada 

bioquimicamente, apresentando maior atividade em pH 4,5 e a 60 °C. A enzima 

demonstrou ser estável em pH 2 a 6, mantendo atividade relativa superior a 80% e 

manteve atividade relativa superior a 50% durante 72 horas a 50 °C. Além disso, a 

enzima demonstrou ser modulada positivamente na presença de Co2+, Mn2+, EDTA e 

Tween 80. Por fim, além de exibir atividade de arabinofuranosidase, a enzima também 

atua sobre o substrato ρNP-β-galactopiranosídeo. 

 

• A adição de 5 U/g de α-arabinofuranosidase a 5 FPU/g do coquetel enzimático 

Multifect® CL na sacarificação do bagaço de cana-de-açúcar após pré-tratamento 

alcalino aumentou a taxa de hidrólise de celulose em 12,63% e a taxa de hidrólise da 

hemicelulose em xilose e arabinose em 6,79% e 2%, respectivamente. A liberação de 

glicose, xilose e arabinose no coquetel suplementado foi 1,7, 3,68 e 3,6 maior quando 

comparado ao coquetel não suplementado, mostrando que a adição da α-

arabinofuranosidase promove efeito positivo na sacarificação do bagaço da cana-de-

açúcar. 
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