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RESUMO — A enzima xilose-redutase (EC 1.1.1.21) tem potencial aplica¢éo na produgdo
de xilitol a partir de xilose e € uma enzima intracelular comumente encontrada em
leveduras. Neste trabalho, avaliou-se a influéncia da temperatura (25, 30, 35 e 40 °C) na
producdo da enzima xilose redutase (XR) por Candida tropicalis ATCC 750 utilizando o
hidrolisado hemiceluldsico do bagaco de caju como substrato. O hidrolisado foi obtido
por hidrolise acida utilizando 0,6 M H2SO4a 121 °C por 15 min. A levedura consumiu
xilose e as temperaturas que favoreceram um maior crescimento celular foram 25 “C e 30
°C, obtendo aproximadamente 9,5 g/L de células, e ocorreu uma diminuicéo a 40 °C (4,8
g/L de células). A atividade de XR foi determinada por reacdo de oxidacdo de NADPH e
a maior producdo da enzima ocorreu a 25 “C, com uma atividade enzimatica de 0,265
U/mL. A temperatura e pH 6timos da enzima XR foram 50 °C e pH 7,0. O hidrolisado de
bagaco de caju apresentou-se como substrato promissor para a producdo de xilose
redutase.

1. INTRODUCAO

A xilose redutase (XR) é uma enzima oxido redutase, pertencente ao membro da familia
da aldose-redutase (EC 1.1.1.21), geralmente encontrados em leveduras e fungos, além de ser
comumente dependente de NADPH. A producdo em larga escala de XR bem como a sua
aplicacdo industrial para a fabricacdo de xilitol e outros bioprodutos de valor agregado tem sido
limitado devido o alto preco da xilose comercial (Rafiqul e Sakinah, 2015a). Este problema tem
incentivado aos pesquisadores a trabalhar para o desenvolvimento de melhores técnicas para
reduzir os custos de obtencdo da XR, como, por exemplo, a busca por novas fontes de matéria-
prima e condic¢Ges do processo.

A producédo da enzima xilose redutase depende de condigdes de cultivo para se obter alta
atividade da enzima XR, onde as celulas sdo cultivadas em diferentes concentracdes do
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hidrolisado suplementado com nutrientes, sob variadas condi¢des de temperatura (25, 30, 35 e 40
°C), pH e aeracéo.

Neste contexto, materiais lignocelulésicos como, o bagaco de caju, sdo fontes de baixo
custo com potenciais em bioprocessos. A composicdo do bagaco de caju (BC) é celulose,
hemicelulose e lignina que pode fornecer uma quantidade consideravel de acucares fermentaveis
tais como glucose e xilose para a producdo biotecnoldgica de etanol e xilitol, respectivamente
(Albuquerqgue et al., 2015; Rocha et al., 2011).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a produgdo de xilose redutase através
de processos biotecnoldgicos utilizando a levedura Candida tropicalis ATCC 750 e hidrolisado
hemicelulésico do bagaco de caju.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Bagaco de caju

O bagaco de caju (BC) utilizado foi gentilmente cedido pela Industria de Processamento de
Sucos Jandaia (Ceard, Brasil). Inicialmente, o bagaco de caju (BC) foi lavado, seco a 60 °C durante
24 h, triturado e peneirado, selecionando-se particulas com tamanho entre 0,25 mm a 0,84 mm, e
estocados até seu uso.

2.2 Micro-organismo Candida tropicalis ATCC 750

O micro-organismo utilizado para a producdo da enzima xilose redutase foi a levedura Candida
tropicalis ATCC 750, pertencente ao laboratério do Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Processos Biotecnoldgicos (GPBio) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

O armazenamento da cultura foi em meio Agar YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) em
tubos inclinados contendo 20 g/L de D (+) glucose anidra (dextrose), 5 g/L de extrato de levedura, 5
g/L de peptona bacterioldgica, 1 g /L de fosfato de potassio monobasico (KH2POs4), 5 g/L de sulfato
de magnésio mono-hidratado (MgSO4.7H20) e 20 g/L de &gar dissolvidos em agua, esterilizados a
121 °C durante 15 min e mantidos a -4 °C. Posteriormente, a levedura Candida tropocalis ATCC 750,
foi replicada em placas de Petri que continha o meio Agar YEPD, sendo incubada a 30 °C por 24 h
em estufa microbioldgica.

2.3 Hidrolise acida do bagaco de caju: obtencéo do hidrolisado hemiceluldsico

O bagaco de caju (BC) foi hidrolisado utilizando acido sulfurico diluido (0,6 mol/L) em
autoclave a 121 °C durante 30 min usando uma concentracdo de 20 % m/v de bagaco, de acordo
com a metodologia descrita por Albuquerque et al., (2014). A seguir, o hidrolisado passou por
filtracdo a vacuo e o pH da fracéo liquida foi ajustado para 6,0 usando Ca(OH)2. Apds o ajuste do
pH, filtrou-se novamente a amostra para separar o precipitado formado.
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2.4 Processo de detoxificagao do hidrolisado de bagaco de caju

Como meio de evitar inibidores microbianos como, por exemplo, &cido férmico e &cido
acetico, o hidrolisado do BC passou por um processo de detoxificacdo usando carbono ativado.
Foi usado a concentragédo de 3 % m/m de carbono ativado em granulos de origem natural,
mantidos a 200 rpm durante 2 h e 30 °C. O hidrolisado do bagaco de caju com pH ajustado (pH
6.0) e apds passar pelo processo de detoxificacdo (nomeado de MCABH) foi entdo utilizado
como meio para o processo fermentativo.

2.5 Preparacdo do meio de indculo do micro-organismo

O meio de in6culo foi o do hidrolisado hemicelulésico (MCABH), o qual foi suplementado
com 3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de fosfato de potassio dibasico anidro P.A. (K:HPOy), 1
g/L de sulfato de magnésio mono-hidratado (MgS0O4.7H20), esterilizado a 110 °C por 10 min.
Apbs o crescimento em placa Petri, trés alcas de células foram transferidas para 100 mL de meio
de inéculo (MCABH), contidos em frascos Erlenmeyers de 250 mL, funcionando como o meio
de adaptacdo das células para, posteriormente, serem transferidas para os meios de producdo. O
inéculo foi incubado em agitador orbital (TECNAL, TE-420) a 30 °C durante 24 h. Ap6s 24 h, o
meio foi centrifugado (REFRIGERATED CENTRIFUGUE MOD.280 R) a 6.000 rpm por 15
min a 4 °C, para obter células para os ensaios de producéo.

2.6 Processo fermentativo para a producao da enzima xilose redutase

Nesta etapa, avaliou-se a producdo da enzima xilose redutase por Candida tropicalis
ATCC 750 em batelada utilizando o meio MCABH. A concentracdo inicial de células utilizadas
foi 0,3 £ 0,1 g/L, sendo transferidas para 100 mL de meio de producdo (em Erlenmeyer de 250
mL) e incubadas sob agitacdo de 150 rpm em agitador orbital (TECNAL, TE-420), onde foi
avaliado a influéncia da temperatura na producdo de XR, sendo 0 processo conduzido nas
temperaturas de 25, 30, 35 e 40 “C. Durante o processo de producdo foi avaliado o pH e coletadas
amostras do meio de cultivo e submetidas as analises do teor de aclcares (glicose, xilose e
arabinose) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia utilizando um sistema de CLAE
(Waters, Milford, MA, E.U.A.), atividade enzimatica, concentragdo de biomassa e concentragdo
de xilitol. Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

2.7 Processo de extracdo da enzima xilose redutase (XR)

Apos as 72 h do processo de producdo utilizando o meio hidrolisado hemicelulosico
(MCABH), foram coletados amostras do caldo cultivado e centrifugado a 6.000 rpm por 15 min
para obter a massa celular, que foi lavada com tampéo fosfato de potassio (0,1 M /pH 7,0) na
propor¢cdo de 1:3 (massa seca: tampdo), e centrifugado novamente, sendo acrescentado
novamente o tampdao para armazenar (1:2 massa seca: tampao) e, em seguida, romper as células
por ultrassom. O método utilizado para romper as células em suspensdo foi o método fisico,
segundo a metodologia descrita por Freitas (2013) e Rafiqul e Sakinah (2015a), no qual a
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suspensdo celular foi rompida através de ponteira ultrassonica (QSONICA SONICATORS)
usando sonicacdo a 20 kHz, amplitude 40%, com ciclos de 5 mim por 15 min (pulse de 5s). Em
seguida, a solucédo foi centrifugado nas condicdes ja citadas para se obter o extrato enzimatico.
Apos toda a operacédo, o sobrenadante foi armazenado a - 4 °C e utilizado como extrato bruto de
enzima.

2.8 Determinacdo da atividade enzimatica da xilose redutase (XR)

A quantidade de NADPH oxidado durante o procedimento, assim como a reducdo de
xilose a xilitol a uma determinada temperatura, foi utilizado para determinar a atividade da
enzima XR, de acordo com a metodologia de Yokoyama et al., (1995) e Rafiqul e Sakinah
(2015a) com modificacdo. O procedimento foi realizado adicionando 1,2 mL de tampdo fosfato
de potéssio 0,1 M (pH7.0). Acrescentou-se 0,2 mL 2-mercaptoetanol 0,1 M, seguido de 0,1 mL
de extrato bruto de xilose redutase (XR), 0,1 ml de NADPH 3,4 mM. 2-ME foi adicionado na
mistura reacional para inibir a atividade de protease, caso esteja presente na mistura reacional ou
na XR. Apds 1 min em agitacdo no espectro a 25 °C, adicionou-se 0,2 mL de D-xilose 0,5 M.
Para um controle da reacdo, desnaturou-se a enzima aquecendo-a a 100 °C por 10 min. A taxa de
oxidacdo do NADPH foi medida a 340 nm por espectroscopia UV-VIS a intervalos de 1 min
durante 5 min. Uma unidade (U) de XR é definida como a quantidade de enzima necesséria para
catalisar a oxidacao de 1 umol de NADPH por minapH 7,0 e 25 °C.

2.9 Caracterizacéo da enzima XR produzida

A temperatura 6tima para a atividade de XR foi calculada incubando a mistura de reagdo a
diferentes temperaturas variando de 10 a 60 °C, durante 5 min, a pH 7. O pH étimo da enzima foi
determinado pelo ensaio de atividade de XR no tampao de fosfato de potassio 0,1 M (pH 3, 5.0,
7.0, 8.0) e tampdo fosfato de sédio 0,1 M (pH 10) a 25 °C durante 5 min. O procedimento de
ensaio mencionado antes XR foi essencialmente seguido durante o estudo de efeitos de pH e
temperatura sobre a enzima.

2.10 Analise de SDS-PAGE de cultura sobrenadante

As analises dos extratos enziméaticos de XR produzida utilizando os meios hidrolisado
hemicelulésico (MBCH) ou meio formulado (MF) foram realizadas através do equipamento para
eletroforese da Bio-Rad-Mini-PROTEAN® TGX ™, utilizando gel de separacgio.

Inicialmente preparou-se o gel para montar o suporte usando 1,25 mL de tampédo de
separacdo, 2 mL de acrilamida, 1,72 mL de agua destilada, 10 pL de TEMED e 50 pL de APS 10
% (supersulfato de amdnia). Apds 10 min, preparou-se a outra etapa do processo para concentrar
0 gel com 750 pL de tampédo de concentragdo, 300 pL de acrilamida 30 %, 1,5 mL de agua
destilada, 200 pL de bis-acrilamida (2%), 15 pL de APS e 5 uL de TEMED.

Utilizou-se 40 pL das amostras de extrato enzimatico com 10 pL de tampéo de ruptura para
cada analise na eletroforese. As diferentes solu¢des foram aquecidas a 100 °C por 5 min, onde
aliquotas de 10 pL de cada amostra foram inseridas nos pocos de gel e no tempo de corrida de,
aproximadamente 1 h, esperou-se as amostras percorrerem todo o caminho dos pogos até
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atingirem a base do gel. Apos esse procedimento, o material em gel foi transferido para um banho
com o azul brilhante de Comassie até ser possivel a visualizagdo das proteinas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Influéncia da temperatura na producéo da enzima xilose redutase utilizando
hidrolisado do bagago de caju

O hidrolisado do bagaco de caju (BCH) continha 28,57 g.L™ de glicose, 18,30 g.L™* de xilose,
11,74 g.L! de arabinose, 6,79 g.L™* de celobiose, 1,64 g.L! de &cido acético e 0,90 g.L* de &cido
férmico. A concentracdo total de agUcares fermentaveis obtidos por hidrdlise acida, incluindo glicose,
xilose e arabinose foi aproximadamente 58,62 g.L ™. Assim, BCH mostrou-se favoravel para o meio
microbiano devido a estas fontes de carbono presentes.
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Figura 1 - Perfil do crescimento celular, concentracdo de carboidratos e etanol no bioprocesso
utilizando o meio hidrolisado hemicelulésico do bagagco de caju (MCABH) por Candida
tropicalis ATCC 750 em diferentes temperaturas: (A) 25 °C, (B) 30 °C, (C) 35 °C e (D) 40 °C.
Os dados experimentais sio 0s seguintes: (m) Concentragdo celular (g.L?); (A) Xilose (g.L™Y);
(o) Glicose (g.L ™) e (V) Etanol (g.L™).

Avaliou-se a influéncia da temperatura na producdo da enzima Xxilose redutase (XR) pela
levedura Candida tropicalis ATCC 750 no meio hidrolisado hemicelulésico (MCABH), cujo perfil de
crescimento celular, consumos de glicose e xilose, e formacdo de produtos estdo representados pela
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Figura 1. As temperaturas que favoreceram o maior crescimento celular foram 25 °C (9,39 g.L %) e
30 °C (9,63 g.LY) e com o aumento da temperatura houve uma diminuicdo do crescimento celular,
obtendo 4,84 g.L! de biomassa a 40 °C. A levedura consumiu preferencialmente glicose, por
exemplo, na temperatura de 25 °C, aproximadamente 70% da glicose foi consumida nas primeiras 24
h, com 40 % de xilose consumida nesse mesmo processo. E apds 72 h, a levedura consumiu 90 % de
xilose e glicose. O menor consumo de xilose foi obtido na temperatura de 40 °C, restando no meio
5,93 g.L de xilose.

No meio MBCH ndo foi observado a producdo de xilitol, porém, houve a producdo de
etanol em todas as temperaturas, com a maior concentragdo a 30 °C (5,66 g.L™?). Estes resultados
indicam que nas condic¢des avaliadas, 0 micro-organismo prefere a rota da glicose em relacéo a
xilose, desviando a rota de producdo do xilitol devido a repressdo da glicose presente no meio
hidrolisado hemicelulésico. Apesar do micro-organismo ndo sintetizar xilitol, foi observado a
producdo da enzima XR através da determinacdo da atividade enzimética do extrato bruto.
Observa-se na Tabela 1, que a maior atividade foi obtida a 25 °C (0,265 U/mL), correspondendo
a atividade enzimatica por célula de 0,530 U/g e atividade especifica de 0,071 U/mg.

Tabela 1 - Influéncia da temperatura na producéo da enzima xilose redutase por Candida
tropicalis ATCC 750 usando o meio hidrolisado hemicelulésico de bagaco de caju (MCABH).

Temperatura (°C) Atividade Enzimatica Atividade Especifica Atividade Especifica
(U/mLexTrATO) (UlgceLuLas) (U/mgproTeinas )
25 0,265 0,530 0,071
30 0,181 0,362 0,041
35 0,111 0,222 0,036
45 0,033 0,066 0,06

Apesar das concentracdes celulares serem semelhantes nas temperaturas de 25 °C e 30 °C
houve uma diminuicdo da atividade em praticamente 30 %, 0,181 U/mL a 30 °C, em relagéo a
atividade da XR produzida a 25 °C (0,265 U/mL), provavelmente devido a rota metabdlica ter
desviado para a producéo de etanol, pois a 30 °C obteve-se a maior concentragéo de etanol (5,66
g.L ). A atividade especifica de XR de C. tropicalis ATCC750 produzida a 25 °C é semelhante
ou superior aos resultados obtidos por outros autores. Cortez et al. (2006) estudaram a producéo
de XR por Candida guilliermondii usando o hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana e a
atividade especifica obtida foi 0,38 U/mg. Rafiqul e Sakinah (2015a) avaliaram em seu estudo o
uso do hidrolisado de serragem de madeira Meranti na produgéo de XR por C. tropicalis, e a
maior atividade especifica encontrada foi 0,91 U/mg.

3.2 Caracterizacdo da enzima xilose redutase

A xilose redutase produzida usando o meio MCABH a 25 °C foi caracterizada
determinando-se o0 pH 6timo e a temperatura 6tima. Os resultados da atividade enzimatica de XR
a varias temperaturas estdo representados na Figura 2A. Observou-se que a temperatura 6tima
para XR foi de 50 °C (com atividade de 0,326 U.mL™), utilizando xilose como substrato. O pH
otimo de atividade da enzima xilose redutase foi obtido pela determinacdo da atividade em
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diferentes pHs fixando a temperatura em 25 °C e os resultados estdo ilustrados na Figura 2B. A
enzima XR de C. tropicalis ATCC 750 exibiu uma atividade 6tima, utilizando xilose como
substrato, na faixa de pH 7,0 a 8,0, comportamento semelhante com XR obtidas por Candida
tropicalis (RAFIQUL et al., 2015a), Candida parapsilosis (LEE et al., 2003) e C. intermedia
(NIDETZKY et al., 2003).

0,4 04
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| —

e e
Y w
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Atividade Enzimatica (U.mL-")

Atividade Enzimatica (U.mL-")

e
°

Temperatura (°C) pH
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Figura 2: Influéncia da temperatura (A, a pH 7.0) e influéncia do pH (B, a 25 °C) na atividade
enzimatica da enzima Xxilose redutase de Candida tropicalis ATCC750, produzida a 25 °C
utilizando o hidrolisado hemiceluldsico do bagacgo de caju (MCABH) como substrato.

3.3 Eletroforese e identificacao de proteinas da xilose redutase

A Figura 3 representa a eletroforese da enzima xilose redutase (XR) produzida. Na primeira
banda (M), tem-se os marcadores de massa molar.

M 1 2 3

30
0.1
144

Figura 3: Eletroforese em SDS-PAGE do extrato enziméatico de XR de Candida tropicalis ATCC
750 produzida em diferentes meios e a diferentes temperaturas.

Da segunda a sexta banda, encontram-se as amostras da enzima XR produzida por Candida
tropicalis ATCC 750. As bandas denominadas 1, 2 e 3 representam a XR obtida utilizando o
meio MBCH a 25 °C, 30 °C e 40 °C respectivamente. De acordo com o eletrograma (Figura 14),
pode ser identificado a massa molecular na faixa de aproximadamente 30 kDa para a XR
produzida em todas as condicdes, sendo este resultado corroborado pela faixa de massa molecular
da enzima xilose redutase encontrado na literatura.

4. CONCLUSOES

A levedura Candida tropicalis ATCC 750 produziu a enzima xilose redutase utilizando o hidrolisado
hemicelulésico do bagaco de caju como substrato, indicando uma possivel fonte de carboidratos
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promissora para a producdo desta enzima. A enzima xilose redutase apresentou maior atividade
enzimética a pH 7,0 e temperatura de 25 °C, e possivelmente apresenta uma estrutura dimérica.
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