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RESUMO

A enzima xilose-redutase (EC 1.1.1.21) tem potencial aplicacdo na producéo de xilitol a
partir de xilose, e € uma enzima intracelular comumente encontrada em leveduras. O
xilitol € um agucar-alcool utilizado em industrias alimenticia, odontolégica, farmacéutica
e de cosmético. A producdo em larga escala desta enzima, bem como a sua aplicagao
industrial para a fabricacdo de xilitol e outros bioprodutos de valor agregado, tem sido
limitado devido ao alto preco da xilose comercial. Este problema tem incentivado aos
pesquisadores a trabalhar para o desenvolvimento de melhores técnicas para reduzir 0s
custos de obtencao da XR, como, por exemplo, a busca por novas fontes de matéria-prima
e condigdes do processo. Entre as possiveis matérias-primas, 0s materiais
lignocelul6sicos como, o bagaco de caju, sdo fontes de baixo custo com potenciais
aplicagdes em bioprocessos. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
producdo da enzima xilose redutase (XR) e de xilitol por processos biotecnoldgicos,
através da levedura Candida tropicalis ATCC750 utilizando o hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de caju (BC) como substrato. O hidrolisado hemiceluldsico do bagaco de caju
(HBCD) foi obtido por hidrolise com acido sulfarico (H2SO4) diluido e aplicado como
meio de cultivo. A producdo da enzima foi realizado por bioprocessos conduzidos em
agitador orbital a 150 rpm a diferentes temperaturas (25 °C, 30 °C, 35 °C e 45 °C). O
extrato enzimatico produzido foi utilizado para reduzir a xilose em xilitol e determinou-
se a atividade da XR através da reacao de oxidacdo de NADPH a 25 °C. De acordo com
os dados analisados, o maior crescimento microbiano foi observado nas temperaturas de
25 °C e 30 °C, e diminuiu consideravelmente a 40 °C usando o meio hidrolisado
hemiceluldsico do bagaco de caju (HBCD). Nas condi¢bes avaliadas, ndo houve a
producdo de xilitol ocorrendo, no entanto, a producdo da enzima Xxilose redutase e de
etanol. A XR da Candida tropicalis resultou em um extrato bruto com uma maior
atividade enzimatica na temperatura de producdo de 25 °C (0,265 U/mL). Na
caracterizacdo parcial da enzima, pH e a temperatura 6tima da atividade enzimatica foram
pH 7,0 e 50 °C, respectivamente. Posteriormente, realizou-se a eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢cfes desnaturantes para a identificacdo das fracbes da enzima,
obtendo uma indicacdo de uma estrutura dimérica com peso molecular de,
aproximadamente, 30 KDa. Com os resultados apresentados, pode-se considerar que o0
hidrolisado de bagaco de caju ndo favoreceu a producdo de xilitol, contudo, € um meio
potencial para a producdo biotecnoldgica da enzima xilose redutase (XR).

Palavras-chave: Bioprocesso. Xilose redutase. Xilitol. Bagaco de caju. Candida
tropicalis.



ABSTRACT

Xylose reductase enzyme (EC 1.1.1.21) has potential application in the production of
xylitol, and is an intracellular enzyme commonly found in yeast. Xylitol is a
carbohydrate-alcohol used in food, dental, pharmaceutical and cosmetic industries. The
large-scale production of this enzyme, as well as its industrial application for the
production of xylitol and other bioproducts, has been limited due to the high price of
commercial xylose. This problem has motivated researchers to develop better techniques
for reducing the costs of obtaining XR, for example, the search for new raw material and
the process conditions. Among possible feedstocks, lignocellulosic materials, as cashew
apple bagasse, are low cost sources with potential applications in bioprocesses. In this
context, the aim of this study was to evaluate the production of xylose reductase enzyme
(XR) and xylitol by biotechnological processes by the yeast Candida tropicalis ATCC750
and hemicellulose hydrolysate from cashew apple bagasse (CAB) as substrate. The
hemicellulose hydrolysate from cashew apple bagasse (HBCD) was obtained by acid
hydrolysis with diluted sulfuric acid (H2SO4) and it used as a culture medium. The
processes were conducted in orbital shaker at 150 rpm and different temperatures (25 °C,
30 °C, 35 °C and 45 °C). The xylose reductase enzyme extracts were used to reduce
xylose to xylitol and the XR activity was determined by NADPH oxidation reaction at 25
°C. According to the analyzed data using hemicellulose hydrolysate (HBCD) medium,
the highest microbial growth was observed at 25 °C and 30 °C and slightly growth at 40
°C. Under the experimental conditions evaluated, the production of xylitol was not
observed, but there were the production of xylose reductase enzyme and ethanol. The XR
from Candida tropicalis resulted in a crude extract with a higher enzymatic activity in the
temperature of production at 25 °C (0.265 U/mL). In the partial characterization of the
enzyme, the optimum pH and temperature were 7.0 and 50 °C, respectively.
Subsequently, the gel electrophoresis was performed under denaturing conditions for
identification of the enzyme fractions, which identify a heterodimeric structure with a
molecular weight of approximately 30 kDa. The results showed that the cashew apple
bagasse hydrolysate did not favor the xylitol production in the studied conditions;
however, it is a potential means for biotechnological production of the enzyme xylose
reductase (XR).

Keywords: Bioprocess. Xylose reductase. Xylitol. Cashew apple bagasse. Candida
tropicalis.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTA DE FIGURAS

- Esquema ilustrativo da via metabolica da xilose e glicose .........cccccvveeruveennnneen.

- Estrutura da holoenzima dimérica xilose redutase de Candida tenuis. (A)

Estrutura completa e (B) estrutura apresentada pelos dimeros.............ccccvveeneee.
- Estrutura da parede celular dos vegetais........c.eeevveeecieeecieeeieecee e

- Fluxograma do pré-tratamento e processo de hidrélise acida do bagago de

- Concentracao de xilose no liquor apds hidrolise acida de alguns materiais

J1GNOCEIULOSICOS ...t

- Perfil do crescimento celular, concentragdao de xilose, etanol e xilitol no
bioprocesso para a produgdo da enzima xilose redutase por Candida tropicalis
ATCC750, utilizando o meio formulado (MF) a diferentes temperaturas: (A)
25 °C, (B) 30 °C, (C) 35 °C e (D) 40 °C. Os dados experimentais sdo: (m)
Concentracdo celular (g.L!); (A) Xilose (g.L'"); (V) Etanol (g.L); e (A)
XAHEOL (L)oot

- Influéncia da temperatura no crescimento celular e producao de xilitol por
Candida tropicalis ATCC750 usando o meio formulado (MF). Dados
experimentais: (m) Maxima concentracio de xilitol (g.L!); (o) Maxima

concentragio celular (Z.L1).....c.ooivieeeeeeeeeeeeeeeeee e,

- Influéncia da temperatura na velocidade especifica de crescimento da
levedura Candida tropicalis ATCC750 cultivada em meio formulado a
diferentes temperaturas: (m) 25 °C, (®) 30 °C; (A) 35 °C; (V) 40 °C. Dados

reportados com 72 h de processo e 150 rpm de acordo com cada temperatura

- Perfil do crescimento celular, concentracdo de carboidratos e etanol no
bioprocesso utilizando o meio hidrolisado hemicelulésico do bagaco de caju
(HBCD) por Candida tropicalis ATCC750 durante 72 h e 150 rpm em
diferentes temperaturas: (A) 25 °C, (B) 30 °C, (C) 35 °C e (D) 40 °C. Os dados
experimentais: (m) Concentracdo celular (g.L!); (A) Xilose (g.L); (o)
Glicose (g.L1); (V) Btanol (Z.L1)...oovoioioieeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s

44

46

48

49



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

- Influéncia da temperatura na velocidade especifica de crescimento usando o
meio hirolisado hemicelulosico do bagago de caju por Candida tropicalis
ATCC750. Dados reportadoscom 72 h de processo € 150 rpm de acordo com
cada temperatura. Os dados experimentais sdo: (m) 25 °C, (@) 30 °C; (A)
35 °C; (W) A0 OC ettt ettt et e saeete e e nneens

- Dados experimentais do processo de fermentacdo utilizando o meio
hidrolisado hemicelulosico do bagaco de caju por Candida tropicalis
ATCC750 a 30 °C e 150 rpm, através de dois procedimentos: (A) meio
hidrolisado (HBCD), (B) meio hidrolisado suplementado com 20 (g.L!) de
xilose e (C) meio hidrolisado acrescentado de 40 (g.L!) de xilose. Os dados
experimentais sdo os seguintes: (m) Concentragdo celular; (g.L!); (A) Xilose

(g.LY); (o) Glicose (g.L71); (V) Etanol (L)oo

Influéncia do pH na atividade enzimatica da enzima xilose redutase de
Candida tropicalis ATCC750 a 25 °C, produzida utilizando o hidrolisado

hemiceluldsico do bagago de caju (HBCD) como substrato..........c..ccceeeennenee.

Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da enzima xilose redutase
de Candida tropicalis ATCC750 a pH 7.0, produzida a 25 °C, utilizando o

hidrolisado hemicelulésico do bagaco de caju (HBCD) como substrato..........

Eletroforese em SDS-PAGE do extrato enzimatico de XR de Candida
tropicalis ATCC750 produzida em diferentes meios e a diferentes

1001015 1101 ;1SR SRUP USSR

53

55

56

57



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

LISTA DE TABELAS

- Produtos que possuem xilitol na formulagao.............coccveevieriieciieniieeiienne,
- Algumas vantagens e desvantagens dos processos de producéo do xilitol.....
- Composicéo de alguns materiais lignoceluldsicos............cccvvvieeieiieiinenenne.
- Composicao do bagaco de caju in natura e apos hidrolise com acido sulfarico

- Composicao elementar do hidrolisado do bagaco de caju sem ajuste do pH,
com ajuste do pH e detoXifiCado...........ccccurviieiiiiiiieeee e

- Influéncia da temperatura no crescimento celular e producdo de xilitol por
Candida tropicalis ATCC750 utilizando o meio formulado (MF). Dados

reportados com 72 h de processo e 150 rpm de acordo com cada temperatura.

- Influéncia da temperatura na producdo da enzima xilose redutase por
Candida tropicalis ATCC750 usando meio formulado (MF). Dados

reportados com 72 h de processo e 150 rpm de acordo com cada temperatura.

- Influéncia da temperatura na producdo da enzima Xxilose redutase por
Candida tropicalis ATCC750 usando meio hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de caju (HBCD). Dados reportados com 72 h de processo e 150 rpm
de acordo com cada teMPEratUra...........ccoveierierieiie s

- Estudo da concentracéo inicial de xilose no meio hidrolisado do bagaco de

41

42

47

47

52



BC
HBC
HBC -1
HBCD

HPLC
MF
PF

Pimax
PZméX

Qr1

TKL 1
TAL 1
uv
XR
XDR
XK

Lx
Yrissi

Yxrs

Yess

YEPD

NOMENCLATURA

Bagaco de caju

Hidrolisado do bagago de caju

Hidrolisado do bagago de caju com pH ajustado

Hidrolisado do bagago de caju com pH ajustado e tratado com carvao
(detoxificado)

Do inglés High Performance Liquid Chromatography

Meio formulado

Via pentose fosfato

Maxima concentragdo de xilitol
Maéxima concentracdo de etanol
Produtividade referente ao xilitol
RotagGes por minuto
Trascetolase

Transaldola

Ultra violeta

Xilose redutase

Xylitol desidrogenase
Xiluloquinase

Velocidade especifica de crescimento (g. L™ h'h)
Rendimento referente ao xilitol

Rendimento do crescimento celular baseado no consumo do substrato
substrato (g células . g substrato)

Rendimento do produto (xilitol) baseado no consumo do substrato (g xilitol.
g substrato)

Do inglés Yeast Extract Peptone Dextrose



2.1
211
2.2
221
2.2.2
2.3
231
2.3.2
2.3.3
2.4

3.1
3.2
33
3.4
34.1
3.5
3.6
3.6.1
3.6.2
3.7
3.8
3.9
3.9.1
3.9.2
3.10
3.10.1
3.10.2
3.10.3

SUMARIO

INTRODUGCAO ..o 16
REVISAO BIBLIOGRAFICAL..........cooovurriireineriieeeiieseisssseissessesssssesseseees 18
Enzima xilose redutase (XR)...........ccocoooiiiiiiiiiiiii e 18
Processos de produgdo da enzima xilose redutase (XR).....................ccccuuee.... 20
Aplica¢ao da enzima xilose redutase: producao de xilitol............................. 21
Propriedades e aplicagoes do Xilitol.........................ccccooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiic 22
Processos de producio de Xilitol............................cccooeueevceeecienciiaieiieeiieeneenn, 23
Matérias-primas lignocelul0sicas.................cccoeeeiiiiiiiiiciie e 24
CllUIOSE................ooeeeeiieiiiee e 26
Hemicelulose....................cc.oooueoeiiiieiiiiiiiieiieeeeee ettt 26
LIGRINA............oeooeeeieieeeee ettt ettt st e e et e e ae e beeenbeenneas 27
Bagaco de caju como matéria-prima.................coooooiiiiiiiiiin 27
MATERIAL E METODOS...........oooiiiiiiienneieeeieeeseeiee s 29
Bagacgo de CaJU.........coooiiiiiiiiiiiiieiecece e 29
Hidrolise acida do bagaco de caju: obtencio do hidrolisado hemicelulosico 29
Processo de detoxificacido do hidrolisado de bagaco de caju.......................... 30
Micro-organismo Candida tropicalis ATCCT50.............ccocoevvininiiiniinnnenne. 30
Armazenamento do MiCrO-0YGANISMO. .......................ccveeeeeeceveneeacreenreeireeneneens 30
Preparacio do indculo do micro-organismo.................cccceeeevieeniieencieeenneenns 31
Processo fermentativo para a produc¢io da enzima xilose redutase.............. 31
Estudo da influéncia da temperatura........................cccccoovveeeveueinnieeniieeenaeeenns 32
Estudo da concentracdo inicial de xilose........................cc.cccouveveeeecceeacreaannn.. 32
Processo de extracdo da enzima xilose redutase (XR)................ccoceiiiennnnn. 32
Determinacio da atividade enzimatica da xilose redutase (XR) 33
Caracterizacio da enzima XR produzida 34
Estudo do pH otimo e temperatura otima da XR 34
Anadlise de SDS-PAGE de cultura sobrenadante 34
Métodos analiticos 35
Determinacdo da concentracdo celular 35
Determinacdo de carboidratos, xilitol e etanol 35

Determinacgdo do teor de proteinas 35



3.104

Caracterizacdo do bagaco de caju

3.10.4.1 Determinac¢do de solidos totais

3.10.4.2 Determinac¢do de extraiveis

3.10.4.2.1 Hidrolise do bagaco com acido sulfurico e preparagao para analises
3.10.4.2.2 Lignina insoluvel em acido (LIA)
3.10.4.2.3 Lignina solivel em acido (LSA)

3.10.4.3  Andlise dos carboidratos, furfural, hidrometilfurfural e acidos organicos para

3.10.5
4

4.1
4.2

4.3

4.4
4.5
45.1
45.2

determinacado da celulose e hemicelulose

Cdlculo dos parametros cinéticos

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao do bagaco de caju antes e apos hidrolise acida

Influéncia da temperatura na producio da enzima xilose redutase e do
xilitol utilizando meio formulado (MF)

Influéncia da temperatura na producio da enzima xilose redutase e do
xilitol utilizando hidrolisado do bagaco de caju (HBCD)

Influéncia da concentracao inicial de xilose

Caracterizac¢ao parcial da enzima xilose redutase (XR)

Estudo do pH otimo e temperatura otima

Eletroforese e identificacdo de proteinas da xilose redutase

CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

35
36
36
37
37
38

38
39
41
41

45

50
54
56
56
58
60
61



16

1 INTRODUCAO

A xilose redutase (XR) € uma enzima oxido-redutase, pertencente ao membro da
familia da aldose-redutase (EC 1.1.1.21), geralmente encontradas em leveduras e fungos,
além de ser comumente dependente de NADPH. Esta enzima € utilizada como catalisador
na producdo de xilitol, um poliol que apresenta diversas aplicagdes alimenticias,
farmacéuticas e odontoldgicas, com acdo anticariogénica e poder adogante semelhante ao
da sacarose e superior ao de polidis comuns, além de ter valor caldrico reduzido.

A producdo em larga escala da enzima XR, bem como a sua aplicagéo industrial
para a fabricagdo de xilitol e outros bioprodutos de valor agregado, tem sido limitado
devido ao alto preco da xilose comercial (RAFIQUL et al., 2014a). 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 condi¢des do processo.

Neste contexto, os materiais lignoceluldsicos sdo considerados como perspectiva
para aplicacdo em bioprocessos. Ha grandes quantidades de residuos lignoceluldsicos
sendo acumulados anualmente, decorrentes da producéo agricola, entre outros fatores que
operam esses recursos naturais. O grande acimulo desses residuos desencadeia uma série
de problemas. Ha o desequilibrio do meio ambiente, ocasionado pela decomposi¢do desse
material, além do fator econémico devido a degradacdo desses residuos apresentarem a
perda de potenciais recursos energéticos (MICHEL, 2007). Um material lignoceluldsico
que vém ganhando destaque é o bagaco de caju.

No Brasil, a regido nordeste do estado do Ceara é a maior produtora nacional de
caju, que tem como subproduto da extracdo do seu suco o bagaco de caju, uma das
maiores fontes de residuos da industria agrondmica do setor apresentando,
aproximadamente, 20 % do peso total do pedunculo (ROCHA et al., 2011).

A composicdo do bagaco de caju (BC) é celulose, hemicelulose e lignina
(ROCHA et al., 2014), que pode fornecer uma quantidade consideravel de aglcares
fermentesciveis tais como glucose e xilose para a producéo biotecnoldgica de etanol e
xilitol, respectivamente (ROCHA et al., 2011; ALBUQUERQUE, 2015). Devido suas
caracteristicas, este material lignoceluldsico podera ser utilizado na producéo da enzima
xilose redutase por processo biotecnoldgico, sendo a Candida o principal género de

levedura avaliada para a producdo de xilose redutase e xilitol.
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O Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Bioprocessos — GPBio desenvolveu
diversos estudos utilizando o bagaco de caju como matéria-prima na producédo de etanol
(ROCHA et al., 2014; BARROS et al., 2014; CORREIA et al., 2015), na producdo de
xilitol (ALBUQUERQUE, 2015) e estes estudos contribuiram de forma direta para o tema
proposto nesta dissertacao.

Neste contexto, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a producédo da
enzima xilose redutase e xilitol através de processos biotecnoldgicos utilizando a levedura

Candida tropicalis ATCC750 e hidrolisado hemicelulésico do bagaco de caju.

Objetivo Geral

Avaliacdo do hidrolisado hemiceluldsico do bagaco de caju para a producdo da
enzima xilose redutase (XR) e de xilitol por Candida tropicalis ATCC750.

Objetivos Especificos

e Obtencdo e caracterizacdo quimica do hidrolisado do bagaco de caju;

e Estudo da influéncia da temperatura na producéo da enzima xilose redutase e de
xilitol utilizando o meio formulado;

e Estudo da influéncia da temperatura na producéo da enzima xilose redutase e de
xilitol utilizando o hidrolisado hemicelul6sico do bagaco de caju;

e Avaliar a concentracdo inicial de xilose na producéo de xilose redutase e de xilitol
utilizando o hidrolisado hemicelul6sico do bagaco de caju;

e Caracterizacdo parcial da enzima xilose redutase.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzima xilose redutase (XR)

A xilose redutase (XR) € uma enzima oxido redutase, pertencente ao membro da
familia de enzimas da aldose-redutase (EC 1.1.1.21), geralmente encontrados em fungos
e leveduras. E no citoplasma de micrébios que assimilam & xilose que ocorre esta enzima
intracelular, na qual da inicio ao processo do metabolismo da xilose por reduzir a xilose
a xilitol (RAFIQUL e SAKINAH, 2014b).

Esse processo é feito através da reducédo aberta da cadeia xilose a xilitol, onde €
reoxidado em xilulose por xilitol desidrogenase e integrado metabolicamente por meio
da via da pentose fosfato (JEFFRIES, 2006), conforme apresentado no fluxo metabolico

ilustrado a seguir na Figura 1.

Figura 1: Esquema ilustrativo da via metabdlica da xilose e glicose.
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Fonte: JEFFRIES, 2006.
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E importante o estudo das leveduras que sdo capazes de fermentar xilose,
realizando a caracterizacdo das enzimas que participam da via metabolica deste agUcar.
Nas leveduras, fungos filamentosos e em outros eucariontes 0 metabolismo da xilose
procede de acordo com o processo de reducao e oxidacdo, que sdo mediados pela xilose
redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), em que transformam a xilose em xilitol e,
em seguida, em xilulose. Com isso, a xilulose entra para a via da pentose fosfato (PF)
por meio da xilulose, que através da xiluloguinase (XK) é fosforilada a xululose-5P
(JEFFRIES, 2006; ALBUQUERQUE et al.,, 2014), conforme fluxo metabolico
simplificado apresentados na Figura 1.

A via da pentose fosfato é considerada como tendo duas fases. A primeira fase,
oxidativa, converte a hexose, glicose 6P, para pentose ribulose-5P, mais CO2 e NADPH.
Ja a fase ndo oxidativa converte ribulose-5P em ribose 5-P, xilulose-5P, sedoheptulose
7P e eritrose 4P, que através da frutose-6P e gliceraldeido-3P, retornam os carbonos
para a glicolise, permitindo assim a posterior fermentacao do acucar (MOURO, 2002).

A enzima xilose redutase de algumas leveduras demonstra uma relativa
dependéncia pelo cofator NADPH, onde é liberado NADP*, enquanto outras podem ter
atividade tanto com NADPH como NADH, em que é liberado tanto NADP* como
NAD", respectivamente (JEFFRIES & ALEXANDER, 1990), sendo depende da sua
estrutura.

A Figura 2 representa a estrutura da xilose redutase (XR) a partir da Candida
tenuis, um membro da familia estruturalmente caracterizada (KAVANAGH et al.,
2002).

Figura 2: Estrutura da holoenzima dimérica xilose redutase de Candida tenuis. (A)

Estrutura completa e (B) estrutura apresentada pelos dimeros.

Fonte: Kavanagh et al., 2002.
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As aplicacdes da XR sdo generalizadas na producéo bioldgica de xilitol, etanol
e sorbitol através da xilose, tornando a enzima de grande interesse. Sendo 0 uso
comercial de xilose de prego elevado, a producdo em larga escala de XR torna-se
limitada como a sua aplicacdo em industrias para a producdo de xilitol e outros
bioprodutos de valor acrescentado (RAFIQUL et al., 2015).

O processo enzimatico tem sido de grande interesse para 0s cientistas por tratar
de uma alternativa ao processo biotecnologico, onde pode ser alcangcado uma conversao
de até 100 % de xilose em xilitol. Essa reducéo direta de xilose em xilitol por meio da
enzima Xilose redutase (XR) € assistida pela coenzima Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato (NADPH) (BRANCO et al, 2011).

2.1.1 Processos de producdo da enzima xilose redutase (XR)

A xilose redutase (XR) ndo se encontra comercialmente disponivel devido ao
custo do processo, apesar da vasta literatura sobre a utilizagdo desta enzima (RAFIQUL
et al., 2014a). Com esse alto valor para a preparacdo da XR, muitos autores tém
pesquisado para o desenvolvimento de melhores técnicas para reduzir esse custo. Sendo
assim, um processo economicamente interessante é a utilizacdo de hidrolisado
lignocelulésico como uma fonte de carbono para a preparacdo de XR a partir de
leveduras.

A fracdo hemicelulésica de HBCD (hidrolisado do bagaco de caju com pH
ajustado e tratado com carvao) é facilmente hidrolisada por acido diluido para produzir
hidrolisado hemicelulésico (HBCD) rico em xilose, para entdo ser utilizado como um
substrato potencial para o crescimento microbiano. O uso de HBCD como uma fonte de
carbono para o crescimento de micro-organismo tem grandes vantagens, como a
reducdo de xilose comercial e a preparacdo da enzima XR industrialmente importante
para a economia do bioprocesso.

Neste trabalho, a enzima XR é preparada a partir da estirpe C. tropicalis,
cultivada em meio a base do hidrolisado HBCD e adquirida através do rompimento
celular de ultrassom, onde o seu processo de extracdo é baseado na metodologia descrita
por Freitas (2013) e Rafiqul e Sakinah (2014b). A XR isolada é determinada de acordo
com a atividade da enzima e sua caracterizacéo é feita atraves do estudo do pH 6timo e
temperatura Otima, segundo a metodologia descrita por Yokoyama et al. (1995) e
Rafiqul e Sakinah (2014b).



21

Estudos determinaram que a reducdo de xilose em Xxilitol por XR depende do
tipo e concentracdo de substrato, assim como as condi¢cdes de funcionamento
experimentais. O pH da reacdo, por exemplo, é considerado como sendo um parametro
que afeta o potencial de ionizagéo de grupos funcionais sobre a enzima (NIDETZKY et
al., 2003).

Rafiqul et al. (2014a), por exemplo, estudou a producdo da enzima xilose
redutase através de serragem da madeira Meranti, utilizando a levedura Candida
tropicalis. O processo fermentativo adaptado da C. tropicalis foi realizado a 30 °C e 150
rpm. A melhor temperatura da atividade da XR foi encontrada a 25 °C, e pH 6timo a
7,0, sendo a XR da C.tropicalis especifica para NADPH como coenzima com atividade
11,16 U.mL™.

2.2 Aplicacdo da enzima xilose redutase: producéo de xilitol

O xilitol é um adocante natural que pode ser encontrado nas fibras de muitos
vegetais, algas, liquens, cogumelos, frutas e legumes, além de ser um intermediario para
0 metabolismo humano (LIMA, 2006; MICHEL, 2007).

Tem dulgor semelhante ao da sacarose, mas na dieta possui muito menos
calorias. Foi identificado como um dos 12 constituintes quimicos de grande importancia
em uma lista de mais de 300, segundo o Departamento de Energia dos EUA (DOE),
podendo ser produzido através da biomassa (WERPY et al., 2004; GRANSTROM,
IZUMORI e LEISOLA, 2007)

As principais aplicac@es de xilitol sdo em produtos odontol6gicos e alimenticios.
Ele tem apresentado eficiéncia no tratamento de diversas doencas como: diabetes
(ISLAM, 2011), osteoporose (MATTILA, 2005), anemia (WANG et al., 1971) e
infeccBes respiratdrias (DURAIRAJ et al., 2007), citados por ALBUQUERQUE et al.,
2014.

Uma grande caracteristica que o xilitol apresenta é seu alto poder de refrescancia,
que € bastante encontrada em produtos alimenticios, como em gomas de mascar e balas.
A caracteristica dessa sensacao de refrescancia € devido o seu alto calor de dissolucéo
(34,8 cal.gl), tornando-o de maior refrescancia bucal entre os polidis (MUSSATO e
ROBERTO, 2002).
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As pesquisas atuais na producdo do xilitol fermentativo esta diretamente
relacionada com o desenvolvimento dos micro-organismos a partir da utilizacdo de
hidrolisado hemiceluldsico capazes de liberar D-xilose disponivel e converté-lo em
xilitol por meio da enzima xilose redutase (XR). A abordagem enzimatica para a
producdo de xilitol a partir de xilose pode apontar uma alternativa para 0 processo
quimico. Além disso, este método é considerado seguro e favordvel ao meio ambiente
devido a producdo de xilitol ser capaz de ser alcangada sem a utilizacdo de altas

temperaturas, a pressao, ou purificacdo de xilose (NIDETZKY et al., 1996).

2.2.1 Propriedades e aplicagdes do xilitol

Emil Fisher e sua equipe foram os pioneiros na sintetizacéo e descric¢ao do xilitol
considerando, em 1991, como um composto organico com férmula molecular
representada por CsH120s (penta-hidroxi-pentano), além de um cristal branco rémbico
e altamente sollvel quando em contato com a &gua. Promove um prazeroso efeito
refrescante devido ao seu calor de dissolucédo (34,8 cal.g — endotérmico), tornando-o
adequado para uso em gomas de mascar, com um poder adocante semelhante ao da
sacarose. Os mamiferos o produzem em pequena quantidade, sendo considerado como
intermedidrio no metabolismo de carboidratos (MAIA et al.,, 2008). Devido a
estabilidade fisica e biologica do xilitol, ele torna-se adequado nas aplicacbes
alimenticias e farmacéuticas (MUSSATO e ROBERTO, 2002).

Ha diversos produtos encontrados no mercado que contém xilitol na sua
formulacdo como, por exemplo, gomas de mascar, pastilhas, cremes dentais, entre

outros. Alguns exemplos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Produtos que possuem xilitol na formulagéo

Produto Fabricante Categoria Teor de xilitol
Xylitol Plus Stevia Packets Now Foods Alimenticio (Adocgante) 95,5%; 129g/135¢g
Xylitol Sweetened Gum Epic Dental ~ Alimenticio (Goma de mascar) 4%; 1,06 g/26,5 ¢
Trident Xtra Care Adams Alimenticio (Goma de mascar)  9,3%; 0,149/1,59
XyliWhite Toothpaste Gel Now Foods Odontoldgico (Creme dental)  25%; 45,39/181g
Xlear Sinus Care Xlera Inc. Spray nasal/Homeopatico 5%; 45mL

Fonte: Autoria propria
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S&o muitas as caracteristicas que fazem do xilitol um produto de valor comercial
e de grande interesse. O xilitol é considerado como um edulcorante alternativo, podendo
ser ingerido por diabéticos e também como preventivo de céries dentarias
(WINKELHAUSEN et al., 2007), alem de também ser indicado para pacientes
portadores de deficiéncia da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (BAR, 1991).

De acordo com diversos estudos, o consumo regular de chicletes contendo xilitol
é capaz de reduzir a incidéncia de caries. Esses efeitos anticariogénicos impulsionam o
uso de xilitol em cremes dentais, gomas de mascar, pastilhas e outros produtos capazes

de controlar e prevenir as caries (LEE, 2011).

2.2.2  Processos de producéo de xilitol

O processo de producdo do xilitol pode ser realizado através de trés
procedimentos: 0 quimico, através de redugdo quimica de xilose por meio de reagdes de
hidrogenacdo; via microbiolédgica, onde ha a conversao por micro-organismos que Sao
responsaveis em converter xilose em xilitol e a via enzimatica, que vem sendo estudada

para a produgdo de xilitol por meio da enzima xilose redutase (XR) (PAL et al., 2013).

Tabela 2: Algumas vantagens e desvantagens dos processos de producdo do xilitol

Tipos de processos Vantagens Desvantagens
Quimico Otimizado Alto custo
Maior produtividade Uso de recursos naturais

Menor custo
Microbioldgico Sustentavel Baixa produtividade
Maior eficiéncia

Sustentavel
Enzimatico Maxima eficiéncia Custo*
Maior produtividade

*Por ser um processo novo ainda ndo temos analise de custos
Fonte: Branco (2010).

O processo quimico apresenta alto custo e necessita de muita energia, além de
representar grandes riscos ambientais, pois é conduzida a alta temperatura e pressao, e
usa catalisador de niquel (RAFIQUL e SAKINAH 2014b; ALBUQUERQUE et al.,
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2014), encarecendo o valor do produto devido, principalmente, aos extensos processos
de separacdo e de purificacdo (MISRA et al., 2013).

O xilitol é considerado como um dos doze produtos de alto valor que podem ser
fabricados a partir de materiais lignocelulésicos. RAFIQUL et al. (2015) avaliaram a
producdo de xilitol a partir do hidrolisado hemiceluldsico de serragem de madeira por
xilose redutase, utilizando a Candida tropicalis IFO 0618, com rendimento de xilitol
obtido de 56 % nas condi¢des 6timas de 30 °C e pH 7.0.

A Tabela 2 apresenta as vantagens e desvantagens dos processos de producéo de
xilitol. A principal vantagem encontrada no processo microbiano em relag¢do ao quimico
€ 0 seu custo mais baixo por ndo necessitar de uma extensa purificacdo da xilose. Dentro
deste contexto, a producdo de xilitol através do hidrolisado hemicelul6sico de bagaco
de caju, torna-se uma alternativa economicamente viavel para esse processo produtivo.

Uma dificuldade comumente associada com a biotransformacdo eficiente de
xilose é que o hidrolisado contém varios subprodutos (por exemplo, acido acético,
furfural e hidroximetilfurfural) que sdo inibidores para os organismos (MISRA et al.,
2013). Misra et al. (2013) demostraram que a adaptacdo de células de levedura para
hidrolisado hemiceluldsico é uma técnica eficaz e de baixo custo para avaliar os efeitos

inibitérios dos componentes tdxicos na conversdo de xilose a xilitol.

2.3 Matérias-primas lignoceluldsicas

A maior parte do constituinte de biomassa terrestre é a lignocelulose,
correspondendo a cerca da metade do material vegetal que se produz pela fotossintese
(PEREZ et al., 2002). Atualmente, em processos biotecnoldgicos, vém sendo estudado
0 uso de materiais lignocelulésicos como matéria-prima em bioprocessos. Estes
materiais lignoceluldsicos apresentam uma ampla capacidade de uso como substrato em
processos industriais, na producdo de insumos quimicos, de alimentos, enzimas e
diversos bens de consumo (LATIF; RAJOCA, 2011).

De maneira geral, os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos de celulose,
hemicelulose e lignina, definindo a estrutura da maioria dos vegetais onde se encontram
associados em uma complexa estrutura. De acordo com a natureza dos vegetais, ha uma
variacdo na composicdo desses constituintes. O maior componente € a celulose (35 — 50
%), seguido da hemicelulose (20 — 35%) e depois tem-se a lignina (10 - 35%). Além

destes compostos, proteinas, gorduras e cinzas também fazem parte de uma fragcdo do
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material lignocelulésico (CORREIA, 2013). A Tabela 3 mostra a composicao
lignocelulésica de alguns materiais, podendo ser observado que ha diferenca na
composicdo entre eles. Essa composicao pode variar de acordo com a natureza genética
de cada material e das influéncias ambientais e suas interacdes (BALAT, 2011).

Tabela 3: Composicao de alguns materiais lignoceluldsicos

Materiais Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Lignoceluldsicos
Bagaco de caju 20,56 10,17 35,26
Bagaco de cana-de- 25 25-50 10-30
acucar
Palha de trigo 30-38 21 -50 20-23,4
Palha de arroz 35-41 14,8 - 25 99-12
Casca de arroz 36,1 14 19,4
Palha de milho 36,8 - 39 14,8 - 25 15,1-23,1
Sabugo de milho 45 35 15

Fonte: Correia (2013).

A Figura 3 representa a célula vegetal, que é revestida por lignina e hemicelulose
que sdo responsaveis por proteger a celulose contra a degradacdo por agentes externos
(KESHWANI, 2009). Esses componentes sdo fortemente entrelacados e ligados
quimicamente por forgas nio covalentes e por ligagdes cruzadas covalentes (PEREZ et

al., 2002).
Figura 3: Estrutura da parede celular dos vegetais.

Parece celular

Pectina - AR
primaria
Hemicelulose Membrana
Microfibrilas plasmatica
de celulose Membrana e

parede celular

Fonte: Sobiologia (2012).
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2.3.1 Celulose

A celulose € considerada o material organico de maior abundéancia na terra, além
de ser o principal componente da parede celular da fibra vegetal. E um
homopolissacarideo linear constituido por unidades de D-glicose, com grau de
polimerizacdo que varia de 1000 até 5.000 unidades, dependendo da origem da planta
(KESHWANI, 2009).

Ha& vérios métodos de pré-tratamento que destroem as paredes celulares expondo
os polimeros de acucares. Na hidrdlise acida da celulose, por exemplo, a celulose é
hidrolisada, obtendo-se glicose, um carboidrato que pode ser usado para posterior
producdo de diversos produtos com valor agregado, por exemplo, etanol (ROCHA et
al., 2011).

2.3.2 Hemicelulose

A hemicelulose é considerada um heteropolimero menor que a celulose,
possuindo grau de polimerizacdo entre 100 e 200, além de ramificac6es com diversos
carboidratos como a arabinose, Xilose, galactose, manose, além de &cidos urdnicos
(STAMBUK et al., 2008). Diferente da celulose, sua estrutura pode variar, assim como
sua organizacdo estrutural e composicdo. Apresenta baixa cristalinidade em relacdo a
celulose, sendo hidrolisada com mais facilidade, como resultado da interacdo entre 0s
diferentes acucares (SAHA, 2003).

Com a técnica da hidrélise acida diluida, ha a liberacdo das hexoses (manose,
galactose e outros) e pentoses (xilose e arabinose) constituintes da hemicelulose. Sendo
a xilose considerada como o segundo agUcar mais abundante na bioesfera, tem-se que
os hidrolisados obtidos por essa técnica acabam se caracterizando por apresentarem a
xilose como componente majoritdrio (MICHEL, 2007). Entdo, os hidrolisados
hemiceluldsicos utilizados em processos biotecnoldgicos tornam-se ideais para a
producdo de diversos produtos, dentre eles pode ser destacado da enzima xilose redutase

e do xilitol.
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2.3.3 Lignina

A lignina é outro importante constituinte lignoceluldsico que possui a principal
funcéo de dar sustentacdo a toda estrutura desse material. Este composto esta associada
as polioses ao longo de ligagdes covalentes e interacOes fisicas atraves da parede celular
(READING et al., 2003).

As ligninas sdo consideradas polimeros altamente condensados e compostos por
sub-unidades de alcoois p-hidroxifenil (p-coumarico), coniferil (referente as unidades
de guaiacil) e sinapil (referentes a unidades siringil) (HATFIELD et al., 1999).

A utilizacdo desses materiais lignocelulosicos, especialmente a celulose e a
hemicelulose, presentes no hidrolisado do bagaco de caju representam uma importante
e barata fonte de substratos. A fracdo hemicelul6sica, por exemplo, pode ser hidrolisada
a xilose e, em seguida, ser fermentada a xilitol (ZOU et al., 2010).

Existem muitos trabalhos na literatura que utilizam diversos materiais
lignoceluldsicos para a obtengdo de xilitol através do hidrolisado hemicelulésico. O
bagaco de caju é um exemplo desses materiais, que foi estudado por Albuquerque
(2015) para a producéo de xilitol, sendo considerado como uma étima fonte para essa

producao.

2.4 Bagaco de caju como matéria-prima

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma planta tropical encontrada em
abundancia em quase todo o territério do Brasil. A regido considerada como maior
produtora do caju é a Regido Nordeste, com mais de 95 % da producdo nacional, tendo
como principais produtores os estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Bahia e Piaui
(SOUZA, 2002).

O maior aproveitamento industrial do caju tem como principal objetivo a
colheita da castanha, que € o verdadeiro fruto do caju de onde é extraida a améndoa
com, aproximadamente, 2,5 a 3,0 cm de comprimento e 2,5 cm de largura. Apesar da
tentativa de utilizacdo do pedunculo, seja atraves de doces, farinhas, sucos e
fermentados, apenas 15 % de sua producdo é aproveitada (PINHO, 2009).

Ainda no Nordeste do Brasil existe um grande numero de industrias de
beneficiamento devido um apoio no incentivo da fruticultura irrigada. Com isso, ha uma

ampla concentragéo de subprodutos derivados como consequéncia do processamento de
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sucos tropicais, ocupando um espaco de destaque como residuos da inddstria de
beneficiamento de caju (PORTUGAL, 2002).

O bagaco de caju (BC), composto principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina, uma biomassa lignoceluldsica, representa uma importante fonte de matéria-
prima renovavel de baixo custo e grande abundancia (BRIONES, SERRANO e
LABIDI, 2012).

Existem trabalhos que utilizam o bagaco de caju como matéria-prima para a
producdo de bioprodutos como, para a producdo de etanol por Rocha et al. (2009),
Correia et al. (2013) e Rodrigues et al. (2011), producdo da enzima tanase
(RODRIGUES et al., 2008) e producdo de xilitol por Albuquerque et al. (2014).

No entanto, o foco deste trabalho foi o estudo da producgéo da enzima xilose
redutase, ja que na literatura nao foi localizado estudos relacionados a producao desta

enzima, utilizando o hidrolisado hemicelulésico do bagaco de caju.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Bagaco de Caju

O bagaco de caju (BC) utilizado nesta pesquisa foi gentilmente fornecido pela
IndUstria de Processamento de Sucos Jandaia ® no estado do Ceara, Brasil.

3.2 Hidrdlise acida do bagaco de caju: obtencéo do hidrolisado hemicelulosico

A Figura 4 representa toda a etapa desde o tratamento até o processo de hidrdlise
acida do bagaco do bagaco de caju para seu uso posterior.

Figura 4: Fluxograma do pré-tratamento e processo de hidrolise acida do bagaco de

caju.
Matéria-prima (Bagaco de Caju)

Lavagem com &gua corrente

Seco na estufa a 60° C por 24 h

Triturado e Peneirado (0,25 mm a 0,84 mm)

Hidrolise Acida H2SOs (20 % m/v; 0,6 mol.L ™)

Autoclave a 121 °C por 30 min

Filtracdo a vacuo

pH 6,0 ajustado com Ca(OH).

Filtracdo a vacuo

Detoxificacdo (3 % m/m carbono ativado)

Filtracdo a vacuo
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O bagaco foi lavado trés vezes com agua, seco a 60 °C durante 24 h, triturado e
peneirado, selecionando-se particulas que ficaram retidas entre as peneiras de Mesh 20-
80 (0,25 mm a 0,84 mm). Logo apds, o bagaco de caju passou por hidrélise acida H2SO4
(20 % m/v; 0,6 mol.L'Y), onde seguiu para autoclave a 121 °C por 30 min, foi
caracterizado quanto aos teores de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas, seguindo a
metodologia de Rocha et al. (1997) e validada por Gouveia et al. (2009). A seguir, foi
filtrado e ajustado o pH (6.0) com Ca(OH)., filtrado novamente para a retirada do
precipitado formado. A seguir, o meio foi tratado com carbono ativado e filtrado
novamente até a obtencdo do hidrolisado hemicelulésico (HBCD) para uso posterior

como meio de fermentagéo.

3.3 Processo de detoxificacdo do hidrolisado de bagaco de caju

Como meio de evitar inibidores microbianos como, por exemplo, furfural,
hidrometilfurfural e acido acético, o hidrolisado do BC passou por um processo de
detoxificacdo usando carbono ativado no processo. Foi usado a concentracao de 3 %
m/m de carbono ativado em grénulos de origem natural, mantidos a 200 rpm durante 2
h e 30 °C. O bagaco de caju com pH ajustado (pH 6.0) e ap6s passar pelo processo de
detoxificacdo (nomeado de HBCD) foi entdo utilizado como meio para 0 processo

fermentativo.

3.4 Micro-organismo Candida tropicalis ATCC750

O micro-organismo utilizado para a producgédo da enzima xilose redutase e xilitol
foi a levedura Candida tropicalis ATCC750, adquirida da Fundacdo André Tosellos
(FAT), Campinas, Séo Paulo, Brasil.

3.4.1 Armazenamento do micro-organismo

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 (KH:PO.), 5 g.L! de sulfato de magnésio mono-hidratado

(MgS04.7H,0) e 20 g.L* de agar dissolvidos em agua, esterilizados a 121 °C durante
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15 min e mantidos a -4 °C. Posteriormente, a levedura Candida tropicalis ATCC750,
foi replicada em placas de Petri que continha o meio Agar YEPD, sendo incubada a 30
°C por 24 h em estufa microbioldgica.

3.5 Preparacao do inoculo do micro-organismo

Dois meios de indculo foram estudados baseados no meio de producdo: meio
formulado (MF) e meio hidrolisado (HBCD). No meio formulado (MF) foi adicionado
3 g.L ! de extrato de levedura, 3 g.L de fosfato de potassio dibasico anidro P.A.
(K2HPO4), 1 g.L ! de sulfato de magnésio mono-hidratado (MgSQ4.7H,0) e 18,8 g.L™!
de xilose, esterilizados a 110 °C por 10 min. O meio de in6culo do hidrolisado
hemicelulésico (HBCD) foi suplementado com 3 g.L* de extrato de levedura, 3 g.L*
de fosfato de potassio dibasico anidro P.A. (KoHPO.), 1 g.L de sulfato de magnésio
mono-hidratado (MgS0Os.7H20), esterilizado a 110 °C por 10 min.

Apds o crescimento em placa Petri, trés alcas de células foram transferidas para
100 mL de meio de in6culo do meio formulado (MF) e trés alcas de células para 100
mL de meio de in6culo do meio hidrolisado (HBCD), ambos contidos em frascos
Erlenmeyers de 250 mL, funcionando como o meio de adaptacdo das células para,
posteriormente, serem transferidas para 0s seus respectivos meios de producéo.

O indculo foi incubado em agitador orbital (Tecnal, TE-420, SP-Brasil) a 30 °C
durante 24 h. Apds 24 h, o meio foi centrifugado (Refrigerated Centrifugue MOD.280
R, FANEM-SP-Brasil) a 6.000 rpm por 15 min a 4 °C, para obter células para os ensaios

de producéo.

3.6  Processo fermentativo para a producao da enzima xilose redutase

Nesta etapa, avaliou-se a producdo da enzima xilose redutase e do xilitol por
Candida tropicalis ATCC750 em batelada. Foram avaliados dois meios de producéo,
meio formulado (MF) e o0 meio de hidrolisado hemicelulésico (HBCD). A concentracao
inicial de células utilizadas foi 0,3 + 0,1 g.L™* de células secas, sendo transferidas para
100 mL de meio de producao (em Erlenmeyer de 250 mL) e incubadas sob agitacdo de
150 rpm em agitador orbital (Tecnal, TE-420, SP-Brasil) a diferentes temperaturas.

Durante o processo de producéo, foi avaliado o pH e coletadas amostras do meio de
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cultivo e submetidas as analises do teor de acUcares, atividade enzimatica, concentracao

de biomassa e concentragéo de xilitol. Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

3.6.1 Estudo da influéncia da temperatura

Foi avaliado a influéncia da temperatura na producéo de xilose redutase e xilitol
utilizando os meios MF e HBCD, sendo o processo conduzido conforme citado

anteriormente nas temperaturas de 25 °C, 30 °C, 35 °C e 45 °C.

3.6.2 Estudo da concentracgéo inicial de xilose

Foram estudados trés diferentes concentragdes da xilose em meio HBCD, onde
foram adicionados em cada meio as quantidades de 0 g.L ™%, 20 g.L "t e 40 g.L™ de xilose,
suplementado com de 3 g.L! de extrato de levedura, 3 g.L de fosfato de potassio
dibasico anidro P.A. (K;HPO.), 1 g.L! de sulfato de magnésio mono-hidratado
(MgS0Q4.7H20), esterilizado a 110 °C por 10 min. Durante o processo de producao, foi
avaliado o pH e coletadas amostras do meio de cultivo e submetidas as analises do teor
de acucares, concentracdo de biomassa e concentracdo de xilitol. Este ensaio
fermentativo de producédo foi conduzido a 30 °C sob agitacdo de 150 rpm em agitador

orbital e a concentragéo inicial de células de 0,3 +0,1 g.L™.

3.7 Processo de extragdo da enzima xilose redutase (XR)

Apbs 72 h do processo de producdo utilizando os meios MF ou hidrolisado
hemicelul6sico (HBCD), foram coletadas amostras do caldo cultivado e centrifugadas a
6.000 rpm por 15 min para obter a massa celular, que foi lavada com tampao fosfato de
potassio (0,1 M /pH 7,0) na propor¢do de 1:3 (massa seca: tampdo), e centrifugado
novamente para, em seguida, romper as células por ultrassom.

O método utilizado para romper as células em suspensdo foi 0 método fisico,
segundo a metodologia descrita por Freitas (2013) e RafiquL e Sakinah (2014b), no qual
a suspensdo celular foi submetida a ruptura através de ponteira ultrassénica (Qsonica
Sonicators-EUA) usando sonicacao a 20 kHz, amplitude 40%, com ciclos de 5 min por
15 min (pulse de 5s), em seguida, a solucdo foi centrifugada nas condicdes ja citadas

para se obter o extrato enzimatico. Durante o rompimento celular, a solucéo foi mantida
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em baixa temperatura (mergulhada em banho de gelo) durante todo o procedimento.
Ap0s toda a operacdo, o sobrenadante foi armazenado a - 4 °C e utilizado como extrato

bruto de enzima.

3.8 Determinacdo da atividade enzimética da xilose redutase (XR)

A atividade da enzima XR foi determinada baseando na quantidade de NADPH
oxidado durante o procedimento, assim como a reducdo de xilose a xilitol a uma
temperatura fixa, de acordo com a metodologia de Yokoyama et al. (1995) e Rafiqul e
Sakinah (2014 b) com modificacdo.

O procedimento foi realizado adicionando 1,2 mL de tampao fosfato de potassio
0,1 M (pH a ser estudado). 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. Ap6s 1 min em agitacao no espectro, adicionou-se 0,2
mL de D-xilose 0,5 M. Para um controle da reacdo, desnaturou-se a enzima aquecendo-
a a 100 % por 10 min. A XR desnaturada foi entdo utilizada para o controle. A taxa de
oxidacdo do NADPH foi medida a 340 nm por espectroscopia UV-VIS (Thermo
Scientific - SP) a intervalos de 1 minuto durante 5 minutos. Uma unidade (U) de XR é
definida como a quantidade de enzima necessaria para catalisar a oxidacao de 1 umol
de NADPH por min a pH 7,0 e 25 °C. A atividade de XR foi determinada utilizando a
equacio proposta por RAFIQUL et al. (2015), na unidade de U.mL™? (unidade por mL),

conforme Equacdes 1 e 2.

(AA340 al min)—(AA340 a Smm)

AA340/minf = 1)

4 min

DF

Atividade Enzimatica = (AAs40/min(Teste) - (AAz40/min(Controle)-) * Va*m 2

sendo:

AAz40/min (Teste) = lido no espectro apds 1 min;

AAsz40/min (Controle) = lido no espectro apds 5 min;

Va=2 mL, que corresponde a soma dos volumes de todas as solucdes;
DF=1

E™=6,22 Mm*cm?

Ve = volume da enzima, 1 mL.
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3.9 Caracterizacdo da enzima XR produzida
3.9.1 Estudo do pH 6timo e temperatura 6tima da XR

Foi realizado a caracterizacdo parcial do extrato bruto enzimatico, sendo
inicialmente analisado o pH em que a enzima obtém uma maior atividade enzimatica,
denominado pH 6timo, sendo avaliados os pHs 3,0 (tampdo acetato), 5,0, 6,0, 8,0
(tampdo fosfato de potassio) e 10,0 (tampdo carbonato-bicarbonato), fixando a
temperatura 25 °C. A temperatura 6tima para a atividade de XR foi calculada incubando
a mistura de reacdo a diferentes temperaturas variando de 10 °C a 60 °C a pH 7.0,
durante 5 min.

As condicgoes utilizadas foram as mesmas do topico 6.8 para a determinacao da
atividade, mudando apenas pH e temperatura no espectro, de acordo com os dados a

serem analisados.

3.9.2 Analise de SDS-PAGE de cultura sobrenadante

As andlises dos extratos enzimaticos de XR produzidas utilizando os meios
hidrolisado hemicelul6sico (HBCD) ou meio formulado (MF) foram realizadas atraves
do equipamento para eletroforese da Bio-Rad-Mini-PROTEAN® TGX ™ (SP-Brasil),
utilizando gel de separacao.

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

Utilizou-se 40 pL das amostras de extrato enzimatico com 10 pL de tampéo de
ruptura para cada anéalise na eletroforese. As diferentes solu¢bes foram aquecidas a 100
°C por 5 min, onde aliquotas de 10 pL de cada amostra foram inseridas nos pocos de
gel no tempo de corrida de, aproximadamente 1 h, esperou-se as amostras percorrerem
todo o caminho dos pogos até atingirem a base do gel. Apo6s esse procedimento, 0
material em gel foi transferido para um banho com o azul brilhante de Coomassie ®

(Brilliant Blue G 250 — Vetec Quimica), até ser possivel a visualizagdo das proteinas.
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3.10 Metodos analiticos
3.10.1 Determinacado da concentracao celular

O crescimento celular (biomassa) foi determinado medindo a densidade 6ptica
das amostras, utilizando o espectofotdbmetro de UV-visivel (Biochrom Libra S11, SP-
Brasil) a 600 nm, e a concentragdo de biomassa (g.L™) foi determinada por uma curva

de calibracdo de peso seco (g.L ™) em funcéo da densidade 6ptica (600 nm).

3.10.2 Determinacao de carboidratos, xilitol e etanol

As concentrages de glicose, xilose, arabinose, etanol, xilitol e inibidores (&cidos
organicos, furfural e hidroximetilfurfural (HMF) foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando o sistema de CLAE (Waters, Milford, MA,
EUA). O efluente era 5 mmol L de H2SO,4 em agua deionizada a uma taxa de fluxo de
0,5 mL min™ a 65 °C. As amostras foram identificadas por comparagdo dos tempos de
retencdo dos carboidratos, o xilitol, os inibidores e os padrdes de etanol.

3.10.3 Determinacao do teor de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada segundo o método de Bradford
(1976). Utilizou-se curva de calibracdo com padrdo soro albumina bovina (BSA),
adquirida da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO), valida numa faixa de
concentracio de 0 g.L " a 1 g.L. Os resultados foram calculados através da curva

padréo do reagente de Bradford e obtidos em mg.mL™.

3.10.4 Caracterizacéo do bagaco de caju

O bagaco de caju (BC) in natura e ap6s hidrolise com acido sulfarico diluido
foram caracterizados quanto a sua composi¢do de celulose, hemicelulose e lignina, de
acordo com as metodologias do Laboratorio Nacional de Energia Renovaveis dos
Estados Unidos NREL (National Renewable Energy Laboratory). As analises foram
descritas conforme o protocolo NREL/TP-510-42620 (HAMES et al.,2008), as analises
de extraives seguiram o protocolo NREL/TP-510-42619 (SLUITER et al.,2008a), a
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determinacéo de sélidos totais e cinzas segundo NREL/TP-510-42621 (SLUITER et al.,
2008b), e a andlise estrutural de carboidratos e lignina foi utilizado o protocolo
NREL/TP-510-42618 (SLUITER et al.,2008c).

3.10.4.1 Determinagdo de soélidos totais

Para a determinacg&o do teor de solidos totais, tomou-se como base a metodologia
do National Renewable Energy Laboratory NREL/TP-510-42621 (SLUITER et al.,
2008 b). Foram adicionados 0,5 g de bagaco de caju em cadinhos de 25 mL, previamente
pesados, onde foram levados para estufa (Tecnal TE-394/1-SP-Brasil) a 105 °C por 4 h.
Decorrido esse periodo, o material foi transferido para um dessecador onde esfriou a
temperatura ambiente por 1 h para, em seguida, serem pesados. A amostra foi adicionada
novamente em estufa a 105 °C até atingir peso constante. Determinou-se a percentagem

de solidos totais de acordo com a Equacéo 3.

% Sélidos Totais = 1-( L20MDA~ MSECA) v 19, 3)

MymipA
3.10.4.2 Determinacéao de extraiveis

Determinou-se a percentagem dos extraiveis do material lignoceluldsico usando-
se 3 g da amostra adicionada em cartuchos de papel através do método de Sohlext, com
extragdo realizada com 80 mL de etanol 95 % v/v a 80 °C por 8 h, no determinador de
6leos e gorduras (Tecnal, TE-044-5/50-SP-Brasil). A seguir, os emboilers, os quais
foram previamente pesados, seguiram com o solvente e extrato para estufa com
circulacéo de ar a 60 °C por 24 h. Logo ap6s, foram adicionados ao dessecador durante
1 h a temperatura ambiente para pesagem. Através da Equacéo 4 foi possivel calcular a

percentagem de extraiveis no material lignocelulésico.
% Extraiveis = 20 * 100 @)

sendo:
mi = massa inicial do emboiler;
ms = massa final do emboiler;

ST = percentagem de sélidos totais.
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3.10.4.2.1 Hidrdlise do bagaco com acido sulfurico e preparacéo para analises

Com 1 g da amostra extraida com etanol (conforme procedimento no tdpico
6.11.1.2), iniciou-se uma hidrolise acida do material lignocelul6sico, no qual foi
adicionado 1 g da amostra em tubos de ensaios de 100 mL rosqueado com tampa e 3
mL de H2SO4 72 % (v/v), homogeneizado em vortex por 1 min. A seguir, a amostra
passou por um processo de agitacdo durante 1 h em banho termostatizado (Banho
Dudnoff Orbital TE-0532-SP-Brasil) a 30 °C. Ap6s 60 min de hidrdlise, o acido
sulfurico foi diluido com 84 mL de agua deionizada. Em seguida, inverteu-se o tubo de
ensaio Vvérias vezes para melhor homogeneizar todo o liquido. A hidrélise foi
completada em autoclave a 121 °C por 1 h.

Apds hidrélise em autoclave, os tubos foram retirados e esperou-se atingir a
temperatura ambiente, sendo a fracdo solida separada da fracdo liquida por filtracéo a
vacuo. Depois de filtrado, a parte liquida foi armazenada para andlises de agUcares
(xilose, glicose e arabinose), &cidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

3.10.4.2.2 Lignina insolGvel em &cido (LIA)

O material retido com a lignina insoltvel no funil de separacdo com placa porosa
de nimero 02, previamente pesado, foi seco em estufa a 105 °C por 4 h. A seguir,
esfriou-se o funil com a amostra em dessecador por 1 h e pesou-se levando, em seguida,
para estufa a 105 °C até atingir peso constante.

Posteriormente, o funil (com a lignina residual) foi adicionado na mufla a 575
°C por 24 h, seguindo o programa de rampa de temperatura: a partir da temperatura
ambiente a 105 °C com posterior aquecimento a 105 °C durante 12 min, rampa de 250
°C a 10 °C/min, rampa de 575 °C a 20 °C/min com aguecimento a 575 °C por 180 min
e apos resfriamento para 105 °C até as amostras serem removidas para um dessecador,
que esfriou-se por 1 h para pesagem do funil mais as cinzas (cinzas insollveis em acido).

E denominado RIA, a percentagem de residuo insolivel em &cido, onde estdo
incluidas lignina e cinzas. Ja a LIA refere-se a lignina insolivel. Ambas, RIA e LIA,

foram calculadas segundo as Equagdes 5 e 6, respectivamente:

% RIA = (Mfiltro+residuo ~Mfiltro) *100 (5)
ST
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mg; —myg; —(mg inza—Mf
% LIA = ( filtro+RIA flltro) S'(r filtro+cinza flltro) * 100 (6)

3.10.4.2.3 Lignina soltvel em &cido (LSA)

Através de espectofotometria foi possivel determinar a percentagem de lignina
solivel em &cido presente no hidrolisado, de acordo com a Equacdo 7, utilizando o
comprimento de onda de 240 nm, sendo a absorbancia do espectofotdmetro zerada com

agua deionizada.

% LSA - UVabs* Viltrado* fp * 100 (7)
ST

sendo:

UV,,s= média da absorbancia da amostra a 240 nm;

Viiltrado = Volume final utilizado na hidrolise;

fp = fator de diluicdo utilizado para diluir a solugéo caso a absorbancia seja maior que
1,0;

ST = solidos totais.

3.10.4.3 Analise dos carboidratos, furfural, hidrometilfurfural e &cidos

organicos para determinacdo da celulose e hemicelulose

Utilizou-se a fracdo liquida do hidrolisado para analisar os carboidratos, furfural,
hidrometilfurfural e acidos organicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
utilizando um sistema de CLAE (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com um
detector de indice de refracdo Waters 2414 e com uma coluna Aminex HPX-87H (Bio
Rad, Hercules, CA, EUA). Utilizou-se H2SO4 5 Mm em &gua deionizada com vazéo de
0,5 mL.min a 65 °C. Foram construidas curvas de calibracdo a serem usadas nas
concentragdes de cada componente, através da relacdo das concentracdes dos padrdes
com as areas dos cromatogramas.

A celulose e hemicelulose foram determinadas através das concentracGes de
carboidratos e &cidos organicos obtidos, usando-se fatores de conversdo para converter
a massa desses compostos em massa de celulose e hemicelulose. Tais fatores baseiam-

se na estequiometria de conversdo em seus compostos percussores (celulose e
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hemicelulose). A percentagem calculada na obtencéo da celulose depende de fatores que
sd0 0,95, 0,90, 3,09 e 1,29 para celobiose, glicose, acido formico e hidroximetilfurfural,
respectivamente. Para determinar a percentagem de hemicelulose, usou-se os valores de
0,88, 0,88, 1,37 e 0,72 para xilose plus (xilose), arabinose, furfural e acido acético,
respectivamente. As Equacdes 8 e 9 foram utilizada para a determinacéo da percentagem

de celulose e hemicelulose, respectivamente.

M celulose*0,95 + M glicose *0,90 + M 4¢ formico *3,09 + MumF *1,29 4 100 (8)

0 =
% Celulose ST

- m *0,88 + m i 0,88 + m 3 stico *1,37 + m *0,72
% HemlceIUIOSE — xilose arabinose ac.acético furfural (9)

ST

Sendo:

M celulose = Massa da celulose;

M gjicose = Massa da glicose;

M 4 formico = Massa do acido formico;

m yup = Massa do hidroximentilfurfural;
m 4j10se = Massa da xilose;

M ,rabinose — Massa da arabinose;

M 4. acético = Massa do acido acético;

Mgy, rfural = Massa do furfural.

3.10.5 Calculo dos parametros cinéticos

Os dados obtidos experimentalmente (concentracdo de biomassa, substrato e
produto) foram utilizados na determinacdo dos parametros de conversdo dos
bioprocessos.

A produtividade do xilitol (Qp1, g.ht.LY) foi calculada como a razdo da
concentragdo maxima de xilitol obtida (Pimsx, 9.9) e 0 tempo de fermentagdo no qual

P1imax foi alcangado (t, h), como apresentado na Equagéo 10:

Qpl _ P1max (10)

t
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O rendimento do xilitol foi baseado no consumo de xilose (Ypss) pelo micro-

organismo Candida Tropicalis ATCC750, e calculado através da Equagéo 11:

P¢—Pj
Yels =505 (11)

sendo:

Ypis: concentragdo de xilitol por xilose (g.g™);
Ps: concentracgdo final de xilitol (g.L™);

Pi: concentragdo inicial de xilitol (g.L™);

Si: concentragdo inicial de xilose (g.L™?);

St: concentracdo final de xilose (g.L™?);

Também determinou-se a velocidade especifica de crescimento (ux), a velocidade
especifica de consumo de substrato (us) e velocidade especifica de formacao de produto

(up), atraves das Equagdes 12, 13 e 14:

1dx

Mx= 257 (12)
1ds

Ms=-3 37 (13)
1dp

Mp= 2ot (14)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo do bagaco de caju antes e apds hidrolise acida

Primeiramente, o presente estudo teve por objetivo caracterizar quimicamente o
bagaco de caju (BC) e o hidrolisado obtido do processo de hidrolise (concentracao de
glicose e xilose obtida no licor).

A Tabela 4 apresenta a caracterizagdo composicional do bagaco de caju (BC) in
natura e apo6s a hidrolise com acido sulfarico. O bagago in natura apresentou 19,23 %
de celulose, 17,17 % de hemicelulose, 34,77 % de lignina total, 6,52 % de extraiveis

(ceras e gorduras), 4,68 % de cinzas e 2,76 % de umidade.

Tabela 4: Composicao do bagaco de caju in natura e apds hidrdlise com acido sulfurico

Constituintes da Biomassa Bagaco de Caju in natura Bagaco de Caju apos
(% m/m) Hidrolise Acida
Celulose 19,23 £ 0,25 19,01 £0,15

Hemicelulose 17,17 + 0,30 5,40 £ 0,09
Lignina Total 34,77 = 3,50 62,18 + 1,36
Extraiveis 6,52 £ 0,10 1155+£0,1

Cinzas 4,68 £ 0,97 1,42 + 0,17
Umidade 2,76 £ 0,01 2,78 £ 0,01

A hidrolise acida realizada foi capaz de liberar glicose, xilose e arabinose a partir
da celulose e hemicelulose presentes no bagaco de caju. Além disso, compostos
inibidores também foram formados durante a hidrdlise &cida, como o &cido acético e o
acido formico. O hidrolisado do bagaco de caju (HBC) 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
4cido acético e 0,90 g.L? de acido formico (ver Tabela 5). A concentragdo total de
acucares fermentesciveis obtidos por hidrolise acida, incluindo glicose, xilose e
arabinose foi, aproximadamente, 58,62 g.L*. Assim, HBC mostrou-se favoravel para o
meio microbiano devido a estas fontes de carbono presentes. De acordo com a literatura,

a hidrdlise acida realizada foi eficiente na obtencdo dos agucares de interesse como a
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glicose, a xilose e arabinose. Alguns autores realizaram tratamento semelhante e tiveram
resultados inferiores ao hidrolisar alguns materiais lignocelulésicos como, Mateo et al.
(2013) que conseguiu aproximadamente 25 g.L* de xilose, glicose e arabinose através
da poda de oliveira. Branco et al., 2011 trabalharam com a hidrolise do bagaco de cana

e conseguiu 28,5 g.L™! de aclcares fermentesciveis.

Tabela 5: Composicéo elementar do hidrolisado do bagago de caju sem ajuste do pH,

com ajuste do pH e detoxificado.

Composicéo (g.L?) HBC HBC-1 HBCD
Glicose 28,57 £ 0,01 26,17 + 0,18 27,70 £ 0,15
Xilose 18,30 + 0,03 17,28 + 0,05 15,17 + 0,09

Arabinose 11,74 + 0,04 11,05+ 0,14 11,17 + 0,04
Celobiose 6,79 0,10 4,38 + 0,03 3,69+0,12
Acido Acético 1,64 +£0,04 1,21 £ 0,02 1,19+ 0,17
Acido Férmico 0,90 + 0,10 0,26 £ 0,10 1,10 £ 0,10
Furfural n.d. n.d. n.d.
HMF n.d. n.d. n.d.

*HBC: hidrolisado ap6s hidrdlise, BCH-1: hidrolisado com ajuste de pH, HBCD: hidrolisado com ajuste
de pH e tratado com carvdo ativado. **n.d.: Nao detectado.

Observou-se que, apds o ajuste do pH com Ca(OH),, a quantidade total de
monossacarideos foi um pouco reduzida (58,62 — 54,52 g.L™1) no BCH-1. Em relagdo a
xilose, um decréscimo de 1,0 g.L* ocorreu apds o ajuste de pH. Esta baixa de aglcares
redutores presentes no HBC é um ponto positivo para estabelecer um processo de
detoxificacdo. Além disso, foi observada uma reducédo no acido acético e acido férmico
apo6s o hidrolisado ter o pH ajustado com Ca(OH)a.

A alcalinizacdo do HBC (hidrolisado ap6s a hidrdlise), que ocorre durante o
ajuste de pH, também é considerado um método de detoxificacdo por tratamento
quimico com Ca(OH). ou CaO, que consiste em adicionar estes reagentes ao hidrolisado
aumentando o seu pH acima de 10, sob condi¢des de temperatura e tempo de reagao
controlados. Apos todo esse processo, 0 pH da mistura € ajustado ao valor de cultivo do

microrganismo com H>SO4 e o precipitado formado € removido por filtragdo. As
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vantagens desse método sdo: baixo custo, remocdo parcial de compostos de acido
acético e fendlicos, precipitacdo de ions metalicos toxicos de Fe, Ni, Cr e para conversdo
de compostos menos tdxicos (tais como acido furfurilico), metabolizavel por
fermentacdo de microrganismos (PARAJO et al., 1998).

Ap0s a detoxificacdo, a composicdo de HBCD (hidrolisado com ajuste de pH e
tratado com carvao ativado) foi de 27,70 g.L de glicose, 15,17 g.L* de xilose, 11,17
g.L ! de arabinose, 3,69 g.L de celobiose, 1,19 g.L de 4cido acético e 1,10 g.L de
acido formico, conforme apresentado na Tabela 5. O processo de detoxificacdo com
carvao ativado nao foi eficaz na eliminacdo do &cido acético e formico (hidrolisado
HBCD), que apresentam pequena variagdo em suas concentracdes. Contudo, 0 processo
de detoxificacdo mais adequado visando o processo fermentativo depende do
microrganismo utilizado, pois ha limites aceitaveis de algumas substancias para ter um
caréater inibidor. O método ideal deve eliminar a maior quantidade de compostos tdxicos
e causar menor perda de agucares fermentesciveis. No entanto, visando um bioprocesso
mais eficiente, uma vez avaliados os pardmetros do processo, deve-se analisar a
necessidade de reduzir total ou parcialmente os compostos inibidores de acordo com o
metabolismo celular da levedura (ALBUQUERQUE et al.,2014).

Entdo, o hidrolisado HBCD foi utilizado como meio de cultivo para avaliagdo da
producdo da enzima xilose redutase.

A Figura 5 apresenta o teor de hemicelulose (fracdo de onde provém a xilose) do
bagaco de caju em relacdo ao de outros residuos citados na literatura. Cheng et al. (2009)
relataram uma quantidade de 34,32 % de hemicelulose na composic¢do de espiga de
milho, Boussarsae et al. (2009) citaram que o bagaco de cana apresentou 26 % de
hemicelulose em sua composicdo e Rocha et al. (2011) citaram que o baga¢o de cana
continha 17 % de hemicelulose. Rafiqul et al. (2015) relataram que a serragem de
madeira Meranti continha em sua composi¢do 30,64 % de hemicelulose. Embora o
bagaco de caju apresente um menor teor de hemicelulose em relagdo a muitos trabalhos
da literatura, como apresentado na Figura 5, deve-se considerar que a concentracédo de
xilose do hidrolisado hemicelulésico possui um valor préximo ao de outros trabalhos,

como mostrado na Figura 6.
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Figura 5: Porcentagem de hemicelulose de alguns materiais lignoceluldsicos.
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Deve-se considerar ainda, que os teores de cada um dos componentes presente
no bagaco de caju podem variar de acordo com o clima, regido, condig¢des do plantio de
cajueiro, condicGes de colheita e também como o material é processado e armazenado
(PINHO, 2009).

Devido a grande disponibilidade do bagaco de caju na Regido Nordeste do
Brasil, este trabalho contribui com a literatura em relacdo ao estudo da producdo de
xilose redutase utilizando o bagaco de caju como matéria-prima na producdo da

supracitada enzima.

4.2 Influéncia da temperatura na producéo da enzima xilose redutase e do xilitol
utilizando meio formulado (MF)

Inicialmente, avaliou-se a influéncia da temperatura na producdo da enzima
xilose redutase (XR) e do xilitol pela levedura C. tropicalis ATCC750 utilizando o meio
formulado (MF). O perfil do consumo de xilose, crescimento celular e producéo de
xilitol estdo apresentados na Figura 7.

A levedura Candida tropicalis ATCC750 consumiu xilose em todas as
temperaturas avaliadas, obtendo concentracdes finais inferiores a 1 g.L* com 72 h de
bioprocesso. O maior crescimento celular foi obtido na temperatura de 30 °C, com
concentragdo celular préximo ao obtido no cultivo a 25 °C (5,62 g.L™). O crescimento
microbiano diminui com o aumento da temperatura obtendo 3,50 g.L e 3,05g.L " a 35
°C e 40 °C, respectivamente.

Comportamento similar de crescimento foi obtido no estudo realizado por
Albuquerque et al., 2014, que avaliou o crescimento celular de C. tropicalis em meio
contendo xilose como fonte de carbono na concentracéo inicial de 40 g.L* obtendo uma
concentragdo de biomassa de 14,12 g.L. E o crescimento celular, com base na
concentracgdo inicial de xilose, foi maior comparado ao estudo realizado por Arruda et
al. (2011), que avaliaram a producdo das enzimas XR e XDH para producéo de xilitol
por Candida guilliermondii em meio composto por hidrolisado de bagaco de cana-de-
agucar (com 75 g.L ! de xilose) e notaram uma producdo maxima de biomassa celular
de 10,6 g.L* em 120 horas de fermentacéo a 30 °C.
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Figura 7: Perfil do crescimento celular, concentracdo de xilose, etanol e xilitol no
bioprocesso, para a producdo da enzima xilose redutase por Candida tropicalis
ATCC750, utilizando 0 meio formulado (MF) a diferentes temperaturas: (A) 25 °C, (B)
30 °C, (C) 35 °C e (D) 40 °C. Os dados experimentais sao: (m) Concentragao celular
(9.L1); (A) Xilose (g.L™); (7) Etanol (g.LY); e (A) Xilitol (g.L™).
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A levedura avaliada sintetizou a enzima xilose redutase e produziu xilitol,
obtendo um extrato bruto com atividade de 0,365 U.mL™ e produziu 10 g.L* de xilitol
a 25 °C, correspondendo a um rendimento de 0,68 gxiLimoL.gxiLose™* € produtividade de
0,15 g.Lt.h?, conforme apresentado nas Tabelas 6 e 7. Porém, no bioprocesso
conduzido a 40 °C a atividade obtida foi 0,480 U.mL" e uma produc&o de xilitol de 9,26
g.L, correspondendo a um rendimento de 0,56 Qxiitol.Oxitose © € produtividade de 0,13
g.L1.h. Diante dos resultados obtidos, ndo foi possivel observar uma correlagio
positiva entre o crescimento celular e a atividade enzimatica para a temperatura de 30
°C. Em condigOes experimentais, 0 extrato bruto de XR apresentou atividade proxima
ao obtido por outros estudos. Cortez et al. (2006), por exemplo, obtiveram uma atividade
de 0,320 UmL?a25°Ce 0,431 UmL™a40 °C.
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Tabela 6: Influéncia da temperatura no crescimento celular e producéo de xilitol por

Candida tropicalis ATCC750 utilizando o meio formulado (MF). Dados reportados

com 72 h de processo e 150 rpm de acordo com cada temperatura.

Temperatura | Biomassa Xilose Ypu/s1 P1max Qr1
(°C) (g.LY) remanescente (9.9Y) (g.Lh (g.nt.LY)
QL%
25 4,20 0,97 0,68 10,47 0,15
30 5,62 0,85 0,39 5,62 0,08
35 3,31 0,87 0,26 4,15 0,06
40 3,05 0,67 0,56 9,26 0,13

Tabela 7: Influéncia da temperatura na producdo da enzima xilose redutase por Candida

tropicalis ATCC750 usando meio formulado (MF). Dados reportados com 72 h de

processo e 150 rpm de acordo com cada temperatura.

Atividade Atividade Atividade
Tempcecr:atura Enzimatica Especifica Especifica
(°C) (U.mLEXTRATO-l) (U.gCELULAS-l) (U.mgPROTEiNA-l)
25 0,365 0,730 0,076
30 0,297 0,590 0,076
35 ND ND ND
40 0,480 0,960 0,057

*ND: N&o foi possivel determinar os valores da atividade nesta temperatura.

Como pode ser observado na Tabela 7, maiores valores de atividade enzimatica

por célula (0,730 U.g?) e atividade especifica (0,06 U.mg™?) foram obtidos a 25 °C

usando o meio formulado para a producdo da enzima XR, temperatura que propiciou o

maior crescimento.

Né&o foi observada a producdo de etanol, indicando que a levedura utilizou a via

das Pentoses para a producdo de xilitol (vide Figura 1), pois como no meio néo foi

acrescentado glicose que € o substrato preferencial da Candida, pode-se dizer que houve



48

uma inducdo do metabolismo na producéo da enzima xilose redutase e do xilitol no meio
formulado, em que a xilose foi o Unico substrato acrescentado ao meio.

Os resultados do presente estudo com o meio formulado indicaram que o micro-
organismo avaliado Candida tropicalis ATCC750 pode ser promissor na producéo de
xilose redutase. Yablochkova, Bolotnikova e Mikhailova (2003) estudaram a atividade
de XR e XDH em diferentes espécies de leveduras (incluindo os géneros Candida,
Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis e Pachysolen) e observaram que a cepa C. tropicallis
Y-456 teve a mais alta atividade especifica de XR. Diante do que relata a literatura,
micro-organismos com alta atividade de XR e NADPH-dependente séo potencialmente
produtoras de xilitol a partir de D-xilose.

A Figura 8 representa 0os comportamentos da maxima concentragdo celular (g.L
1) e da maxima concentracéo de xilitol (g.L ) com as temperaturas estudadas (25 °C, 30
°C, 35 °C e 40°C). Pode ser observado no grafico que na temperatura de 25 °C ocorreu
a maior concentracdo de xilitol, onde o consumo de substrato (xilose) durante esse
processo favoreceu essa maior producdo de xilitol. No processo conduzido a 30 °C,
temperatura que o crescimento celular foi maior do que a da temperatura anterior (25
°C) ocorreu uma menor concentracdo do xilitol, em que o substrato metabolizado
favorecendo mais o crescimento celular e producdo da enzima ao invés de se direcionar
para a producéo de xilitol.

Figura 8: Influéncia da temperatura no crescimento celular e producdo de xilitol por
Candida tropicalis ATCC750 usando o meio formulado (MF). Dados experimentais:

(w) Méxima concentragdo de xilitol (g.L); (o) Maxima concentracio celular (g.L™).
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A 35 °C ocorreu um menor crescimento celular em relagdo as temperaturas de
25 °C e 30 °C, considerando que esta temperatura (35 °C), segundo Rafiqul et al. (2015),
ndo estd dentro das condi¢cBes que favorecem a producdo do xilitol. J& na maior
temperatura estudada, 40 °C, onde acontece o0 menor crescimento celular, ha uma grande
producdo de xilitol, o que poderia ser justificado pela hipétese de que em condigdes
altas de temperatura a producéo de xilitol iria aumentar, uma vez que a maior parte da
xilose se convertera ao xilitol com o crescimento celular limitado (KASTNER, 2001).

A influéncia da temperatura nas velocidades especificas de crescimento celular
usando o meio formulado foi analisado e encontra-se apresentado na Figura 9, onde
pode ser observado que quanto maior a temperatura, menor sera a velocidade de
crescimento especifica maxima (Umax), 0 que estd de acordo com o crescimento de
biomassa onde obteve uma maior concentragdo nas menores temperaturas estudadas,
sendo em 25 °C e 30 °C as velocidade de crescimento de 0,430 g. L* h'e 0,077 g. L™
h, respectivamente, e em 35 °C e 40 °C as velocidades diminuem para 0,062 1 g. Lt e
0,037 g. Lt h%, respectivamente.

Figura 9: Influéncia da temperatura na velocidade especifica de crescimento da
levedura Candida tropicalis ATCC750 cultivada em meio formulado a diferentes
temperaturas: (=) 25 °C, (e) 30 °C; (A) 35 °C ¢ (V) 40 °C. Dados reportados com 72

h de processo e 150 rpm de acordo com cada temperatura.
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4.3 Influéncia da temperatura na producao da enzima xilose redutase e do xilitol
utilizando hidrolisado do bagaco de caju (HBCD)

Apos o estudo com meio formulado, avaliou-se a influéncia da temperatura na
producdo da enzima xilose redutase (XR) e do xilitol pela levedura Candida tropicalis
ATCC750 no meio hidrolisado hemicelulésico (HBCD), cujo perfil de crescimento
celular, consumos de glicose, xilose e formagéo de produtos estdo representados pela
Figura 10.

As temperaturas que favoreceram o maior crescimento celular foram 25 °C (9,39
g.L1) e 30 °C (9,63 g.L ™) e com o0 aumento da temperatura houve uma diminuig&o do
crescimento celular, adquirindo 4,84 g.L™ de biomassa a 40 °C, obtendo um perfil
semelhante no meio formulado (MF). As concentracfes de biomassa obtidas no meio
HBCD foram superiores as concentragdes obtidas no meio formulado, devido & maior
concentracdo de carboidratos iniciais, pois continha glicose e xilose. Com isso, pode-se
afirmar que o meio HBCD tornou-se mais propicio para o crescimento da C. tropicalis
em relagdo ao meio formulado.

Como no meio ha glicose e xilose, e sob a maioria das condi¢Ges a Candida prefere
a glicose na mistura de xilose e glicose, a levedura consumiu preferencialmente glicose
devido a repressdao da enzima, na temperatura de 25 °C (KASTNER, 2001).
Aproximadamente 70% da glicose foram consumidos com 24 h de processo. Nesse
mesmo intervalo de tempo foi observado que apenas 40 % de xilose foram consumidos.
Ap0s 72 h, a levedura consumiu 90 % dos substratos xilose e glicose. O menor consumo
de xilose foi verificado na temperatura de 40 °C, restando no meio 5,93 g.L* de xilose.

No meio HBCD ndo foi observado a producdo de xilitol, porém, houve a
producdo de etanol, em todas as temperaturas, j& que a levedura consumiu
preferencialmente a glicose, sendo este carboidrato utilizado na via glicolitica (vide
Figura 1) para a producdo de etanol, obtendo a maior concentracdo de etanol a 30 °C
(5,66 g.L ™).

A presenca de substancias inibidoras como o &cido acético e o acido férmico,
pode diminuir o metabolismo da xilose, por se tratar de substancias toxicas a enzima
xilose redutase que catalisa a reacdo de sintese do xilitol a partir da xilose
(ALBUQUERQUE, 2015; RAFIQUL et al., 2015).
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Figura 10: Perfil do crescimento celular, concentracdo de carboidratos e etanol no
bioprocesso utilizando o meio hidrolisado hemicelulésico do bagaco de caju (HBCD)
por Candida tropicalis ATCC750 durante 72 h e 150 rpm em diferentes temperaturas:
(A) 25°C, (B) 30 °C, (C) 35 °C e (D) 40 °C. Os dados experimentais: (m) Concentragao
celular (g.L%); (A) Xilose (g.L™%); (o) Glicose (g.L™) e (V) Etanol (g.L™).
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Apesar do micro-organismo néo sintetizar xilitol, foi observado a producéo da
enzima XR através da determinacdo da atividade enzimatica do extrato bruto. Observa-
se na Tabela 8, que a maior atividade foi obtida a 25 °C (0,265 U.mL™1), correspondendo
a atividade enzimatica por célula de 0,530 U.g* e atividade especifica de 0,071 U.mg™.
Esta temperatura coincide com uma das temperaturas que favoreceram ao crescimento
celular (25 °C e 30 °C).
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Tabela 8: Influéncia da temperatura na producdo da enzima xilose redutase por Candida
tropicalis ATCC750 usando o meio hidrolisado hemicelulésico de bagago de caju
(HBCD). Dados reportados com 72 h de processo e 150 rpm de acordo com cada

temperatura.
Atividade Atividade Atividade
Temperatura Enzimatica Especifica Especifica
(°C) (U.mLextrato) | (U.gceLuras?) | (U.mgrroTeina™)
25 0,265 0,530 0,071
30 0,181 0,362 0,041
35 0,111 0,222 0,036
40 0,033 0,066 0,06

Apesar das concentracdes celulares serem semelhantes nas temperaturas de 25
°C e 30 °C houve uma diminuicéo da atividade em praticamente 30 %, 0,181 U.mL* a
30 °C, em relacdo a atividade de 25 °C (0,265 U.mL™), provavelmente devido a rota
metabdlica ter desviado para a producgdo de etanol, pois a 30 °C obteve-se a maior
concentracdo de etanol (5,66 g.L™?). De maneira geral, a atividade enzimética de XR
diminui conforme o aumento da temperatura (35 °C e 40 °C), no processo de producédo
utilizando o meio HBCD, correlacionando com o decréscimo do crescimento celular
para estas temperaturas.

A atividade enzimatica da XR obtida no meio HBCD foi menor do que a
atividade de XR obtida no meio MF em todas as temperaturas avaliadas. No entanto, as
atividades especificas nas temperaturas de producdo de 25 °C, durante 72 h e 150 rpm
foram semelhantes, indicando que o extrato enzimatico obtido no cultivo de MF
apresenta uma alta concentracdo de proteinas, além do custo da xilose PA adicionada
ao meio MF.

A atividade especifica de XR de C. tropicalis ATCC750 produzida a 25 °C ¢
semelhante ou superior aos resultados obtidos por outros autores. Cortez et al. (2006)

estudaram a produgdo de XR por Candida guilliermondii usando o hidrolisado
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hemicelul6sico de bagaco de cana e a atividade especifica obtida foi 0,38 U.mg™. Kim
et al. (2015) utilizaram a levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 e a XR
produzida em meio sintético apresentou uma atividade de 0,37 U/mg. Rafiqul e Sakinah
(2014b) avaliaram em seu estudo o uso do hidrolisado de serragem de madeira Meranti
na producdo de XR por C. tropicalis, e a maior atividade especifica encontrada foi 0,91
U.mg™.

A influéncia da temperatura na cinética do bioprocesso usando o meio
hidrolisado do bagaco de caju (HBCD) por Candida tropicalis ATCC750 esta
apresentada na Figura 11. A taxa de crescimento especifico maximo foi obtido a 30 °C,
com o maior crescimento celular, e € menor a 40 °C, onde ocorreu 0 menor crescimento
celular. A velocidade especifica de crescimento (Lix) € aproximadamente constante apds
30 h de processo. Os resultados de Yx/s diminuem conforme a temperatura aumenta, no
qual a 25 °C e 30 °C possuem rendimentos de 0,357 (Qbiomassa.Oxilose+glicose) € 0,329
(Obiomassa.Qxilose+glicose), respectivamente, diminuindo a 35 °C e 40 °C, com rendimentos
de 0,296 (Qbiomassa-Oxilose+glicoss) € 0,200  (Qbiomassa.Oxilose+glicose), reSpectivamente,
coincidindo com o maior crescimento celular nas temperaturas de 25 °C e 30 °C, e assim

com 0 maior consumo de substrato.

Figura 11: Influéncia da temperatura na velocidade especifica de crescimento usando
o meio hidrolisado hemicelul6sico do bagaco de caju por Candida tropicalis ATCC750.
Dados reportados com 72 h de processo e 150 rpm de acordo com cada temperatura. Os
dados experimentais séo: (=) 25 °C, (e) 30 °C; (A) 35°Ce (V) 40 °C.
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Estes resultados e comparacfes indicam que a levedura avaliada e 0 meio
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de caju podem ser utilizados na producdo da
enzima xilose redutase. No entanto, com o objetivo de aumentar a producdo da enzima
e produz xilitol, avaliou-se a suplementacdo do meio hidrolisado com Xxilose, para

avaliar se maiores concentracOes de Xilose desvia a rota metabolica glicosidica.

4.4 Influéncia da concentracao inicial de xilose

Avaliou-se a capacidade da Candida tropicalis ATCC750 produzir xilitol e a
enzima XR no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de caju sob diferentes
concentracgdes iniciais de xilose. Os resultados para este estudo estdo apresentados na
Figura 12 no grafico (A) concentragéo inicial de xilose de 20 g.L ™, em (B) 40 g.L %, e
em (C) com 60 g.L?, a partir do HBCD, com uma sintese dos resultados apresentada na
Tabela 9.

Este acréscimo de diferentes concentracdes de xilose em meio de hidrolisado
hemicelulésico a 30 °C e 150 rpm ndo favoreceram a producdo de xilitol. Contudo,
segundo o estudo realizado por Kastner (2001) mostra que sendo a concentragdo da
xilose muitas vezes maior que a concentracdo da glicose, serd possivel a producéo de
xilitol seguindo entdo a via das pentoses.

Em relacdo ao crescimento em biomassa, observa-se que em B (40 g.L* xilose)
houve um crescimento celular de 15,08 g.L™, pouco menor que em C (60 g.L* xilose)
que foi de 15,33 g.L%, e maior que em A (20 g.L? xilose) com concentragdo celular
(9,63 g.L ). Com estes resultados observa-se que altas concentragdes de xilose no meio
inibiram o crescimento celular, ja que ha uma preferéncia pela rota glicosidica por parte
do micro-organismo, onde o consumo da glicose em todas as concentracfes avaliadas
foi de 100 % em apenas 24 h de fermentacdo. Ja a xilose foi sendo consumida mais
lentamente durante as 72 h de fermentacdo nesses dois meios (A e B). Em (B), foi
consumido 60 % da xilose e em (C) 48% apds as 72 h de fermentacdo. Nao foi detectada
a producdo de etanol nos meios de cultivo com maior concentracdo de xilose, mas

apenas em (A), onde ha o consumo simultaneo de xilose e glicose.
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Figura 12: Dados experimentais do processo de fermentacdo utilizando o meio
hidrolisado hemicelulésico do bagaco de caju por Candida tropicalis ATCC750a 30 °C
e 150 rpm, atraves de trés procedimentos: (A) meio hidrolisado (HBCD), (B) meio
hidrolisado suplementado com 20 g.L* de xilose e (C) meio hidrolisado acrescentado
de 40 g.L*de xilose Os dados experimentais s&o 0s seguintes: (m) Concentragio celular
(9.L1); (A) Xilose (g.L™2); (e) Glicose (g.L ) e () Etanol (g.L™Y).
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Tabela 9: Estudo da concentracéo inicial de xilose no meio hidrolisado do bagaco de

caju.
Concentracdo Inicial Biomassa | Xilose Final Etanol (P2max)
de Xilose (g.L™Y) (g.LY) (g.LY) (g.LY)
20 9,63 1,39 4,86
40 15,08 12,02 -
60 15,33 24,97 -

* Pamax: Maxima concentragdo de etanol.

4,5 Caracterizagdo parcial da enzima xilose redutase (XR)

45.1 Estudo do pH étimo e temperatura 6tima

A xilose redutase produzida usando o meio HBCD a 25 °C foi caracterizada
determinando-se o pH 6timo, a temperatura 6tima e a sua massa molecular.

O pH 6timo de atividade da enzima xilose redutase foi obtido pela determinacéo

da atividade em diferentes pHs fixando a temperatura em 25 °C e os resultados estdo

ilustrados na Figura 13.

Figura 13: Influéncia do pH na atividade enzimética da enzima Xxilose redutase de
Candida tropicalis ATCC750 a 25 °C, produzida utilizando o hidrolisado

hemicelulésico do bagaco de caju (HBCD) como substrato.
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A enzima XR de C. tropicalis ATCC750 exibiu uma atividade étima, utilizando
xilose como substrato, nos pHs 7 e 8,0, comportamento semelhante com XR obtidas por
Candida tropicalis (RAFIQUL et al., 2015), Candida parapsilosis (LEE et al., 2003) e
C. intermedia (NIDETZKY et al., 2003).

A diminuicdo da atividade é possivelmente devido a ionizacdo dos grupos
envolvidos que limitam a ligacdo da enzima ao seu(s) substrato(s) ou na formagéo do
complexo enzima- coenzima que viabiliza a catalise (Rafiqul et al., 2015a). Além disso,
um pH extremo pode causar desnaturacdo parcial ou inativacdo da enzima por alterar
sua conformacdo nativa (RAFIQUL et al., 2015).

Os resultados da atividade enzimatica de XR a vérias temperaturas estdo
representados na Figura 14. Observou-se que a temperatura étima para XR foi de 50 °C
(com atividade de 0,326 U.mL™), utilizando xilose como substrato. Na temperatura
maior (60 °C) ocorreu uma diminuicdo da atividade enzimatica, provavelmente ja
iniciando o processo de inativacdo da enzima. Este resultado obtido estd proximo da
faixa de temperatura 6tima obtido por XR de Pichia stipitis, com uma temperatura 6tima
superior a 38 °C (VERDUYN et al., 1985), XR de Neurospora crossa, com temperatura
na faixa de 45 °C a 55 °C (WOODYER et al., 2004).

Figura 14: Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da enzima xilose redutase
de Candida tropicalis ATCC750 a pH 7.0, produzida a 25 °C utilizando o hidrolisado

hemicelulésico do bagaco de caju (HBCD) como substrato.
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Vérios estudos obtiveram a temperatura 6tima de XR de Candida intermedia
(NIDETZKY et al., 2003), C. guilliermondii (CORTEZ et al., 2006) e Candida
tropicalis (RAFIQUL e SAKINAH, 2014 b) a 25 °C, e nesta temperatura a atividade da
XR obtida neste estudo foi de 0,280 U.mL™, com uma diferenca de 15% comparada a

atividade obtida na temperatura de 50 °C.

4.5.2 Eletroforese e identificacdo de proteinas da xilose redutase

A Figura 15 representa a eletroforese do extrato de enzima xilose redutase (XR)
produzido. Na primeira faixa (M), tém-se os marcadores de massa molar. Da segunda a
sexta faixa, encontram-se as amostras da enzima XR produzida por Candida tropicalis
ATCC750. As faixas denominadas 1 e 2 representam a XR obtida utilizando os meios
HBCD (hidrolisado com pH ajustado e tratado com carvao ativado) e meio formulado
(MF) a 25 °C, respectivamente, as faixas denominadas 3 e 4 representam a XR obtida
utilizando os meios HBCD e meio MF a 30 °C, respectivamente, e as faixas

denominadas 5 e 6 os meios HBCD e meio MF a 40 °C, respectivamente.

Figura 15: Eletroforese em SDS-PAGE do extrato enzimatico de XR de Candida

tropicalis ATCC750 produzida em diferentes meios e a diferentes temperaturas.
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Fonte: Autoria propria

* M: marcador de massa molar. 1, 3, 5 - - xilose obtida usando o meio HBCD a 25 °C, 30 °C e 40 °C,
respectivamente. 2, 4, 6 - xilose obtida usando o meio formulado (MF) a 25 °C, 30 °C e 40 °C,

respectivamente.
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De acordo com o eletrograma (Figura 15), 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.

A massa molecular da xilose redutase pode variar muito dependendo do micro-
organismo de origem, sendo que pode alcancar valores de 30 a 70 KDa. Segundo Cortez
et al. (2006), a XR de Candida guilliermondii FT1 20037 é composta por uma ou duas
unidades de 30-60 KDa. Handumhongkul e Silva (1998) purificaram a enzima XR de
C. guiliermondii e obtiveram uma massa molecular de 36 KDa. Ho et al (1990)
relataram em seus estudos uma XR de C. shehatae com 33 KDa. Ditzelmuller et al.
(1984) purificou uma XR de Pachysolen tannophilus e obtiveram uma massa molecular
de 30-40 KDa. Dessa forma, a XR produzida por Candida tropicalis ATCC750
apresentou massa molecular semelhante as citadas na literatura.

Também é observado duas faixas intensas nas andlises, indicando que a xilose
redutase de C. tropicalis ATCC750 é heterodimérica, por possuirem cadeias diferentes
entre si, em que uma estrutura se liga ao NADPH e a outra estrutura ao substrato xilose.
Estudos recentes comprovaram que sao possiveis diversos tipos de xilose redutase
quanto a estrutura, podendo ser monoméricas ou diméricas (homodiméricas ou
heterodiméricas) (WILSON et al., 2002) dependendo do micro-organismo.

Os extratos enzimaticos obtidos no cultivo com HBCD (localizados nas faixas
1, 3 e 5) apresentam-se mais nitidos comparados aos extratos obtidos pelo cultivo em
MF (localizados nas faixas 2, 4 e 6), provavelmente devido a concentragdo de proteinas
(vide Figura 15).

De modo geral, a enzima XR de C. tropicalis ATCC750 exibiu uma atividade
6tima nos pHs 7 e 8,0, e a sua temperatura 6tima foi de 50 °C (com atividade de 0,326
U.mL™Y), utilizando xilose como substrato. De acordo com o eletrograma (Figura 15),
foi possivel ser identificado a massa molecular na faixa de aproximadamente 30 kDa
para a XR produzida em todas as condic¢des, aléem de indicar que a XR é heterodimérica,
pois foram identificados duas faixas intensas nas analises, em que uma estrutura se liga

ao NADPH e a outra estrutura ao substrato xilose.
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5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram o potencial da levedura
Candida tropicalis ATCC750 e do hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de caju para a
producdo da enzima xilose redutase, obtendo atividade méaxima (0,265 U.mL™) no meio
hidrolisado hemicelulésico (HBCD) a 25 °C. Com esse estudo, foi possivel concluir de
forma geral que a temperatura influencia diretamente na producéo de xilose redutase e
de xilitol, e que a presenca da glicose pode desviar a rota de producdo da enzima xilose
redutase e do xilitol. A producdo de xilitol ndo ocorreu no meio hidrolisado
hemiceluldsico, mesmo ap0ds a adicdo de xilose no meio, sendo produzido apenas no
meio formulado, o qual ndo continha glicose em sua composicdo, devendo ser estudada

mais extensivamente em pesquisas posteriores.
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