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RESUMO

O grande volume de descarte dos residuos gerados pelas agroinddstrias, causa prejuizos
graves ao meio ambiente. A alternativa emergente é 0 uso desses materiais rejeitados
como fonte de energia para geracao de bioprodutos. Dentro dessa problematica, uma via
de reaproveitamento potencial para a utilizacdo do bagaco do pedinculo do caju é a
producdo de substancias de alto valor por via biotecnolégica. A extracdo de enzimas do
metabolismo de leveduras, que transformam a biomassa em produtos como Xxilitol e
etanol é uma técnica a ser otimizada. Em vista disso, a pesquisa objetivou a producéo e
recuperacdo da enzima xilose redutase a partir do licor hidrolisado do peddnculo do
caju, tendo como agente de fermentagédo a levedura Candida guilliermondii CCT 1516.
A caracterizacdo da composicdo lignoceluldsica do bagaco do caju seco revelou a
presenca de 29,26 + 0,40% de celulose, 17,06 £+ 0,42% hemicelulose e 30,13 + 0,90%
lignina. O bagaco do pedunculo do caju seco foi submetido a hidrolise acida para
liberacdo das pentoses e hexoses formadoras da matriz vegetal. O hidrolisado continha
um teor de xilose de 6,25 g.L™, sendo a maior concentragdo entre 0s agucares presentes.
A levedura Candida guilliermondii CCT 1516 apresentou uma velocidade méxima de
crescimento de 0,08 g.L™.h™t, no meio com licor hidrolisado. A produtividade de xilitol
teve valor maximo de 0,43 g.L™2.h™! no tempo de 36 horas de cultivo. E a conversdo de
xilose em xilitol apresentou um fator de 0,62 g.g* com eficiéncia de 67,61%. A
atividade de xilanases foi afetada nas primeiras 20 h de fermentacdo, sendo este um
periodo de adaptacdo ao meio, posteriormente vindo a crescer chegando ao maximo
valor de 0,408 U/mL, no tempo de 28 horas.

Palavras chave: Reaproveitamento, bagaco do pedunculo do caju, xilose, Candida

guilliermondii, xilitol.



LEMOS, Leanderson Tulio Marques, Production and recovery of xylose reductase from
the hydrolysate of cashew peduncle bagasse (Anacardium occidentale L.), Jodo Pessoa:
Post-graduation in Food Science and Technology, Federal University of Paraiba, 2017.
74p. Dissertation (master's degree).

ABSTRACT

The large volume of waste disposal generated by agroindustries causes serious damage
to the environment. The emerging alternative is the use of these discarded materials as a
source of energy for the generation of bioproducts. Within this problem, a potential
reuse route for the use of cashew fruit pulp is the production of high value substances
through biotechnology. The extraction of enzymes from the metabolism of yeasts,
which transform the biomass into products such as xylitol and ethanol is a technique to
be optimized. The objective of this research was to produce and recover the xylose
reductase enzyme from the hydrolysed liquor of the cashew peduncle, with yeast
Candida guilliermondii CCT 1516 as a fermentation agent. The characterization of the
lignocellulosic composition of the dried cashew peduncle bagasse revealed the presence
Of 29.26 * 0.40% of cellulose, 17.06 + 0.42% hemicellulose and 30.13 £ 0.90% lignin.
The dry cashew peduncle bagasse was subjected to acid hydrolysis to liberate the plant
matrix pentoses and hexoses. The hydrolyzate contained a xylose content of 6.25 g.L-1,
being the highest concentration among the sugars present. The yeast Candida
guilliermondii CCT 1516 presented a maximum growth rate of 0.08 g.L-1.h-1, in the
medium with hydrolyzed liquor. The productivity of xylitol had a maximum value of
0.43 g.L-1.h-1 at the 36 hour culture time. And the conversion of xylose to xylitol
presented a factor of 0.62 g.g-1 with efficiency of 67.61%. The activity of xylanases
was affected in the first 20 h of fermentation, being a period of adaptation to the
medium, later growing to reach the maximum value of 0,408 U / mL, in the time of 28

hours.

Key words: Reutilization, cashew peduncle bagasse, xylose, Candida guilliermondii,

xylitol.
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1 INTRODUCAO

A reducgdo dos impactos causados pela deposicdo de residuos agroindustriais no
meio ambiente motiva o desenvolvimento de novas tecnologias de reaproveitamento, a
exemplo da utilizacdo de biomassa como matéria-prima para producdo de bioprodutos e
de combustiveis renovaveis. Medidas como esta, alem de reduzirem 0s prejuizos
ambientais, podem trazer beneficios na economia, bem como nos custos de producéao de
certos insumos importantes para a industria. A utilizacdo desses residuos é assunto de
grande interesse das agroinddstrias, devido a elevada producdo desses materiais,
chegando ao desperdicio de milhdes de toneladas/ano.

O Brasil é um pais de grande potencial na producdo de recursos renovaveis tais
como produtos agricolas e seus residuos. A producdo de residuos agroindustriais € de
aproximadamente 250 milhdes de toneladas/ano. Geralmente a sua biomassa €
composta por cerca de 20 a 60% de celulose, 20 a 30% de hemicelulose e 15 a 30% de
lignina. A composicdo da matéria seca, com um percentual de mais de 70% de
carboidratos, torna essas biomassas um substrato importante para processos
fermentativos (REIS, 2017).

Com um desperdicio de até 90% da sua producdo, a cultura do caju apresenta um
baixo nivel de aproveitamento do pedunculo. Quando o pedunculo é industrialmente
processado para a producdo do suco, 40% de bagaco sdo produzidos e geralmente sdo
rejeitados pelas industrias locais. A composicdo média do bagaco de caju in natura é,
aproximadamente, 20,56% de celulose, 10,17% de hemicelulose e 35,26% de lignina
(GOMES et al., 2014).

As hemiceluloses sdo heteropolimeros de pentoses e hexoses e correspondem de
10 a 40% da matéria seca dos residuos lignoceluldsicos. A xilose é o segundo agucar
mais abundante, obtido a partir de biomassa lignocelulésica, e pode ser diretamente
convertida em xilitol por vias biotecnoldgicas utilizando leveduras (MEDEIROS, 2015).

Estudos que visam a avaliacdo econdmica de producdo de xilitol através de
bioprocessos, com informagdes sobre 0s seus custos em comparagdo com processo
quimico, ndo sdo encontrados facilmente na literatura. Sabe-se que as fontes de carbono
renovaveis, podem ser convertidas em substancias de valor agregado, e a escolha do
processo deve ser baseada em uma avaliacdo detalhada da sustentabilidade,

disponibilidade de recursos e logistica de transporte.
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Dentre as alternativas biotecnoldgicas, a producdo de xilitol por cinética
enzimatica apresenta um grande potencial. No entanto, o custo das enzimas
comercializadas pode ser um fator negativo nesse tipo de processo, pois sao exigidas
para a producéo de xilitol, enzimas com elevado grau de pureza, o que eleva o seu valor
de producdo (ALBUQUERQUE, 2015).

A produgdo de enzimas a partir de processos fermentativos com uso de residuos
agroindustriais como fontes de carbono, assim como técnicas de recuperacdo e
purificacdo das enzimas tem sido amplamente estudada com a finalidade de diminuir os
custos de producdo. Através do uso de sistemas bifésico verifica-se que esta € uma
técnica eficiente na separagdo e recuperacdo de diversas biomoléculas. A eficiéncia do
processo de separagdo depende principalmente dos seguintes parametros: pH,
temperatura e composicao (PAL et al., 2013).

Diante do exposto, o estudo se justifica pela grande disponibilidade do bagaco
do pedinculo do caju nos estados do Nordeste e também pela necessidade de empregar
uma tecnologia eficiente que assegure o aproveitamento do subproduto do caju na
tentativa de minimizar os desperdicios. Além disso, permite a avaliacdo da eficiéncia de

alternativas para a diminuicdo dos custos na producéo do xilitol.



14

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a producdo e a recuperacdo de xilose redutase por processo fermentativo
utilizando como substrato o residuo industrial lignocelulésico do bagaco do pedunculo

do caju.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar caracteristicas fisico-quimicas do bagagco do pedinculo do caju seco
(composicdo lignoceluldsica, umidade, pH, acucares redutores, sélidos solaveis);

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos acucares do licor pré-hidrolisado
do bagaco do pedinculo do caju (xilose, arabinose, glicose) e dos inibidores (&cido
acético, furfural e hidroximetilfurfural);

e Estudar a producdo de xilitol e etanol como produtos da fermentacdo do licor
hidrolisado do pedunculo do caju com a levedura Candida guilliermondii CCT
1516.

e Estudar a producdo de xilose redutase por fermentacdo, utilizando o licor
hidrolisado do peddnculo do caju como fonte de carbono.

e Avaliar a recuperacgdo da enzima xilose redutase, utilizando sistema aquoso bifasico.

e Calcular os parametros de eficiéncia do processo de recuperagdo por sistema aquoso

bifasico da enzima xilose redutase.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Os residuos lignocelul6sicos sdo recursos naturais renovaveis com pouco
reaproveitamento. A energia quimica armazenada mediante os processos fotossintéticos
realizados pelos vegetais podem servir de fonte energética para vérios fins, sendo
necessario um processamento especifico dessa biomassa para utilizacdo de seu potencial
(ZHANG et al., 2012).

A energia da biomassa lignocelulésica tem atraido a atencdo dos pesquisadores
para a producdo de bioprodutos a partir dessa matéria-prima, valorizando, por exemplo
os residuos florestais, provenientes da industria transformadora da madeira, assim como
0s residuos agroindustriais. Esses materiais vegetais, depois de submetidos a um
tratamento prévio, podem liberar agucares que servem como principal fonte de carbono
para a elaboracao de produtos com alto valor de mercado (ULLAH et al., 2015).

A classificacdo dessa matéria pode ser dividida em duas classes, uma formada
por acUcares de reserva como 0 amido e a sacarose, sendo mais utilizada pelas
industrias alimenticias e de bioconversdo a etanol. A segunda classe é composta pelas
partes estruturais do vegetal, onde se encontram os acgtcares mais complexos e de dificil
acesso. A parede celular de plantas € composta principalmente de celulose,
hemicelulose e lignina, além dos compostos inorganicos (KUMAR; SINGH, 2008).
Juntas, em suas respectivas proporcdes, celulose (35-50%), hemicelulose (20-35%) e
lignina (10-25%), formam a estrutura da biomassa lignoceluldsica dos vegetais (Figura
1).

Figura 1 — Estrutura da biomassa lignocelulésica.

HOH2C HOH2C
o, oH o —OH
— O . o
CH >‘ CH >_ o —\CH > CH >|_
S OoH o oH o

HOH2C Celulose HOH2C!

Fonte: Zampieri (2011).
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As interacdes dos componentes da matriz vegetal criam uma estrutura altamente
resistente (Figura 2), onde as ligacGes de hidrogénio unem as cadeias de celulose e estas
sd0 presas umas as outras por hemicelulose, e recobertas por lignina
(SAWATDEENARUNAT et al., 2015).

Figura 2 — Interacdo estrutural da biomassa lignocelulosica.

LIGNINA

CELULOSE HEMICELULOSE

Fonte: Aguiar (2010).

3.1.1 Bagaco do pedunculo do caju

Como um dos maiores produtores de caju do mundo, o Brasil apresenta uma
gama de produtos industrializados dessa matéria prima. O aproveitamento do peddnculo
do caju na producdo de polpa e suco gera uma massa residual consideravel, sendo um
material organico rico. Em geral esse residuo é usado no enriquecimento de racGes
animais, porém apenas um percentual baixo desse material é aproveitado, se comparado
com a producéo total desse bagaco (SOUZA, 2016).

No Nordeste brasileiro o bagaco do caju é produzido em grande escala,
consequéncia de uma grande producao de sucos, polpas e refrigerantes. De acordo com
a Embrapa (2013), a &area ocupada com a cultura do caju no Nordeste é de
aproximadamente 700 mil hectares, com uma producdo de cerca de 1.260.000.000
quilos de pedunculo. Somente 10 a 20% da produgdo anual do pedunculo de caju no
nordeste brasileiro sdo beneficiados com a fabricagdo do suco integral (70 mil
toneladas/ano), principal produto da industrializacdo do pedunculo do caju (GOMES et
al., 2014).
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3.2 XILITOL

3.2.1 Propriedades e aplicacdes do xilitol

O xilitol é um aclcar alcool composto por cinco carbonos, que apresenta um
grau de docura tdo intenso quanto a sacarose, porém apresenta menor teor calorico. Em
2004 o xilitol foi identificado a partir de uma lista de mais de 300 candidatos por parte
do Departamento de Energia dos EUA (DOE), como uma das 12 mais importantes
substancias quimicas que podem ser produzidas a partir da biomassa. (SU et al., 2015).

Esse poliol possui um grupo hidroxila ligado a cada &tomo de carbono na sua
cadeia, com um elevado poder edulcorante. Ele foi descoberto em 1891 pelo quimico
Emil Fischer (alem&o, 1852-1919) e sua equipe, que 0 obteve em forma de xarope a
partir da reacdo de xilose com amalgama de sédio. A sua principal caracteristica € o
poder de refrescancia. Tem sido vastamente citado na literatura pelas suas
caracteristicas organolépticas e seus beneficios a salde, tais como: elevada solubilidade,
baixas taxas de glicemia, auséncia de carcinogenicidade e propriedades cariostaticas
(TAKATA et al., 2014).

Pesquisas indicaram que o xilitol evita que a maioria das bactérias orais produza
acidos cariogénicos. Isso se explica pelo acumulo do xilitol em forma de agucar-fosfato,
considerado inibidor das bactérias cariogénicas. Outra grande vantagem é que o xilitol
ndo participa das reacGes de Maillard, e assim nao reduz o valor nutricional das
proteinas presentes. Estas caracteristicas confirmam sua aplicabilidade em processos de
producdo de alimentos, como doces, caramelos, chocolates, sorvetes, geleias,
marmeladas e bebidas (LEE et al., 2014; MA et al., 2014).

3.2.2 Vias de producao

A producdo industrial de xilitol tem sido realizada por processo quimico nas
ultimas décadas. Nessa producdo, as solucgdes purificadas de D-xilose sdo submetidas ao
processo de hidrogenacdo catalitica, em condicGes de alta temperatura (80 - 140 °C) e
pressao (50 atm). Devido as condigdes operacionais e a necessidade de pureza na xilose
utilizada, este processo tradicional apresenta custo elevado. Véarios estudos tém buscado
alternativas as rotas quimicas, com especial atencdo aos processos biotecnologicos, que
além de buscar solucgdes para a reciclagem de residuos agroindustriais, busca reduzir
ainda mais os custos de processamento (ALBUQUERQUE et al., 2014).
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3.2.2.1 Producéo quimica

A producdo em larga escala, para suprir a demanda comercial de xilitol, é
realizada por reducgdo quimica a partir da xilose (Figura 3), em condig¢Ges extremas de
temperatura e pressdo. Grande parte da matéria-prima usada na producdo por via
quimica de xilitol sdo hidrolisados de madeira. Estudos comprovam que 0 uso de
catalizadores metalicos pode favorecer a eficiéncia da reagdo, inclusive com a
combinacédo de catalisadores na otimizagdo do processo (JIANG et al., 2012; KIRILIN
etal., 2014).

Figura 3 — Reacdo de reducdo da xilose a xilitol na presenca de um

catalisador metalico.
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Fonte: Adaptado de YADAV et al. (2012).

Uma grande desvantagem na utilizacdo de catalisadores é a sua desativacdo
relativamente rapida, devido a contaminacdo dos sitios ativos e lixiviacdo de metais
pesados em consequéncia ao acumulo de impurezas organicas na superficie dessas

substancias metalicas. Com isso, taxas de conversdo e de seletividade do processo ficam
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comprometidas. Outro fator importante € a necessidade de remocdo do total do
catalisador do xilitol (produto final da reducdo da xilose) utilizado na industria
alimentar e em medicamentos ou cosméticos, aumentando ainda mais 0s custos para a
purificacdo do produto final (YADAV et al., 2012).

3.2.2.2 Producéo microbioldgica

Os processos biotecnoldgicos de obtengdo do xilitol representam uma alternativa
para as desvantagens apresentadas pela via quimica de obtencdo desse actcar. O uso de
microrganismos em fermentacdo controlada tem sido alvo de diversos estudos
cientificos. As pesquisas revelam um significativo potencial nessa via de obten¢do do
xilitol devido a independéncia da manutencdo de altas temperaturas e pressoes
(necessarias na producdo quimica). Além disso, tal processo, ndo favorece a formacao
de produtos indesejados, inibidores do processo e contaminantes do produto final (SU et
al., 2015).

Entre os microrganismos, as leveduras demostraram ser as melhores produtoras
de xilitol, um intermediario de seu metabolismo da D-xilose. As leveduras do género
Candida sdo as mais utilizadas nas pesquisas feitas. Existem também estudos da
producdo biotecnoldgica de xilitol a partir de fungos, além de outros microrganismos
modificados geneticamente (PRATTER et al., 2015).

3.2.2.3 Producdo enzimatica

A via enzimatica € um processo promissor e com inumeras vantagens em relacdo
aos processos convencionais na producdo do xilitol, uma vez que varias matérias-primas
podem ser usadas na producédo de xilitol por estes processos biotecnolégicos (CUNHA
et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2015).

Para obtencdo de xilitol, os materiais residuais mais usados sdo o bagaco de
macd (DALANHOL, 2014), bagaco de cana-de-aclcar (BIER, et al., 2007), bagaco do
caju (ROCHA, et al., 2014), sabugo de milho (PING, et al., 2013), cascas de soja
(CASSALES, 2010), palha de trigo (CANILHA, et al., 2005), palha de arroz
(MUSSATO; ROBERTO, 2002), cavacos de eucalipto (CANETTIERI, et al., 2002),
casca de jabuticaba (SOUZA, 2013), casca de aveia (TAMANINI, et al., 2004), sorgo
forrageiro (SENE, et al., 2011).

A producdo enzimatica do xilitol traz a unido das vantagens dos métodos

quimico e enzimatico (método sustentavel, maxima eficiéncia, maior produtividade).
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Pode ser uma alternativa ainda mais eficiente do que a producéo por fermentacdo com o
uso de microrganismos. A via enzimética possui a vantagem de diminuir as limitacfes
de transferéncia de massa, que geralmente ocorrem com mais intensidade em processos
fermentativos (BRANCO, 2010).

3.3 XILOSE REDUTASE

A xilose redutase (XR) é uma enzima intracelular responséavel pela conversdo
bioquimica da xilose a xilitol, a reacdo que catalisa encontra-se descrita na Figura 4. A
XR pertence a familia das oxidoredutases do tipo aldose redutase, cuja estrutura
tridimensional encontra-se representada na Figura 5. Estd presente em algumas
linhagens de leveduras e fungos filamentosos que sdo utilizadas na produgéo de xilitol
por processo fermentativo (MILESSI et al., 2009).

Figura 4 — Reacdo catalisada pela enzima xilose redutase.
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Fonte: Proposto por Milessi et al. (2009).

A xilose redutase € uma enzima dependente de NADPH tipico, enquanto que o
xilitol desidrogenase (XDH) requer NADP™*. Assim, a conversdo de D-xilitol ocorre em
dois passos, um passo de reducdo, seguido por um passo de oxidacédo. Inicialmente a D-
xilose é reduzida para D-xilitol por NADPH e, subsequentemente, este metabdlito é
oxidado para D-xilulose por NADP+; com estas duas reagdes consideradas limitantes na
fermentagdo de D-xilose para producdo de D-xilitol. Quanto & conformacdo espacial da
xilose redutase, estudos recentes comprovaram que Sdo possiveis diversos tipos de

estruturas da XR, podendo ser monomérica ou dimérica (PAL et al., 2013).
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Figura 5 — Estrutura da xilose redutase.

Fonte : Segundo Wilson et al. (2003).

3.4 RECUPERACAO DAS ENZIMAS

Apds a fermentacdo, as biomoléculas produzidas por microrganismos passam
por um conjunto de operacBes unitarias para a recuperacdo e purificagdo (downstream
processing). A importancia dessa etapa se da pela obtencdo de produtos de alta pureza,
representando um percentual alto no custo de producdo. Com isso, € necessario o
desenvolvimento de novas técnicas, mais eficazes e econémicas, que alcancem altos
graus de recuperacéo e purificagcdo, mantendo a atividade biologica da enzima. Muitas
técnicas tém sido utilizadas para a recuperacdo e purificagdo de biomoléculas, tais
como: precipitacdo, extracdo com solventes e filtracdo; estas apresentam alto poder de
concentracdo e baixa purificagdo. As mais modernas como a cromatografia de
afinidade, troca ionica ou gel-filtracdo, eletroforese, extragdo em duas fases aquosas,
extracdo com micela reversa, possibilitam a maior taxa de recuperacdo e purificacdo
(BUYEL et al., 2015).

A escolha do método depende das caracteristicas de cada enzima e do grau de
pureza desejado. A tecnologia de purificacdo desses biocompostos foi desenvolvida
lentamente em comparacdo com a tecnologia de produgdo, em detrimento da
complexidade do sistema e a necessidade de manter a biomolécula com atividade
biolégica (MUTHIAH, 2011).

3.5 SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS (SABs)
Considerando o fato de que o processo de separacdo e purificacdo deve ser

simples, econdmico e evitar sucessivas etapas, é que a particdo de biomoléculas em
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sistema aquoso bifasico tem se revelado como uma alternativa bastante eficiente para
estes a recuperacao destes bioprodutos, além das fases serem compativeis com a maioria
das proteinas conhecidas. Vale ressaltar que quanto mais etapas forem necessarias para
a purificacdo menor seré a recuperacéo protéica (RODRIGUEZ-DURAN, et al., 2013).

De acordo com Selvakumar et al. (2010) as vantagens deste sistema sdo:
ambiente biocompativel, baixa tensdo interfacial, baixa energia, facil aplicacdo em
grande escala, operagdo continua e alta sensibilidade no reconhecimento das interagdes
das proteinas ligantes.

Os SABs sdao formados pela mistura de solucdes aquosas de dois polimeros
quimicamente distintos ou um polimero e um sal. A utilizacdo dessa técnica tem sido
usada na separacdo e purificacdo de materiais bioldgicos tais como: proteinas, enzimas,
acidos nucléicos, virus, anticorpos e organelas celulares. E um método de extrago
liquido - liquido que emprega duas fases aquosas (AMID et al., 2012; RAJA et al.,
2011).

Os polimeros e os sais sdo sollveis em &gua, porém sao imisciveis entre si e por
isso, podem ser separados em duas fases quando se encontram em contato. As fases do
sistema estdo separadas por uma interface que € a regido na qual as propriedades
termodinamicas intensivas de cada fase transitam para valores diferentes, sempre
tendendo ao equilibrio entre fases. Onde, uma das fases neste sistema é rica em
polimero e a outra no outro polimero ou sal. O maior constituinte destes sistemas € a
agua, 0 que proporciona para as biomoléculas um ambiente ameno, evitando assim as
mudancas em suas estruturas. Outra vantagem € a manutencdo das atividades
bioldgicas. (Da SILVA, 2006).

A aplicacdo de SABs se inicia com a preparacdo do sistema e a adicdo da
mistura a ser separada. Ap6s homogeneizacdo, é realizada por sedimentacao, gravidade
ou por centrifugacdo, a separacdo das fases. As fases sdo coletadas e utilizadas para
recuperar os produtos de interesse separados da mistura inicial. Quando a mistura a ser
particionada é um extrato fermentado bruto, ocorre a distribuicdo das biomoléculas e
fragmentos de ceélulas entre as fases (Figura 6). Sendo adequadas as condicGes
operacionais, a tendéncia é que a proteina alvo se concentre em uma das fases e 0s
fragmentos de células e proteinas ndo desejadas (contaminantes) migrem para a outra
fase (RAJA et al., 2011).
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Figura 6 — Extragdo em sistema aquoso bifésico.
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Fonte: Proposto por Sousa (2014).

Dentre os varios tipos de sistemas bifasicos aplicados na recuperacdo de
enzimas, destacam-se os formados por dois polimeros de cadeia flexivel. Sdo exemplos
os sistemas pelos polimeros PEG (polietileno glicol) e dextrana e os que contém PEG e
um sal inorganico (sulfato de sddio, fosfato de potéssio, sulfato de amonio, sulfato de
magnésio, carbonato de sodio, entre outros). Atualmente, 0s sais organicos como 0s
citratos, tartaratos, succinatos também estdo sendo usados na formacdo destes sistemas
com sucesso (CUNHA, 2008).

3.6 ESTADO DA ARTE
3.6.1 Producéo de enzimas xilanases

O estudo de RAFIQUL & SHAKINAH (2014) analisou a produgdo de xilose

redutase a partir da levedura Candida tropicalis adaptada ao cultivo em hidrolisado de
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serragem. A fonte de carbono para o crescimento de levedura, bem como para a
producdo de xilose redutase (XR), foi a xilose da serragem de madeira. A XR apresenta
potencial de aplicacdo na bioproducdo de varios produtos de alto valor, especialmente
xilitol. A enzima isolada foi caracterizada com base na atividade enzimatica,
estabilidade e constantes cinéticas. A atividade de XR bruta dependente de NADPH foi
de 11,16 U / mL. A enzima mostrou-se estavel na faixa de pH 5,0-7,0 e temperatura de
25-40 ° C durante 24 h, mantendo sua atividade original acima de 95% apds 4 meses de
armazenamento a -80 °C.

SILVA et al. (2015) avaliaram a purificacdo e a caracterizacdo de xilanases
provenientes de Trichoderma inhamatum. Os autores comprovaram a estabilidade das
enzimas com a variagdo de pH e temperatura. As xilanases estudadas se mostraram
estaveis numa vasta gama de pH, entretanto as condi¢Bes Otimas para sua atividade
foram de 50 °C e pH 5,0. A técnica aplicada na purificacdo das enzimas foi a
cromatografia, sendo as enzimas obtidas em fator méximo de purificacdo de 5,3 vezes

em relacdo ao extrato enzimatico bruto.

3.6.2 Recuperacao de xilanases com sistemas aquosos bifasicos

LOUREIRO et al. (2017) estudaram a recuperacdo da xilanase de Thermomyces
lanuginosus em sistemas aquosos bifasicos. Os autores avaliaram a estrutura e a
atividade total das xilanases em diferentes sistemas compostos de PEG e sal submetidos
a variacOes de temperatura. O objetivo foi estudar como a estrutura natural da enzima é
afetada para entender o comportamento de particdo da xilanase no SAB utilizado. Como
resultado, verificaram que a presenca de PEG de diferentes massas molares alterou
ligeiramente a estrutura nativa da xilanase, embora a sua atividade catalitica ndo tenha
sido afetada. Todos os polimeros testados protegeram a estrutura e a atividade catalitica
da xilanase contra as variagdes de temperatura, apenas o experimento com PEG1000
apresentou uma degradacdo da enzima na temperatura de 70 °C. Assim, constataram que
0 aumento da massa molar do PEG induz uma diminuigdo na solubilidade da proteina
na fase onde se encontra. Com isso, o efeito de volume excluido também impulsiona a
divisdo de xilanases entre as duas fases.

RAHIMPOUR et al. (2016) analisaram a metodologia de superficie de resposta e
modelagem de um sistema aquoso de duas fases (fosfato/PEG) na purificacdo de
xilanase recombinante altamente termoestavel e alcalina. A metodologia de superficie

de resposta foi utilizada para desenvolver modelos preditivos de simulagdo e otimizagéo
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do processo de purificacdao. Os efeitos do pH, peso molecular de PEG e concentragdes
de fosfato foram estudados utilizando um desenho composto central de experiéncias.
Foram feitas duas etapas de purificacdo; a melhor purificagdo da primeira etapa foi
obtida utilizando 6% de PEG 6000, 20% de fosfato e pH 6. Ja para a segunda etapa,
extracao 6tima foi obtida em 10% de fosfato, 10% de NaCl e pH 10. Apo6s as separagdes
de fase nos dois estagios, cerca de 78% da atividade enzimatica original foi recuperada
e a atividade especifica da enzima purificada foi aumentada em um fator de 6,7 vezes.

A extracdo por SABs da xilanase de origem flngica, em sistema PEG/fosfato,
com otimizacdo pela abordagem Box-Behnken, foi estudada por GARAI & KUMAR
(2013). A pesquisa produziu a xilanase alcalina em fermentacdo submersa por
Aspergillus candidus foi usado para a composi¢do do sistema de duas fases aquosas, 0
PEG de massa molar 4000 e o Fosfato de sddio. Foi adotado um design de Box-
Behnken para otimizar fatores criticos como peso molecular de PEG, concentracdo de
PEG e concentracéo de sal de fosfato e para aumentar a purificacdo de xilanase. O fator
de purificacdo enziméatica maximo foi encontrado na presenca de baixo peso molecular
de PEG (4000), concentracdo intermediaria de PEG (8,66% p / p) e alta concentracdo de
sal (22,4% p / p). Sob condi¢des otimizadas, o fator de purificacdo foi aumentado em
trés vezes, o coeficiente de particdo foi 8,41 e o rendimento enzimatico na fase superior
foi de 88,10%.
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4 ABORDAGEM METODOLOGICA

Os ensaios experimentais foram desenvolvidos no Laboratério de
Bioengenharia, Laboratério de Quimica de Alimentos e Laboratério de Flavor da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB); sendo desenvolvidas as seguintes etapas
(Figura 7): obtencdo da matéria-prima e do licor hidrolisado, caracterizacdo do licor,

producéo da enzima xilose redutase, recuperacéo da enzima xilose redutase.

Figura 7 — Etapas do projeto de pesquisa.
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4.1 MATERIA-PRIMA

O bagaco do peddnculo do caju (Anacardium occidentale L.) e o licor pré-
hidrolisado deste residuo foram as matérias-primas utilizadas na pesquisa. O bagaco do
pedinculo do caju foi adquirido na inddstria de produgdo de polpa de fruta IDEAL,
localizada em Jodo Pessoa — PB. As etapas de preparacdo da matéria prima seguiram 0s
procedimentos descritos por Medeiros et al. (2016).



27

4.2 OBTENCAO E CONCENTRACAO DO LICOR PRE-HIDROLISADO

O licor hidrolisado utilizado nesta pesquisa foi proveniente das melhores
condicGes de hidrdlise determinadas conforme Medeiros et al. (2016), que analisaram as
melhores condicdes de hidrolise acida variando a temperatura, a concentracdo de acido

e a proporcdo entre o bagaco e solucdo acida.

4.3 METODOS ANALITICOS

Para caracterizacdo do bagaco de peddnculo do caju seco foram realizadas
analises de composicéo lignoceluldsica, atraves de determinagdes das concentracdes de
celulose, lignina e hemicelulose. As andlises fisico-quimicas consistiram da
determinacdo do teor solidos sollveis (°Brix), pH, umidade e aclcares redutores
(BRASIL, 2008).

4.3.1 Umidade relativa

O teor de umidade do bagaco de peddnculo de caju foi medido com o uso de
secagem direta a 105 °C. Inicialmente se pesou 3 gramas do bagaco em capsula
previamente seca e tarada. A andlise foi feita em triplicata, sendo as amostras inseridas
na estufa para secagem direta até obtencdo de peso constante. Atingido o peso
constante, as amostras foram resfriadas em dessecador até temperatura ambiente, em
seguida pesadas. (BRASIL, 2008). A umidade foi determinada com base na seguinte

férmula;

(peso inicial — peso final da amostra) <100

Umidade(%) =
) peso inicial da amostra )

4.3.2 Cinzas

Para determinacdo da concentracdo de cinzas, foram utilizados cadinhos de
porcelana vazios e de peso determinado apds 24h de secagem em estufa a 105 °C. A
massa de 2 gramas da amostra foi pesada nos cadinhos, em seguida as mesmas foram
levadas para serem carbonizadas em chapa aquecedora (na capela) até que ndo fosse
produzida mais fumaca. Apds esse processo as amostras foram levadas para incineragdo

na mufla a temperatura de 550 °C até a obtencdo de cinzas brancas ou de cor clara. A
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pesagem desse material foi feita apOs o resfriamento no dessecador até temperatura

ambiente (BRASIL, 2008). O percentual de cinzas foi obtido pela formula:

peso final da amostra
peso inicial da amostra

Cinzas(%) = x100 )

4.3.3 Proteinas

A determinacdo do teor de proteina total foi realizada com base no método de
Kjedahl, que relaciona o teor de nitrogénio total com o teor de proteina no material
analisado. Para relacionar o resultado do teor de nitrogénio total obtido com o teor de
proteina foi utilizado fator de correcédo 6,25 (BRASIL, 2008).

4.3.4 Determinacdo de proteina soltvel

A determinacdo do teor de proteinas soltveis em cada fase foi feita utilizando o
método de Bradford (1976). O reagente de Bradford foi preparado com 0,059 de
Coomassie Brilliant Blue G-250 dissolvido em 50 mL de &lcool etilico a 95%. Foi
adicionado 50 mL de acido fosforico P.A. Ap6s homogeneizacao, foi transferido para
um baldo volumétrico de 500 mL, o qual foi aferido com &gua destilada e deixado
overnight sob agitacdo constante. Apds este periodo foi transferido para um vidro
escuro protegido com papel aluminio e armazenado na geladeira.

Foi feita uma curva de calibracdo utilizando-se albumina sérica bovina (BSA da
MERCK) como padrdo, na concentracao inicial de 0,1 g/mL. Para a leitura, 0,5 mL de
cada amostra foi adicionada a 5,0 mL do reagente de Bradford. Ap6s 15 minutos de
repouso a temperatura ambiente, foi medida a absorbancia das amostras em um
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 595 nm. Foi preparado o branco com
uma solucdo de albumina a 0,1 mg/L e feita as respectivas diluicdes. Apos as leituras,
foi construida a curva de calibracdo, plotando-se a absorbancia X concentracdo. A
inclinacdo da reta foi usada no calculo da concentracdo de proteinas das amostras das

fases. A concentracdo de proteinas foi determinada pela Equacao 3.

C=Abs X F xXd (3)

Onde: C = concentracdo de proteinas sollveis na fase, em mg/mL; Abs =
absorbancia das amostras em 595 nm; F = coeficiente angular da curva de calibracéo; d

= diluicdo da amostra.
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4.3.5 Extrativos

Para determinar o teor de extrativos, foram pesados 5 gramas do bagaco do caju
seco e transferidos para um cartucho de papel de filtro. Em seguida esse cartucho foi
colocado em um aparelho extrator de Soxhlet. Para extracdo dos materiais gordurosos
da amostra, foi usada uma solucdo formada por uma mistura dos solventes ciclohexano
e etanol na propor¢do de 1:1 (v/v). As amostras foram mantidas em aquecimento
durante aproximadamente 6 horas, usando uma temperatura que garantisse que a mistara
de solventes passasse por pelo menos 24 refluxos nesse periodo. Foi necessério o
conhecimento do peso do baldo que continha a solucgdo solvente, para isto 0 mesmo foi
previamente aquecido por 1 hora em estufa a 105 °C, resfriado em dessecador por 30
min e posteriormente pesado.

ApoOs a extracdo, foram retirados os cartuchos dos tubos, e o solvente foi
recuperado até um pequeno volume, evaporado com cuidado para ndo queimar a
gordura. Posteriormente, o baldo com o residuo foi colocado em estufa a 105 °C até
atingir peso constante. O baldo foi resfriado em dessecador até temperatura ambiente e
pesado. A amostra seca e desengordurada foi acondicionada para as analises
lignocelulésicas (MORALIS, et al., 2010).

4.3.6 Determinacdo de lignina

Foi pesado 2 g da amostra moida, livre de extrativos e de umidade. Em seguida,
essa massa foi macerada juntamente com 17 mL de &cido sulfurico 72%, resfriado
previamente em geladeira em torno de 10 °C. Esse procedimento foi feito no almofariz
de porcelana com o auxilio de um pistilo, por 15 minutos. Apos esse periodo a amostra
foi deixada em repouso durante 24 horas.

Transcorrido o tempo de 24 horas para digestdo, foram acrescentados 306 mL de
agua destilada ao almofariz visando diluir a concentracdo do acido sulfurico para 4%. O
material em seguida foi filtrado com o auxilio de vacuo, em sistema montado com um
kitassato de 2000 mL acoplado ao filtro de buchner e papel filtro previamente seco e
pesado. Foi importante garantir que a massa retida no papel de filtro fosse enxaguada
com agua destilada até que o pH ficasse proximo a neutralidade. A seguir, o papel foi
transportado para estufa a 105 °C, até obtencdo de peso constante (MORAIS, et al.,
2010). A formula usada para obtencdo do percentual de lignina da amostra foi a

seguinte:



30

%Lignina ((pesomlmal - pezofmal da amostra)J <100 @
g

4.3.7 Determinacao de holocelulose

Em um erlenmeyer de 1000 mL foram adicionados 3 gramas do bagaco do
pedinculo do caju seco e livre de extrativos e 120 mL de &gua destilada. Ao
erlenmeyer, foram acrescentados 2,5 gramas de clorito de sodio (NaClO2) e 1 mL de
acido acético glacial. A mistura ficou sob agitacdo com massa magnética durante todo o
procedimento, que foi realizado na capela com exaustor, onde foi montado um banho-
maria de forma a manter a temperatura em 70 °C. Foi usado um erlenmeyer de 25 mL
para fechar o erlenmeyer de 1000. Apds 1 hora, foram adicionados novamente 2,5
gramas de clorito de sédio e 1 mL de &cido acético e garantida a manutencdo da
temperatura de 70 °C por mais 1 hora. Foi feita entdo, pela terceira vez, a adicdo de 2,5
gramas de clorito de sodio e 1 mL de &cido acético. Passadas 3 horas, 0s erlenmeyers
foram levados ao banho de gelo coberto além da altura do conteddo. As amostras foram
mantidas no banho de gelo por 30 minutos. Com o resfriamento completo, foram
levadas ao sistema de filtracdo a vacuo, onde cada amostra foi lavada com &gua
destilada até atingir pH neutro. O papel com o material retido foi transportado para
estufa a 105 °C até estabilizacdo do peso (MORAIS, et al., 2010). A percentagem de
holocelulose foi calculada pela férmula:

(massa holocelulo se + massa amostra)

Holocelulose (%) = (L 0,0725)x (1_0,0951) %100 (%)
- Y X\1-Y,

4.3.8 Determinacdo de alfa-celulose

Inicialmente foi pesado 1 grama do material seco retido da analise de
holocelulose e disposto em almofariz, & temperatura ambiente. Foram adicionados 15
mL de solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) a 17,5%, aguardou-se 2 minutos de
contato entre a solucédo e a celulose, e entdo, procedeu-se a maceragdo do material por 8
minutos. Ao término desse tempo, foram adicionados 40 mL de &gua destilada. O
conteudo foi transferido do almofariz para o funil de buchner com papel de filtro sob
agitacdo constante para evitar a perda do precipitado. O almofariz foi lavado com mais
agua destilada e transferido para o funil; em seguida, o material foi filtrado com o

auxilio de bomba a vacuo com o intuito de agilizar o processo. A principio foi utilizado
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o papel de filtro quantitativo seco em estufa a 105 °C e guardado em dessecador por 30
minutos, depois o papel foi pesado em balanga analitica (MORAIS, et al., 2010). A
percentagem de alfacelulose foi obtida pela seguinte equagéo:

(massa alfacelulo se +~ massa amostra)
X
(1-0,0798) x (1—0,1489) x (1— 0,0951)

Alfacelulo se (%) =

(6)

4.3.9 Determinacéo de hemicelulose

A determinacdo do teor de hemicelulose foi feita por subtracdo dos valores
expressos ao término do célculo de holocelulose e alfa-celulose (MORALIS, et al., 2010),
conforme descrito na Equacdo abaixo:

Hemicelulose (%) = (%Holocelulose— % Alfacelulo se) ©)

4.4 CARACTERIZAQAO DOS LICORES E FERMENTADOS

Para a caracterizacdo dos licores usados na pesquisa, assim como a
caracterizacdo dos cultivos fermentativos (consumos dos substratos e formacdo dos
produtos da fermentacdo), utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Com isso a determinacdo dos teores de acucares no licor e nos cultivos
fermentativos (xilose, glicose e arabinose, entre outros), dos inibidores da fermentacéo
(&cido acético, 5-Hidroximetilfurfural e furfural) provindos do aquecimento ao qual o
licor foi submetido, assim como dos produtos gerados da fermentacéo, foram feitos com
0 uso de um cromatografo HPLC (High Performance Liquid Chromatography) da marca
VARIAN. Esse equipamento continha a ele acoplado um detector de indice de refracdo
(Varian 356 — LC) e uma coluna Hi-Plex H (8 um 300mm x 7.7 mm. UV-284nm).

As amostras (20 uL) foram investigadas por injecdo numa fase mével de agua
ultrapura, sob fluxo de 0,6 mL/min a temperatura de 65°C, com tempo de analise de 1
hora. Os cromatogramas gerados das amostras foram comparados com os padrdes dos
acucares e inibidores analisados, sendo a quantificacdo feita com base na area do
composto em uma curva de calibragéo especifica para cada composto.

Na preparacdo das amostras, as mesmas foram diluidas na proporcdo de 1:10
com &gua ultrapura e homogeneizadas. Em seguida foram filtradas em filtro “Sep-Pack”

C18 (Millipore) e ainda por membrana de acetato celulose do tipo CHROMAFIL com
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poros de 0,45 pm (Waters associates — Millipore), seguidamente da filtracdo em
membrana com poros de 0,22 um. O pH de todas as amostras injetadas, medido em
pHmetro modelo Tec-3MP (Tecnal, Campinas, SP, Brasil), estava na faixa determinada

pela fabricante como segura para aplicacdo em coluna Hi-plex H.

4.5 ESTUDO DO PROCESSO FERMENTATIVO

4.5.1 Cultivo do microrganismo

A levedura utilizada na pesquisa foi a Candida guilliermondii CCT 1516, obtida
da Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) da Fundacdo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia André Tosselo — FAT localizada em Campinas. A levedura foi mantida
liofilizada a temperatura de 28 °C até 0 momento da reativacao.

Para a reativacdo das células foi adicionado 0,2 mL de &gua destilada
esterilizada com o auxilio de uma pipeta Pasteur, na ampola com a levedura liofilizada,
em ambiente estéril. Em seguida, foi realizada uma suspensdo das células, deixando
reidratar por aproximadamente 10 e 15 minutos. Apds este periodo, todo o contetdo foi
transferido da ampola para um tubo de ensaio contendo 5,0 mL do meio de cultura
liguido Yeast-Malte Extract e incubado a 28 °C, por 10 dias. A partir da cultura em
caldo, foi realizado um repique em placa de Petri contendo meio de cultura YMA
(Yeast-Malte Extract Agar) e incubado a 28 °C durante 48 h. Apds a multiplicacédo, as
placas de Petri contendo os microrganismos foram armazenadas em refrigeracdo a uma

temperaturade 2 a 8 °C.

4.5.2 Preparo do inéculo

Em todos os experimentos foram usadas células da levedura Candida
guilliermondii CCT 1516, foram transferidas em condicdes assépticas com o auxilio de
uma alca de platina, das placas de Petri para tubos contendo 3 mL de agua destilada
esterilizada. Em seguida, aliquotas de 1 mL dessa suspensao foi transferido para fracos
de Erlemneyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultivo semissintético (FELIPE,
etal., 1997; CHAUD, et al., 2010), como expresso na Tabela 1.

Os erlenmeyer contendo 50 mL do meio semissintético (pH 5,5), juntamente
com a suspensdo da levedura foram incubados a 30 °C em agitador rotativo tipo shaker
(LOGEN SCIENTIFIC) a 200 rpm durante 24 horas.
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Ap0s esse periodo as celulas foram separadas por centrifugacdo a 2000 x g por
30 min e ressuspensas em agua destilada esterilizada. A partir desta suspensdo foi
calculado o volume da mesma para a inoculagdo de concentracdo celular inicial
desejada para ser empregada como indculo. O calculo realizado para inocular no meio

de cultivo uma concentracao inicial de 1g/L.

Tabela 1 - Composicdo do meio semissintético utilizado para crescimento do indculo.

Composicéo (g/L)
Xilose 30,0
Sulfato de amonio 3,0
Cloreto de Célcio 0,1
Extrato de farelo de arroz 20,0

Para a preparacdo do extrato farelo de arroz foram pesados 200 g de farelo e
diluidos em 1 L de &gua destilada, em seguida a solucdo foi autoclavada durante 15 min
a 111 °C - 0,5 atm com posterior centrifugacdo por 15 min em condigdes assépticas a
2000 x g (Excelsa Il Centrifuge — 206 BL - FANEM). O sobrenadante foi usado como
solucéo de extrato de farelo de arroz (DALANHOL, 2014).

4.5.3 Cultivo com meio de hidrolisado de pedunculo de caju

Os cultivos feitos com o hidrolisado do baga¢o do pedinculo do caju foram
realizados em erlenmeyer de 1000 mL. O meio de cultura foi preparado com
suplementos que atendessem as necessidades nutricionais da levedura C. guilliermondii
(Tabela 2). Em comparacdo com os cultivos semissintéticos a xilose comercial
adicionada foi substituida pelo licor hidrolisado. Os cultivos foram feitos com o volume
de 600 mL de meio, sendo coletados para analises diversas, o volume méaximo de 20%
do total. Apds esterilizacdo o meio foi inoculado com 3g/L de células, preparadas no
pré-indculo. O processo fermentativo foi realizado na mesa agitadora tipo Shaker, com
temperatura controlada de 30 °C e agitacdo de 200 rpm, sempre em duplicata. As
amostras foram retiradas nos intervalos planejados inicialmente de 4 em 4 horas com
término de 72 horas (LIMA, 2013).
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Tabela 2 - Composi¢do do meio semissintético utilizado para crescimento do indculo.

Composicéo (g/L)
Sulfato de amonio 3,0
Cloreto de Calcio 0,1
Extrato de farelo de arroz 20,0

4.5.4 Determinagédo da concentracao celular

A determinacdo da concentracdo celular foi obtida atraves de elaboracdo de uma
curva baseada no dados de massa seca de celulas coletadas durante o cultivo. Nos
tempos planejados para coleta das amostras do cultivo, foram retiradas duas aliquotas de
2 mL de cada replicata do cultivo, em eppendorf. Inicialmente as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm (centrifuga MINISPIN) por 10 min. Foi feito o descarte do
sobrenadante e uma lavagem com agua destilada. Em seguida os eppendorfs foram

levados para estufa a 105 °C por 24 h.

4.6 RECUPERACAO ENZIMATICA

4.6.1 Obtencéo de concentrado celular

Apos a fermentacdo, as células de Candida guilliermondii CCT 1516 foram
coletadas e centrifugadas para o rompimento celular. A metodologia de rompimento
realizada foi adaptada da descricdo feita por Branco (2011). Fez-se uma suspencao
celular com tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,5) de concentracio de 15 g.L . Colocou-se em
tubo tipo falcon (15 ml) um volume de 3 mL de esferas de vidro mais 3 mL da
suspensdo celular. Em banho de gelo as amostras foram resfriadas e em seguida levadas
a agitacdo em vortice. A agitacdo foi feita por 1 minuto seguido do mesmo tempo de
resfriamento, sendo repetido esse procedimento seguidamente por 5 vezes. Uma
posterior centrifugacao refrigerada a 100009 por 15 minutos foi responsavel por separar
os fragmentos celulares. O sobrenadante foi recolhido e armazenado em temperatura de

congelamento, sendo este 0 extrato enzimatico bruto.

4.6.2 Preparacao de sistemas de duas fases aquosas
Para o estudo da recuperacdo das xilanases por meio de SABs, foram testados

sistemas formados por Polietilenoglicol de massa molar 1500 (PEG 1500), que
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apresenta de acordo com a literatura, resultados relevantes para a recuperacdo das
enzimas Xilanases, e tampéo fosfato de potéssio a temperatura ambiente (25 °C).

Para melhorar a dissolu¢éo, os polimeros foram colocados em estufa a 50 °C e o0s
sais a 105 °C, até peso constante. Em tubos de centrifuga de graduacdo 15 mL foi
realizada a preparacao dos sistemas aquosos bifasicos. As massas de fosfato de potassio,
PEG 1500, mais o extrato enzimético fermentado do bagago do pedunculo do caju
somou um total de 10 g.

A solucdo tampéo fosfato de potassio de pH 6,5 foi constituida de uma mistura
de KoHPO4 e KH2PO4 na razdo de 1087 (p/p). Os valores das massas usadas em todos
0s ensaios foram baseados no planejamento experimental contida na Tabela 3.

Os sistemas foram agitados de forma suave e centrifugados, sempre evitando o
minimo de perturbacdo. Os tubos foram mantidos em repouso por 24 horas a
temperatura média de 25 °C. No recolhimento das fases foram feitas analises de
caracterizagdo dos sistemas, determinando-se os valores de volume, densidade, massa,
atividade de xilanases e teor de proteinas sollveis.

Para o calculo do volume das fases, o volume total foi anotado assim como o
volume da interface entre as fases. Com a diferenca entre o volume total e o volume
inferior foi obtido o valor do volume da fase superior do sistema aquoso biféasico. A

Equacdo 8 determina a razéo entre os volumes das fases superior e inferior.

_vfs

RF =
VFi

(8)
Onde: Vfs: volume da fase superior; Vfi: volume da fase inferior.

Com o auxilio de uma seringa com agulha, a fase superior de cada sistema foi
coletada, sendo deixado pequeno volume sobre a interface para evitar coleta da fase
inferior. A coleta da fase inferior foi realizada de forma similar, porém a seringa foi
inserida no liquido inferior com o émbolo levemente puxado de modo que houvesse um
pouco de ar dentro seringa. Antes da succdo do volume desejado, o ar presente foi
expulso vagarosamente dentro do liquido. Uma pequena bolha de ar foi mantida na
agulha e expelida na fase inferior antes da coleta.

A densidade das fases foi determinada com a massa do volume de cada fase,

obtida em balanga analitica e calculada segundo a Equacéo 9.
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p= m.V (9)

Onde: m = massa da aliquota tomada da fase (g); V = volume da aliquota tomada
da fase (mL).

4.6.3 Determinacgéo dos parametros de recuperacao

O coeficiente de particdo (Kp) das proteinas foi calculado pela razdo entre a
concentracdo de proteina total na fase superior e na fase inferior (Equacdo 10). E o
coeficiente de particdo (Ke) da XR é a relacdo entre a atividade enzimatica nas fases

superior e inferior (Equacgéo 11).

Cs (10)
K,= —
p CI
Ag

= 11

Kg A (11)

Onde: Cs e Ci: concentracBes de proteina total em mg/mL nas fases superior e
inferior, respectivamente; As e Ai: atividades enzimaticas nas fases superior e inferior,
respectivamente.

O processo de recuperacdo foi avaliado através dos célculos de atividade
enzimatica especifica (AS) em U/mg (Equacédo 12), Fator de purificacdo (FP) (Equacéo
13), Recuperacdo de enzimas na fase superior (RS) (Equagdo 14), Recuperacdo de

enzimas na fase inferior (RI) (Equacéo 15) e Fator de concentracdo (FC) (Equacéo 16).

AS = AIC (12)

Onde: A = atividade enziméatica; C = concentragdo de proteinas.

FP = AStase/ ASextrato (13)

Onde: ASsse = atividade enzimatica na fase em estudo; ASexwate = atividade

enzimatica especifica do extrato apds a operacao de extragdo enzimatica.
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FCftase=Afase/Aextrato (14)

Onde: Arfse = atividade enzimdtica na fase em estudo; Aexwato = atividade

enzimatica no extrato.

R (%) 100
s\/) = v, 1
L+ Ghxg) (15)
Ry — 100
v) = —
' 1+K-L (16)
S

Onde: VI e VS = volumes das fases superior e inferior; K = coeficiente de

particdo de atividade enzimatica.

4.6.5 Avaliacdo da atividade enzimatica

Para a determinacdo da atividade enzimatica de xilanase total foi adicionado
1,9ml de solucdo de xilana 1% (pH 5,5) e 0,1ml de amostra (extrato enzimatico) em
tudo de ensaio. Os tubos foram mantidos a 50 °C por 10 minutos em banho com
controle de temperatura para aceleracdo da reacdo enzimatica. Apds esse periodo a
reacao foi interrompida com banho de gelo.

Desta solucdo, 0,5 mL foi coletado e adicionado 1 mL do reagente DNS, em
seguida foi feito o aquecimento em banho de &gua fervente (100 °C) por 5 minutos.
Apos esse tempo reagdo foi interrompida imediatamente com banho de gelo. Diluiu-se
com 2mL de agua destilada e foi entdo lida a absorbancia em espectrofotdmetro a
545nm, contra um branco reacional (sem 0s processos de aguecimento). A curva padrdo
foi feita a partir de xilose nas concentragdes entre 0,2 e 1,0 g.L ™.

Foi respeitada a definicdo que uma unidade de atividade (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de xilose por minuto, a 50 °C e pH 5,5.

As atividades foram calculadas de acordo com a Equagédo 17.

ART (mg Iml)yxV,(ml)
T (mm) x V. (ml)x0,15013

U/lml=
(17)
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Onde ART = Concentragdo de agucar redutor; V1= volume total do reator; Ty =

tempo de hidrélise; Ve = volume de enzima e 0,15013mg (1 pmol de xilose).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Nos estudos de producdo e recuperacdo de xilanase total, a partir do uso dos
sistemas aquosos bifésicos foi utilizada a metodologia de planejamento fatorial e analise
de superficie de resposta.

Visando a reducdo da quantidade de experimentos a serem realizados e uma
melhor avaliacdo dos resultados obtidos, foi utilizado um planejamento fatorial 22 com
trés repeticdes no ponto central, totalizando 7 ensaios (Tabela 3), sendo estes realizados
de forma aleatéria para avaliar a influéncia e das concentra¢fes do PEG 1500 (X1) e do
fosfato de potéssio (X2) sobre os pardmetros de coeficiente de particdo na fase superior
(Y1), coeficiente de particdo na fase inferior (Y2), fator de purificagdo na fase superior
(Y3), fator de purificacdo na fase inferior (Ys), recuperacdo na fase superior (Ys),
recuperagéo na fase inferior (Ys).

Tabela 3 — Planejamento experimental 22 com trés pontos centrais para a investigar a
eficiéncia do SAB na recuperagdo de xilanases.

Ensaio PEG 1500 (g) Fosfato de potassio (g) Extrato enzimatico (g)

1 1,6 (-1) 1(-1) 7.4
2 2.4 (1) 1(-1) 6,6
3 1,6 (-1) 1,3 (1) 7.1
4 2.4 (1) 1,3 (1) 6,3
5 2 (0) 1,15 (0) 6,85
6 2 (0) 1,15 (0) 6,85
7 2 (0) 1,15 (0) 6,85

Utilizou-se uma regressdo linear para determinar os efeitos principais das
variaveis e suas interaces assim como dados relativos a Analise de variancia
(ANOVA) e gerar também as superficies-resposta do fator de purificacdo e recuperacao

das enzimas xilanases.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ARTIGO 1

PRODUCAO DE XILITOL A PARTIR DO HIDROLISADO DO PEDUNCULO
DO CAJU UTILIZANDO A LEVEDURA Candida guilliermondii

RESUMO

O descarte de residuos do processamento de materiais vegetais € a causa de desperdicio
econdmico e de imensos prejuizos ambientais. Com potencial energético para a
producdo de combustiveis e outros produtos de alto valor, como o xilitol, essa biomassa
tem sido alvo de inimeras pesquisas de reaproveitamento. O bagaco do pedunculo do
caju é uma fonte de biomassa abundante no Nordeste do Brasil. Motivado por este fato,
a pesquisa teve como objetivo avaliar a producdo de xilitol pelo metabolismo da
Candida guilliermondii CCT 1516 usando o baga¢o do caju como fonte de carbono. A
hemicelulose presente em 17,06 % do peddnculo do caju confirmou essa biomassa
como boa fonte de carbono para a producéo de xilitol. O processo de hidrélise acida foi
bem-sucedido, gerando um licor com o teor de xilose de 6,25 g.L™, maior que os demais
acucares presentes no meio. A produtividade de xilitol teve volume méximo de 0,43
g.L1.h" no tempo de 36 horas de cultivo. E a conversdo de xilose em xilitol apresentou
um fator de 0,62 g.g™* com eficiéncia de 67,61%. A atividade de xilanases foi afetada
nas primeiras 20 hs de fermentacdo, sendo este um periodo de adaptacdo ao meio,
posteriormente vindo a crescer e chegando ao maximo valor de 0,408 U/mL, no tempo
de 28 horas.

Palavras chave: Reaproveitamento, bagaco do pedunculo do caju, xilose, Candida

guilliermondii, xilitol.

1 INTRODUCAO

O Brasil é um pais com grande produgdo de recursos renovaveis, 0s produtos
agricolas e seus residuos sdo gerados em larga escala. Dentre os residuos principais
pode-se citar 0 bagaco de cana-de-agucar, a palha de arroz, a palha de trigo, a casca de
aveia e 0 bagaco do pedinculo do caju. Aproximadamente 250 milhdes de

toneladas/ano sdo produzidos de residuos agroindustriais no pais (Mesquita, 2013).
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A biomassa residual € composta por cerca de 20 a 60% de celulose, 20 a 30% de
hemicelulose e 15 a 30% de lignina. O potencial como substrato para processos
fermentativos se deve a composi¢cdo da matéria seca, que apresenta um percentual de
mais de 70% de carboidratos e torna essas biomassas importantes para 0 uso nas vias
biotecnolodgicas de obtencdo de produtos com valor agregado (Reis et al. 2017).

A cultura do caju apresenta um baixo nivel de aproveitamento do peddnculo,
com apenas 10% da sua producdo destinada ao beneficiamento. A producgéo industrial
do suco com o uso do pedunculo gera 40% de bagaco que sdo produzidos e geralmente
sdo rejeitados pelas industrias locais. Com isso é desperdicado um material rico, com
composicdo média de aproximadamente 20,56 % de celulose, 10,17 % de hemicelulose
e 35,26 % de lignina (Gomes et al., 2014).

Dos substratos importantes, presentes na matéria lignocelulosica, a xilose é o
segundo aclcar mais abundante. Esse monossacarideo € liberado com uso de um pré-
tratamento da biomassa residual e pode ser diretamente convertido em xilitol por vias
biotecnoldgicas utilizando leveduras, principalmente do género Candida (Medeiros,
2015).

A producdo de xilitol por via enzimatica apresenta um grande potencial
industrial e é objetivo de diversos estudos. Dentre as alternativas biotecnoldgicas € a
mais promissora técnica de producdo. No entanto, o custo das enzimas comercializadas
pode ser um fator negativo nesse tipo de processo, pois sdo exigidas para a producdo de
xilitol, enzimas com elevado grau de pureza, o que aumenta o valor de producdo
(Albuquerque et al., 2014).

A possibilidade de produgdo das enzimas xilanases a partir de processos
fermentativos, com uso de residuos agroindustriais como fontes de carbono surge como
uma possibilidade de diminuicdo dos custos na obtencdo dessas enzimas, e a
consequente economia na producdo por via enzimatica do xilitol. Porém, para que seja
viavel o uso das enzimas é necessario uma purificacdo das mesmas ap6s a producao
biotecnoldgica. Por se tratar de processos caros, as técnicas de recuperacao e purificacdo
das enzimas tém sido amplamente estudadas com a finalidade de reduzir ao maximo os
custos de producgéo (Branco et al., 2011).

Diante disso, o0 estudo busca aproveitar a grande disponibilidade do bagaco do
pedunculo do caju nos estados da regido nordeste do Brasil para atender a necessidade
de empregar uma tecnologia eficiente que assegure o aproveitamento do subproduto do

caju na tentativa de minimizar os desperdicios. Além de realizar a avaliacdo da
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eficiéncia de alternativas para a diminuicdo dos custos na producao do xilitol, usando a
levedura Candida guilliermondii CCT 1516 na producéo de xilitol a partir do licor de

bagaco do caju como substrato.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenc¢do da matéria-prima
O bagaco do pedunculo do caju foi adquirido na industria de producdo de polpa
de fruta IDEAL, localizada em Jodo Pessoa — PB. As etapas usadas na preparacdo da

matéria prima foram aquelas descritas por Medeiros et al. (2016).

2.2 Obtencao do licor hidrolisado

O licor hidrolisado utilizado nesta pesquisa foi proveniente das melhores
condigdes de hidrélise determinada conforme Medeiros et al. (2016), que determinaram
as melhores condi¢des de hidrélise acida variando a temperatura, a concentracdo de

acido e a proporcéo entre o bagaco e solucdo acida.

2.2 Caracterizacdo do bagaco do pedunculo do caju

As andlises de determinacdo de umidade e cinzas foram realizadas como
descritas por Brasil (2008). E as analises de caracterizacdo lignoceluldsicas (teor de
extrativos, lignina, celulose, hemicelulose e holocelulose) forem realizadas de acordo

com a metodologia descrita por TAPPI (2011).

2.3 Caracterizacao dos hidrolisados e dos cultivos da fermentacéo

As determinacbes dos teores de acucares (xilose, glicose e arabinose, entre
outros), no licor e nos cultivos fermentativos, dos inibidores da fermentacdo (&cido
acético, 5-Hidroximetilfurfural e furfural) provindos do aquecimento ao qual o licor foi
submetido, assim como dos produtos gerados na fermentacéao, foram feitas com o uso de
um cromatégrafo HPLC (High Performance Liquid Chromatography) da marca
VARIAN. O equipamento era acoplado a um detector de indice de refragdo (Varian 356
— LC) e uma coluna Hi-Plex H (8 um 300mm x 7.7 mm. UV-284nm). A temperatura de
analise foi 65°C, em fase movel de agua ultrapura com fluxo de 0,6 mL/min. A injecéo
feita teve volume de 20 pL da amostra com tempo de andlise de 1 hora. Os

cromatogramas das amostras foram comparados com aqueles de padrdes dos agucares e
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inibidores analisados, sendo a quantificacdo feita com base na area determinada em uma
curva de calibracdo de cada composto.

As amostras aplicadas foram previamente diluidas na proporcéo de 1:10 com
agua ultrapura e homogeneizadas. Em seguida foram filtradas em filtro tipo
CHROMAFIL com poros de 0,45 um (Waters associates — Millipore), seguidamente da

filtracdo em membrana com poros de 0,22 pm.

2.4 Preparo do indculo

Os experimentos foram realizados com o uso de células da levedura Candida
guilliermondii CCT 1516. As células foram transferidas em condicGes assépticas com o
auxilio de uma alca de platina, das placas de Petri para tubos contendo 3 mL de agua
destilada esterilizada. Em seguida, aliquotas de 1 mL dessa suspensdo foram
transferidas para frascos de Erlemneyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultivo
semissintético YM (Yeast-Malte Extract). Os erlenmeyer contendo 50 mL do meio (pH
5,5), juntamente com a suspensdo da levedura, foram incubados a 30 °C em agitador
rotativos tipo Shaker (LOGEN SCIENTIFIC) a 200 rpm durante 24 horas.

Apds esse periodo, as células foram separadas por centrifugacdo a 2000 x g por
30 min e ressuspensas em agua destilada esterilizada. A partir desta suspensdo foi
calculado o volume de concentracdo celular inicial desejada para ser empregada como
indculo. O célculo realizado para inocular no meio de cultivo uma concentracdo inicial
de 1g/L.

2.5 Cultivo com meio de hidrolisado de pedunculo de caju

Para os cultivos feitos com o hidrolisado do bagaco do peddnculo do caju, 0
meio de cultura foi preparado com suplementos que atendessem as necessidades
nutricionais da levedura Candida guilliermondii CCT 1516. Em comparagdo com 0s
cultivos semissintéticos YMA (Yeast-Malte Extract Agar), a xilose comercial adicionada
foi substituida pelo licor hidrolisado. Apoés esterilizacdo, o meio foi inoculado com 1
g/L de células, preparadas no pré-indculo. O processo fermentativo foi realizado em
mesa agitadora tipo Shaker (LOGEN SCIENTIFIC), com temperatura mantida a 30 °C e
agitacdo de 200 rpm.

2.6 Determinacéo da concentracéo celular
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A determinacdo da concentracdo celular foi obtida através da massa seca de
células coletadas durante o cultivo. Para isso, foram retiradas aliquotas de 2 mL de cada
replicata do cultivo e colocadas em tubos de eppendorf. Inicialmente as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm (centrifuga MINISPIN) por 10 min. Foi feito o descarte do
sobrenadante, e uma lavagem com agua destilada. Em seguida as amostras foram secas
em estufa a 105 °C por 24 h.

2.7 Parametros fermentativos

Foram determinadas a velocidade especifica maxima de crescimento celular
(Umax), que é o coeficiente angular da reta In x versus o tempo (fase exponencial de
crescimento), e a taxa de geracdo celular (Tg). Também foram determinados o fator de
conversdo de xilose em xilitol (Y xiiitouxilose), produtividade volumétrica de xilitol e etanol
(Qp), eficiéncia de conversdo de xilose em xilitol (1), velocidade volumétrica de

consumo de xilose (rx) e velocidade volumétrica de consumo de glicose (re).

2.8 Obtencdo do extrato enzimatico

Apds a fermentacdo, as células de Candida guilliermondii CCT 1516 foram
coletadas e centrifugadas para o rompimento celular. A metodologia de rompimento
realizada foi adaptada daquela descrita por Branco (2011). Dessa forma, foi feita uma
suspensdo celular de concentragdo de 15 g.L! em tamp&o fosfato 0,1 M pH 6,5. Na
sequéncia, foi acondicionado em tubo tipo falcon (15 ml) um volume de 3 mL de
esferas de vidro mais 3 mL da suspenséo celular. Em banho de gelo as amostras foram
resfriadas e em seguida levadas a agitacdo em voértice. A agitacdo foi feita por 1 minuto
seguido do mesmo tempo de resfriamento, sendo repetido esse procedimento
seguidamente por 5 vezes. Uma posterior centrifugacdo refrigerada a 10000g por 15
minutos foi responsavel por separar os fragmentos celulares. O sobrenadante foi
recolhido e armazenado em temperatura de congelamento, sendo este o extrato

enzimatico.

2.9 Determinacao da atividade enzimética de xilanases

Para a determinag&o da atividade enzimética foi adicionado 1,9ml de solugéo de
xilana 1% (pH 5,5) e 0,1ml de amostra (extrato enzimatico) em tudo de ensaio. Os tubos
foram mantidos a 50 °C por 10 minutos em banho com controle de temperatura para

aceleracdo da reacdo enzimatica. Apds esse periodo, a reacdo foi interrompida com
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banho de gelo. Desta solucédo, 0,5 mL foi coletado e adicionado 1 mL do reagente DNS,
e em seguida, foi feito o aquecimento em banho de &gua fervente (100 °C) por 5
minutos. Apds esse tempo, a reacdo foi interrompida imediatamente com banho de gelo.
Diluiu-se com 2mL de A&gua destilada e foi entdo lida a absorbancia em
espectrofotbmetro a 545nm, contra um branco reacional (sem 0s processos de
aquecimento). A curva padrdo foi construida com xilose em concentragfes variando
entre 0,2e 1,0 g.L™

Foi respeitada a definicdo que uma unidade de atividade enzimética (U) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de xilose por minuto, a
50 °C e pH 5,5. As atividades foram calculadas de acordo com a Equagéo 1.

ART (mg /ml)xV,(ml)
T, (min) <V, (ml)=0,15013

U/ml=

1)
Onde ART = Concentragdo de agucar redutor; V1= volume total do reator; Ty = tempo

de hidrdlise; Ve = volume de enzima e 0,15013mg (1 umol de xilose).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo lignocelulésica do bagaco do pedunculo do caju seco
apresentou uma composicdo de 14,13% de extrativos, 29,26% de celulose, 17,06% de
hemicelulose e 30,13% de lignina (Tabela 1). Na literatura existem trabalhos com
valores semelhantes na composicao dessa biomassa. O bagaco analisado na pesquisa de
Lima et al. (2015) apresentou um valor um pouco superior de extrativos (18,54%) e
consistia em 25,60% de celulose, 15,10% de hemicelulose e 23,70% de lignina. Ja
Medeiros et. al (2016), obtiveram uma caracterizacdo do bagaco do caju com
percentuais de 9,51 % de extrativos, 21,45 % de celulose, 10,96 % de hemicelulose e
35,39 % de lignina.

Tabela 1 — Caracterizacdo do bagaco do pedinculo do caju.

Composicéo Teor (%)
Umidade 12,47+ 0,16
Cinzas 1,72 +0,01
Extrativos 14,13+ 0,33
Celulose 29,26 + 0,40
Hemicelulose 17,06 £ 0,42

Lignina 30,13+ 0,90
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Comparado com os percentuais obtidos pelo presente trabalho, Albuguerque et
al. (2014) obtiveram valores inferiores de extrativos (6,41 %) e de celulose (17,73 %), e
valores mais elevados de lignina (33,41 %) e hemicelulose (19,22 %). Tendo os autores
afirmado, gque a diferenca nos teores comparados pode ser justificada pela variacdo nas
condigdes de cultivo do fruto como clima, irrigacdo, nutrientes do solo. Esses fatores
podem ser responsaveis por alterar a composi¢do da biomassa em cada regido de
cultivo.

Visando comprovar que a ampla faixa de valores na composicéo lignocelulosica
do bagaco do caju é dependente das caracteristicas individuais dos pseudofrutos de cada
regido e época do ano, Reis et al. (2017) obtiveram valores de 18,16 % para celulose,
12,83 % para hemicelulose e 43,28 % a para lignina.

A xilose, acucar que motivou a realizacdo da presente pesquisa, € encontrada
principalmente na parte hemicelulésica da biomassa. Em comparacdo com outras
biomassas residuais, 0 bagaco de caju apresenta valor percentual um pouco superior a
casca de arroz (12,0 %) analisada por Nichols et al. (2014) e valor percentual baixo em
relacdo ao farelo de trigo (26,34 %) estudado por Annamalai & Sivakumar (2016).

Feito o processo de hidrdlise, foi conseguida a liberacdo dos acucares, antes
ligados entre si, principalmente na cadeia hemicelul6sica. Na Tabela 2 é possivel
visualizar que o licor hidrolisado apresenta maior teor de xilose em relagdo aos demais

aclcares presentes.

Tabela 2 — Caracterizagéo do hidrolisado do bagago do caju.

Composicéo Teor (g.L?)
Celobiose 1,68 £ 0,07

Glicose 2,33+0,04

Xilose 6,25 + 0,21
Arabinose 4,49 10,14

Acido acético 1,21 + 0,08
Hidroximetilfurfural (HMF) 0,30 + 0,05
Furfural 0,17 £ 0,01

Os dados da caracterizacdo do licor condizem com as pesquisas feitas por
Medeiros (2015). que encontrou teores de agucares, em gramas por litro, de 2,18, 5,43 e

3,81 para glicose, xilose e arabinose, respectivamente. No entanto, Lima et al. (2012)
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encontraram concentragbes superiores de arabinose (7,64 g.L™) em relagdo a glicose
(1,76 g.L 1) e a xilose (5,46 g.L™Y).

Com a finalidade de observar a producéo de xilitol, relacionado com a atividade
enzimatica das xilanases provenientes da Candida guilliermondii, o meio foi
enriquecido com xilose. Com a adicdo, a concentracdo de xilose inicial no cultivo
realizado foi de 31 g.L™.

A concentracéo celular inicial foi de 1,0 g.L?, que segundo Milessi et al. (2009)
¢ a concentracdo mais favoravel para a obtencdo das enzimas Xilanases. Apos o periodo
de cultivo, a concentragio maxima de células observada foi 5,36 g.L™* com uma taxa de
geracdo (Tg) de 8,74 e uma velocidade méaxima de crescimento de 0,08 g.L1.h (Tabela
3). O tempo de cultivo de 72 horas (Figura 1) respeitou as considerac6es de Fonseca &
Faria (2012), que relataram que o consumo de Xilose € total nesse intervalo, tanto nas
fermentacdes dos hidrolisados, quanto nos cultivos sintéticos.

Figura 1 — Cinética de crescimento das células de Candida guilliermondii durante a fermentacéao
do hidrolisado do caju.
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Os parametros de crescimento celular foram calculados com base nos dados
obtidos nas primeiras 20 horas de cultivo, visto que o crescimento exponencial das
células ocorreu nesse periodo. No intervalo de tempo entre 20 e 36 horas foi observado
um decréscimo na concentracdo celular, seguido de uma nova fase de aumento do
namero de células até o termino da fermentacéo.

O estudo da caracterizacdo do cultivo ao longo do tempo demonstrou um
consumo médio de xilose de 0,63 gramas por litro a cada hora de fermentagdo, sendo
esta velocidade similar a relatada por Dalanhol (2014), que relatou consumo médio de
xilose de 0,70 g.L%.h"t. Todavia, quando comparado o consumo de glicose (0,23 g.L™1.h-
1, diferencas relevantes foram encontradas, uma vez que 0 mesmo autor evidenciou um

valor muito superior ao encontrado neste experimento. Uma provavel explicacdo para
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tais diferencas baseia-se nas concentracdes iniciais desse agucar, uma vez que a glicose
presente no licor de bagaco de maca analisado por Dalanhol estava numa concentragao
de 20 g.L™%, consideravelmente maior que a concentragdo inicial presente no hidrolisado
do bagaco de pedunculo de caju.

O baixo teor de glicose permitiu que o inicio no consumo da xilose presente
fosse mais rapido. De acordo com Fonseca & Faria (2012), a presencga de glicose inibe o
consumo de xilose. Apesar de ocorrer 0 consumo concomitante de ambos agucares, ha
uma preferéncia pela hexose em relacdo a pentose.

A Tabela 3 expbe também os parametros relacionados a conversao da xilose em
xilitol. Nesta, constata-se, que o fator de conversdo de xilose em xilitol encontrado foi
de 0,62 g.g?, valor similar aqueles reportados por Mussato & Roberto (2002) e

Dalanhol (2014), com 0,72 g.g e 0,73 g.g%, respectivamente.

Tabela 3 — Pardmetros da fermentacéo com o hidrolisado do caju.

Parametros fermentativos Valor
Taxa de geracdo (Tg) 8,74

Velocidade maxima de crescimento () 0,08 g.Ltht

Fator de conversao de xilose em xilitol (Y xiiitotixitose) 0,62 9.9
Produtividade volumétrica maxima de Xilitol (Qex) 0,43 g.Ltht
Produtividade volumétrica maxima de etanol (Qpe) 0,14 g.Ltht

Eficiéncia de conversdo de xilose em xilitol (1x) 67,61 %

Velocidade volumétrica de consumo de xilose (ry) 0,63 g.Lht
Velocidade volumétrica de consumo de glicose (re). 0,23 g.Ltht

Na Figura 2 é possivel observar o comportamento da conversdo da xilose em
xilitol, que alcangou uma concentragdo final de 15,35 g.L™! no tempo de 72 horas.
Porém, quando considerado o acUcar xilitol, verifica-se que a concentracdo final de

16,29 g.L* foi alcangada no tempo de 48h de cultivo.
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Figura 2 — Consumo de xilose versus producdo de xilitol durante a fermentagdo do hidrolisado
do caju.
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Conforme j& descrito em diversos trabalhos, pode ocorrer a degradacéo do xilitol
a partir das 48 horas de cultivo. A explicacdo para tal diminuicdo no teor do produto
formado € justamente a escassez de substrato, pois apds a conversao total das fontes de
energia presentes no meio, a levedura passa a consumir os compostos produzidos, neste
caso, o xilitol (SILVA et al. 2007).

De acordo com Canilha et al. (2010), o etanol, produto também formado pelo
metabolismo da levedura, de forma semelhante, sofre com esse consumo em condi¢bes
extremas. Por este motivo, conjuntamente com a pesquisa de Bier (2007), o atual
trabalho corrobora com a constatacdo relatada por Fonseca & Faria (2012), que
descartam tempos acima de 72 horas para a producéo de xilitol por leveduras.

A producdo de xilitol pelo metabolismo da Candida guilliermondii depende da
atividade (catalise) das enzimas xilanases (xilose redutase e xilitol desidrogenase), que
atuam transformando a xilose no produto intermediério xilitol e posteriormente em
etanol como produto final (Yadav et al., 2012). Por esse motivo, foi observado o
aumento da concentracdo de etanol mesmo ap6s ndo haver mais glicose a ser
consumida.

A atividade das xilanases apresentou uma variagdo inicial, com decréscimo nas
primeiras horas (Figura 3). Isso pode ter ocorrido por que o indculo foi realizado apos
um pré-inoculo de 24 horas em meio sintético. O que ocasionou a obtengdo de uma
concentracdo de enzimas relevante ja no tempo 0 (zero) da fermentacdo. Essa carga
enzimatica passou por um periodo de adaptacdo ao meio antes de voltar a crescer (que
ocorreu apds 20 horas de cultivo). As xilanases apresentaram atividade méaxima no

tempo de 28 horas com valor de 0,408 Unidade por mL, sendo este valor similar ao de
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Oliveira Junior (2014), que obteve uma atividade de 0,417 U/mL na producdo de

xilanases a partir do pedinculo do caju.

Figura 3 — Atividade de xilanases durante a fermentacdo do hidrolisado do baco do pedinculo

do caju.
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Relacionando a atividade de xilanases com o consumo da xilose, constata-se que
0 maior consumo desse substrato foi obtido justamente apds o tempo de fermentacao de
28 hs, onde a atividade enzimatica foi maxima, correspondendo ao periodo onde a
produtividade volumétrica maxima de xilitol (Qpx) foi obtida.

4 CONCLUSAO

O percentual de hemicelulose presente no pedinculo do caju (17,06 %) habilita
essa biomassa a ser utilizada como fonte de carbono na producéo de xilitol a partir do
metabolismo da Candida guilliermondii CCT 1516.

O processo de hidrélise acida resultou na liberacdo dos aglcares de interesse
para a pesquisa. Em especial, a liberacdo dos monossacarideos presentes na parte
hemiceluldsica da biomassa.

Os parametros da fermentacdo comprovaram a capacidade da levedura Candida
guilliermondii CCT 1516 em produzir xilitol a partir do hidrolisado do bagaco do
pedinculo de caju. Merece destaque o valor do fator de conversdo de xilose em Xxilitol
(0,62 g.g™}) e a confirmagéo de que o tempo de cultivo ndo deve exceder as 72 horas na
producdo de xilitol, sendo 36 horas o tempo 6timo para produgdo de xilitol pelo
metabolismo da levedura Candida guilliermondii CCT 1516.

A méxima atividade enzimatica foi observada no tempo de 28 horas, mesmo

tempo que ocorreu 0 maior consumo de xilose e maior taxa de producdo de xilitol.
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5.2 ARTIGO 2

CONCENTRACAO E RECUPERACAO DE XILANASES DE Candida
guilliermondii EM SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS

RESUMO

A necessidade da producdo de combustiveis renovaveis e bioprodutos € cada vez
maior. Essa tem sido a via mais usada no reaproveitamento da biomassa descartada na
fabricacdo de diversos produtos de origem vegetal. Sua pratica reduz os prejuizos
ambientais e valoriza o material descartado. O xilitol € um bioproduto que se destaca
como uma das 12 mais importantes substancias quimicas que podem ser produzidas a partir
da biomassa. A producdo biotecnoldgica de xilitol com uso de leveduras tem mostrado
resultados promissores em relacdo a eficiéncia de processo. Diante disso, a pesquisa
teve como objetivo avaliar a concentracdo e a recuperacao de Xxilanases de Candida
guilliermondii CCT 1516 em sistemas de duas fases aquosas. Como resultado,
constatou-se que o tempo de 28hs de fermentacdo da levedura Candida guilliermondii
no meio de cultivo formado pelo hidrolisado do bagaco do pedtnculo do caju é ideal foi
considerado como ideal para obtencdo da méxima atividade enzimatica das xilanases. O
sistema aquoso bifasico PEG/Tampédo Fosfato de Potassio foi eficiente na particdo das
proteinas e das enzimas xilanases. Purificacdo de 7 vezes em relacdo ao extrato
enzimatico bruto, foi obtida na fase superior do sistema. Os sistemas aquosos ainda
foram eficientes na recuperacdo das xilanases totais, apresentando valores altos em
todos os ensaios. Por fim, o ensaio 2 que continha maior massa de PEG 1500 e menor
massa de sal fosfato, apresentou a melhor separacdo entre as enzimas e as proteinas
totais, o melhor fator de purificacdo (7,05) e a melhor recuperacdo das xilanases do
sistema (97,26 %).

Palavras chave: via enzimatica, Candida guilliermondii, sistema aquoso bifasico,

xilanases.

INTRODUCAO

A produgdo de combustiveis renovaveis e bioprodutos tem sido cada vez usada

no reaproveitamento da biomassa descartada na fabricacdo de diversos produtos de
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origem vegetal. Essa alternativa reduz os prejuizos ambientais e valoriza o material de
descarte (SOUZA, 2016).

Um material com potencial para fins de produgdo biotecnoldgica é o bagacgo do
caju (Anacardium Occidentale L.). Com um desperdicio de até 90% da sua producéo, a
cultura do caju apresenta um baixo nivel de aproveitamento do peddnculo. A
composi¢do média do bagacgo de caju in natura é de 20,56 % de celulose, 10,17 % de
hemicelulose e 35,26 % de lignina. A xilose, presente principalmente na parte
hemiceluldsica, ¢ o principal substrato usado na obtencdo do xilitol (GOMES et al.
2014; REIS et al. 2017). Por sua vez, o xilitol é um bioproduto que se destaca entre as
12 mais importantes substancias quimicas que podem ser produzidas a partir da biomassa.
O grau de dogura deste agUcar é tdo intenso quanto o da sacarose, porém o teor calorico é
menor (SU et al., 2015).

A demanda comercial de xilitol é suprida com a producdo por via quimica, onde é
realizada uma redugdo quimica, em condicdes extremas de temperatura e pressao, da xilose
presente na parte hemiceluldsica dos materiais vegetais. Uma desvantagem dessa via de
producdo é a necessidade de remocdo total do catalisador unido ao xilitol, aumentando
ainda mais os custos para a purificacdo do produto final (YADAV et al., 2012; KIRILIN et
al., 2014).

A producdo biotecnoldgica de xilitol com uso de leveduras tem mostrado
resultados promissores. O metabolismo da levedura Candida guilliermondii transforma
a xilose em xilitol como produto intermediario na sintese do etanol. A obtencdo por via
fermentativa do xilitol depende das condi¢cdes 6timas de nutricdo e cultivo do
microrganismo (BRANCO et al., 2011).

A via enzimética de producdo pode apresentar uma eficiéncia relevante. Esse
método consiste em usar a enzima xilose redutase no substrato formado por licor
hidrolisado rico em xilose. A enzima xilose redutase é responsavel pela formacao do
xilitol a partir da xilose. As condi¢bes fermentativas controlam o acumulo do xilitol,
sendo maior quanto menor for a acdo da enzima xilitol desidrogenase, responsavel pela
transformacéo do xilitol em Etanol (PAL et al., 2013).

Para que as enzimas possam apresentar eficiéncia na producdo é necessaria a
garantia de uma pureza desses catalizadores da reacdo. As enzimas comerciais com alto
grau de pureza sdo produtos com alto valor de mercado. Com isso, os metodos de
purificacdo de baixo custo estdo em pauta nas pesquisas de producdo desses
biocompostos (SUKPIPAT et al., 2017).
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Dentre as técnicas testadas, a extracdo do tipo liquido - liquido com sistemas
aquosos bhifésicos (SAB), apresentou baixo custo e uma eficiéncia de recuperacao
consideravel. O SAB é formado pela mistura de solugdes aquosas de dois polimeros
quimicamente distintos ou um polimero e um sal. Nas condi¢es operacionais adequadas, a
tendéncia € que a parte proteica interaja mais com uma das fases e os demais fragmentos,
considerados indesejados migrem para a outra fase (KOGANT]I; JU, 2013).

Diante disso, o0 estudo busca testar a eficiéncia da técnica de sistemas aquosos
bifasicos na concentracdo e recuperacdo da enzima xilose redutase, produzida pelo
metabolismo da levedura Candida guilliermondii CCT 1516, cultivada em licor

hidrolisado de bagaco do pedunculo do caju.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

As etapas de preparacdo do bagago do pedunculo do caju para hidrolise acida
foram realizadas por Medeiros et al. (2016). O licor hidrolisado foi proveniente das
melhores condi¢cdes de hidrolise determinada pelo mesmo autor, que analisou as
melhores condicdes de hidrolise acida variando a temperatura, a concentracdo de acido

e a propor¢do entre o bagaco e solucdo acida.

Caracterizacdo dos hidrolisados e dos cultivos da fermentacao

A determinacdo dos teores de agUcares (xilose, glicose e arabinose, entre outros)
foi feita com o uso de um cromatégrafo HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) da marca VARIAN. O equipamento era acoplado a um detector de
indice de refracéo (Varian 356 — LC) e uma coluna Hi-Plex H (8 um 300mm x 7.7 mm.
UV-284nm). A temperatura de analise foi 65°C, a fase movel foi dgua ultra pura com
fluxo de 0,6 mL/min. A injecao feita teve volume de 20 pL. da amostra com tempo de
andlise de 1 hora. Os cromatogramas das amostras foram comparados com os padrdes
dos agucares e inibidores analisados, sendo a quantificacdo feita com base na area do

composto em uma curva de calibragéo de cada composto.

Cultivo com meio de hidrolisado de pedunculo de caju
Os experimentos foram realizados com o uso de células da levedura Candida

guilliermondii CCT 1516. As células foram transferidas em condicGes assépticas com o
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auxilio de uma alca de platina, das placas de Petri para tubos contendo 3 mL de agua
destilada esterilizada. Em seguida, aliquotas de 1 mL dessa suspensdo foram
transferidas para Erlemneyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultivo
semissintético YM (Yeast-Malte Extract). Os erlenmeyer contendo 50 mL do meio (pH
5,5), juntamente com a suspensdo da levedura foram incubados a 30 °C em agitador
rotativos tipo Shaker (LOGEN SCIENTIFIC) a 200 rpm durante 24 horas.

Ap0s esse periodo as células foram separadas por centrifugacéo a 2000 x g por
30 min e ressuspensas em agua destilada esterilizada. A partir desta suspensdo foi
calculado o volume da mesma para a inoculagdo de concentracdo celular inicial
desejada para ser empregada como indculo. O célculo realizado para inocular no meio
de cultivo uma concentracéo inicial de 1g/L.

O cultivo foi feito com o hidrolisado do bagaco do pedunculo do caju,
suplementado com sulfato de aménia (3 g/L), cloreto de célcio (0,1 g/L), extrato de
farelo de arroz (20 g/L), para atender as necessidades nutricionais da levedura Candida
guilliermondii CCT 1516. O processo fermentativo foi realizado na mesa agitadora tipo
Shaker (LOGEN SCIENTIFIC), com temperatura controlada de 30 °C e agitacao de 200

rpm. O cultivo foi interrompido apos 28 horas de inoculacao.

Obtencdo do extrato enzimético

Apds as 28 horas de cultivo, as células de Candida guilliermondii CCT 1516
foram coletadas e centrifugadas para o rompimento celular. A metodologia de
rompimento realizada foi adaptada da descri¢do feita por Branco (2011). Fez-se uma
suspencdo celular com tampdo fosfato 0,1 M (pH 6,5) de concentragdo de 15 g.L™.
Colocou-se em tubo tipo falcon (15 ml) um volume de 3 mL de esferas de vidro mais 3
mL da suspenséo celular. Em banho de gelo as amostras foram resfriadas e em seguida
levadas a agitacdo em vortice. A agitacdo foi feita por 1 minuto seguido do mesmo
tempo de resfriamento, sendo repetido esse procedimento seguidamente por 5 vezes.
Uma posterior centrifugacdo refrigerada a 10000g por 15 minutos foi responsavel por
separar os fragmentos celulares. O sobrenadante foi recolhido e armazenado em

temperatura de congelamento, sendo este o extrato enzimatico.

Determinacéo da atividade enzimatica de xilanases
Para a determinacgéo da atividade enzimatica foi adicionado 1,9ml de solucédo de

xilana 1% (pH 5,5) e 0,1ml de amostra (extrato enzimatico) em tudo de ensaio. Os tubos
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foram mantidos a 50 °C por 10 minutos em banho com controle de temperatura para
aceleracdo da reagdo enzimatica. Apds esse periodo a reacdo foi interrompida com
banho de gelo.

Desta solucdo, 0,5 mL foi coletado e adicionado 1 mL do reagente DNS, em
seguida foi feito o aquecimento em banho de agua fervente (100 °C) por 5 minutos.
Apos esse tempo reagdo foi interrompida imediatamente com banho de gelo. Diluiu-se
com 2mL de agua destilada e foi entdo lida a absorbancia em espectrofotdmetro a
545nm, contra um branco reacional (sem 0s processos de aquecimento).

A curva padrio foi feita a partir de xilose nas concentracdes entre 0,2 ¢ 1,0 g.L ™.
Foi respeitada a definicdo que uma unidade de atividade (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de xilose por minuto, a 50 °C e pH 5,5.

Preparacao dos sistemas aquosos bifasicos

Para o estudo da recuperacdo das xilanases por meio de SABs, foram testados
sistemas formados por Polietilenoglicol de massa molar 1500 (PEG 1500), que
apresenta de acordo com a literatura, resultados relevantes para a recuperacdo das
enzimas Xxilanases, e tampéo fosfato de potassio a temperatura ambiente (25 °C).

Para melhorar a dissolu¢éo, os polimeros foram colocados em estufa a 50 °C e 0s
sais a 105 °C, até peso constante. Em tubos de centrifuga de graduacdo 15 mL foi
realizada a preparacao dos sistemas aquosos bifasicos. As massas de fosfato de potassio,
PEG 1500, mais o extrato enzimatico fermentado do bagaco do pedinculo do caju
somou um total de 10 g.

A solucdo tampao fosfato de potassio de pH 6,5 foi constituida de uma mistura
de KoHPO4 e KH2PO4 na razdo de 1087 (p/p). Os valores das massas usadas em todos
os ensaios foram baseados no planejamento fatorial 22 com trés repeticdes no ponto
central, totalizando 7 ensaios. Os experimentos foram realizados de forma aleatdria para
avaliar a influéncia e das concentraces do PEG 1500 (X1) e do fosfato de potassio (Xz)
sobre os parametros Kp - coeficiente de particdo das proteinas (Y1), Ke - coeficiente de
particdo das xilanases (Y2), Fp PEG - fator de purificagdo na fase superior (Y3), Fp sal -
fator de purificagéo na fase inferior (Ys), Y PEG - recuperacgéo na fase superior (Ys), Y

sal - recuperacéo na fase inferior (Ye).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio de cultivo formado pelo licor hidrolisado do pedunculo do caju,
suplementado com nutrientes favoraveis a levedura Candida guilliermondii (Tabela 1),
foi inoculado com 1 g/L de células. De acordo com Milessi et al. (2009), essa
concentracdo de células favorece a producdo das enzimas xilanases.

Tabela 1 — Composi¢do do meio de cultivo utilizado para crescimento da Candida

guilliermondii.
Composicéo (g/L)
Xilose 31,0
Sulfato de amonio 3,0
Cloreto de Célcio 0,1
Extrato de farelo de arroz 20,0

O estudo da atividade das xilanases durante o cultivo apresentou uma fase
instavel das enzimas nas primeiras horas, visto que o indculo continha uma carga
enzimatica proveniente de uma pré inoculacio de 24h em meio semissintético. E
possivel perceber na Figura 1 que ap6s 20 horas foi percebida uma estabilidade nos
valores de atividade enzimatica. As Xilanases apresentaram atividade maxima no tempo
de 28 horas com valor de 0,408 Unidade por mL, de forma similar Oliveira Janior
(2014) obteve uma atividade de 0,417 U/mL na producdo de xilanases a partir do
pedunculo do caju.

Figura 1 Atividade de xilanases durante a fermentac&o do hidrolisado do caju.

0,500 0,408 U/mL
0,400

0,300
0,200

—— Atividade de xilanases
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0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
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Com o conhecimento do tempo de cultivo necessario para a obtencdo do extrato
enzimatico com a maior atividade de xilanases, foi realizado um novo cultivo da

levedura, nas mesmas condicGes anteriores. Atingido o tempo 28 horas de cultivo foi
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feita a extracdo das enzimas e o extrato bruto foi usado na técnica de extragéo liquido-
liquido de SABs.

Usando o planejamento 22 proposto, os resultados para os coeficientes de
particdo das proteinas e de particdo das enzimas Xilanases totais foram expressos na
Tabela 2, jJuntamente com os desvios baseados na propagacdo matematica de erros, visto
que os paradmetros calculados relacionam em forma de raz@es, valores médios.

Tabela 2 — Resultados dos coeficientes de particdo das proteinas e de particdo das

enzimas xilanases para o planejamento 22 com trés pontos centrais.

Ensaio X;-PEG X;- Fosfato de Y1— Coeficiente de Y. — Coeficiente de
1500 (g) potéssio (g) particdo das proteinas particdo das xilanases
(Kp) (Ke)
1 1,6 (-1) 1(-1) 0,76 £0,01 3,12+0,16
2 2,4 (1) 1(-1) 0,08 £ 0,00 14,75+ 1,08
3 1,6 (-1) 1,3(1) 0,17 £0,00 2,39+£0,06
4 2,4 (1) 1,3(1) 0,20 £ 0,00 6,94 + 1,06
5 2(0) 1,15 (0) 0,36 £0,01 7,29+1,01
6 2(0) 1,15 (0) 0,35+£0,01 10,60 + 1,32
7 2(0) 1,15 (0) 0,36 £ 0,00 8,40+ 0,34

Os valores do coeficiente de particdo de proteinas, mostrados na Tabela 2
revelou que as proteinas interagiram preferencialmente para a fase rica em fosfato. O
valor mais expressivo foi observado no primeiro ensaio, onde eram minimos, para o
planejamento, os valores de PEG e fosfato. Para esse pardmetro, valores mais elevados
de Kp indicam falta de seletividade na purificacdo das enzimas xilanases, pois 0 maior
teor de proteinas totais presentes nessa fase aponta uma pequena separacdo entre a
enzima e os interferentes presentes no sistema. O menor coeficiente obtido foi no
segundo ensaio onde a composi¢do aponta 0 maior valor de PEG 1500.

Para melhor avaliacdo dos dados experimentais, foi realizado o tratamento
estatistico dos valores do coeficiente de particdo das proteinas (Kp). O diagrama de
Pareto (Figura 2) mostra que todos os parametros sdo estatisticamente significativos
para a particao das proteinas no sistema aquoso bifasico.

O digrama de Pareto indica que o aumento da concentracdo de sal fosfato reduz
os valores de Kp, assim como ocorre com 0 aumento da concentracdo de PEG, porém o

efeito da variagdo do polimero é ainda maior sobre a diminui¢cdo do coeficiente de
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particdo das proteinas. O diagrama ainda apresenta que o efeito da interacdo dos dois
fatores é positivo.

Figura 2 — Digrama de Pareto mostrando a influéncia das varidveis concentracédo de
PEG 1500 e concentragdo de fosfato coeficiente de particdo das proteinas totais no sistema
aquoso bifasico.

A superficie de resposta (Figura 3) indica que as menores concentracfes de PEG
1500 e fosfato no sistema, apresentam maiores teores de proteinas totais na fase
superior. Ainda é possivel observar que a combinagdo da maior concentracdo de PEG e
a menor de fosfato ocasiona o menor valor de Kp na superficie, algo desejavel em
relacdo a purificacdo das xilanases.

Figura 3 — Superficie de resposta para o coeficiente de particdo das proteinas, em funcéao
das concentracdes de fosfato e PEG 1500.

T
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O ensaio 2, com maior teor de polimero e menor de sal, apresentou um valor
bem superior de coeficiente de particdo das xilanases. Isso indica que as enzimas
xilanases presentes no sistema apresentaram maior afinidade com a fase superior do
SAB. Esse fato corroborou com o comportamento da superficie de resposta na Figura 2.
O segundo ensaio apresenta 0 nivel maximo de PEG 1500 e minimo de sal Fosfato, o
que aumenta o teor de xilanases na fase superior e diminui a concentracdo de proteinas
nessa mesma fase.

O valor do coeficiente de particdo das xilanases registrado por Garai & Kumar
(2013) foi de 5,16 no ensaio com a melhor condicdo de particdo das enzimas. Valor
semelhante foi obtido por Rahimpour et al. (2016) em sua pesquisa, onde o coeficiente
de particdo de xilanases na sua melhor condicdo de purificagcdo foi de 5,43. Esses
valores sdo inferiores ao encontrado nessa pesquisa, que apresenta o maior coeficiente
Ke igual a 14,75.

O fator de purificagdo na fase superior do sistema aquoso biféasico indicou
melhor purificagdo na condi¢do de maximo de PEG 1500 (+1) e menor de fosfato (-1).
Comparando os ensaios 1 e 2, ja que ambos continham a mesma concentracdo de
fosfato, o fator de purificacdo foi aproximadamente 7 vezes maior a favor do sistema

que continha uma massa maior polimero PEG 1500 (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados dos fatores de purificacdo, nas fases superior e inferior dos sistemas
aquosos bifasicos para o planejamento 22 com trés pontos centrais.
Ensaio X;-PEG X;- Fosfato de Y;— Fator de Y- Fator de

1500 (g) potassio (g)

purificacdo da fase purificacio da fase

superior inferior
1 1,6 (-1) 1(-1) 1,03 £0,03 0,25+ 0,09
2 2,4 (1) 1(-1) 7,05 +0,15 0,04 +0,12
3 1,6 (-1) 1,3(1) 4,02 +0,07 0,28 +0,04
4 2,4 (1) 1,3(1) 3,21 £0,06 0,09 £ 0,27
5 2(0) 1,15 (0) 1,59 + 0,05 0,08 £ 0,25
6 2(0) 1,15 (0) 1,63 +£0,07 0,05+0,22
7 2(0) 1,15 (0) 1,56 + 0,04 0,10+0,11

O fator de purificacdo de 7,05 = 0,15 foi superior ao encontrado por Garai &

Kumar (2013), que em sua pesquisa obtiveram um fator de 2,40 para a fase polimérica
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do sistema. J& Malhotra et al. (2016) conseguiram um fator de purificacdo de 1,35 para
xilanases isoladas de bactérias, submetidas ao sistema PEG/fosfato.

O Fator de purificagdo na fase inferior, razdo entre as atividades especificas das
enzimas presentes fase salina e do extrato enzimatico bruto, apresentou valores baixos
em todos 0s ensaios, visto que as atividades especificas das fases inferiores dos sistemas
foram muito baixas. 1sso explicita a maior interagdo das enzimas xilanases com a fase
polimérica, sendo minima a atividade dessas enzimas na fase sal dos sistemas aquosos
bifasicos.

Considerando toda concentracdo de enzimas Xilanases presentes nos sistemas
aquosos bifésicos foram calculadas as recuperag@es das xilanases nas fases superior e
inferior. Os dados de recuperagéo estdo contidos na Tabela 4 e totalizam, somados 100

% em cada ensaio.

Tabela 4 — Resultados de recuperacdo das xilanases, nas fases superior e inferior dos sistemas

aquosos bifasicos para o planejamento 22 com trés pontos centrais.

Ensaio X;-PEG X;- Fosfato de Ys— Recuperacgdo na Ys— Recuperacgdo na
1500 (g) potassio (g) fase superior (%0) fase inferior (%0)
1 1,6 (-1) 1(-1) 89,28 + 0,00 10,72 £ 0,00
2 2,4 (1) 1(-1) 97,26 + 0,00 2,74 0,00
3 1,6 (-1) 1,3(1) 72,44 +0,00 27,56 + 0,00
4 2,4 (1) 1,3 (1) 92,45 + 0,00 7,55 + 0,00
5 2 (0) 1,15 (0) 92,48 + 0,00 7,52 0,00
6 2 (0) 1,15 (0) 94,75 + 0,00 5,25 + 0,00
7 2 (0) 1,15 (0) 90,15 + 0,00 9,85 + 0,00

A recuperacdo das xilanases na fase superior, rica em polimero, foi maior do que
a fase salina em todos os ensaios, sendo esse mais um fator de indicacdo da interagédo
preferencial dessas enzimas. O segundo ensaio apresentou uma recuperacdo de 97,26 %,
percentual similar ao encontrado por Malhotra et al. (2016). Esses autores recuperaram

98,13 % das xilanases presentes em todo sistema.

CONCLUSAO
O tempo de 28h de fermentacdo da levedura Candida guilliermondii CCT 1516
no meio de cultivo formado pelo hidrolisado do bagaco do pedunculo do caju foi ideal

para obtencdo da maxima atividade enzimatica das xilanases.
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O sistema aquoso bifasico PEG 1500/fosfato foi eficiente na particdo das
proteinas e das enzimas xilanases, sendo capaz de separar de forma consideravel as
enzimas do teor de proteinas totais.

O fator de purificacdo obtido na fase superior do sistema foi relativamente alto
se comparado com aqueles relatados em outros trabalhos, chegando a purificacdo de 7
vezes em relagdo ao extrato enzimatico bruto.

Os sistemas aquosos montados ainda foram eficientes na recuperacdo das
xilanases totais, presentes no sistema, apresentando valores altos em todos os ensaios.

O ensaio 2, que continha maior massa de PEG 1500 e menor massa de sal
fosfato, apresentou a melhor separacéo entre as enzimas e as proteinas totais, através
dos coeficientes Kp e Ke. Esse sistema ainda foi o que indicou o melhor fator de

purificacdo (7,05) e a melhor recuperacao das xilanases do sistema (97,26 %).
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