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RESUMO

O abacaxi (Ananas Comosus L. Merril) apresenta grande influéncia no mercado nacional
devido a sua grande demanda. Esse fator torna o Brasil um dos principais produtores
mundiais desse fruto. Devido a sua alta atividade industrial, uma grande quantidade de bagaco
é gerada. Os constituintes do bagaco s&o ricos em lignina, celulose e hemicelulose. O teor de
hemicelulose € um destaque dessa biomassa. Formado principalmente por xilanas, a hidrolise
acida desse material permite 6tima conversdo desse residuo em licor rico em xilose. Uma
forte aplicacdo dessa xilose obtida é sua conversdo em xilitol. A conversdo se da
principalmente pela agcdo da enzima xilose redutase com a participacdo das coenzimas
NADPH ou NADH, presentes no metabolismo das leveduras. Dentre as leveduras
identificadas como produtoras da xilose redutase, destacam-se as do género Candida pela
maior eficiéncia de conversdo. Portanto, o presente trabalho tem por objetivo utilizar da
pesquisa bibliogréafica na tomada de decis@o para o estudo do processo do rompimento celular
adotado a fim de promover a extracdo da enzima xilose redutase (XR), utilizando a Candida
Tropicalis como levedura do processo. Este estudo detém grande importancia, uma vez que, a
obtencdo da XR a partir do bagaco de abacaxi € um tema pouco explorado na comunidade
cientifica, podendo gerar grandes ganhos nos processos industriais.

Palavras-Chave: Bagaco de abacaxi. Hidrolise. Candida Tropicalis. Xilose Redutase.



ABSTRACT

Pineapple (Ananas Comosus L. Merril) has a great influence on the national market due to its
high demand. This factor makes Brazil one of the main world producers of this fruit. Due to
its high industrial activity, a large amount of bagasse is generated. The constituents of bagasse
are rich in lignin, cellulose and hemicellulose. The hemicellulose content is a highlight of this
biomass. Formed mainly by xylans, the acid hydrolysis of this material allows an optimal
conversion of this residue into xylose-rich liquor. A strong application of this obtained xylose
is its conversion into xylitol. The conversion takes place mainly by the action of the enzyme
xylose reductase with the participation of the coenzymes NADPH or NADH, present in the
metabolism of yeasts. Among the yeasts identified as producing xylose reductase, those of the
genus Candida stand out for their greater conversion efficiency. Therefore, the present work
aims to use bibliographic research in decision making to study the cell disruption process
adopted in order to promote the extraction of the enzyme xylose reductase (XR), using
Candida Tropicalis as the process yeast. This study is of great importance, since obtaining XR
from pineapple bagasse is a topic little explored in the scientific community and can generate
great gains in industrial processes.

Keywords: Pineapple pomace. Hydrolysis. Candida Tropicalis. Xylose Reductase.
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1 INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas Comosus L. Merril) tem grande influéncia no mercado nacional,
permanecendo presente durante todo o ano, isto se deve a sua grande demanda, uma vez que
este € um dos frutos tropicais mais populares do mundo, tendo o Brasil, como um dos seus
principais produtores (RAMALHO et al., 2009; ROGERIO et al., 2007).

Como consequéncia dessa demanda € crescente a geracdo de residuos a partir do
abacaxi processado. O bagaco é formado principalmente pela coroa, casca, extremidades e
cilindro central do fruto. De acordo com Botelho et al. (2002), o bagaco do abacaxi, é rico em
lignina, celulose e hemicelulose.

As xilanas compdem a porcdo mais representativa das hemiceluloses. Na hidrolise
deste material, vem sendo cada vez mais empregado o uso de acido sulfarico diluido, por
favorecer a hidrolise da celulose sob temperaturas elevadas e maior conversao de xilanas em
xilose em condic¢des mais brandas (SUN e CHENG, 2005).

A enzima xilose redutase, presente no metabolismo das leveduras, é o principal
catalisador na reducdo da xilose a xilitol, que é uma substancia adocante com alto valor
agregado e apresenta diversas aplicagcdes alimenticias, farmacéuticas e odontoldgicas. Dentre
as leveduras, vérias espécies foram identificadas como produtoras de xilose redutase e xilitol,
destacando-se as do género Candida pela maior eficiéncia de conversdo (LIMA, 2002).

Devido a suas caracteristicas, 0 bagaco de abacaxi pode ser aproveitado na elaboracéo
de um licor rico em xilose que tem potencial utilizacdo na cadeia produtiva da enzima xilose
redutase por meio de processo biotecnoldgico. H& um leque de aplicagdes da enzima xilose
redutase, de forma geral, sdo usadas producdo bioldgica de xilitol, etanol e sorbitol através da
xilose, enriquecendo o interesse na mesma (RAFIQUL et al., 2015).

Nesse contexto, o presente trabalho tem por objetivo, elaborar um trabalho teorico
fundamentado quanto a obtencdo da enzima xilose redutase através do cultivo com a levedura

Candida tropicalis e hidrolisado hemiceluldsico do bagago de abacaxi.

Brito, H. G



10

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar um estudo tedrico fundamentado quanto a obtencdo da enzima xilose
redutase utilizando a levedura Candida tropicalis como agente a partir do hidrolisado

hemiceluldsico do bagaco de abacaxi (Ananas Comosus L. Merril).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a hidrélise nas condi¢bes mais favoraveis de temperatura, tempo e
concentracdo acido/solido (bagago), com base na literatura.

e Efetuar a fermentacdo em meio submerso, usando o licor hidrolisado de bagaco de
abacaxi como substrato e a Candida Tropicalis como agente de fermentacao.

e Extrair a solucdo de extrato enzimatico de xilose redutase através de rompimento

celular mecanico.

Brito, H. G
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 ABACAXI

O abacaxi (Ananas Comosus L. Merril) é um dos frutos tropicais mais populares do
mundo, tendo o Brasil, como um dos seus principais produtores (ROGERIO et al., 2007).
Segundo dados do IBGE (2018), entre os estados brasileiros, a Paraiba vem se destacando
como grande produtor desse fruto, tornando este o principal produto agricola do estado. A
area plantada no estado corresponde a 15,2 % da nacional, obtendo uma producdo de 334,9
milhdes de frutos e um rendimento médio de 30.689 frutos/ha.

As caracteristicas dos constituintes quimicos do abacaxi mudam de acordo com a
época do ano em que é produzido, as propriedades como o sabor, nivel de acucar, acidez e 0
aroma associado aos compostos volateis do abacaxi, além do préprio bagaco sdo alteradas
com as mudancas climaticas impostas pelas estacbes do ano (CARVALHO e BOTREL,
1996).

Entende-se por bagacgo, todos os residuos do abacaxi processado. As cascas e 0
cilindro central do abacaxi correspondem a 38% do peso do fruto (SARZI, 2002). Onde
Botelho et al. (2002), caracterizou as fibras da casca e do cilindro central do abacaxi, e
observou que estas, sdo ricas em lignina, celulose e hemicelulose, assentando a casca 1,1; 2,7
e 4,2 % e no cilindro central 0,7; 1,0 e 1,1 %, respectivamente, abaixo (Tabela 1) estéa disposta
a composicao fisico-quimica do fruto. Logo se tem a hemicelulose como um dos principais
componentes do abacaxi, além de representar cerca de 20 a 35% da biomassa lignocelulésica
(MCMILLAN, 1994).

Tabela 1 — Composicéo fisico-quimica do abacaxi.

Componentes Percentual (%)
Matéria seca 84,67
Fibra detergente neutro 71,39
Fibra detergente acido 30,74
Proteina bruta 8,35
Celulose 25,91
Hemicelulose 40,65
Lignina 5,29

Fonte: LOUSADA JR (2006)

Brito, H. G
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3.2 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A biomassa lignocelulésica é um recurso renovavel disponivel em materiais organicos,
representa aproximadamente 60% da biomassa vegetal (residuos agroindustriais, florestais e
urbanos), apresenta alta rentabilidade e tem sido vista como promissora fonte para produzir
biocombustiveis e produtos quimicos (TAHERZADEH e KARIMI, 2007). Estes podem ser
divididos em seis grupos principais: residuos de colheitas, madeira de lei, madeira conifera,
residuos celulosicos, biomassa herbaceos e residuos sélidos municipais (CARDONA et al.,
2010).

Os materiais lignocelulésicos sdo polimeros de carboidratos complexos, compostos
basicamente por: celulose (CsH100s)n, hemicelulose (CsHgO4)n € lignina (CoH1003(OCH3))n.
Estes componentes representam cerca de 90% da massa seca do material. Os 10% restantes
consiste em extrativos e cinzas. A composicdo e estrutura quimica destes materiais dependem

da sua origem, fatores genéticos e influéncias ambientais (BALAT, 2010).

Figura 1 — Representacdo da estrutura lignocelulésica
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Fonte: MENON e RAO (2012) (Adaptado)

Internamente, as fibrilas da fragdo celulésica (Figura 1), encontram-se dispostas como
espirais, conferindo forga e flexibilidade ao material. Esta fracdo encontra-se envolvida pela
lignina, formada por ligacdes éter biologicamente estdveis, cuja funcdo € aumentar a
resisténcia da estrutura a ataques quimicos e enzimaticos. A terceira e Ultima frag&o principal
é a hemicelulose, que atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina (CASTRO e
PEREIRA JR, 2010).

Brito, H. G
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Podem ser usados como matéria-prima na producdo de alimentos, combustiveis,
polimeros idnicos, hidrogéis para liberagdo gradativa de drogas, enzimas e bens de consumo
diversos (KADAM, 2000).

Antes de qualquer tratamento termoquimico, a secagem € uma das primeiras etapas do
processamento dos residuos lignoceluldsicos. Responsavel por reduzir a atividade da agua,
com consequente diminuicdo da velocidade de reacGes de deterioracdo do material,
crescimento microbiano, processos quimicos de escurecimento por oxidacdo e atividade
enzimatica (PESSOA JR e KLIKIKIAN, 2005).

3.2.1 Celulose

Segundo Sarkar et al. (2012), o principal componente dos materiais lignocelulésicos é
a celulose, um polissacarideo linear de estrutura majoritariamente cristalina unido por
unidades repetidas de glicose B-1, 4. As cadeias de celulose sd@o empacotadas em
microfibrilas, estabilizadas e ligadas entre si por pontes de hidrogénio intra e intermoleculares
(BRODEUR et al., 2011).

Apesar da molécula de celulose ser hidrofilica, € dificil que a agua penetre no interior
da celulose cristalina a temperatura ambiente. As regides de celulose cristalina mais compacta
e de dificil degradacdo enzimética sdo separadas por regides de menor organizacgdo,
denominadas amorfas. As regides de celulose amorfa apresentam menor resisténcia aos
ataques quimicos e bioldgicos e sdo, portanto, pontos de degradacdo (FAN et al., 1980)
(Figura 2).

Figura 2 - Regido cristalina e amorfa da celulose
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Fonte: DILLON (2004)

Brito, H. G
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A solubilidade da celulose esta diretamente relacionada ao nivel de hidrolise
alcancado, logo, fatores que afetam sua taxa de hidrolise, também afetam sua solubilidade.
Mas a temperaturas altas, ela se torna soltvel, uma vez que as liga¢des de hidrogénio tornam-
se suscetiveis a quebra, devido a energia fornecida. A celulose nao derrete com a temperatura,
mas sua decomposi¢do comeca a 180°C (THERMOWOOD, 2003).

A partir da celulose, pode-se obter nanocristais, utilizaveis no preparo de compdsitos,
como plasticos, filmes, membranas, géis e implantes meédicos (HUBBE et al., 2008;
BLAKER et al., 2009).

3.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose € um heteropolimero curto e muito ramificado formado
principalmente por pentoses (D-xilose e L-arabinose), hexoses (D-glicose, D-manose, D-
galactose) e acido glucurdnico e manurdnico (SARKAR et al., 2012).

A xilana é seu componente mais abundante e se constitui em heteropolissacarideo
formado por unidades de [-D-xilopiranose unidas por ligagdes do tipo [B-1,4 e,
ocasionalmente, por liga¢des do tipo B-1,3. Todos os mondmeros da hemicelulose sdo unidos
por ligacdes facilmente hidrolisaveis (PEREZ et al., 2002).

A falta de estrutura cristalina, principalmente devido a estrutura altamente ramificada,
e a presenca de grupos acetila conectados a cadeia polimérica sdo aspectos importantes da
estrutura e composicdo da hemicelulose. A partir da hemicelulose é possivel obter, gomas
vegetais para a producdo de espessantes, adesivos, emulsificantes, estabilizantes e outros

produtos quimicos, como precursores de polimeros, (KAMM e KAMM, 2004).

3.2.3 Lignina

A lignina é um polimero amorfo, de elevada massa molecular, formada principalmente
por trés estruturas fendlicas interligadas: o alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e o alcool
sinapilico. Esses alcoois sdo produzidos através de um processo biossintético e formam uma
camada protetora para as paredes das plantas (DELMER, 1995).

As caracteristicas mais relevantes da lignina séo a rigidez da parede celular da planta,
a tensdo oxidativa e a resisténcia contra ataques microbianos, devido a sua natureza
hidrofébica (BRODEUR et al., 2011).

Estudos de degradacdo da lignina sdo de extrema importancia, pois encontram-se

associados a celulose e a hemicelulose nos vegetais, dificultando o aproveitamento destes

Brito, H. G
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carboidratos. Pela sua estrutura molecular complexa, a lignina associa-se covalentemente a
hemicelulose e previne o acesso de agentes hidroliticos & celulose (PEREZ et al., 2002).

De acordo com Harmsen et al. (2010), a lignina na madeira se comporta como uma
rede tridimensional insoltvel atuando como aglutinante entre as células desempenhando um
papel importante na sua resisténcia e desenvolvimento, por afetar o transporte de agua,
nutrientes e metabdlitos na célula vegetal, criando um material composto que possui uma
notavel resisténcia ao impacto, a compressao e a flexdo. A partir da lignina podem-se produzir

compostos aromaticos leves e combustivel solido sem enxofre (KAMM e KAMM, 2004).

3.3 HIDROLISE DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A lignina age como um escudo ao redor da celulose e hemiceluloseprotegendo-os
contra a degradacdo enzimatica, o que impede suas conversdes em acUcares fermentaveis.
Assim, a aplicacdo de um pré-tratamento € necessaria para a remocao da lignina, diminuicédo
da cristalinidade da celulose e 0 aumento da area de superficial e porosidade, facilitando a
acdo enzimatica na hidrolise (CANILHA et al., 2012; LI et al., 2010).

Existem vérias técnicas de pré-tratamento, incluindo o pré-tratamento fisico, quimico,
fisico-quimico e biologico. Mas, independentemente do método utilizado, alguns compostos
inibitérios podem ser produzidos durante o processo, 0s quais desfavorecem a atividade
microbiana na etapa de hidrdlise. Os inibidores sdo classificados em trés grupos principais:
acidos fracos (levulinico, acético e férmico), derivados de furano (HMF (5-hidroxi-2-metil
furfural) e furfural) e compostos fenolicos (PALMQVIST e HAHNHAGERDAL, 2000).

3.3.1 Pré-Tratamento e Hidrdlise Acida

A hidrolise acida € um dos métodos mais estudados e promissores entre 0s pré-
tratamentos quimicos, e tem como principal objetivo hidrolisar a fracdo hemiceluldsica (em
principal as xilanas) presente nas lignoceluloses e tornar a celulose mais suscetivel as enzimas
(AGUILAR et al., 2002). Acidos tais como sulfdrico (H2SO4), cloridrico (HCI), nitrico
(HNO3) e fosforico (HsPO4) sdo comumente empregados neste processo, sendo o &cido
sulfurico diluido o mais aplicado (ZHANG, 2012).

O pré-tratamento com &cido depende basicamente de parametros como tipo de acido,
concentracdo, razdo soélido (biomassa) / liquido (&cido), temperatura e tempo. Os acidos
utilizados como catalisadores nos processos de hidrolise liberam protons que atuam nas

ligagcdes glicosidicas entre os mondmeros de agucar nas cadeias poliméricas. O rompimento

Brito, H. G
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destas ligacGes libera uma série de compostos, principalmente aglcares como Xilose, glicose e
arabinose (AGUILAR et al., 2002).

A hidrolise da hemicelulose fornece uma conversdo em xilose entre 75% a 90%, e em
menores quantidades, acglUcares como glicose e arabinose (HUANG, 2009). Nas altas
temperaturas e pressdes frequentemente usadas nos processos industriais, a glicose e a xilose
se degradam em subprodutos como furfural e hidroximetil furfural, além outros compostos
como o acido formico, acético e levulinico que podem gerar problemas, por serem agentes
inibitdrios dos processos fermentativos (PALMQVIST e HAHNHAGERDAL, 2000).

Compostos fendlicos também sdo formados durante o pré-tratamento a partir da
decomposicéo parcial da lignina (KOOTSTRA, 2009). Por isso, encontrar as condi¢des ideais
do processo é extremamente importante para reduzir a formacdo de produtos inibitorios na
etapa de fermentacéo.

Varios estudos apontam altos rendimentos nos materiais tratados com H2SOs (menos
de 4% mol / L), implicando alta velocidade de reacdo e significante melhora na hidrélise
enzimatica da biomassa lignocelulésica para liberar agicares fermentaveis, além de oferecer
alta atividade catabolica e rentabilidade (ESTEGHLALIAN et al., 1997).

O processo com acido diluido utiliza altas pressdes e temperaturas, com baixos tempos
de reacgdo, contribuindo para 0 uso de processos continuos. Nesse processo, a producdo de
xilose a partir da hemicelulose é mais adequada em condi¢des brandas (até 120 °C), pois
produz menor quantidade de inibidores. Isto se da pelo fato de a estrutura cristalina da
celulose sé ser afetada significativamente em condi¢fes mais severas (GONCALVES FILHO,
2011).

Quanto a hidrdlise com &cido concentrado, precisa-se de condi¢des mais amenas e
demandam tempos mais prolongados que as com acido diluido. Embora apresente resultados
com rendimento de acUcares de 97,3%, oferece desvantagens em relacdo aos diluidos como a
necessidade da recuperacdo de &cido, toxicidade e manutencdo especial contra materiais
corrosivos, gerando mais custos ao processo (SARROUH, 2005).

Os estudos de Lavarack et al. (2002) com o bagago de abacaxi, demonstraram que o
acido cloridrico é menos eficiente na sua degradacdo para produgdo de acUcares quando
comparado com o acido sulfdrico.

Aplicando o &cido sulfurico concentrado a 70% na hidrolise do bagaco Sarrouh et al.
(2007) alcangaram 88% de rendimento no tratamento realizado por 60 minutos a 50°C para

uma relacdo de teor de sélidos: solugdo acida de 0,02 g / g. Também investigaram uma rota
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alternativa, seguida de duas etapas: a primeira com acido sulfdrico 70% e a 50°C e a segunda
com uma solugdo um pouco mais diluida do mesmo acido (30 - 40%) a 80°C alcangcando
rendimentos de até 97,5%. Porém, os autores ressaltaram que 0 aumento dos custos

associados a essa rota alternativa tornaram-na economicamente inviavel.

3.3.2 Pré-tratamento Alcalino

O pré-tratamento alcalino é conhecido por degradar menos o aglcar do que o pré-
tratamento acido (KUMAR et al., 2009), além de ser realizado em condi¢Ges ambientais com
temperaturas e pressdes mais baixas do que outros métodos de pré-tratamento, o que leva a
tempos na ordem de horas ou dias (MCMILLAN, 1994).

O principal efeito do pré-tratamento alcalino sobre a biomassa é a solubilizacdo da
lignina, 0 que aumenta a eficacia da enzima, eliminando os locais de adsor¢ao ndo produtivos
e tornando a hemicelulose e a celulose mais acessiveis a processos de hidrolise posteriores.

O pré-tratamento alcalino emprega varios compostos, como hidroxidos de sodio,
calcio, potassio, amoénio, am6nia aquosa e peroxido de hidrogénio, estes sdo 0s agentes
alcalinos mais adequados para o pré-tratamento, sendo o hidroxido de sédio o mais estudado e
0 hidroxido de célcio o mais efetivo e rentavel entre eles (WILLIAM e HOLTZAPPLE,
2000).

A amoénia também tem sido testada para varios residuos, sendo altamente seletiva na
remocdao da lignina e abertura do material lignoceluldsico, com a vantagem de ser facilmente
recuperada devido a sua alta volatilidade (KO et al., 2009).

Os agentes alcalinos causam a degradacdo das cadeias laterais de éster e glicosidicas o
que altera a estrutura da lignina de modo a promover um inchaco nas fibras, descristalizacéo e
solvatacao parcial da celulose e hemicelulose aumentando assim a porosidade da biomassa
(SILLS e GOSSETT, 2011).

A principal desvantagem de se utilizar pré-tratamento alcalino esta na desacetilacdo da
hemicelulose, gerando acido acético em solucédo, sendo necessaria uma etapa de neutralizacéo
para remover a lignina e os inibidores (sais, acidos fendlicos, furfural e aldeidos) antes da

hidrélise enzimatica.

3.3.3 Hidrolise Enzimatica
As primeiras tentativas de se utilizar enzimas para hidrolise de materiais

lignocelulésicos se deram no inicio da década de 1970, no Japdo. Em decorréncia dessa
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tecnologia, logo surgiram processos de sacarificacdo e fermentacdo simultanea
(RODRIGUES et al., 2016).

Os processos de hidrdlise enzimatica podem ser conduzidos em condi¢fes moderadas,
podendo operar em pressdo atmosférica e em temperaturas, em torno de 50°C. A hidrolise
enziméatica € um método eficaz e econdbmico na obtencdo de acUcares fermentéaveis, pois
quando aplicada com um pré-tratamento prévio resulta num rendimento superior a 90% em
acucares (KUMAR et al., 2009).

Comparado com a hidrolise &cida, na hidrdlise enzimética ha maior producdo de
monossacarideos, uma vez que as enzimas celulases catalisam somente reacGes de hidrdlise e
ndo reacdes de degradacdo de agucares, ndo havendo formacao dos produtos que decompdem
0s mondmeros (PARISI, 1989).

A hidrdlise enzimatica da celulose é normalmente realizada por celulases que a
despolimeriza em mondmeros de glicose. As celulases podem ser produzidas por diversas
espécies bacterianas como o Clostridium, Cellulomonas e Bacillus (BISARIA, 1998), no
entanto as celulases fungicas produzidas pelos géneros Trichoderma e Penicillium tém melhor
potencial para aplicacdo comercial (DUFF e MURRAY, 1996).

As enzimas do complexo celulolitico sdo formadas por trés componentes enzimaticos
majoritarios: as endoglucanases que agem de maneira aleatéria ao longo da cadeia, quebrando
ligacdes internas da celulose reduzindo o grau de polimerizacdo do substrato, além de expor
as microfibrilas ao ataque subsequente de outras enzimas e originar sitios de ataque para as
exoglucanases; As exoglucanases que atuam como exo-enzimas atacando as extremidades
redutoras e ndo redutoras da cadeia de celulose, com liberacdo de glicose diretamente do
polimero e celobiose como produto principal, que devido a um impedimento estereoquimico
atuam apenas sobre a celulose cristalina, produzindo uma reducéo lenta e gradativa do seu
grau de polimeriza¢ao; As B-glucosidases que agem sobre substratos solUveis e exercem a
funcdo de desemaranhar a celobiose gerada pela atuacdo das outras duas enzimas em glicose
(FAN et al., 1980; CASTRO e PEREIRA JR, 2010; BASSO, 2010).

De acordo com Fuentes (2009), o complexo enzimatico se torna afetado pelas
caracteristicas estruturais da celulose, de modo que a agdo das enzimas influencia na taxa de
reacdo, assim como os fatores cruciais para realizacdo da hidrolise enzimatica, como:
porosidade, cristalinidade das fibras de celulose, conteido de lignina e hemicelulose do
material, além da area superficial que implica no nimero de sitios disponiveis, influenciando

a taxa de hidrolise.
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3.4 FERMENTACAO

A fermentacéo é um processo anaerobico alternativo utilizado por algumas espécies de
microrganismos onde ocorre a quebra da glicose ou outros substratos em piruvato, sendo
depois transformado em outro produto, por exemplo, o alcool etilico e lactado, definindo a
fermentacgdo alcodlica e lactica (BARBATO, 2014).

Os melhores substratos fermentiveis sdo os aglcares, uma vez que produzem
compostos que podem ser reduzidos e eliminados para 0 meio externo da célula (HARVEY et
al., 2008). Comumente a fermentacdo divide-se em: fermentacdo submersa, com a fase
aquosa abundante e a fermentacdo em estado sélido com fase ndo aquosa predominante.

As enzimas sdo tradicionalmente obtidas por processos de fermentagdo submersa. Por
outro lado, o sistema de fermentacdo sélida tem carater heterogéneo e a transferéncia de
oxigénio é limitada por um filme liquido na superficie do substrato, fazendo com que sua
velocidade de transferéncia seja maior que na submersa (LONSANE et al., 1991).

H& diversos fatores que influenciam a fermentacdo e interferem na atividade da
levedura. Entre os principais estdo: a temperatura e o pH, os quais afetam a germinacéo dos
esporos; o crescimento celular e a formacéo de produtos, que tendem a variar de acordo com
as atividades metabdlicas dos microrganismos; a aeracdo, que regula condi¢des aerdbicas,
elimina o didxido de carbono formado, estabiliza a temperatura do substrato e ajusta o nivel
de umidade e concentracdo de nutrientes; e a contaminacdo bacteriana, que intervém na
formacéo de produtos (ALBANO, 2012).

O tipo de substrato e o tamanho das particulas também influenciam na fermentacéo,
em vista que particulas muito pequenas propiciam o empacotamento do meio, prejudicando o
nivel de aeracgdo,transferéncia de calor e umidade, enquanto que particulas muito grandes
podem limitar o ataque microbiano e a proporcionar a liberacdo de exoenzimas (ALBANO,
2012).

Dos processos de fermentacdo o mais usual é o alcodlico, que consiste em uma série
de reacOes quimicas catalisadas por microrganismos unicelulares denominados leveduras, que
convertem agucares como a glicose (CeHi120e) em energia para a célula, produzindo
metabdlitos como etanol (C2HsOH) e dioxido de carbono, em uma proporcdo de 0,511 g
etanol / (g glicose) (SILVA, 2007).

Este processo pode dar-se através da fermentacdo espontanea que é de forma natural,
através das leveduras presentes na casca da fruta ou inoculacdo de fermento selecionado, por

uma Unica levedura. Segundo Barbato (2014), a aplicagdo comercial para os produtos obtidos
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através de processos fermentativos e vasta, de modo a abranger: enzimas, antibioticos,

solventes organicos, corantes, vitaminas e aminoacidos, entre outros.

3.4.1 Leveduras

As leveduras sdo microrganismos unicelulares eucariotos pertencentes ao reino Fungi,
sua forma varia desde elementos esféricos até células elipticas bastante alongadas, quase
filamentosas. Algumas formam pseudohifas, que lIhes conferem caracteristicas multicelulares.
Seu tamanho é bastante varidvel, de 1-5 um de didmetro a 5-30 um de comprimento.

Esses organismos podem ser encontrados em ambientes que lhe oferecam alguma
fonte de carboidrato, e destacam-se pelo seu uso como fonte proteica, capacidade de
crescimento em substratos de baixo custo e alto teor de acucar, na fabricacdo de vinho e
cerveja, paes e bolos, na biorremediacdo, na producdo de etanol industrial e biodiesel e
diversas enzimas, atuam como probidticos, aditivos e flavorizantes de comida (OLIVEIRA,
2015).

Possuem membrana citoplasmatica lipoproteica, cuja principal funcdo é regular as
trocas com o meio ambiente, além de uma parede celular rigida, constituida basicamente de

dois polissacarideos: manana e glucana (BARBADO, 2014).

Na presenga de oxigénio, a levedura tem preferéncia pelo ciclo respiratorio,
entretanto na sua auséncia ou em altas concentracfes de glicose, mesmo em
ambientes aeroébicos, as leveduras optam pela via fermentativa (efeito Crabtree).
Esta via tem como objetivo a regeneragdo do NAD™ e, para isso, direciona o
piruvato a descarboxilagdo pela piruvato descarboxilase com a participacdo de
tiamina formando acetaldeido e liberando CO,. Em seguida o acetaldeido é reduzido
pela desidrogenase alcodlica gerando etanol e regenerando NAD* (OLIVEIRA,
2015, p. 14).

Dentre as leveduras tipicamente utilizadas no processo fermentativo, vale citar: a
Saccharomyces cerevisiae, empregada na producdo de etanol a partir de hexoses (glicose e
frutose), devido a sua predominancia quanto a tolerancia as altas concentracdes de etanol, de
modo a inibir outras espécies microbianas (MORTIMER et al., 1994).

A Aspergillus niger que produzem altos niveis de p-glicosidase e séo fonte de celulase
destinada ao uso alimenticio; A Trichoderma viride produtoras de xilanases e celulases e
usadas para aplicacdes ndo alimenticias (BIGELIS, 1993); As do género Rhodotorula com

baixa capacidade fermentativa, capazes de sintetizar carotenoides intracelularmente, além de
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outras substancias ativas exocelularmente (SILVA, 2004); As do género Candida que
destacando-se pela maior eficiéncia de conversdo na producéo de xilitol (LIMA, et al., 2003).

As leveduras do género Candida sdo microrganismos saprofitos, capazes de modificar
sua forma leveduriforme para uma fusiforme, tornando-se patogénico, uma vez que possuli
dependéncia de fatores predisponentes, (RAMOS et al., 1999). Apresentam células ovaladas
ou alongadas, com 3 a 7um de largura e 3 a 14 um de comprimento, com micélio em forma
de pseudo-hifas ou também como hifas verdadeiras (BARROS, 2005).

Figura 3 - Micrografia eletronica de varredura pseudo-colorida da Candida tropicalis

Fonte: DIJSPRING (2013)

A levedura Candida tropicalis (fig. 3) é relatada em diversos estudos na producdo de
biossurfactantes e enzimas, obtendo 6timos resultados e altos rendimentos de biomassa, sua
configuracdo diploide asporogénica lhe confere a capacidade de consumir diferentes
substratos como, dissacarideos, fendis, alcanos e acidos, além de possuir carater
termotolerante (LUNA et al., 2008; JAMAI et al., 2001).

3.4.2 Cultivo submerso

O processo de fermentagdo submersa requer menos espago que outros métodos o que
possibilita um controle melhor das varidveis do processo 0 que garante 0 sucesso da
fermentacao, viabiliza altas velocidades de producdo, a recuperacdo de enzimas extracelulares
e a determinacdo de biomassa sdo facilitadas, sendo realizadas por filtracdo simples ou
centrifugacdo para a remocdo das células (ALBANO, 2012). Sua execucdo pode ser
conduzida em sistemas descontinuos, continuos e descontinuos alimentado, sendo o primeiro
0 mais aplicado (PAPAGIANNI et al., 1998).
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Neste tipo de processo a agitacdo se torna necessaria para uma boa transferéncia de
calor e massa, onde forgcas mecénicas resultantes da rotacdo das turbinas afetam
consideravelmente os fungos filamentosos, causando diferentes formas de crescimento e
formacéo de produtos. Os estudos enzimaticos podem ser realizados a partir do sobrenadante
da cultura e o crescimento microbiano é quantificado apds secagem da biomassa, por
gravimetria, podendo ainda ser realizado por densidade Otica no caso de cultivos com
bactérias (LIMA et al., 2003).

De acordo com as afirmacdes de Fernandes et al. (1996) a producdo da maioria das
enzimas comerciais, como também a obtencdo de xilitol pela via biotecnoldgica, ocorrem por
meio da fermentacdo submersa, uma vez que este método facilita o controle da fermentacéo,
de forma a proporcionar maiores rendimentos e menores custos e riscos de contaminacao.

A principal fonte de nutrientes (principalmente carbono) para esta fermentacdo se
encontra nos materiais lignoceluldsicos, encontrados, por exemplo, nos residuos agricolas
(DA SILVA et al., 1994). Na maior parte dos casos, 0 enriquecimento destes compostos com
fonte de nitrogénio, minerais ou vitaminas é capaz de produzir elevada atividade enzimatica
(ELISASHVILI, 1993).

3.5 EXTRACAO ENZIMATICA

A extracdo do contedo intracelular no meio de cultivo requer que a célula seja
modificada geneticamente ou as células devam ser decompostas liberando o conteudo
citoplasmatico (GECIOVA et al., 2002). No processo de separacdo e recuperacdo das enzimas
intracelulares, aplicam-se métodos prévios para ruptura da parede celular, a fim de liberar a
enzima em condicOes em que elas ndo percam sua atividade bioldgica (OZBEK e ULGEN,
2000).

Vérias técnicas podem ser empregadas para promover a extracdo das enzimas
intracelulares sem inativa-las, de modo a melhorar o rendimento e a qualidade do extrato,
alguns exemplos sdosonicagdo, congelamento, a moagem com esferas de vidro,
homogeneizacdo em alta pressdo, tratamentos quimicos e enzimaticos (BORZANI et al.,
2005b). O custo da produgéo é relacionado com o tipo de excrecdo celular e o grau de pureza
desejado (PASTORE, 2002).

Alguns metodos se destacam para a purificagdo de enzimas xilose redutase indicando
6timos rendimentos, como a técnica de extracdo liquido-liquido por micelas reversas
(CORTEZ et al., 2004). O procedimento explorado por Cortez et al. (2006), envolve a
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extracdo da enzima por micelas reversas de CTAB (brometo de cetil trimetil amonio) em iso-
octano, por um procedimento de duas etapas (extracdo direta e reversa). Em que, foi obtido na
extracdo reversa um rendimento de recuperacdo enzimatica de 100% e um fator de
enriquecimento de 5,6 vezes em relacdo a direta, tomando como referéncia, um pH 6timo
para a atividade da xilose redutase (XR) antes e ap6s a extragdo com micelas invertidas de
cerca de 6,0.

Ja Branco (2010), realizou o rompimento celular por sonicacdo e prosseguiu com a
separacdo da Xilose Redutase (XR) por micelas reversas usando como tensoativos BDBAC,
CTAB e AOT. Neste experimento 0 autor obteve rendimentos superiores a 90% na fase
aquosa de reextragéo para a XR recuperada.

Ainda ha os métodos fisicos utilizados para o rompimento das células em suspensao, e
obtencdo das enzimas intracelulares XR, como no caso da metodologia descrita por Sene
(2000b), onde a suspensao celular foi rompida através de ponteira ultrassénica. Para prevenir
0 aquecimento da solucdo devido as vibrages ultrassonicas, ela foi imersa em um banho
refrigerado a -10 °C. As vibracGes foram programadas a uma frequéncia de 20 KHz, em pulso
de 1 s com intervalos de 1 s durante 35 min.

Outro método fisico que vem sendo cada vez mais utilizado para o rompimento de
células é a ruptura mecanica por agitacdo com pérolas de vidro. Por este processo apresentar
um custo relativamente baixo e levando a ser utilizado para a obtencdo de alguns produtos em
larga escala (WOODROW e QUIRK, 1982). Como retratado por Gurpilhares et al. (2006), ao
realizar o rompimento por células de vidro, sob agitacdo em vortice, em tubos cénicos de
15mL de volume Util com variacéo das cargas de pérolas de vidro de 0,44 a 1,10 g mL™, por
um periodo de 10 min.

3.6 XILOSE REDUTASE

A xilose redutase (XR) é uma enzima oxido redutase intracelular, membro da
superfamilia aldoceto redutase de enzimas que compreendem mais de 100 proteinas diferentes
(EC 1.1.1.21), geralmente encontradas em leveduras e fungos (RAFIQUL et al., 2014b).

Esta enzima ocorre no citoplasma de microbios que assimilam a xilose, mais
conhecida por estar entre 0s agucares mais abundantes da biomassa, despertando assim, o
interesse no seu metabolismo, que por sua vez, acontece em algumas leveduras e fungos que

ndo possuem a xilose isomerase, de modo a dar inicio as etapas de conversdo da xilose a
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xilitol pela xilose redutase (JACKSON & NICOLSON, 2002), essa reacdo é tida como o
primeiro passo na assimilagdo da xilose na via glicolitica.

Nidetzky et al. (1996) demonstrou que a enzima segue um mecanismo biordenado
com a ligacdo do cofator (NADPH") primeiro e o substrato contendo carbonila em segundo,
fazendo com que leveduras usando a xilose como fonte de carbono, sejam incapazes de
crescerem sem uma forma funcional desta enzima.

O metabolismo da xilose inicia-se com seu transporte através da membrana celular,
uma vez dentro da célula, a xilose é reduzida a xilitol pela enzima xilose redutase com a
participacdo das coenzimas NADPH ou NADH (JEFFRIES, 1983).

A producéo da enzima xilose redutase depende de condigdes de cultivo para se obter
alta atividade, onde as células sdo cultivadas em diferentes concentracGes do hidrolisado
enriquecido com nutrientes, diante de variadas condi¢fes de temperatura (25, 30, 35 e 40°C),
pH e aeracdo (SERPA, 2016).

O alto valor da xilose comercial agregado a obtencdo de XR limita a producdo em
larga escala da enzima, bem como sua aplicagdo no ambito industrial, com isso, a busca por
novas fontes de matéria prima e melhores técnicas nas condi¢des do processo tem sido cada
vez mais explorada por pesquisadores, como forma de reduzir os custos na obtencdo da XR
(RAFIQUL e SAKINAH, 2015).

Uma proposta eficaz na reducdo dos custos na producdo da enzima é a utilizacdo de
hidrolisado lignocelulésico como uma fonte de carbono para a preparacdo de XR a partir de
leveduras. A fracdo hemiceluldsica adquirida a partir do bagaco de abacaxi € uma fonte
promissora de acucares fermentaveis, além de ser facilmente hidrolisada por &cido diluido
para produzir o hidrolisado hemicelulésico rico em xilose. As aplica¢fes da enzima XR sdo
vastas quanto a producdo bioldgica de xilitol, etanol e sorbitol através da xilose, aumentando

ainda mais o interesse na enzima (SERPA, 2016).
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4 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

Todos 0s ensaios dos experimentos presentes no trabalho foram realizados no
laboratério de Bioengenharia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Como matéria-
prima, foi utilizado o bagaco seco de abacaxi (Ananas Comosus L. Merril) cedido pela
INTRAFRUT - Industria Transformadora de Frutas S.A., localizada na cidade de Jodo

Pessoa-PB.

4.1 COLETA E TRATAMENTO DO RESIDUO

O residuo coletado era composto da casca do fruto e a polpa prensada, sendo este o
material de descarte da linha de producdo da industria citada. Para o processo de hidrdlise, o
bagaco de abacaxi foi previamente seco no secador de circulacdo de ar forcado e leito fixo (65
°C até manter peso constante), para fins de proteger o material contra degradacdo enzimatica
e oxidativa, reduzindo a atividade da agua e a velocidade das reacdes quimicas no produto,
bem como o desenvolvimento de microrganismos (SANTOS et al., 2010).

As etapas seguintes do trabalho envolveram a hidrélise acida do material, seguida da
preparacdo do indéculo para eventual rompimento celular para a extracdo enzimatica

intracelular.

4.2 HIDROLISE ACIDA DO BAGAGO DE ABACAXI

O material (bagaco de abacaxi) foi previamente pesado em uma balanca analitica. O
acido utilizado foi o acido sulfurico (H2SO4), da marca Quimica Moderna com 98% de
pureza, que posteriormente foi diluido para a concentragdo molar requerida para o
experimento (1% v/v), seu volume foi medido pelo uso de pipetas volumétricas. Ambos,
material e acido, foram armazenados em recipiente erlenmeyer. Suas proporcdes da razédo
solido (peso em gramas do material) / liquido (volume em mL do acido) foram de 1:8. O
frasco com a solucéo foi fechado e colocado na autoclave vertical (Phoenix Luferco: modelo
AV - 50) mantido a 105°C e 1 atm, com um tempo de residéncia de 40 minutos.

O equipamento possui dificuldades em manter altas temperaturas com o valor
constante, mesmo com averiguagdes realizadas em tempos de 5 a 10 minutos, gerando um
erro de +£2°C. Terminado o tempo da hidrolise a autoclave foi despressurizada e a solucdo foi
resfriada e filtrada por uma tela de filtro. Por fim, as amostras filtradas foram conservadas na

geladeira e posteriormente utilizadas para preparar o inoculo.
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4.3 EXTRACAO ENZIMATICA

4.3.1 Cultivo da Levedura

A levedura Candida Tropicalis foi mantida liofilizada até o0 momento da sua ativagéo.
Para isso, foram utilizados 0,2mL de agua destilada (H20) esterilizada com o auxilio de uma
pipeta Pasteur, na ampola com a levedura liofilizada, em ambiente estéril. Em seguida, foi
realizada uma suspensdo de células deixando reidratar por aproximadamente 10 minutos
(LEMOS, 2017).

Estando reidratada a levedura encontrava-se pronta para ser inoculada. O meio de
cultura utilizado para o cultivo da levedura foi o Agar Sabouraud dextrose (IO 057) da
100CULT.

O material foi pesado em balanca analitica, cerca de 6,5g, posto em um erlenmeyer ao
qual foi adicionado 100mL de agua destilada (H20) esterilizada, para facilitar na dissolucéo
do material, a solucdo foi aquecida no micro-ondas por cerca de 40 segundos e
homogeneizada com um bastdo de vidro. As placas de Petri e 0 meio foram esterilizados na
autoclave por 15 minutos a 120°C (ACUMEDIA, 2011).

O repique foi realizado em capela de fluxo laminar, previamente esterilizada com UV,
para fins de evitar qualquer tipo de contaminacdo por outros microrganismos. O meio foi
transferido para as placas e em seguidaa levedura Candida Tropicalis foi inserida para o
cultivo. As placas foram depois flambadas e lacradas com Parafilm. Apds o crescimento do
microrganismo (48h a temperatura ambiente), as placas foram armazenadas sob refrigeracao
(4 a 10°C) para preservar a levedura (SILVA, 2019).

4.3.2 Preparacéo do Inéculo

Para o preparo do inoculo utilizou-se as culturas de levedura cultivadas anteriormente
no repique. Estas foram submetidas & suspensdo em tubos contendo 3mL de &gua destilada
(H20) esterilizada. Onde 1mL proveniente desta suspensdo foi injetado em erlenmeyers
contendo 50mL do meio de cultivo semissintético, composto por Xilose (CsH100s) (30g/L),
extrato de farelo de arroz 20% (100mL/L), Sulfato de Aménio ((NH4)2SO.) da Dindmica com
99% de pureza (2g/L) e Cloreto de Calcio hidratado (CaCl,*2 H.O) (0,1g/L) da Dinamica
(CHAUD, 2010).

Os frascos contendo o meio e inéculo foram transferidos para uma incubadora de

movimento rotatério (SHAKER) para a realizacdo do cultivo, postos a uma rotacdo de
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200rpm e 30°C durante 24h. Posteriormente as células foram recuperadas por centrifugacéo
(modelo: NT835) a 2000 x g por 30 minutos e lavadas com éagua destilada esterilizada,
prosseguindo com outra centrifugacao e ap6s descartar o sobrenadante, foram aproveitadas na
preparacdo de suspensdo de células a qual foi empregada como indculo.

Para a elaboracdo do meio, as soluces de Sulfato de Amdnia e Cloreto de Célcio
foram tratadas separadamente nas concentragbes de 250 e 50g/L, respectivamente e
esterilizadas na autoclave a 120°C por 20 minutos.

A Xilose foi autoclavada a uma temperatura de 111°C por 15 minutos em uma
concentracdo de 300g¢/L. Ja a solucdo de extrato de farelo de arroz foi preparada com uma
concentracdo de 200g/L, e apds a esterilizacdo na autoclave a 111°C por 15 minutos, foi
levada a centrifugacdo (modelo: NT835) a 2000 x g por 15 minutos, da qual, o residuo foi

descartado e o sobrenadante utilizado para compor o0 meio (RODRIGUES et al. 2003a).

4.3.3 Rompimento Celular

Apos a conclusdo da fermentacéo, as células cultivadas foram coletadas e submetidas
a centrifugacdo para iniciar-se 0 processo de rompimento celular. Em seguida, fez-se uma
suspensdo celular com um tampéo de citrato de sédio (NazCsHs07) 0,1 M (6,0 pH).

Para o rompimento, a solucdo foi posta em tubos do tipo Falcon de 15mL juntamente
com pérolas de vidro em uma proporcao de 1:1. As amostras foram colocadas em banho de
gelo para serem resfriadas, e posteriormente levadas a agitacdo em vortice através de ponteira
ultrassonica (QSONICA SONICATORS) usando sonicacdo a 20 kHz (LIMA, 2012).

A agitacdo teve duracdo de 1 minuto, seguida de 30s de resfriamento em 05 ciclos
consecutivos para cada amostra. Ao término dos ciclos uma centrifugacdo refrigerada
procedeu-se as amostras, em tempos de 10 minutos e 10.000 x g, desta forma foi possivel
separar os fragmentos celulares. O extrato enzimatico bruto (sobrenadante) obtido pelo
rompimento das células foi recolhido e armazenado no congelador (cerca de -10°C) (LEMOS,
2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve por objetivo elaborar um estudo tedrico, quanto a obtencéo da
enzima xilose redutase. Dessa maneira, foi abordado todo o processo, que vai desde a
formacdo da matéria prima a extracdo enzimatica com base do que foi encontrado na
literatura. Conforme o que foi abordado na fundamentagdo tedrica, foi desenvolvida uma
metodologia para fins de analisar as condi¢des impostas para estes processos.

Os resultados deste trabalho tem carater qualitativo, em que sera feita um discussao
sobre o que foi feito no laboratério em comparacdo ao encontrado na literatura. De forma a
descrever os tratamentos mais adequados para a obtencdo da enzima. Com isso, poder
evidenciar as melhores rotas e decisdes que possam ser tomadas em cada etapa do processo de

modo a anteder os objetivos do trabalho.

5.1 HIDROLISE ACIDA DO BAGAGO DE ABACAXI

Os parametros utilizados para a etapa de hidrolise foram baseados conforme o que estéa
disponivel na literatura para a hidrélise acida do bagaco de abacaxi utilizando o &cido
sulfurico para agir como reagente quimico (ESTEGHLALIAN et al., 1994; SARROUT et al.,
2007; SUN e CHENG, 2002; MOUTTA et al., 2011). O estado do material em cada etapa da
hidrolise pode ser observado na Figura 4 abaixo.

Figura 4 — a) Material junto do acido antes da autoclave; b) Solugdo p6s-autoclave e c¢) solugao
apos a filtracdo

Fonte: Préprio autor

Como exposto na Figura 4, fica evidente a formacdo do licor da solucdo pds-
autoclave. Este estado é devido a quebra das ligacGes glicosidicas da fracdo amorfa da

celulose presente nas fibras. Chun et al. (1985) relata que altas temperaturas favorecem a
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desidratacdo da xilose a furfural, por causa da sua energia de ativacdo, ja que a energia
necessaria para converter a xilose corrente na fase liquida é menor do que a para romper as
ligacGes glicosidicas entre as unidades monoméricas de xilose que compde a hemicelulose.

As pesquisas de Liao et al. (2007) e Fengel e Wegener (1989), ressaltam que o
aumento da concentragdo do acido em conjunto com tempo de hidrolise favorece a
solubilizacdo da hemicelulose e o rendimento em xilose, em contra partida, reduz a
solubilidade da lignina o que leva a formacéo de estruturas recalcitrantes com o residuo solido
remanescente.

Este efeito € mais intenso associado a elevacdo da temperatura, gracas a formacao de
compostos inibidores, amplificando as velocidades das reagOes de despolimerizacdo de
hemicelulose e lignina, ocasionando da ruptura das ligacdes dos radicais de acetila com as
cadeias de xilanas e formacdo do &cido acético (CHUN et al., 1985). Diante destes fatores, foi
realizada escolha dos niveis de temperatura, tempo de reacdo e concentracdo de &cido
concomitante aos proporcionados pela literatura.

5.2 EXTRACAO ENZIMATICA

Na etapa de rompimento celular, a suspensao foi realizada com um tampéo de citrato
de sddio 0,1 M a um pH 6,0. Dado que um pH extremo pode causar desnaturacao parcial ou
inativacdo da enzima por alterar sua conformacgédo nativa dessa maneira (RAFIQUL et al.,
2015).

Para ocorrer a separacao da xilose redutase, deve-se submeté-la ao rompimento das
suas células para levar a liberacdo delas. H& inUmeras técnicas empregadas para o
rompimento celular (como as mostradas na fundamentacdo tedrica), visando a purificacdo e
caracterizacdo da xilose redutase, dentre elas destaca-se 0 rompimento mecanico com pérolas
de vidro (HO et al., 1990; KUHN et al., 1995; GIRIO et al., 1996).

A ruptura mecanica por agitacdo com perolas de vidro tem sido um dos métodos mais
comumente empregados. Por este processo apresentar um custo relativamente baixo e levando
a ser utilizado cada vez mais para o rompimento de células para a obtengdo de alguns
produtos em larga escala (WOODROW e QUIRK, 1982). O que levou o emprego desta

técnica no rompimento celular deste trabalho.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do presente estudo possibilitou o entendimento e conhecimento do
processo de extracdo enzimatica, partindo desde a obtencdo da matéria prima, de forma a
abordar todas as etapas necessarias da operacdo de obtencdo da enzima Xilose Redutase (XR).
A revisdo bibliogréafica do presente trabalho teve total relevancia para a execugdo do objetivo
proposto, ja que esta foi fundamental na construcéo todas as etapas do projeto, fazendo o uso
das caracteristicas dos compostos analisados para atribuir a eles seu devido procedimento.

O estudo detém grande importancia, uma vez que, a obtencdo da XR a partir do
bagaco de abacaxi € um tema pouco explorado na comunidade cientifica, podendo gerar
grandes ganhos nos processos industriais. Desse modo, as investigagdes de métodos que
promovem o rompimento celular e extracdo enzimatica sdo de grande relevancia, de modo
que as escolhas das condicdes dos pardmetros utilizados nos processos influenciam
diretamente seus resultados. Uma vez que foram examinados, as técnicas de rompimento sem
perder a atividade biol6gica do material de forma a melhorar o rendimento e qualidade do
extrato, além de poder diminuir o custo com o processo, Visto que, a enzima XR possui vastas

aplicacdes no mercado, principalmente na producéo bioldgica de xilitol, etanol e sorbitol.
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