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RESUMO

CORTEZ, D. V. Permeabilizacdo de células de Candida guilliermondii empregando
processos quimicos e fisicos e seu potencial uso como biocatalisadores na sintese de
xilitol. 2010. 123p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena, S&o Paulo.

Este trabalho teve como objetivo estudar a permeabilizacéo celular de Candida guilliermondii
FTI 20037 empregando processos quimicos (agentes tensoativos) e fisicos (congelamento-
descongelamento) e verificar o potencial uso das células permeabilizadas na reducéo de xilose
em xilitol. Os ensaios de permeabilizagdo empregaram suspensdo celular de 2 g/L,
temperatura de 30°C e pH 7. Para os processos quimicos foram avaliados CTAB (Brometo de
cetiltrimetilamonio) e Triton X-100 e os ensaios foram realizados empregando metodologia
do planejamento experimental. O monitoramento da permeabilidade celular foi realizado
através da dosagem in situ e no sobrenadante da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD), selecionada como marcador do tratamento. As enzimas xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XD) também foram dosadas. A permeabilizacdo de C. guilliermondii com
CTAB permitiu a dosagem in situ de G6PD e XD, mas ndo de XR. As trés enzimas avaliadas
ndo foram detectadas no sobrenadante. As condigbes que promoveram maxima
permeabilidade celular (0,41 mM de CTAB, 200 rpm de agitacdo e 50 min de tempo de
contato) resultaram em niveis in situ de G6PD de 283,4 + 60,7 U/L e 122,4 + 15,7 U/Qcsiulas.
Nestas condicdes de tratamento, o CTAB influenciou negativamente a atividade catalitica de
G6PD, XR e XD presentes no homogenato das células rompidas (ndo tratadas). O estudo de
permeabilizacdo celular com Triton X-100 mostrou que o tensoativo foi pouco efetivo,
permitindo a dosagem in situ apenas da G6PD. As condi¢Bes que promoveram maxima
permeabilidade celular, ou seja, 2,78 mM de Triton X-100, 200 rpm de agitacdo e 50 min de
tempo de contato, resultaram em niveis in situ de G6PD de 44,7 + 0,0 U/L e 16,9 + 0,0
U/geeiutas- Nestas condicBes, Triton X-100 ndo afetou a atividade catalitica de G6PD, XR e XD
presentes no homogenato das células rompidas (ndo tratadas). O processo fisico de
permeabilizacdo consistiu no congelamento da suspensao celular (-18°C) por periodo de 48h,
seguido do descongelamento em banho-maria (30°C). Este tratamento permitiu a dosagem in
situ das enzimas G6PD (108,7 + 3,8 U/L e 54,3 £ 1,9 U/ geeiutas) € XR (26,4 £ 0,1U/L e 13,2 +
0,1 U/gcsiuas), mas ndo da XD. O tratamento n&o foi suficiente para liberar G6PD, no entanto,
cerca de 60% da atividade total de XR foi detectada no sobrenadante (47,1 + 0,4 U/L e 23,6 +
0,2 U/gceiuias). Os ensaios de biotransformacdo mostraram que, nas condi¢des avaliadas, a
conversdo de xilose em xilitol foi dependente do tipo de tratamento de permeabilizacdo do
biocatalisador. Os ensaios de cultivo mostraram que o tratamento das células com Triton X-
100 ndo foi suficiente para causar perda de viabilidade e atividade metabdlica de C.
guilliermondii, enquanto o congelamento-descongelamento promoveu perda parcial da
viabilidade celular. O tratamento das células com CTAB foi mais agressivo, causando a perda
total de viabilidade celular. Foi também verificado que resting cells (células em estado de
repouso) de C. guilliermondii sem tratamento e permeabilizadas com Triton X-100 foram
capazes de converter xilose em xilitol com rendimento de ~60%, apos 10 h de reagcdo. Com o
presente trabalho pode se concluir que os métodos estudados podem ser especialmente Uteis
para a determinacdo in situ de G6PD. Além disto, a utilizacdo de células permeabilizadas
pode ajudar a superar os problemas/custos associados com a extracdo e purificacdo das
enzimas e conseqlentemente contribuirem para o desenvolvimento de uma tecnologia de
baixo custo para a producéo de xilitol.

Palavras-chave: Candida guilliermondii. Permeabilizacéo celular. Biotransformagéo. Xilose.
Xilitol.



ABSTRACT

CORTEZ, D. V. Permeabilization of Candida guilliermondii cells using chemical and
physical processes and their potential use as biocatalysts in the synthesis of xylitol. 2010.
123p. Thesis (Doctor of Science) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sé&o
Paulo, Lorena, Sdo Paulo.

This work describes the effect of the surfactants (CTAB and Triton X-100) and freezing-
thawing treatment on the permeabilization of C. guilliermondii cells. The potential use of
these cells (unpermeabilized and permeabilized by CTAB, Triton X-100 and freezing-thawing
treatment) was also evaluated. Response surface methodology was used to investigate the
effect of different parameters (detergent concentration, agitation and treatment time) on the
permeabilization of C. guilliermondii cells. The experimentation was aimed to find the values
of process variables to achieve maximal glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) activity
in situ. The intracellular G6PD of the C. guilliermondii could not be detected in intact
(unpermeabilized) whole cells. However, on treatment of C.guilliermondii with detergents
(CTAB and Triton X-100) and freeze-thawing, the G6PD activity could be measured.The
effectiveness of detergent permeabilization of C.guilliermondii cells was dependent on its
concentration and exposure time. Maximum permeabilization, measured in terms of assayable
G6PD activity in situ, was obtained when the cells were treated with CTAB. Triton X-100 and
freeze-thawing were also found to permeabilize the cells, but to a lesser degree than CTAB.
The optimum operating conditions for permeabilization process were 0.41 mM (CTAB) or
2.78 mM (Triton X-100) under agitation of 200 rpm at 30°C temperature and process duration
of 50 min and pH 7. At these conditions of process variables, the maximum value of enzyme
activity was found to be 283.4 + 60.7 U/L (122.4 £ 15.7 U/gcens) and 44.7 £ 0.0 U/L (16.9
0.0 U/gces) for permeabilized cells with CTAB and Triton X-100, respectively. The Triton X-
100 was not enough to cause loss of viability and metabolic activity of C. guilliermondii.
Freezing-thawing treatment promoted partial loss of cell viability. On the other hand the cells
treated with CTAB were totally affected. The biotransformation of xylose to xylitol was
studied by employing C. gulliermondii FTI 20037 in two different forms namely
unpermeabilized cells and permeabilized cells. The maximum xylitol yield of about 60% was
observed with unpermeabilized yeast cells and Triton X-100 permeabilized cells after 10 h of
reaction time. In conclusion, surfactants and freezing-thawing treatment provides a simple and
mild procedure for C.guilliermondii permeabilization. The method may be especially useful
for the in situ determination of G6PD. Response surface methodology was found effective in
optimizing and determining the interactions among process variables for the permeabilization
process. The use of permeabilized cells can help to overcome the problems/costs associated
with enzyme extraction and purification from yeast cells and in the development of a low-cost
technology for xylitol production.

Keywords: Candida guilliermondii. Cell permeabilization. Biotransformation. Xylose.
Xylitol.
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1. INTRODUCAO

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas em substituicdo aos processos
quimicos convencionais vem aumentando gradativamente, em diversas areas, com vistas a
obtencdo de alternativas limpas para o desenvolvimento de produtos e processos.

Reacdes de biotransformacdo sdo reacdes quimicas catalisadas por microrganismos:
células em crescimento, resting cells (integras ou permeabilizadas) ou suas enzimas, com
objetivo de converter um substrato em um ndmero limitado de etapas enzimaticas. O uso de
células integras (ndo fragmentadas) em biocatalise constitui uma alternativa mais econdémica
guando comparada ao sistema que utiliza enzimas isoladas, principalmente devido aos custos
de isolamento e purificagdo. O sistema com células é também mais estavel do que os extratos
enzimaticos, pois as estruturas intactas das células conferem protecdo as biomoléculas. Além
disto, o sistema com células pode permitir a retencéo ou a regeneracdo de cofatores no meio
intracelular, o que ndo ocorre quando se usa enzimas isoladas. No entanto, estes sistemas
apresentam uma maquinaria enzimatica diversificada, e por isso, o maior problema
encontrado neste tipo de biocatalise é a baixa seletividade, devido a acdo simultanea das
varias enzimas presentes, que geralmente apresentam diferentes cinéticas e velocidades de
conversdo. Além disto, em se tratando de células em fase de crescimento, as reacOes
biossintéticas podem ser afetadas com o desvio de parte do fluxo metabdlico para a
multiplicacdo celular. Uma alternativa aos sistemas de enzimas puras ou células em
crescimento seria o emprego de resting cells (integras ou permeabilizadas), as quais sdo
metabolicamente ativas, mas com capacidade reduzida de multiplicacdo celular (em estado de
repouso).

Sistemas de células permeabilizadas apresentam grande aplicabilidade na obtencédo de
biocatalisadores celulares com alto nivel de atividade enzimatica. Dentre as técnicas de
permeabilizacdo, destacam-se a permeabilizacdo com agentes tensoativos e o congelamento-
descongelamento da suspensdo celular, os quais promovem a reducdo da barreira de
permeabilidade da parede/membrana celular. Esta alteracdo na barreira de permeabilidade
tende a favorecer a mobilidade intra/extracelular de substrato(s) e/ou produto(s), permitindo
assim, uma conversdo mais eficiente no produto de interesse. No presente estudo, foram
enfocados dois aspectos da permeabilizacdo celular: a) efeito dos tratamentos (quimicos ou
fisicos) sobre a atividade das enzimas de interesse e b) utilizagcdo das células permeabilizadas
em processos de biocatalise. A levedura Candida guilliermondii foi selecionada como um

sistema celular modelo, devido aos seus resultados promissores na conversao de xilose em
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xilitol por fermentacdo. A xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XD) e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) sdo as principais enzimas desta bioconversdo e foram portanto,
avaliadas nos diferentes procedimentos de permeabilizacdo celular.

O xilitol constitui um importante insumo para a industria de cosméticos, farmacéutica
e alimentos. Além de poder adogante, o xilitol traz beneficios a saide humana e pode ser
utilizado na area medica para tratamento ou prevencdo de doencas, porém, sua maior
aplicacdo € na saude bucal, uma vez que ja foi comprovada sua eficiéncia na reducédo da
incidéncia de caries, na estabilizacdo das caries ja formadas e na remineralizacdo dos dentes.
Sua producdo industrial se baseia na hidrogenacao de xilose purificada na presenca de niquel
como catalisador. Devido ao elevado aporte energético requerido pelo processo quimico (80 —
140 °C de temperatura e 50 atm de pressdo) e ao fato de que os processos biotecnoldgicos
promovem menor impacto ambiental, muitas pesquisas vem sendo direcionadas para o
desenvolvimento de uma tecnologia sustentdvel de bioproducdo de xilitol. O processo
fermentativo empregando leveduras como biocatalisador tem mostrado avancos significativos,
mas ainda encontra limitacbes comerciais devido aos baixos valores de produtividades. O
processo enzimatico de produgdo de xilitol, embora eficiente, ainda esbarra nos custos de
isolamento e purificacdo das enzimas. Uma alternativa a estes processos seria a utilizacao de
células integras permeabilizadas, em processos de biocatalise ou biotransformacao.

O emprego de células permeabilizadas ha anos vem sendo utilizado para o
monitoramento in situ de reacBes biossintéticas. Recentemente, muita atencdao tem sido dada
ao uso de células permeabilizadas com alto nivel de atividade catalitica em sistemas de
biotransformacdo (biocatalise) visando a obtencdo de produtos de elevado valor agregado.
Dentro deste contexto, o presente trabalho visou estudar o efeito da permeabilizagdo das
células de Candida guilliermondii FTI 20037 empregando agentes tensoativos ou por
congelamento-descongelamento, sobre a atividade in situ das enzimas XR; XD e G6PD, que
séo responsaveis pela bioconversao da xilose em xilitol. Foi também objetivo deste trabalho,
avaliar a potencialidade das células permeabilizadas em ensaio de biotransformacéo de xilose
em xilitol. A presente proposta se insere no programa de pesquisa do Grupo de Microbiologia
Aplicada e Bioprocessos (GMBIio) do Departamento de Biotecnologia (LOT) da Escola de
Engenharia de Lorena (EEL — USP), que tem como objetivo o desenvolvimento de
tecnologias para o aproveitamento de matérias-primas lignocelulosicas, especialmente os

residuos agro-industriais visando a producédo de insumos por via biotecnoldgica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Permeabilizacéo celular: Aspectos gerais e métodos empregados

A membrana citoplasmatica e a parede celular do microrganismo sao estruturas vitais,
pois, aléem de proteger o citoplasma da célula do ambiente externo, estas estruturas séo
responsaveis pela manutencdo das condi¢bes adequadas para o metabolismo celular,
desempenhando um papel importante na regulacdo da troca de substratos entre a célula e o
meio que a circunda. Além disto, a membrana celular, além de atuar como barreira de
permeabilidade impedindo o extravasamento passivo dos constituintes citoplasmaticos,
desempenha também um importante papel no transporte de moléculas como sitio de proteinas
carreadoras (MADIGAN et al., 2004).

A unidade de membrana, como é chamada a membrana citoplasmatica, consiste da
bicamada fosfolipidica com proteinas imersas em sua extensao (Figura 2.1). Os fosfolipideos
contém porcOes altamente hidrofébicas (&cidos graxos) e porcoes relativamente hidrofilicas
(glicerol), podendo ser encontrados sob diferentes formas quimicas, resultantes da variagdo na
natureza dos acidos graxos ou dos grupos contendo fosfato, ligados ao esqueleto de glicerol
(MADIGAN et al., 2004).

Bicamada lipidica

Fosfolipideos

Regiio
hidrofilica

~ Acidos
graxos

Regifio
hidrofébica

Glicerol

Fosfato

i? Molécula
fosfolipidica

Proteinas integrais da
membrana

Figura 2.1.  Diagrama da estrutura da membrana citoplasmatica microbiana (Adaptado de
MADIGAN et al., 2004)

Os fosfolipideos se agregam em solucdo aquosa e tendem a formar espontaneamente

estruturas em bicamada - os acidos graxos direcionam-se para o interior da bicamada,
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voltados uns para os outros, originando um ambiente hidrofébico, enquanto que as porgdes
hidrofilicas permanecem expostas no ambiente aquoso externo. A estrutura global da
membrana citoplasmatica € estabilizada por pontes de hidrogénio e interagcdes hidrofobicas.
Além disto, cations como Mg*? e Ca* também auxiliam na estabilizacdo da membrana, por
meio de associacOes idnicas com as cargas negativas dos fosfolipideos. O carater de bicamada
das membranas provavelmente representa o arranjo mais estavel de moléculas lipidicas em
um ambiente aquoso. (MADIGAN et al., 2004).

A parede celular de leveduras constitui cerca de 15 a 25% da massa seca da célula e
ndo € uma estrutura estatica, estando em constante crescimento e mudanga. E uma estrutura
dindmica, ajustavel durante o ciclo celular e em resposta as condi¢des ambientais como
nutrientes, disponibilidade de O,, temperatura e pH. Perturbacdes na parede celular de
leveduras desencadeiam mecanismos de reparo que reorganizam toda a estrutura molecular,
para preservar a integridade da célula. A parede celular de leveduras é formada
principalmente por uma camada de mananaproteinas (polimero de manose com ligagdes o-
1,2, 0-1,3 e a -1,6, que estdo covalentemente ligadas a peptideos formando glicopeptideos)
que sobrepbe a camada de glucana (polimero de [3-1,3 e [3-1,6 glicose). A parede celular de
Saccharomyces sp., é formada por: 48-60 % de glucana, 20-23 % de mananaproteinas e 0,6-
2,7 % de quitina (polimero de 3-1,4 N-acetilglicosamina) (FLEURI; SATO, 2005).

Um sistema de biotransformagdo ou biocatalise emprega células em crescimento,
resting cells (integras ou permeabilizadas) ou suas enzimas, na obtencdo de um produto de
interesse (CANOVAS:; IBORRA, 2005). Quando o alvo do bioprocesso é a obtencdo de
produtos puros, as enzimas purificadas sdo preferidas por eliminarem reacdes paralelas,
porém, esta tecnologia muitas vezes se esbarra no custo de isolamento, purificagdo,
estabilizacdo (imobilizagdo) e regeneracdo dos cofatores (NG, 2001). O emprego de
suspensdes celulares, por outro lado, é mais vantajoso do que sistemas enzimaticos, uma vez
que a(s) enzima(s) envolvida(s) na reacdo de interesse se encontra(m) em seu ambiente
natural, o que faz com que permaneca(m) ativa(s) e estavel(is) durante todo o processo
catalitico (CANOVAS; IBORRA, 2005). No caso de células integras, porém, a barreira da
permeabilidade da membrana para substrato(s) e/ou produto(s) pode promover baixas taxas de
reacdo das enzimas contidas nas células (ABRAHAM; BHAT, 2008; NG, 2001). Quando as
celulas microbianas se encontram em fase de crescimento, as reagdes biossintéticas podem ser
afetadas com o desvio de parte do fluxo metabdlico para a multiplicagdo celular (TANAKA et

al., 2002). Uma alternativa entdo seria 0 uso de sistemas de células permeabilizadas (resting
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cells ou células em repouso), nos quais 0 rompimento completo da célula ndo é o objetivo do
tratamento porque se almeja obter um sistema metabolicamente ativo, e de preferéncia, com
capacidade reduzida de crescimento celular (ABRAHAM; BHAT, 2008; NG, 2001;
TANAKA et al., 2002).

A técnica de permeabilizacdo (ou rompimento) celular, que pode ser quimica ou fisica,
é empregada primariamente na recuperacdao de biomoléculas, incluindo enzimas, proteinas e
produtos farmacéuticos (NG, 2001). No entanto, dependendo das condigdes utilizadas,
permite-se somente alterar a parede/membrana celular, sem, no entanto, causar liberacdo de
seus componentes intracelulares (NG, 2001) ou a fragmentacdo celular (PESSOA JUNIOR,
2005). Segundo Abraham e Bhat (2008), com a alteragdo na parede/membrana
(permeabilizacdo) celular, hd uma tendéncia na reducdo da barreira de permeabilidade da
membrana, conseqlientemente promove uma melhor mobilidade intra/extracelular de
substrato(s) e/ou produto(s), o que pode favorecer a conversao do substrato no produto de
interesse (Figura 2.2). A estrutura inteira das células permeabilizadas pode reter cofatores

e/ou permitir sua regeneracdo. Desta forma, estes sistemas podem ser empregados para 0O

estudo e monitoramento de enzimas in situ e também como catalisadores em diferentes
processsos de biotransformagdo (FELIX, 1982; NG, 2001; SERRANO; GANCEDO, J;
GANCEDQO, C., 1973).

]
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Figura 2.2. Esquema simplificado do processo de permeabilizacdo celular

No entanto, dependendo das condi¢des experimentais, ndo se descarta a formacéo de
sub-produtos e problemas difusionais com relacdo ao transporte de substrato(s) e/ou
produto(s) através da membrana permeabilizada (FELIX, 1982; NG, 2001). Além disto, as
piridinas-nucleotideos (cofatores) estdo ligadas a proteina através de ligacbes ndo-covalentes
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relativamente frouxas (LEHNINGER, 1997), e desta forma, podem ser facilmente liberadas
das células apo6s procedimento de permeabilizacdo, o que ndo é desejavel, principalmente em
reacOes enzimaticas que dependem destes compostos. Segundo Shepard et al. (2002), as
condicdes de permeabilizacdo ndo podem ser generalizadas, sendo necessario otimizar o
processo de acordo com as caracteristicas da molécula alvo e com a estratégia de processo. A
escolha do procedimento depende do tipo de organismo, da composi¢do da parede e da

membrana celular.

Os agentes tensoativos (detergentes ou surfactantes) sdo usados em diferentes areas da
Biotecnologia. Sdo moléculas anfipaticas (anfifilicas) com um nucleo polar (parte hidrofilica)
e uma cauda apolar (parte hidrofobica). A porcdo apolar é freqlientemente uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto a porcéo polar pode ser i6nica (aniénica ou cationica), ndo-iénica
ou anfotérica (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Devido a esta natureza anfipatica, 0s
tensoativos ndo somente se solubilizam em &gua, mas também solubilizam compostos
hidrofobicos neste ambiente (BHAIRI; MOHAN, 2007). Desta forma, uma das principais
aplicacdes destes compostos € na solubilizacdo de lipideos e proteinas das membranas
(ROCHA, 1999), o que os tornam potenciais para a obtencdo de células permeabilizadas.
Dentre os diferentes tipos de tensoativos utilizados, destacam-se o CTAB (Brometo de
cetiltrimetilamdnio) e Triton X-100 (Figura 2.3).

O CTAB faz parte dos chamados “Quats” - cations quaternarios de amonio (ou sais
quaternarios de aménio com um anion associado). Os Quats sdo ions poliatbmicos
positivamente carregados de estrutura NR** com R sendo grupos alquila. S&o
permanentemente carregados, independente do pH de sua solucdo, e sdo sintetizados pela
completa alquilacdo da ambnia ou outras aminas. Possuem uma afinidade muito alta por
superficies (membranas celulares), 0 que os tornam tensoativos (ou detergentes) poderosos.
No caso do CTAB, a porcdo hidrofébica € constituida por grupo cetil, que possui
caracteristica oleosa, o que a faz repelir 4gua (ou buscar um ambiente hidrofébico
negativamente  carregado) (Quaternary Ammonium  Compunds, disponivel em
www.fefchemicals.com). Segundo Gowda, Bacchawat e Bhat (1991), CTAB possui alta
afinidade de ligacéo a biomoléculas.


http://www.fefchemicals.com/
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CTAB - Brometo de cetiltrimetilamodnio

H, C
Mg i
H3C’fN\,\/\MfO_[3 Br
oH

Formula empirica = C19H42BrN
MM = 364,46 g/mol
pH=5-7 (50 g/L, H,0, 20 °C)
CMC=1mM (20 a 25 °C)
Facilmente dissolvido em &gua fria

Triton X-100

Férmula empirica = C34Hg2011
MM = 646,86 g/mol
d = 1,07 g/em® = 1,07 g/mL (20 °C)
CMC=0,2-0,9mM (20 a 25 °C)

Figura 2.3. Estruturas e caracteristicas quimicas dos agentes tensoativos avaliados no
presente trabalho (FONTE: Catalogo Merck e Vetec on line, Wikipedia.com)

O Triton X-100 é um agente tensoativo ndo-iénico, com porcédo hidrofilica constituida
por uma cadeia de polioxietileno com um nimero médio de 10 unidades de o0xido de etileno, e
com a porc¢ao hidrofébica formada pelo grupo p-t-octilfenol. Os &tomos de oxigénio da porgao
hidrofilica tornam-na solivel em &gua (pontes de hidrogénio) (ROCHA, 1999). Os
tensoativos ndo ibnicos, como o Triton X-100, permitem avaliar as interacfes hidrofébicas
entre seus mondmeros ou agregados (micelas) e membranas porque nao estabelecem ligacoes
eletrostaticas com os componentes desta. Em geral, estes compostos sdo melhores para

quebrar interaces entre lipideos e entre lipideos e proteinas, que entre proteinas. Por isso,
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eles sdo considerados tensoativos ndo-desnaturantes e sdo amplamente usados no isolamento
de proteinas de membranas em suas formas biologicamente ativas (PRETE, 2006). Segundo
Makino, Reynolds e Tanford (1973), Triton X-100 apresenta uma tendéncia em formar
micelas muito superior do que sua associagdo com proteinas.

King et al. (1991) avaliaram o efeito dos tensoativos Pluronic F-68 e Triton X-100
sobre a bicamada lipidica. Segundo os autores, dentre os possiveis mecanismos do efeito dos
tensoativos sobre a permeabilizacdo da membrana incluem a alteracdo da interacdo lipideo-
proteina, lipideo-lipideo. Ainda, o tratamento com tensoativos promove um abre-fecha de
poros na bicamada fosfolipidica, e a sua ruptura pode ocorrer quando o nimero de poros
abertos for maior do que de poros fechados.

Segundo Bhairi e Mohan (2007), os agentes tensoativos solubilizam as proteinas da
membrana, mimetizando o ambiente da bicamada lipidica e este fendbmeno esta relacionado a
CMC (concentracdo micelar critica) do tensoativo (Figura 2.4). As micelas formadas por
tensoativos sdo anadlogas as bicamadas das membranas biol6gicas e as proteinas se
incorporam a estas micelas via interacfes hidrofobicas. De acordo com o0s autores, 0
procedimento ocorre em diferentes estagios: quando em baixas concentracdes (abaixo da
CMC), os mondmeros de tensoativo dispersos no meio aquoso simplesmente se ligam a
membrana, particionando e mimetizando a bicamada lipidica (formac&o de poros). A medida
que a concentracdo do tensoativo aumenta no meio, em valor igual ou maior a CMC, ocorre a
saturacdo da bicamada com estes compostos, o que pode levar a completa desintegracdo desta
estrutura, obtendo-se ao final, além das micelas de tensoativo, micelas mistas (tensoativo:

lipideo, tensoativo: proteina), constituindo assim, um sistema completamente heterogéneo.
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] Membrana hiologica

Baixas concentragdes do tensoativo
(ahaixo da CMC)

w&’lﬂt i

f n Altas concentragdes do tensoativo
(igual ou maior que a CMC)

Membrana biolégica com
WE¥ mondmeros de tensoativo ligados

tensoativo lipideo

Micela tensoativo:lipideo % + % Wcelaide:fensoative

Complexo proteina: tensoativo e Complexo proteina:tensoativo

Figura 2.4. Estdgios da dissolugdo de uma membrana biol6gica com tensoativos
(Adaptado de BHAIRI; MOHAN, 2007)

Segundo Hugo® (1967 apud UENO, 1992), ap6s adsorcéo do tensoativo na membrana
celular, processos secundarios podem ocorrer, e estes contribuem para uma maior ou menor
extensdo de inibigcdo dos processos metabdlicos e reprodutivos da célula e até para uma perda
de viabilidade.

Raicu et al. (1998) avaliaram o efeito do CTAB sobre as propriedades dielétricas de S.
cerevisiae. Os autores trataram as células da levedura (8-9 células/mL) com CTAB (0 a 1
mM) durante 30 min a temperatura ambiente e verificaram que os tratamentos ndo afetaram a
forma das células, mas promoveram uma reduc¢do de 30% na area superficial da membrana e

60% no volume celular. Segundo os autores, o tratamento com CTAB causou uma reducao na

! HUGO, W.B. The modo of action of antibacterial agents. Journal of Applied Bacteriology, v.30, p. 17-50,
1967.
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condutividade interna do vactolo (composto em sua maioria por dgua e ions) e a partir da
observacdo deste comportamento, sugeriram que houve a liberacdo dos ions provenientes
deste compartimento como uma resposta indireta da permeabilizacdo da membrana celular,

como sendo uma tendéncia da célula para compensar a perda de material citoplasmatico.

O congelamento-descongelamento da suspensdo celular constitui uma técnica
frequentemente empregada para recuperacdo de produtos intracelulares (NG, 2001; SOUZU,
1980), na permeabilizagdo visando a dosagem in situ de enzimas intracelulares (BINDU;
SOMASHEKAR; JOSEPH, 1988; DOOLAN; WILKINSON, 2009; SEKHAR; BHAT, N.;
BHAT, S., 1999) e também como etapa auxiliar ao procedimento de rompimento celular por
ultrasson (MAYERHOFF, ROBERTO; FRANCO, 2006).

Segundo Park et al. (1997) e Pessoa Junior (2005), o grau de permeabilizagéo e/ou lise
é dependente das taxas de congelamento-descongelamento e do tipo de microrganismo
empregado. Quando se emprega taxas elevadas de congelamento, ocorre formacéo de cristais
de gelo intracelularmente, levando a danos celulares. Por outro lado, quando as taxas de
congelamento s&o baixas, predomina a formacédo de gelo extracelular, levando a desidratacéo
intracelular. Portanto, cada célula terd& uma resposta propria quanto ao grau de
permeabilizacdo quando submetidas ao congelamento rdpido ou lento. De acordo com
Dumont, Marechal e Gervais (2004), o processo de congelamento-descongelamento lento
gera um stress duplo para a célula, ou seja, o stresss térmico e o hiperosmotico, 0s quais
atuam simultaneamente durante o resfriamento da suspensdo. A agua que circunda a célula
congela antes do contetdo celular, isto porque o citoplasma é mais concentrado do que este
meio circundante (geralmente, solucdo tampdo), e porque termodinamicamente, o
componente com o maior volume ird nuclear em primeiro lugar. Este congelamento aumenta
a pressao osmotica do meio, e os solutos extracelulares concentram-se na dgua remanescente
do meio extracelular. Desta forma, uma osmose ira desidratar as células, atraves da difusdo da

agua do citoplasma para a solucdo externa mais concentrada.

O tipo de investigacdo enzimatica a ser adotada também €& um fator importante em
processos de permeabilizacdo celular. De acordo com Galabova, Tuleva e Spasova (1996), o
sucesso do procedimento de permeabilizacdo depende também da localizacdo da enzima a ser
ensaiada. Segundo Savelli, Spreti e Di Profio (2000), os tensoativos podem afetar a atividade
enzimatica atraves da competicdo com o substrato pelo sitio ativo, da alteracdo do ambiente

natural da biomolécula e em altas concentragdes, a inibicdo pode ocorrer devido ao aumento
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da particdo do substrato nas micelas de detergente, o que reduziria a concentragdo do
substrato livre. No entanto, estes compostos também podem se ligar a enzima, causando uma
mudanca conformacional para uma forma mais ativa, podendo o grupo hidrofilico do
tensoativo ser o responsavel por este acontecimento. A ativacdo pode ocorrer devido a um
aumento na solubilidade do substrato. Ainda segundo os mesmos autores, a estabilizacdo de
enzimas constitui um dos principais objetivos no campo da enzimologia micelar. De acordo
com Lalitha e Mulimani (1997), tensoativos como por exemplo o CTAB, podem atuar como
ativadores de algumas enzimas, promovendo um aumento na hidrofobicidade do ambiente,
causando indiretamente um mudanga conformacional destas biomoléculas para uma forma
mais ativa. Estes autores constataram o favorecimento (20%) da atividade de fosfatase acida
de batata quando em presenca de CTAB. Yoon e Robyt (2005) constataram efeito
estabilizador do Triton X-100 sobre 10 diferentes enzimas que participam da degradacéo de
amido. Segundo Singh et al. (2006), os tensoativos podem complexar diretamente com a
enzima de forma a alterar sua estrutura terciéria, e portanto, modulando a atividade e/ou
especificidade e/ou estabilidade da biomolécula.

No caso do tratamento da suspensao celular por congelamento-descongelamento, ndo
se descarta a desnaturacdo de biomoléculas sensiveis ao procedimento (PESSOA JUNIOR,
2005).

2.2. Algumas aplicacOes biotecnolégicas de células permeabilizadas e resting cells ndo
tratadas

O interesse industrial por tecnologias alternativas aos processos quimicos
convencionais vem aumentando gradativamente, em diversas areas, com vistas a obtencdo de
alternativas limpas para o desenvolvimento de produtos e processos. Neste contexto, a area de
biocatalise emergiu como uma ferramenta poderosa para a chamada ‘quimica ecologicamente
correta’ (green chemistry), a qual levara cada vez mais a processos industriais comprometidos
com o controle ambiental (BOMMARUS; POLIZZI, 2006; DE CONTI et al., 2001). Os
biocatalisadores constituem uma alternativa de menor impacto quando comparada a sintese
organica tradicional. Estas biomoléculas oferecem ferramentas apropriadas para a
transformacéo industrial de materiais naturais ou sintéticos sob condi¢des brandas de reacéo,
com baixas demandas de energia, além de minimizar os problemas de isomerizacdo e de

rearranjo de compostos (ALCADE et al., 2006). Dentro deste contexto, células
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permeabilizadas e resting cells (ndo tratadas) apresentam destaque, sendo amplamente
empregadas na obtengdo de sistemas de biotransformagdo em processos biocataliticos.

De acordo com Canovas, Torroglosa e Iborra (2005), as caracteristicas dos processos
de biotransformacdo sdo importantes. Para realizar uma biotransformacdo com células
integras, resting cells permeabilizadas ou ndo, diversas varidveis devem ser otimizadas para a
obtengdo de niveis satisfatorios do bioproduto alvo. Desta forma, devem ser levados em
consideracdo: as condicdes fisico-quimicas operacionais para a obtencdo de maxima atividade
catalitica por unidade celular (pH, temperatura, osmolaridade e presenca de
ativadores/inibidores), a concentracdo do biocatalisador, concentragdo do(s) substrato(s)
especifico(s), o ambiente biocatalitico (reator ou frascos agitados), ativacdo e/ou inducdo
da(s) enzima(s) envolvida(s) na reacdo e o tipo de apresentacdo do biocatalisador (enzima ou
células imobilizadas).

A técnica de permeabilizacdo celular é utilizada para a recuperacdo de produtos
microbianos, como ferramenta analitica na medida de vérias enzimas in situ e na obtencdo de
sistema biocataliticos. Varios sdo os fatores que influenciam a permeabilizacdo celular com
agentes tensoativos, incluindo o tipo e a concentracdo do agente permeabilizante, a
temperatura de incubacdo, o tempo de contato, dentre outros. As condi¢des variam de acordo
com o tipo de microrganismo e com 0 objetivo do processo de permeabilizacéo:

Souzu (1980) estudou o efeito de diferentes taxas de congelamento-descongelamento
sobre a permeabilidade da membrana celular de Escherichia coli. Segundo os autores, este
processo causou a liberacdo de componentes da membrana celular tais como proteinas,
fosfolipideos e lipo-polissacarideos. Os autores observaram ainda que a liberacdo de
compostos para fora das células foi dependente da taxa de congelamento-descongelamento.
Os componentes da membrana externa foram principalmente liberados pelo processo lento,
enquanto que no processo rapido foram liberados 0s componentes da membrana
citoplasmatica e da membrana externa. Esta fragmentacéo das membranas foi assumida como
0 resultado da cristalizacdo da &gua externa. No processo lento de congelamento-
descongelamento, a fase de separacdo da bicamada fosfolipidica da membrana aumentou a
possibilidade de fragmentagcdo da membrana externa. No processo réapido, o efeito da fase de
separacao se mostrou menor devido a rapida passagem atraves das temperaturas de transicao.

A permeabilizacdo de células de Kluyveromyces fragilis empregando CTAB e Triton
X-100 foi avaliada por Joshi, Gowda e Bhat (1987), com o objetivo de se obter um sistema
biocatalico, fonte da enzima [3-galactosidase (lactase). Foi observado que células tratadas com

CTAB 0,1% (4°C, 5 min) hidrolisaram a lactose e, que o potencial catalitico da levedura foi
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aumentado em aproximadamente 480 vezes em relagdo ao controle (células ndo tratadas).
Para o tratamento com Triton X-100 1 % (v/v) (40°C, 1 h) o aumento foi de cerca de 110
Vezes.

Naina, Gowda e Bhat (1991) empregaram ceélulas permeabilizadas de levedura de
panificacdo (S. cerevisiae) como fontes das enzimas alcool desidrogenase (ADH) e glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) para o preparo de NADH/NADPH. Convencionalmente, estes
cofatores reduzidos sdo obtidos a partir destas enzimas isoladas e purificadas, o que eleva o
custo da producdo. Buscando uma alternativa, mais econémica, 0s autores estudaram a
permeabilizacdo celular com CTAB. Foi constatado que a atividade de ADH aumentou de 0,6
para 346,2 U/giulas, €nquanto a G6PD passou de 1,1 para 7,2 U/geiuias €M relagéo ao controle.
Segundo os autores, ambos cofatores NADH/NADPH gerados, se apresentaram estaveis
durante as condices de permeabilizacdo, além disto, a reducdo foi completa e os cofatores
apresentaram pureza cromatogréfica, o que torna 0 método uma alternativa economicamente
viavel para o processo em questao.

Visando obter sistemas enziméticos com potencial uso em biocatalise, Gowda,
Bacchawat e Bhat (1991) permeabilizaram células de levedura de panificacdo com CTAB.
Neste trabalho, algumas enzimas glicoliticas e oxidativas (ADH, G6PD, HK — hexoquinase)
foram selecionadas como marcadores do processo de permeabilizacdo. As condi¢Bes 6timas
de permeabilizacdo, avaliadas em termos das maximas atividades intracelulares, foram as
mesmas para as trés enzimas estudadas (CTAB 2 %, 15 min e 24 °C). Foi também observado
que a razdo célula/tensoativo tem maior influéncia sobre a permeabilizacdo das células, do
que a concentracdo do tensoativo. Além disto, os autores constataram que as células
permeabilizadas ndo apresentaram atividade com a adicdo de substrato ou cofatores sozinhos,
indicando que estes foram removidos das células durante o processo de permeabilizacéo.

Sorbitol e acido glucénico sdo convencionalmente produzidos por via quimica sob
condigdes operacionais extremas e dispendiosas. Uma alternativa seria sua producdo via
biotecnoldgica, porém, com células intactas o acido glucdnico pode ser convertido a etanol e
outros subprodutos, o que reduz os rendimentos do processo. A producdo de sorbitol e &cido
glucénico com células permeabilizadas de Zymomons mobilis em agente tensoativo (CTAB)
foi estudada por Rehr, Wilhelm e Sahm (1991). Os resultados revelaram que o tratamento das
células com 0,1 % de CTAB por 10 min, promoveu a obtencdo de elevados rendimentos de
acido glucdnico e sorbitol (98-99 %) e que o acido glucdnico ndo foi convertido em etanol.

Resultado semelhante (conversdo de 97 %) foi encontrado por Wilberg, Alves e Nobrega
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(1997) quando células de Z. mobilis foram permeabilizadas em 0,2 % de CTAB sob agitacéo
de 300 rpm por 30 min.

Laouar, Mulligan e Lowe (1992) compararam os efeitos de diversos tensoativos sobre
a permeabilizacdo celular de S. cerevisiae (X 2180 1B), através da atividade enzimaética de
alcool desidrogenase (ADH). Os autores observaram que quando a levedura foi pré-crescida
na presenca de Triton X-100 (0,1 % v/v) durante 24 h, a atividade de ADH foi 47 % maior,
quando comparado com o0 ensaio na qual S. cerevisiae foi pré-crescida na auséncia do
tensoativo.

Bhat et al. (1993), avaliaram o uso de células permeabilizadas de levedura de
panificacdo e K. fragilis para estimar etanol, glicose e lactose, através das atividades das
enzimas ADH, G6PDH, HK e B-GAL (B-glicosidase), em amostras complexas como sangue,
leite e fermentado. Os resultados obtidos com as células permeabilizadas em CTAB foram
comparados com o0s obtidos em métodos tradicionais de estimacdo destes produtos, que sao
baseados no uso de enzimas purificadas e HPLC. Segundo os autores, a permeabilizacéo
celular é uma alternativa viavel para medida destes produtos, uma vez que 0s resultados
estimados de etanol, glicose e lactose foram similares aos obtidos nos métodos tradicionais.

Bindu, Somashekar e Joseph (1998), avaliaram vérios métodos de permeabilizacéo
celular (métodos quimicos, enziméaticos e fisicos) de Rhodotorula gracilis objetivando a
determinacdo da atividade in situ de fitase. Foi verificado que dentre todos os métodos
estudados, somente o procedimento de congelamento-descongelamento promoveu um
aumento na atividade da enzima (aumento de aproximadamente 189% em relacdo ao controle
- cCélulas ndo permeabilizadas). Os autores concluiram que células de R. gracilis
permeabilizadas por congelamento-descongelamento além de constituir uma fonte de fitase,
estas células podem ser empregadas na industria de alimentos na reducao de fitato.

Ng (2001) estudando a permeabilizacdo de Zymomonas mobilis e Escherichia coli
constataram que o método do congelamento-descongelamento favorece a liberagdo de
enzimas citoplasmaticas, utilizando a enzima G6PD como fonte de estudo.

Com o objetivo de se obter um método de reciclagem de cofator a ser utilizado
posteriormente numa biorreducdo enantiosseletiva, Zhang, Witholt e Li (2006), empregaram
células permeabilizadas de Bacillus subtilis BGSC 1Al contendo glicose desidrogenase e
Bacillus pumillus Phe-C3 contendo ceto redutase. Os autores combinaram (“acoplaram”) os
microrganismos de forma a obter uma eficiente regeneracdo do cofator e biorreducdo,
respectivamente. Por uma questdo econdmica, foi utilizado NADP® para geracio e

regeneracdo do NADPH na presenca de glicose. Foi observado que a biorreducdo com as
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celulas permeabilizadas promoveram rendimentos maiores do que com o equivalente em
células integras, e os autores constataram a generalidade da técnica, como um eficiente
sistema acoplado de regeneracdo de cofator-biocatalise para uma grande variedade de
oxidorreducdes.

Etil(R)-4-cloro-3-hidroxibutanoato ((R)-CHBE) é um composto quiral de grande
importancia nas inddstrias quimica e farmacéutica. Yu et al. (2007) permeabilizaram células
de S. cerevisiae com CTAB para a obtencdao de ((R)-CHBE) a partir de etil 4-cloro-3-
oxobutanoato (COBE) na presenca de brometo de alila. Os autores utilizaram os sistemas
ADH - alcool desidrogenase/2-propanol e G6PD/glicose-6-fosfato para a regeneracdo do
NAD(P)H. Foram obtidos rendimento e excesso enantiomérico (ee) de ((R)-CHBE) de 99,5 e
99%, respectivamente, num periodo de 6 h. A partir de células ndo permeabilizadas, estes
resultados corresponderam a 34,4 e 96%, respectivamente, nas mesmas condicdes.

Abraham e Bhat (2008) estudaram a permeabilizacdo de S. cerevisiae com 0
tensoativo catidénico N-lauril sarcosina (LS) para obtencdo de um biocatalisador com alta
atividade in situ de catalase. Os autores observaram que a permeabilizacdo celular foi
dependente da concentracdo do tensoativo, do tempo de contato e da temperatura e obtiveram
um aumento de 350 vezes na atividade da enzima (atingindo aproximadamente 1000 U/g peso
amido) quando tratada uma suspenséo celular de 200 g/L com 2% de LS a 45°C por 15 min.

Yuan e Heinzle (2009) permeabilizaram cerca de 10 g/L de Corynebacterium
glutamicum com Triton X-100 0,05%, CTAB 0,1%, digitonina 0,1%, mistura tolueno-etanol
(TE) 10% e etanol 40% durante 30 min a temperatura ambiente. Os autores objetivaram a
dosagem in situ das enzimas malica, G6PD, isocitrato desidrogenase e fosfoglicose isomerase
e constataram que as atividades das biomoléculas variaram com o tratamento de
permeabilizacdo. Os autores verificaram que G6PD foi a Unica enzima em que a atividade in
situ a partir de células permeabilizadas com Triton X-100 e TE foram similares ao
homogenato das células ndo tratadas (~20 U/Qceiss). Todas as demais enzimas foram
negativamente afetadas por estes tratamentos. Também foi observado que os demais
tratamentos de permeabilizacdo (CTAB, digitonina e etanol) promoveram atividades in situ
nulas ou até 50% inferiores aos correspondentes niveis no homogenato.

As células microbianas permeabilizadas apresentam uma vasta aplicacdo, além das
apresentadas anteriormente. Na Tabela 2.1 estdo citados mais exemplos do uso desta

tecnologia nas diversas areas da Biotecnologia.
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Tabela 2.1 - Outros exemplos de aplicacdes de permeabilizadas

Tipo de microrganismo Técnica de permeabilizagdo Objetivo Referéncia
Estudo quantitativo in situ das enzimas
Pichia pinus Agentes tensoativos (CTAB e digitonina)  alcool oxidase, formaldeido Alamée e Jarviste (1995)
desidrogenase e formato desidrogenase
Determinacdo da atividade in situ das Galabova, Tuleva e Spasova
Yarrowia lipolytica Agente tensoativo (Triton X-100) enzimas periplasmaticas (fosfatase :

Congelamento-descongelamento, agentes
tensoativos (CTAB, digitonina e Triton X-
100) e mistura de solventes organicos
(tolueno, etanol e cloroférmio)

Saccharomyces cerevisiae

Agentes tensoativos (N,N-

Pichia. pastoris dimetiltetradecilamina e Triton X-100)

Solventes organicos (acetona, benzeno,
Escherichia coli JIM101 cloroférmio, etanol, hexano, metanol,
piridina, tolueno e xileno)
Solventes organicos (etanol, acetona,
alcool isopropilico e tolueno), agentes
tensoativos (Tween 20 e Triton X-100) e
PEI (polietileneimina)

Escherichia coli

Ultra-som, tratamentos quimicos (CTAB,
SDS, alcool isopropil) , choque térmico
por aquecimento (45,55 e 65°C) e ciclos de
congelamento (- 196°C)

Lactococcus lactis

acida e fosfatase alcalina) (1996)
Obtencéo de um biocatalisador para a
remocao de H,O, residual em
indUstrias de laticinios

Sekhar, Bhat, N., Bhat, S.,
(1999)

Recuperacdo de proteina recombinante

(neurotoxina botulinica) utilizada na Shepard et al. (2002)
indUstria farmacéutica

Obtencéo de um biocatalisador para

producdo do precursor da penicilina De Leon et al. (2003)
(&cido-6-amino penicilanico)

Obtencdo de um biocatalisador para
producgdo de L-carnitina, a qual
participa da oxidag&o lipidica

Céanovas, Torroglosa e Iborra
(2005)

Favorecimento da acessibilidade das
enzimas peptidases da bactéria 4cido
latica aos substratos do queijo, o que
influencia positivamente na formacao
de flavour do produto

Doolan, Martin e Wilkinson
(2009)




31

As resting cells podem ser obtidas na fase final do crescimento exponencial
microbiano (DORAN, 1998). Por outro lado, resting cells também podem ser obtidas em
sistemas de biotransformacdo em que o(s) substrato(s) especifico(s) é/sdo solubilizado(s) em
solucdo tampdo ou aquosa, ausentes de nutrientes, ou o chamado resting process
(BAUMCHEN, et al., 2007; CANOVAS; IBORRA, 2005; KHAN; BHIDE; GADRE et al.,
2009; POONPERM et al., 2007). Este tipo de sistema biocatalitico é frequentemente
empregado em processos que requerem altas taxas de conversdo e produtividade e pureza
enantioseletiva. Na Tabela 2.2 estdo apresentados alguns exemplo de aplicacdo de resting

cells (ndo permeabilizadas).

Tabela 2.2. Exemplos de aplicacédo de resting cells (ndo permeabilizadas)

Tipo de

. : Aplicagéo Referéncia
microrganismo

Obtencéo de (R)- ou (S)-etil 4-cloro-
S.cerevisiae 3-hidroxibutirato, precursor de Bertau (2002)
farmaco anti-depressivo

Obtencédo de um biocatalisador para

Escherichia coli e producdo de L-carnitina, a qual

Céanovas, Torroglosa e Iborra

Proteus sp. participa da oxidac&o lipidica (2005)
Bacillus pallidus Producéo de L-xilulose a partir de
Vo5 silitol Poonperm et al. (2007)
Norcardia corallina  Obtencéo de (18)-(-)-verbepona, um Manjarrez et al. (2007)
B-276 componente de 6leo essencial
Bacillus megaterium N ) Baumchen et al. (2007)
. . Obtencéo de manitol )
Candida magnoliae Khan, Bhide e Gadre (2009)

2. 3. Metabolismo da xilose em leveduras

O metabolismo da xilose em leveduras opera em um ciclo fechado e coordenado,
assegurando a geracdo de NADPH necessario para a conversao de xilose em xilitol (Figura
2.5). As leveduras catabolisam uma quantidade de xilitol suficiente para produzir glicose-6-
fosfato (G6P) necessario para a regeneracdo de NADPH e a manutengéo do ciclo (SILVA et
al., 1996).
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Figura 2.5. Esquema do metabolismo da xilose em leveduras (Adaptado de BARBOSA
et al., 1988)

Uma vez dentro da célula da levedura, a xilose é reduzida em Xxilitol pela xilose
redutase (aldose redutase EC 1.1.1.21) dependente quer de NADH ou de NADPH. O xilitol,
composto relativamente estavel, ou é excretado da célula ou oxidado a xilulose pela xilitol
desidrogenase (EC 1.1.1.9) dependente de NAD" ou NADP" (WINKELHAUSEN;
KUZMANOVA, 1998). Porém, a dependéncia do tipo do cofator da xilose redutase pode
afetar a proporcdo entre as quantidades produzidas de xilitol e xilulose. Yablochkova et al.
(2003) verificaram que a cepa Pachysolen tannophilus, cujas xilose redutases sdo quase
igualmente especificas para 0 NADH e o NADPH, produziu xilitol e etanol em quantidades
comparéveis, enquanto que para C. shehatae e P. stipitis, cujas xilose redutases s&o mais
especificas para 0 NADH do que para NADPH, o etanol foi o produto predominante.
Consequientemente, a formacdo intensa da xilulose a partir da xilose € uma condicéo
necessaria para a producdo do etanol. Segundo os mesmos autores, o impedimento da
formacdo da xilulose devido a dependéncia predominante da xilose redutase por NADPH
conduz a producéo do xilitol como o produto principal da fermentagéo da xilose.

Para a determinacdo das atividades de enzimas intracelulares, o substrato deve ser

adicionado ao meio, de forma a promover uma saturacdo eficiente da enzima (LEHNINGER,
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1997) e além disto, a atividade enzimaética relacionada a variacdo da absorcdo de piridinas-
nucleotideos (cofatores) se baseia no principio de que suas formas reduzidas
(NADH/NADPH) absorvem energia a 340 nm, enquanto que suas formas oxidadas
(NAD*/NADP™") ndo apresentam esta absor¢do (MARINHO et al., 2007).

2.3.1. Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)

A enzima citoplasmatica glicose-6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49) foi descoberta
em 1931 por Warburg e Christian. Esta enzima catalisa a reacdo de oxidagdo da glicose-6-
fosfato pelo NADP* com formagao da 6-fosfogluconolactona e NADPH. A reacdo da G6PD é
a primeira e também limitante da velocidade da via das pentoses fosfato, que possui 3 funcdes
importantes: (1) a produgéo de equivalentes redutores sob a forma de NADPH; (2) a producéo
de pentoses fosfato necessarios para a biossintese de nucleotideos e (3) servir como porta de
entrada das pentoses na via glicolitica. O NADPH ¢ utilizado como redutor numa grande
variedade de reacdes incluindo ndo somente a producao de xilitol como de acidos graxos e
colesterol, e um nivel adequado deste cofator é igualmente importante para protecdo das
celulas contra o estresse oxidativo (MARINHO et al., 2007).

A G6PD de leveduras existe em solu¢do como uma mistura em equilibrio de dimeros e
tetrdmeros. Somente os dimeros sdo ativos. Uma caracteristica tipica da G6PD, como de
outras desidrogenases, € a inativacdo resultante de sua dissociacdo, o que € um indicativo da
importancia do contato entre as subunidades para que as propriedades cataliticas sejam
pronunciadas. A massa molecular do dimero é 102 kDa (ZAITSEVA; CHUKRAI;
POLTORAK, 2000). Segundo os mesmos autores, a forma dimérica de G6PD contém dois
centros equivalentes de NADP™ que se liga com as constantes de dissociagdo, K; = 45 uM e
K, = 0,13 uM (pH 8,0, 27 °C). As cinéticas de acdo da enzima obedecem a Lei de Lambert-
Beer com uma ligacdo independente dos substratos. Segundo Marinho et al. (2007), a enzima
G6PD de S. cerevisiae apresenta Ky para G6P de 58 uM e para o NADP" de 20 pM; o
NADPH, um dos produtos da reacdo € inibidor da enzima sendo que 0 K; é 27 uM ¢ a
atividade da enzima apresenta pH oOtimo entre 8 e 9, e decresce com o decréscimo da
temperatura de 35 °C para 22 °C. Em estudos de estabilidade, Souza et al. (2002) observaram
que a 4 °C, a enzima se manteve estavel numa faixa de pH de 4 a 9,5 durante 4 h de
estocagem.

A G6PD encontra-se amplamente distribuida na natureza, em quase todos os tecidos

de origem animal e vegetal e em células de microrganismos (GURPILHARES et al., 2006).
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A deficiéncia em G6PD ¢é uma doenca genética comum nos humanos, podendo resultar na
anemia hemolitica e em um aumento da sensibilidade dos eritrocitos a compostos oxidantes,
devido a deficiéncia em NADPH (MARINHO et al., 2007).

A enzima é comumente utilizada em estudos médicos e bioguimicos, como reagente
analitico para varios ensaios quantitativos, incluindo medidas de atividades da hexoquinase e
creatina-quinase, concentracdes de ATP e hexoses (BERGMEYER, 1984). Kwon et al. (2006)
propuseram um estudo para promover a elevacdo da atividade de G6PD com vistas a
aumentar o fluxo metabdlico através da via das pentoses fosfato, aumentando assim a
regeneracdo do NADPH para a producgéo de xilitol em S. cerevisiae recombinante. Naina,
Gowda e Bhat (1991) tambeém j& haviam utilizado a enzima como fonte de regeneragdo de
cofator. Bhat et al. (1993) avaliaram a atividade da enzima G6PD (a partir de células
permeabilizadas) com o intuito de se obter um método alternativo para estimar glicose em

amostras complexas como sangue, leite e leite fermentado.

2.3.2. Xilose redutase (XR)

A xilose redutase (XR) ou aldose redutase de leveduras faz parte da familia das aldo-
ceto redutases, a qual catalisa a reducdo reversivel NAD(P)H-dependente de aldeidos e
cetonas em seus alcoois correspondentes. A xilose redutase (XR) é a enzima responsavel pela
primeira etapa no metabolismo de xilose por leveduras (CHIANG; KNIGHT, 1960).

XR de diferentes leveduras e fungos tém sido purificadas e parcialmente
caracterizadas. A massa molecular encontrada para a XR de Candida guilliermondii foi de 36
kDa, com Ky de 79 mM para D-xilose, adotando NADPH 0,15 mM (GRANSTROM et al.,
2002). As condicBes 6timas de pH e temperatura para a atividade da XR podem variar de
acordo com o microrganismo empregado. De uma forma geral a faixa de pH 6timo para esta
enzima encontra-se entre 5,0 e 7,5, enquanto que a temperatura tem se mostrado 6tima entre
25 e 50 °C (NEUHAUSER et al., 1997; YOKOYAMA et al., 1995). Empregando a
metodologia do planejamento experimental, Mayerhoff, Roberto e Franco (2006)
demonstraram que para Candida mogii a maxima atividade de XR ocorre em pH de 6,5 e
temperatura de 38 °C. A enzima produzida por Cryptococcus lactativorus mostrou-se estavel
em valores de pH entre 6,0 e 8,0 unidades, apds 24 h de incubagdo, para ambos os cofatores
(NADH e NADPH), sendo desnaturada em pH abaixo de 4,0 e acima de 9,0 (KISE;
KOIZUMI; MAEDA, 1988). O estudo de estabilidade térmica para esta enzima determinou
uma atividade residual de 100%, 93% e 3% da atividade inicial, ap6s 10 min de incubacéo a
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30, 50 e 80 °C, respectivamente. A meia-vida desta enzima foi de 800 h e 14 h, a 30 e 50 °C,
respectivamente, também para ambos os cofatores empregados.

A XR de Candida shehatae mostrou-se estavel a 4 °C por varios meses, e por 48 h a
temperatura ambiente (HO et al., 1990). FracGes contendo xilose redutase produzida por
Candida boidinii puderam ser estocadas por pelo menos dois meses a 20 °C, sem perda da
atividade (BOLEN; MCCRACKEN, 1990). De acordo com Mayerhoff, Roberto e Franco
(2006), a XR de C. mogii se manteve estavel por 3 h a 4 °C e 38 °C e por 4 meses de

estocagem a -20 °C.

2.3.3. Xilitol desidrogenase (XD)

Como visto anteriormente, na bioconversdo da xilose, dependendo das condigcbes
experimentais, o xilitol formado segue a via metabdlica das pentoses fosfato, sendo a xilitol
desidrogenase (XD) a enzima responsavel pela oxidacdo inicial do poliol a xilulose, reacdo
dependente de NAD" ou NADP",

Yang e Jeffries (1990) purificaram XD a partir de C. shehatae, e obtiveram uma
enzima de massa molecular de 82 kDa, sendo composta de 2 subunidades. Em 1996, Girio,
Pelica e Amaral-Colaco investigaram as caracteristicas da XD de Debaromyces hansenii, uma
importante produtora do poliol. Foi verificado que a enzima apresentou um pH 6timo de
atividade entre 9 e 9,5, com Ky, para xilitol de 16,4 mM e para NAD", de 0,55 mM. Os
autores ainda observaram queda na atividade (15%) quando adiocionado ao meio reacional
ATP (1 mM) ou GTP (1 mM).

Mayerhoff, Roberto e Franco (2006), obtiveram a partir de C. mogii uma condi¢éo
6tima de pH e temperatura (6,5 e 38 °C), para a obtencdo de uma atividade maxima de XR a

expensas de XD, resultando numa razéo de 2,2.

2.4. Xilitol: principais caracteristicas e producéo biotecnoldgica

O xilitol é um composto organico (polialcool natural de cinco atomos de carbono) de
formula CsH1,0s5 encontrado naturalmente em pequenas quantidades (< 935 mg por 100 g da
matéria seca) em muitas frutas e vegetais. O xilitol & também formado como um produto
intermediario durante o metabolismo de carboidratos no homem (YLIKAHRI, 1979),
apresentando no sangue niveis de 0,03-0,06 (mg/100mL). Segundo Pepper e Olinger (1988), o

corpo humano produz de 5a15g de xilitol por dia durante o metabolismo normal.
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O xilitol possui poder adogante similar ao da sacarose, porém com menor poder
calorico (2,4 kcal/g). O xilitol também possui propriedades fisico-quimicas e fisioldgicas
importantes, que o coloca como produto em potencial para aplicacdes em diversos setores
industriais (alimentos, cosméticos e farmacos). A maior aplicacdo do xilitol ainda é na saude
bucal, uma vez que j& foi comprovada sua eficiéncia na reducéo e estabilizacdo de céries e na
remineralizacdo dos dentes (BASTOS et al., 2005; ELIAS, 2005; NONAKA et al., 2005).
Atualmente, com um grande namero de trabalhos ja concluidos, sabe-se que o xilitol traz
beneficios a saide humana e pode ser utilizado na area médica para tratamento ou prevencdo
de doencas, com destaque para o tratamento de otites médias agudas e infeccOes respiratorias
e na prevencdo de osteoporose (MUSSATTO; ROBERTO, 2002a).

O xilitol pode ser obtido pela hidrogenacdo da xilose por via quimica ou
biotecnologica. O processo de obtencdo de xilitol a partir da xilose, por via quimica, consiste
na hidrolise acida do material lignoceluldsico, seguida da purificacdo e hidrogenagdo da
xilose, e, finalmente, na purificagdo do xilitol (MELAJA; HAMALAINEN, 1977). A
hidrogenacdo da solucdo purificada de xilose é realizada em presenca de catalisador metalico
(Ni/Al;03), sob temperatura de 80-140 °C e alta pressdo de hidrogénio (até 50 atm). Segundo
Lu et al. (1995), os extensivos procedimentos de purificacdo da xilose, bem como de
separacdo do xilitol de outros aglcares-alcoois formados durante o processo de hidrogenacéo,
eleva os custos do produto, limitando, assim, a sua utilizagao.

De acordo com Prakasham, Rao e Hobbs (2009), o mercado de xilitol é crescente. Este
fato tem encorajado o desenvolvimento de tecnologias alternativas, capazes de diminuir os
custos de producdo e diminuir o impacto ambiental inerente aos processos quimicos. Neste
campo, 0s processos biotecnoldgicos de producéo de xilitol tém sido considerados como uma
alternativa ao processo quimico, uma vez que estes ndo requerem a purificacdo inicial da
xilose e podem ser operados sob condi¢es amenas de temperatura e pressao.

Os métodos biotecnoldgicos para a producdo de xilitol sdo baseados na utilizagdo de
microrganismos e/ou enzimas, em processos fermentativos ou enzimaticos. De uma forma
geral, entre 0s microrganismos, as leveduras pertencentes ao género Candida sdo
consideradas os melhores produtores de xilitol, e por isso tem sido extensivamente estudadas.

Barbosa et al. (1988) durante uma selecdo de leveduras para a producgéo de xilitol a
partir de xilose, constataram que dentre as 44 leveduras avaliadas, 42 acumularam algum
xilitol no meio de cultivo, o que significa que sua producéo é uma caracteristica relativamente
comum dentre as leveduras que utilizam xilose. Neste trabalho, Candida tropicalis 1004 e

Candida guilliermondii FT1 20037 foram selecionadas como potenciais candidatas para a
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bioproducdo de xilitol a partir da xilose. Também foi constatado que para C. guilliermondii
FT1 20037 o rendimento em subproduto (etanol) foi muito baixo, em especial com 0 aumento
da limitacdo de oxigénio. De acordo com os autores, C. guilliermondii FTI 20037 apresentou
um elevado rendimento em xilitol (81% do rendimento teorico), quando empregado um meio
de cultivo composto por uréia como fonte de nitrogénio. Com base nestes resultados
promissores, esta levedura tem sido amplamente empregada para bioprodugéo de xilitol em
hidrolisados de biomassa vegetal. Além do estudo dos parametros ambientais que influenciam
esta bioconversdo, sdo também enfocados os aspectos relacionados com as formas de
obteng&o e tratamento do meio hidrolisado bem como a conducédo do bioprocesso (FELIPE et
al., 1997; LEATHERS, 2003; MUSSATTO; ROBERTO, 2002b, 2004; ROBERTO et al.,
1995; RODRIGUES et al., 2003; SAHA, 2003; SILVA et al., 1996; SILVA; ROBERTO,
2001).

O processo enzimatico para a sintese de xilitol empregando a enzima XR recuperada,
guando comparado aos processos fermentativos anteriormente mencionados, pode representar
um aumento no rendimento em xilitol, uma vez que a enzima responsavel pela reacdo de
degradacdo do xilitol (XD) ndo estd presente. A producdo enzimatica deste poliol pode
também resultar em um aumento substancial da produtividade, decorrente da reducdo nas
limitacbes de transferéncia de massa, que sd0 muitas vezes limitantes no processo
microbioldgico (NIDETZKY et al., 1996). Alguns estudos realizados visando a producdo de
xilitol por processo enzimatico apresentaram uma eficiéncia da conversdo de xilose em xilitol
de 100% (NIDETZKY et al., 1996; KITPREECHAVANICH et al., 1984). No entanto, uma
limitacdo do processo enzimético de conversdo de xilose em xilitol é a necessidade do reciclo
da forma reduzida da coenzima (NADPH ou NADH). A reducéo da coenzima nos estudos de
producdo de xilitol por processo enzimético tem sido realizada através do emprego de
membranas eletricamente carregadas ou por acoplamento de microrganismos metanogénicos
capazes de regenerar a coenzima (NIDETZKY et al., 1996; KITPREECHAVANICH et al.,
1984). Uma alternativa ao processo enzimatico com enzimas purificadas seria o uso de células
permeabilizadas em processo de biotransformacdo, o qual, at¢ o0 momento ndo foi relatado

pela comunidade cientifica no que se refere a producéo de xilitol.
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3. OBJETIVOS

Geral

O principal objetivo deste trabalho foi estudar a permeabilizagdo celular de Candida
guilliermondii por processo quimico e fisico e verificar o potencial uso da levedura
permeabilizada como biocatalisador do processo de reducédo de xilose em xilitol.

Especificos

Estudo da permeabilizacéo de C. guilliermondii por processo quimico:

v Através da metodologia do planejamento experimental, avaliar o efeito da
concentragdo de CTAB (ou Triton X-100), agitacdo e tempo de contato sobre a
permeabilidade da membrana de C. guilliermondii e estabelecer as condi¢des de
permeabilizacdo que maximizaram a atividade in situ da enzima marcador glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), da xilose redutase (XR) e da xilitol desidrogenase (XD);

v Verificar o efeito do CTAB (ou Triton X-100), nas condi¢Ges que promoveram a
méaxima permeabilizacdo celular de C. guilliermondii, sobre a atividade das enzimas G6PD,
XR e XD, no homogenato resultante do rompimento mecanico das células nao tratadas e

v Avaliar a capacidade de crescimento das células de C. guilliermondii previamente
permeabilizadas com CTAB (ou Triton X-100), nas condi¢des otimizadas de tratamento de
permeabilizagéo.

Estudo da permeabilizacéo de C. guilliermondii por processo fisico:

v Avaliar a permeabilizacdo de C. guilliermondii por congelamento-descongelamento,
através da determinacdo da atividades in situ e no sobrenadante das enzimas G6PD, XR e XD
e

v Avaliar a capacidade de crescimento das células de C. guilliermondii previamente
permeabilizadas por congelamento-descongelamento.

Estudo inicial de biotransformacdo de xilose em xilitol empregando as células
permeabilizadas

v Verificar o potencial uso das células de C. guilliermondii permeabilizadas com CTAB,
Triton X-100 ou por congelamento-descongelamento na biotransformacéo de xilose em xilitol
empregando resting process.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismo e condicdes de cultivo

Foi utilizada a levedura Candida guilliermondii FT1 20037, da colecéo de culturas do
Grupo de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos do Departamento de Biotecnologia da EEL-
USP, selecionada para producdo de xilitol (BARBOSA et al., 1988). A cultura foi repicada
em tubos de ensaio contendo agar malte inclinado e conservada em geladeira a 4 °C.

Para preparo do meio de cultivo, foram utilizadas solugdes concentradas de cada
componente, preparadas separadamente e autoclavadas a 112 °C por 15 min (g/L, xilose: 400
e glicose: 150) e 121 °C por 20 min (g/L, sulfato de aménio: 70, cloreto de calcio di-
hidratado: 10 e extrato de farelo de arroz: 100). Os componentes foram entdo misturados
assepticamente, de forma a se obter a concentracdo desejada de cada nutriente no meio de
cultivo. O extrato de farelo de arroz foi preparado a partir de uma suspenséo de farelo em
agua destilada (10,0%, p/v). Apos a autoclavagem da suspensao, esta foi centrifugada em
condicdes assepticas a 2000 x g por 20 min, sendo o extrato constituido pela fracao liquida.

As células foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL do meio
de cultivo composto por: g/L, xilose: 30; glicose: 1,5; sulfato de amdnio: 3; cloreto de célcio
di-hidratado: 0,1 e extrato de farelo de arroz: 20% (v/v). Os frascos foram incubados a 30 °C
em agitador rotatério a 200 rpm durante 24 h. As células de C. guilliermondii, foram
separadas por centrifugacdo (5600 x g por 20 min) e lavadas (2 vezes) em solugdo tampéo
Tris-HCI 0,1 M pH 7.

4.2. Permeabilizagdo com tensoativo catidnico CTAB (Brometo de cetiltrimetilamonio)

Para este estudo, células de C. guilliermondii previamente cultivadas sob as condi¢fes
descritas no item 4.1, foram separadas por centrifugacdo (5600 x g por 20 min) e lavadas por
2 vezes em solucdo tampdo Tris-HCI 0,1 M pH 7. Apos lavagem, as células foram
transferidas para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL do meio de permeabilizagédo
composto por CTAB solubilizado em solugdo tampdo Tris-HCI 0,1 M pH 7. Os ensaios
foram realizados a temperatura de 30 °C e com uma concentracédo celular de 2 g/L.

Foram avaliados os efeitos estimados da concentracdo de CTAB (0,14, 0,28 e 0,41
mM), velocidade de agitagéo (0, 100 e 200 rpm) e tempo de contato (10, 30 e 50 min) e suas
possiveis interacbes sobre a permeabilizacdo de C. guilliermondii. Para tal proposito, foi
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empregado planejamento fatorial completo de dois niveis 2° com 3 repeticdes no ponto central
(Tabela 4.1) e 0 monitoramento da permeabilidade celular foi feito através da dosagem in situ
da atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), selecionada como marcador
do tratamento. As enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XD) também foram
dosadas. Todas as enzimas avaliadas também foram dosadas no sobrenadante, o qual foi

resultante da centrifugacdo (5600 x g por 20 min) da suspensdo de células permeabilizadas.

Tabela 4.1 - Matriz de planejamento experimental 2° com 3 repeticdes no ponto central,
utilizada para investigar o efeito da concentracdo de CTAB (X3), da agitacédo
(X2) e do tempo de contato (X3) sobre a atividade in situ das enzimas G6PD,

XRe XD
Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaios X, Xs  CTAB(mMM) Agitacio (rpm) COTn‘i;rt‘g%ﬂfn)
1 -1 -1 -1 0,14 0 10
2 +1 -1 -1 0,41 0 10
3 -1 +1 -1 0,14 200 10
4 +1 +1 -1 0,41 200 10
5 -1 -1 +1 0,14 0 50
6 +1 -1 +1 0,41 0 50
7 -1 +1 +1 0,14 200 50
8 +1 +1 +1 0,41 200 50
9 0 0 0 0,28 100 30
10 0 0 0 0,28 100 30
11 0 0 0 0,28 100 30

Os valores das variaveis independentes foram codificados no planejamento fatorial de
acordo com a Equagéo 4.1:

(VR — Vo)

V e
¢ AV,

(4.1)

Em que: V¢ = valor codificado da variavel independente; Vg = valor real da variavel
independente; Vo = valor real da varidvel independente no ponto central; Vg = valor do

passo, isto é (Vrmax - VRmin)/2.
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A anélise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
STATISTICA verséo 8.0. A significancia dos fatores experimentais foi determinada pelo teste
t de Student. Neste teste, se 0 valor de teaiculado TOr SUPErior a0 tianelado, OU S€ja, t(1-q, 2), Para um
nivel de significancia de a e A graus de liberdade, entdo o termo em causa contribui
significativamente para a resposta.

A relevancia estatistica do modelo matemético foi determinada pela analise de
variancia (ANOVA), levando-se em conta o coeficiente de determinacdo (R?) e teste F de
Fisher. O teste F foi também utilizado para determinar a adequacdo do modelo aos dados
obtidos nos ensaios experimentais. Neste teste, o valor de Fcaculado fOI COmparado com o
Frabelado, OU S€ja, Fg, p-1, n-p), €m que a ¢ o risco escolhido, n ¢ o nimero total de ensaios e p € 0
namero de temos do modelo. O modelo matematico foi entdo determinado através de analise
de regressédo aplicada aos resultados experimentais obtido no planejamento fatorial completo.

Este modelo foi representado pela Equacéo 4.2:

Y, :bo+zn:biXi+zn:biiXi2+ni zn:binin (4.2)
=1 =1 i1 =i

Em que: Yi = representa a variavel de resposta; by, b;, bi; e bjj = representam os coeficientes; Xi

e Xj = representam as variaveis estudadas.

Uma vez obtidas as condic¢des otimizadas (0,41 mM de CTAB, 200 rpm de agitacdo e
50 min de tempo e contato), dentro da faixa experimental avaliada, foi realizado um ensaio

para confirmacdo do modelo.

4.2.1. Efeito do CTAB sobre as atividades das enzimas G6PD, XR e XD em extrato
livre de células (homogenato), nas condicfes de permeabilizacédo

Visando avaliar o efeito do CTAB nas condi¢Oes de permeabilizacdo previamente
otimizadas (CTAB 0,41 mM, agitacdo em 200 rpm, tempo de contato de 50 min e temperatura
de 30 °C) sobre as atividades das enzimas G6PD, XR e XD, ensaios foram realizados em
duplicata com o homogenato sob as mesmas condic¢des descritas para a permeabilizacdo das
células. O homogenato foi obtido ap6s o rompimento de 2 g/L de células sob as condicBes
determinadas por Gurpilhares et al. (2006). Os ensaios foram realizados em Erlenmeyer de

125 mL, sob temperatura de 30 °C. Para este procedimento, 3 mL da suspenséo celular de C.
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guilliermondii (2 g/L) foram transferidas para um tubo tipo Falcon de 15 mL contendo 3 mL
de esferas de vidro. A mistura foi agitada em vortice durante 5 min sendo adotados 5 ciclos de
agitacdo de 1 min intercalados por intervalos de 30 s de resfriamento em banho de gelo. Ao
término do ultimo ciclo, a mistura foi centrifugada (5600 x g por 20 min) para a recuperacao
do sobrenadante (homogenato celular). A eficiéncia do rompimento foi avaliada através da
leitura de densidade 6tica, DOggonm, antes e apds o rompimento. O CTAB (0,41 mM) foi entdo
solubilizado no homogenato, o qual foi submetido a agitacdo de 200 rpm por 50 min a 30 °C.
Durante este periodo, foram analisadas as atividades das enzimas G6PD, XR e XD, adotando-

se como controle o homogenato tratado sem adicdo de CTAB.

4.2.2. Determinacdo da viabilidade celular de C. guilliermondii permeabilizada com
CTAB

Nesta estapa foi verificada a capacidade de crescimento das células de C.
guillermondii previamente permeabilizadas com CTAB. Para tal propdsito, 2 g/L de células
da levedura foram tratadas nas condi¢fes que permitiram a sua permeabilizacdo maxima,
dentro da faixa experimental avaliada (0,41 mM de CTAB, velocidade de agitacdo de 200
rpm, tempo de contato de 50 min e temperatura de 30°C). As células permeabilizadas foram
lavadas em tampdo Tris-HCI 0,1 M pH 7 por 2 vezes e posteriormente, foram utilizadas como
indculo em cultivo empregando meio semi-sintético. Foram realizados dois ensaios
experimentais em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 20 mL do meio composto por (g/L):
xilose: 30; glicose: 1,5; sulfato de aménio: 3; e cloreto de calcio di-hidratado: 0,1 e extrato de
farelo de arroz: 20% (v/v). Os ensaios foram realizados sob assepsia. Os frascos foram
incubados a 30 °C em agitador rotatério a 200 rpm durante 24 h. Os ensaios com células
permeabilizadas foram comparados com cultivo em meio inoculado com células sem
tratamento (controle). O acompanhamento do cultivo foi feito através de amostragem em 0, 5,
10, 18 e 24 horas e foram analisados o crescimento celular, pH, consumo de agucares e
formacdo de xilitol.

Ainda nesta etapa, as células sem tratamento e permeabilizadas com CTAB foram
submetidas a coloragdo com solucdo de azul de metileno 0,01% (p/v) contendo citrato de
sodio di-hidratado (2%, p/v). Para ambas suspensdes celulares, foram empregadas relacdo
ceélulas:solucdo de azul de metileno de 1:1 (v/v) e as mesmas foram fotografadas através de

microscopia optica (aumento de 100 vezes).
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4.3. Permeabilizacdo celular empregando o agente tensoativo Triton X-100

Para este estudo, células de C. guilliermondii previamente cultivadas sob as condi¢Ges
descritas no item 4.1, foram separadas por centrifugacdo (5600 x g por 20 min) e lavadas por
2 vezes em solucdo tampdo Tris-HCI 0,1 M pH 7. Apos lavagem, as células foram
transferidas para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL do meio de permeabilizacédo
composto por Triton X-100 solubilizado em solugdo tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 7. Os ensaios
foram realizados a temperatura de 30 °C e com uma concentracdo celular de 2 g/L. As
variaveis utilizadas no estudo de permeabilizacdo com Triton X-100 foram as mesmas
empregadas no estudo com CTAB, ou seja, relacdo células:tensoativo, agitacdo e tempo de
contato.

Numa etapa inicial, o tratamento de C. guilliermondii com Triton X-100 foi conduzido
exatamente com os niveis das varidveis empregados nos ensaios realizados com CTAB, ou
seja, relacdo célula: tensoativo (1:0,02, 1:0,05 e 1:0,08, g/g), agitacdo (0, 100 e 200 rpm) e
tempo de contato (10, 30 e 50 min). Como foram empregadas suspensdes celulares de
aproximadamente 2 g/L, as concentracdes de Triton X-100 utilizadas para manter constante a
relacdo célula: tensoativo foram 0,08, 0,15 e 0,23 mM.

Foram avaliados os efeitos estimados da concentracdo de Triton X-100, velocidade de
agitacdo e tempo de contato e suas possiveis interacdes sobre a permeabilizacdo de C.
guilliermondii. Para tal proposito, foi empregado planejamento fatorial completo de dois
niveis 2° com 3 repeticdes no ponto central (Tabela 4.2) e 0 monitoramento da permeabilidade
celular foi feito através da dosagem in situ e no sobrenadante da atividade da enzima glicose-
6-fosfato desidrogenase (G6PD), selecionada como marcador do tratamento. As enzimas
xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XD) também foram dosadas. Todas as enzimas
avaliadas também foram dosadas no sobrenadante, o qual foi resultante da centrifugacéo
(5600 x g por 20 min) da suspensao de células permeabilizadas.
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Tabela 4.2 - Matriz de planejamento experimental 2° com 3 repeticdes no ponto central,
utilizada para investigar o efeito da concentracdo de Triton X-100 (X3), da
agitacdo (Xy) e do tempo de contato (X3) sobre a atividade in situ das enzimas

G6PD, XR e XD
Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaios X, X, Xs Triton X-100 Agitacédo Tempo de
(mM) (rpm) contato (min)
1 -1 -1 -1 0,08 0 10
2 +1 -1 -1 0,23 0 10
3 -1 +1 -1 0,08 200 10
4 +1 +1 -1 0,23 200 10
5 -1 -1 +1 0,08 0 50
6 +1 -1 +1 0,23 0 50
7 -1 +1 +1 0,08 200 50
8 +1 +1 +1 0,23 200 50
9 0 0 0 0,15 100 30
10 0 0 0 0,15 100 30
11 0 0 0 0,15 100 30

Os resultados obtidos a partir da matriz do planejamento 2° (Tabela 4.2) mostraram
que a faixa de concentracdo de Triton X-100 avaliada (0,08 a 0,23 mM), ndo foi adequada
para promover a permeabilidade da membrana celular de C. guilliermondii. Desta forma
optou-se por elevar as concentracBes de Triton X-100 em 2 e 12 vezes, ou seja, 0,46 e 2,78
mM. Os novos ensaios foram realizados variando-se a agitacdo em 0 e 200 rpm e o tempo de
contato em 10, 30 e 50 min, mantendo-se constante concentragdo celular em 2 g/L,
temperatura em 30 °C e pH em 7. Para estes ensaios foi empregado planejamento
experimental 2° (Tabela 4.3) e 0 monitoramento do tratamento foi realizado com base na

atividade in situ e no sobrenadante da enzima G6PD (marcador) e das enzimas XR e XD.
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Tabela 4.3 - Matriz de planejamento experimental 2°, utilizada para investigar o efeito da
concentracdo de Triton X-100 (X;), da agitacdo (X;) e do tempo de contato
(X3) sobre a atividade in situ das enzimas G6PD, XR e XD

Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaios X, X, Xs Triton X-100 Agitacéo Tempo de
(mM) (rpm) contato (min)
1 -1 -1 -1 0,46 0 10
2 +1 -1 -1 2,78 0 10
3 -1 +1 -1 0,46 200 10
4 +1 +1 -1 2,78 200 10
5 -1 -1 +1 0,46 0 50
6 +1 -1 +1 2,78 0 50
7 -1 +1 +1 0,46 200 50
8 +1 +1 +1 2,78 200 50
9 -1 -1 0 0,46 0 30
10 +1 -1 0 2,78 0 30
11 -1 +1 0 0,46 200 30
12 +1 +1 0 2,78 200 30

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
STATISTICA verséo 8.0. A significancia dos fatores experimentais foi determinada pelo teste
t de Student. Neste teste, se 0 valor de teaiculado TOr SUPErior a0 tianelado, OU S€ja, t(1-q, 2), Para um
nivel de significancia de o e A graus de liberdade, entdo o termo em causa contribui
significativamente para a resposta.

A partir da andlise estatistica foi observado efeito positivo e significativo da
concentracédo de Triton X-100 e tempo de contato sobre a permeabilidade da membrana de C.
guilliermondii. Portanto, visando melhorar a permeabilizacdo celular, ou seja, obter uma
maior detec¢cdo dos niveis in situ da enzima G6PD, optou-se novamente por elevar 0s niveis
do tensoativo. Nesta etapa, os ensaios de permeabilizacdo foram realizados variando-se a
concentracédo de Triton X-100 (2,78, 6,18 e 7,73 mM) e o tempo de contato (10, 30 e 50 min).
Foram mantidos constantes: concentragéo celular (2 g/L), agitacdo (200 rpm), temperatura (30
°C) e pH (7). Os ensaios foram realizados conforme matriz do planejamento 2% com 3
repeticdes no ponto central (Tabela 4.4) e os resultados de permeabilidade foram monitorados
através da atividade in situ da enzima marcador G6PD e das enzimas XR e XD.
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Tabela 4.4 - Matriz de planejamento experimental 2° com 3 repeticdes no ponto central,
utilizada para investigar o efeito da concentragdo de Triton X-100 (X;), da
agitacdo (Xy) e do tempo de contato (X3) sobre a atividade in situ das enzimas

G6PD, XR e XD
Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaios % X Triton X-100 Tempo de contato
! 2 (mM) (min)
1 -1 -1 2,78 10
2 +1 -1 7,73 10
3 -1 +1 2,78 50
4 +1 +1 7,73 50
5 0 0 6,18 30
6 0 0 6,18 30
7 0 0 6,18 30

Os dados de permeabilizacéo celular de C. guilliermondii com Triton X-100 a partir da
matriz do planejamento (Tabela 4.4) foram analisados estatisticamente utilizando-se o
programa STATISTICA verséo 8.0. A significancia dos fatores experimentais foi determinada
pelo teste t de Student. Os resultados revelaram efeito positivo e significativo somente da
variavel tempo de contato. Também foi constatado que o aumento da concentracdo do
tensoativo de 2,78 para 7,73 mM ndo favoreceu a permeabilidade da membrana de C.
guilliermondii. Desta forma, optou-se por ndo prosseguir com 0s ensaios de permeabilizacdo
com Triton X-100.

A relevancia estatistica do modelo matematico foi entdo determinada pela analise de
variancia (ANOVA), levando-se em conta o coeficiente de determinacdo (R?) e teste F de
Fisher. O modelo matematico foi entdo determinado através de analise de regressao aplicada
aos resultados experimentais obtido no planejamento fatorial completo.

Uma vez obtidas as condi¢cBes que promoveram a maxima permeabilidade celular
(2,78 mM de Triton X-100, 200 rpm de agitacdo e 50 min de tempo e contato), dentro da faixa

experimental avaliada, foi realizado um ensaio para confirmagéo do modelo.

43.1. Efeito do Triton X-100 sobre as atividades das enzimas G6PD, XR e XD em
extrato livre de células (homogenato)

Visando avaliar o efeito do Triton X-100 nas condi¢bes de permeabilizacdo
previamente otimzadas (Triton X-100 2,78 mM, agitacdo em 200 rpm, tempo de contato de 50

min e temperatura de 30 °C) sobre as atividades das enzimas G6PD, XR e XD, ensaios foram
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realizados em duplicata com o homogenato sob as mesmas condi¢Ges descritas para a
permeabilizacdo das células. O homogenato foi obtido apds o rompimento de 2 g/L de células
sob as condicdes descritas no item 4.2.1. Os ensaios foram realizados em Erlenmeyer de 125
mL, sob temperatura de 30 °C. O Triton X-100 (2,78 mM) foi entdo solubilizado no
homogenato, o qual foi submetido a agitacdo de 200 rpm por 50 min a 30 °C. Durante este
periodo, foram analisadas as atividades das enzimas G6PD, XR e XD, adotando-se como

controle o homogenato tratado sem adi¢ao do tensoativo.

4.3.2. Determinacdo da viabilidade celular de C. guilliermondii permeabilizada com
Triton X-100

Foi verificada a capacidade de crescimento das células de C. guillermondii
previamente permeabilizadas com Triton X-100. Para tal proposito, 2 g/L de células da
levedura foram tratadas nas condi¢des que permitiram a sua permeabilizacdo maxima, dentro
da faixa experimental avaliada (2,78 mM de CTAB, velocidade de agitacdo de 200 rpm,
tempo de contato de 50 min e temperatura de 30 °C). As células permeabilizadas foram
lavadas em tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 7 por 2 vezes e posteriormente, foram utilizadas como
indculo em cultivo empregando meio semi-sintético. Foram realizados dois ensaios
experimentais conforme descrito no item 4.2.2.

Ainda nesta etapa, as células sem tratamento e permeabilizadas com Triton X-100
foram submetidas a coloragdo com solucdo de azul de metileno 0,01% (p/v) contendo citrato
de sddio di-hidratado (2%, p/v). Para ambas suspensdes celulares, foram empregadas relagédo
células:solucdo de azul de metileno de 1:1 (v/v) e as mesmas foram fotografadas através de

microscopia Optica (aumento de 100 vezes).

4.4. Permeabilizacdo por congelamento-descongelamento

Os ensaios de permeabilizacdo por congelamento-descongelamento foram baseados no
procedimento descrito por NG (2001) com algumas adaptagdes. Nesta etapa, células de C.
guilliermondii provenientes do cultivo em meio semi-sintético conforme descrito no item 4.1
foram separadas por centrifugacdo. Apods duas lavagens com tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 7, as
células foram ressuspensas no mesmo tampéao de forma a se obter uma suspenséo celular de 2
g/L, a qual foi congelada em freezer a -18 °C por um periodo de 48 h, seguido do
descongelamento em banho-maria a 30 °C. Foram monitoradas as atividades das enzimas

G6PD, XR e XD in situ e no sobrenadante apds permeabilizacao.
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4.4.1. Determinacdo da viabilidade celular de C. guilliermondii permeabilizada por
congelamento-descongelamento

Foi verificada a capacidade de crescimento das células de C. guillermondii
previamente permeabilizadas pro congelamento-descongelamento. Para tal proposito, 2 g/L de
celulas da levedura permeabilizadas por congelamento (-18°C/48h) seguido do
descongelamento (banho-maria a 30 °C) foram lavadas em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7 por 2
vezes e posteriormente, foram utilizadas como indculo em cultivo empregando meio semi-
sintético. Foram realizados dois ensaios experimentais conforme descrito no item 4.2.2.

Ainda nesta etapa, as células sem tratamento e permeabilizadas por congelamento-
descongelamento foram submetidas a coloragdo com solucéo de azul de metileno 0,01% (p/v)
contendo citrato de sddio di-hidratado (2%, p/v). Para ambas suspensdes celulares, foram
empregadas relacdo células: solucdo de azul de metileno de 1:1 (v/v) e as mesmas foram

fotografadas atraves de microscopia éptica (aumento de 100 vezes).

45. Ensaios de biotransformacdo de xilose em xilitol empregando células
permeabilizadas

Os meios de biotransformacdo foram preparados em meio reacional constituido por
tampdo Tris-HCI 0,1M pH 7 adicionado apenas de xilose 30 g/L. Foram utilizadas suspensdes
celulares (20 g/L) de C. guilliermondii permeabilizadas por Triton X-100, CTAB e por
congelamento-descongelamento, conforme condicGes previamente estabelecidas (itens 4.2,
4.3 e 4.4, respectivamente). Os ensaios foram realizados sob condi¢des assépticas, utilizando
frasco Erlenmeyer de 50 mL contendo 20 mL do meio reacional, a uma temperatura de 30 °C,
agitacdo de 200 rpm por um periodo de 10h. Os ensaios de bioreducdo com células
permeabilizadas foram comparados ao controle, ou seja, células sem tratamento preparadas
conforme descrito no item 4.1.

A cinética de catalise enzimatica com células sem tratamento e permeabilizadas foi
acompanhada através da determinacdo quantitativa da xilose consumida e do xilitol e/ou sub-
produto(s) formado(s) durante o processo. Os resultados foram usados para o célculo da taxa
de conversdo e de rendimento em xilitol, pardmetros estes que permitiram avaliar o

bioprocesso.
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4.6. Métodos analiticos
4.6.1. Determinagéo da concentragéo celular

A concentracdo celular foi determinada através de uma curva de calibracdo que
correlaciona absorbancia (densidade 6tica) com a massa seca de células, utilizando o aparelho
espectrofotobmetro Beckman DU 640B. Para a elaboragdo da curva, foram obtidos 50 mL de
suspensdo celular (conforme descrito no item 4.1). Apds centrifugacéo (2000 x g por 20 min)
desta suspenséo, o sobrenadante foi descartado, os pellets lavados 2 vezes com agua destilada
e finalmente ressuspensos também em agua destilada de forma a se obter uma suspensao
homogénea densa. Através de diversas dilui¢bes, foram obtidas suspensdes celulares que
foram submetidas a leitura de absorbancia em espectrofotémetro a 600 nm, utilizando-se agua
destilada como branco. A massa seca foi determinada a partir da secagem de aliquotas de 5

mL da suspensédo densa, em estufa a 105°C por 24 h.

4.6.2. Determinacdo da concentracao de glicose, xilose, xilitol e etanol

As concentragdes de xilose, xilitol e etanol foram determinadas por Cromatografia
Liquida de Alto Desempenho (HPLC), em equipamento WATERS, nas seguintes condigdes:
coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm); temperatura: 45°C; eluente: &cido
sulfurico 0,01 N desgaseificado; fluxo: 0,6 mL/min; volume de amostra: 20 pL; detector:

indice de refracéo.

4.6.3. Determinacdo da atividade enzimatica
4.6.3.1. Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)

O ensaio se baseia na oxidacdo da glicose-6-fosfato em 6-fosfogliconato catalisada
pelo NADP*. O NADPH produzido é medido em modo cinético a 340 nm. Para a
determinacéo da atividade de G6PD foram adicionados a uma cubeta de quartzo de 1 mL com
passo oOtico de 1 cm, os seguintes reagentes: 500 pL de tampao Tris-HCI (0,071 M pH 7,5), 5
uL de NADP" (131 mM), 10 pL de glicose-6-fosfato (500 mM), 100 uL cloreto de magnésio
hexa-hidratado (35 mM). Os reagentes foram pré-incubados em banho-maria a 30°C. A
reagdo foi iniciada com a adigdo de 100 uL de amostra (células permeabilizadas, homogenato
ou sobrenadante) e a velocidade de formacdo de NADPH foi acompanhada em
Espectrofotdmetro Beckman DU-640B a 340 nm. Uma unidade (U) de G6PD foi definida
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como a quantidade da enzima capaz de catalisar a redugio de 1 umol de NADP*/min nas
condigdes do ensaio. A atividade volumétrica foi determinada pela seguinte Equacéo 4.3:

6
Av =| 28, D01 2 154 diluicko (4.3)
At 6220

Em que:

Av = atividade volumétrica (U/L);

Aa/At = velocidade de formacdo de NADPH por min (340 nm);

6220 = coeficiente de extingdo molar ou indice de absorbancia (M™*cm™) para NADPH:;

7,15 = fator de diluicdo da cubeta.

4.6.3.2. Xilose redutase (XR)

O ensaio se baseia na reducédo da xilose em xilitol catalisada pelo NADPH. O NADPH
consumido é medido em modo cinético a 340nm. Para a determinagdo da atividade de XR
foram adicionados a uma cubeta de quartzo de 1 mL com passo 6tico de 1 cm, 0s seguintes
reagentes: 300 puL de tampao Tris-HCI (0,071 M pH 7,2), 50 uL. de NADPH (1,2 mM), 50 uLL
de B-mercaptoetanol (10 mM), 50 uL de xilose (2 M). Os reagentes foram pré-incubados em
banho-maria a 30°C . A reagdo foi iniciada com a adi¢io de 150 pL de amostra (células
permeabilizadas, homogenato ou sobrenadante) e a velocidade de consumo de NADPH foi
acompanhada em Espectrofotdmetro Beckman DU-640B a 340 nm. Uma unidade (U) de XR
foi definida como a quantidade da enzima capaz de catalisar a oxida¢do de 1 pumol de
NADPH/min nas condi¢des do ensaio. A atividade volumétrica foi determinada pela seguinte
Equagéo 4.4:

_ (% y 12212%6 Jx Axdiicio  (4.4)

Em que:

Av = atividade volumétrica (U/L);

Aa/At = velocidade de formagdo de NADP™ por min (340 nm);

6220 = coeficiente de extingdo molar ou indice de absorbancia (M™*cm™) para NADPH:;

4 = fator de diluicdo da cubeta.
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4.6.3.3. Xilitol desidrogenase (XD)

O ensaio se baseia na oxidagdo do xilitol em xilulose catalisada pelo NAD*. O NADH
produzido ¢ medido em modo cinético a 340nm. Para a determinagdo da atividade de XD
foram adicionados a uma cubeta de quartzo de 1 mL com passo 6tico de 1 cm, 0s seguintes
reagentes: 350 pL de tampdo Tris-HCI (0,071 M pH 8,6), 50 uL de NAD" (1,2 mM), 50pL de
xilitol (500 mM). Os reagentes foram pré-incubados em banho-maria a 30°C. A reacéo foi
iniciada com a adi¢do de 150 pl de amostra (células permeabilizadas, homogenato ou
sobrenadante) e a velocidade de formagdo de NADH foi acompanhada em Espectrofotdmetro
Beckman DU-640B a 340 nm. Uma unidade (U) de XD é definida como a quantidade da
enzima capaz de catalisar a reducdo de 1 umol de NAD'/min nas condi¢des do ensaio. A

atividade volumétrica foi determinada pela seguinte Equag&o (4.5):

6
Av=| 28, D0 i (4.5)
At 6220

Em que:

Av = atividade volumétrica (U/L);

Aa/At = velocidade de formagdo de NADH por min (340 nm);

6220 = coeficiente de extincdo molar ou indice de absorbancia (M*cm™) para NADPH;

4 = fator de diluigdo da cubeta.

A atividade especifica em termos de U/gcauas foi obtida relacionando a atividade
volumétrica (U/L) com a concentragdo de células integras antes do tratamento de
permeabilizacéo (g/L).

4.7. Metodologia de analise dos resultados

Para a analise dos resultados de cultivo e de biotransformacdo foram determinados 0s

parametros de rendimento e produtividades conforme equacGes apresentadas a seguir:

4.7.1. Parametros de cultivo e biotransformacéao:

- Consumo de xilose (%)

€ S,

AS, = —~2 "2 4100 (4.6)

2i
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Em que:

Syi e Sy = concentracéo inicial e final de xilose (g/L).

- Formacao de xilitol (g/L)
AP=€ -PJ (47

Em que:

P; e Ps = concentracdo inicial e final de xilitol (g/L).

- Fator de conversao de substrato em células — Y x/s (Qcsiutas formadas / Osubstrato consumida)

AX (( _xi )
Yo T A L2 (48)
s AS eli -5 em — Sy
Em que:
Xi e X; = concentracdo inicial e final de células (g/L);

Siie Sif = concentragdo inicial e final de glicose (g/L) e
Syi e Sy = concentracdo inicial e final de xilose (g/L).

- Fator de conversao de xilose em xilitol - Ypss (Qxilitol formado / Uxilose consumida))

AP éf_Pij

Y, = = 4.9

762 AS, GZi -S,; ; (4.9
Em que:
P; e Ps = concentracdo inicial e final de xilitol (g/L) e
Syi e Sy = concentracdo inicial e final de xilose (g/L).
- Produtividade volumétrica em xilitol (g/L.h)

_p
Q :ATP:_éft ~ (4.10)

Em que:

P; e Ps = concentracdo inicial e final de xilitol (g/L) e
t =tempo de reacdo (h).
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- Produtividade especifica em xilitol no cultivo - rp¢ (Qxilitol formado / Gcelutas-N)

&) )
_\ax) WX o X (4.11)

r = =

t t

Em que:

P; e Ps = concentracdo inicial e final de xilitol (g/L); e
Xi e X¢ = concentracdo inicial e final de células (g/L) e
t = tempo de reacdo (h).

- Rendimento em xilitol no cultivo — R; (%0)

o)
fator de conversao experimenal ( AZ experimental

fator de conversao ., (Y j
P
AZ tedrico

R, (%)= x100 (4.12)

Em que:

Ypssexperimental = fator de converséo de xilose em xilitol obtido durante ensaio experimental e
Ypsstesrico = fator de conversdo de xilose em xilitol de 0,92 (g/g) para ensaios de cultivo
(BARBOSA et al., 1988).

- Rendimento em xilitol na biotransformacéo - Ry, (%0)

P A
xilitol t5mado _ AP B (’f -R Y
X'Ioseconvertida AS éi _Sf J

rendimento gy perimenal = (4.13)

rendimento

R . (%) _ [ experimental } %100 (4.14)

rendimentO4rico
Em que:

Pi e Pf=namero de mols inicial e final de xilitol (mol);

Si e Sf = numero de mols inicial e final de xilose (mol) e

Rendimento tedrico = 1,01 (g/g), supondo que 1 mol de xilose seja totalmente convertido a 1
mol de xilitol.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O emprego de células animais ou microbianas permeabilizadas em processos
biotecnoldgicos ja vem sendo relatado desde meados da década de 60. A permeabilizacdo
celular, que pode ser quimica (ou fisica), € uma técnica empregada primariamente na
recuperacdo de biomoléculas, incluindo enzimas, proteinas e produtos farmacéuticos. Porém,
dependendo das condicGes de tratamento, a permeabilizacdo é capaz de promover alteracGes
na parede e/ou membrana celular sem, contudo, promover liberacdo de seus componentes
intracelulares. Nestas condicdes, pode-se entdo obter um sistema de biotransformacéo, ou
seja, um sistema celular intacto com seus componentes intracelulares (enzimas e cofatores)
ativos e capazes de realizarem bioconversdes. Pode-se dizer de uma forma geral, que nestas
células, o sistema enzimético ativo encontra-se imobilizado em seu ambiente natural. Como
permeabilizacdo celular promove uma melhor mobilidade intra/extracelular de substrato(s)
e/ou produto(s), estes sistemas sdo muito empregados para o estudo e monitoramento de
enzimas in situ e também como catalisadores em diferentes processsos de biotransformacéo.
A levedura C. guilliermondii FT1 20037 ha anos se destaca pelos resultados promissores de
conversao de xilose em xilitol, sendo considerada pela literatura como uma das melhores
leveduras produtoras deste poliol. Além disto, esta levedura é uma fonte potencial da enzima
intracelular glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), quando cultivada em hidrolisado
hemicelulésico de palha de arroz.

Dentro deste contexto, o presente trabalho prop6e um estudo inicial da
permeabilizacdo de células de C. guilliermondii, visando analisar a atividade in situ de
algumas importantes enzimas do metabolismo de xilose e também visando & obtengdo de um
sistema catalitico capaz de converter xilose em xilitol através do processo de

biotransformacao.
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Parte 1A: ESTUDO DA PERMEABILIZACAO DE CE’LULAS DE C.
guilliermondii FT1 20037 POR PROCESSO QUIMICO

5.1. Permeabilizacéo de C. guilliermondii com o tensoativo cationico CTAB

Dentre os diferentes métodos de obtencdo de células permeabilizadas, o método
quimico empregando tensoativo catibnico CTAB (Brometo de cetiltrimetilaménio) ha anos se
destaca por promover sistemas de células permeabilizadas para estudo in situ de enzimas
intracelulares ou como biocatalisadores com alta atividade catalitica (ALAMAE; JARVISTE,
1995; GOWDA; BACCHAWAT; BHAT, 1991; JOSHI; GOWDA; BHAT, 1987; SEKHAR;
BHAT, N.; BHAT, S., 1999; YU et al., 2007). Desta forma, o CTAB foi selecionado como

um dos agentes permeabilizantes para o estudo inicial com C. guilliermondii.

5.1.1. Efeito da concentragdo de CTAB, agitacdo e tempo de contato sobre a
permeabilizacdo de C. guilliermondii

Esta etapa teve como objetivo verificar o efeito da concentracdo de CTAB, agitacédo e
tempo de contato sobre a permeabilidade da membrana celular de C. guilliermondii. Para esta
finalidade, suspensdes celulares (~2 g/L) foram submetidas a uma série de tratamentos que
combinaram as variaveis concentracdo de CTAB (0,14, 0,28 e 0,41 mM), agitacdo (0, 100 e
200 rpm) e tempo de contato (10, 30 e 50 min). Todos os ensaios foram realizados em pH 7 a
temperatura de 30 °C. Estes tratamentos foram conduzidos de acordo com a metodologia do
planejamento experimental e 0 monitoramento da permeabilidade celular foi feito através da
dosagem da atividade (in situ e no sobrenadante) da enzima citoplasmatica glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), que foi selecionada como marcador do tratamento. As enzimas xilose
redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XD) também foram dosadas e os resultados estdo
apresentados na Tabela 5.1 e Figura 5.1 A e B. Observa-se que as atividades in situ das
enzimas G6PD, XR e XD ndo foram detectadas na suspensdo de células do controle (ndo
permeabilizadas). Observa-se ainda que 0s niveis in situ das enzimas G6PD e XD variaram
com as condicOes de tratamento empregadas, e que a enzima XR ndo foi detectada em

nenhuma das condicGes avaliadas.
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Tabela 5.1 - Matriz do planejamento experimental 2° com 3 pontos centrais com resultados de atividade volumétrica (Av) e especifica
(Ae) in situ das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), xilitol desidrogenase (XD) e xilose redutase (XR) a partir
de células de C. guilliermondii FT1 20037 tratadas com o tensoativo catiénico CTAB

Variaveis reais avaliadas Resultados de atividade in situ
Ensaios  [CTAB]  Agitagdo Tg(r)r:lrt)gt(()j e o Ac Av = Ae Av = Ae
(M) i) ) (Ulges) (U0 (Uges) () (U
Controle - - - nd nd nd nd nd nd
1 0,14 0 10 57,9 27,6 9,2 4.4 nd nd
2 0,41 0 10 175,7 79,9 29,4 13,4 nd nd
3 0,14 200 10 150,0 75,0 17,5 8,8 nd nd
4 0,41 200 10 185,7 88,4 47,0 22,4 nd nd
5 0,14 0 50 97,9 44,5 31,8 14,5 nd nd
6 0,41 0 50 244.0 110,9 44,6 20,3 nd nd
7 0,14 200 50 97,1 42,2 22,3 9,7 nd nd
8 0,41 200 50 270,5 128,8 34,2 16,3 nd nd
9 0,28 100 30 183,9 80,0 26,3 11,4 nd nd
10 0,28 100 30 186,2 88,7 26,8 12,8 nd nd
11 0,28 100 30 184,2 80,1 25,3 11,0 nd nd

Controle = células de C. guilliermondii sem tratamento (ndo permeabilizadas); nd = atividade enzimatica ndo detectada.
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Figura5.1. Atividade in situ das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e
xilitol desidrogenase (XD) de C. guilliermondii, obtidas ap6s o tratamento de
permeabilizagdo com CTAB nas diferentes condigdes propostas no
planejamento experimental: (A) atividade volumétrica e (B) atividade

especifica

Quando o tratamento foi conduzido com 10 min na auséncia de agitacdo, nota-se que o

aumento da concentragdo de CTAB de 0,14 mM (ensaio 1) para 0,41 mM (ensaio 2)

promoveu aumento expressivo (203%) nos niveis in situ da enzima G6PD (de 57,9 para 175,7

U/L). Nestas mesmas condicOes, a atividade da enzima XD também foi significativamente

favorecida (220%), elevando de 9,2 para 29,4 UJ/L, respectivamente. Este mesmo
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comportamento foi também observado nos ensaios 5 e 6, os quais foram realizados também
em auséncia de agitagdo, mas no maior tempo de contato (50 min).

A elevacao da concentracdo de CTAB do ensaio 5 (0,14 mM) para o ensaio 6 (0,41
mM) promoveu acréscimo no nivel in situ de G6PD em 149% (de 97,9 U/L para 244,0 U/L) e
de XD em 40% (de 31,8 para 44,6 U/L). Estes resultados revelam que a concentragéo de
CTAB apresentou grande influéncia sobre a permeabilidade da membrana em ensaios
estaticos, e que o efeito do tratamento de permeabilizacdo foi dependente do tempo de
contato, uma vez que para ambas concentracfes de CTAB avaliadas (0,14 e 0,41 mM) os
niveis in situ de G6PD e XD aumentaram quando o tempo de contato foi elevado de 10 para
50 min (ensaios 1 e 5 e ensaios 2 e 6).

Ainda de acordo com a Figura 5.1 A, ao se observar os ensaios 3 e 4, 0s quais foram
realizados sob agitacdo (200 rpm) e 10 min de tempo de contato, nota-se que o aumento da
concentragdo de CTAB de 0,14 mM (ensaio 3) para 0,41 mM (ensaio 4) promoveu
incremento de apenas 24% nos niveis in situ da enzima marcador G6PD (de 150,0 para 185,7
U/L, respectivamente) e de 169% nos niveis in situ da enzima XD (de 17,5 para 47,0 U/L,
respectivamente). Por outro lado, nos ensaios 7 e 8, os quais foram realizados durante 50 min
sob agitacdo (200 rpm), este mesmo aumento de concentracdo do tensoativo também
favoreceu as atividades in situ de ambas enzimas, no entanto, o efeito do tratamento foi mais
pronunciado em termos da atividade de G6PD que variou de 97,1 para 270,5 U/L (aumento de
179%), quando comparado a enzima XD, que variou de 22,3 para 34,2 U/L (aumento de
53%). Estes resultados revelam que nos sistemas agitados a 200 rpm o aumento da
concentragdo do tensoativo de 0,14 para 0,41 mM favoreceu a permeabilidade da membrana
quando adotados 50 min para atividade in situ de G6PD (ensaios 7 e 8) e 10 min de
tratamento para atividade in situ de XD (ensaios 3 e 4).

Segundo Abraham e Bhat (2008), a concentracdo do tensoativo e o tempo de contato
deste com as células sdo pardmetros importantes no processo de permeabilizacdo celular.
Ainda de acordo com os autores, se 0 objetivo for obtengdo de células permeabilizadas para
aplicacdo em catélise enzimética (reacbes de biotransformacéo), as condi¢des de tratamento
devem ser selecionadas de forma a ndo promover a liberagdo das enzimas intracelulares
envolvidas na reacdo de interesse para o sobrenadante nem a lise celular.

No presente estudo foi constatado que, nas condi¢es experimentais avaliadas, a
enzima XR, assim como as enzimas G6PD e XD néo foram detectadas no sobrenadante. Esta
verificacdo pode ser um indicativo de que as enzimas permaneceram no interior das células

permeabilizadas. Também foi constatado que as atividades in situ das trés enzimas avaliadas
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ndo foram detectadas quando cofatores e/ou substratos especificos ndo foram adicionados ao
meio reacional de dosagem. Estes resultados sugerem que os cofatores e/ou substratos
enddgenos podem ter sidos liberados para 0 meio externo (sobrenadante). Outra hipdtese para
falta de atividade in situ das enzimas na auséncia de cofatores e/ou substratos seria a baixa
concentracdo de um ou ambos compostos enddgenos no interior das células. Segundo
Lehninger (1997), em muitos casos, sendo na maioria, a concentragdo de substratos
enddgenos € insuficiente para saturar as enzimas.

Ainda com relacdo aos resultados de permeabilizacdo de C. guilliermondii com CTAB
(Figura 5.1 A e B) observa-se que as melhores condi¢Ges de permeabilidade celular, em
termos da atividade in situ da enzima G6PD, foram obtidas nos ensaios 6 e 8, nos quais as
celulas foram tratadas com 0,41 mM de CTAB durante 50 min na auséncia ou presenca de
agitacdo. Nestes ensaios 0 valor médio de atividade especifica in situ da enzima G6PD foi
de120 U/gcsiulas-

Durante estudo de permeabilizacdo de cerca de 20 g/L (peso seco) de células de S.
cerevisiae com CTAB, Gowda, Bacchawat e Bhat (1991) obtiveram a maxima
permeabilidade celular, ou seja, as maximas atividades in situ das enzimas G6PD (7,2
U/Qcsiuias), alcool desidrogenase (374,2 U/Qeeiuas) € hexoquinase (5,5 U/Qeeiias), quando
adotada uma relagdo concentracdo celular:CTAB de 1:0,1 (g/g). Embora a relagdo células:
tensoativo empregada por Gowda, Bacchawat e Bhat (1991) para permeabilizacdo de S.
cerevisiae, seja similar a utilizada no presente estudo (1:0,08 g/g) para o tratamento de
C.guilliermondii, o nivel de atividade in situ de G6PD obtido foi de aproximadamente 17
vezes superior ao nivel desta enzima em S. cerevisiae. Estes resultados revelam que as células
de C. guilliermondii permeabilizadas com CTAB sdo fontes potenciais de G6PD e que

possivelmente o grau de permeabilizacdo é dependente do microrganismo empregado.

5.1.1.1. Analise estatistica dos dados de permeabilizacdo com CTAB a partir da
matriz do planejamento experimental 23

Para estabelecer as condigdes de tratamento com CTAB que maximizam a
permeabilizacdo de C.guilliermondii, é necessario inicialmente identificar as variaveis que
exercem maior influéncia sobre a resposta. Os efeitos estimados das variaveis: concentracéo
do tensoativo, agitacdo e tempo de contato e suas interagdes sobre a atividade volumétrica e
especifica in situ da enzima G6PD (marcador do tratamento) foram entdo analisados

estatisticamente. A significancia estatistica dos principais efeitos e suas interagdes sobre as
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atividades foi determinada pelo teste t de Student e os resultados estdo apresentados em
graficos de Pareto (Figura 5.2 A e B).

t=235( p=0,1000)

7,48 (p=0,0049) (A)

(X,) CTAB (mM)

X Xs 2,63 (p=0,0786)

(X3) Tempo de contato (min) 2,22 (p=0,1133)

(X,) Agitagdo (rpm) 2,02 (p=0,1365)

1,65 (p=0,1982)

-121 (p=0,3135)

-0,87 (p=0,4499)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
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t=2,35( p=0,1000)

6,07 (p=0,0090) (B)
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X, Xs 2,42 (p=0,0939)

(X,) Agitagdo (rpm) 1,99 (p=0,1414)
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0,96 (p=0,4081)

-0,52 (p=0,6395)
I
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Figura 5.2. Gréficos de Pareto representando o efeito do CTAB sobre a permeabilidade
da membrana de C. guilliermondii. Atividade in situ da enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase: (A) volumétrica e (B) especifica. O valor referencial
de t (2,35) foi determinado ao nivel de confianca de 90%
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O gréfico de Pareto mostra as magnitudes dos efeitos a partir de um conjunto de dados
e nos ajuda a ter um entendimento claro dos efeitos relativos dos fatores experimentais,
independentemente de sua significancia estatistica. Neste grafico a linha vertical serve para
avaliar quais efeitos sdo estatisticamente significativos e as barras estendidas para além desta
linha correspondem a destes préprios efeitos, a um nivel de confianca avaliado (HAALAND,
1989).

Observa-se na Figura 5.2 A que para atividade volumétrica (Av), o fator concentracao
de CTAB apresentou o maior valor de t a um nivel de significancia de 5% (t = 7,48 e p =
0,0049, respectivamente). Nota-se também que a interagdo entre concentragdo de tensoativo e
tempo de contato também apresentou efeito positivo e significativo ao nivel de 90% de
confianca (t = 2,63 e p = 0,0786). A agitacdo do sistema nao apresentou efeito significativo (t
= 2,02 e p = 0,1365). Estes resultados confirmam os efeitos sugeridos pela analise direta dos
dados, os quais sugerem que uma maior atividade volumétrica in situ de G6PD, ou, uma
maior permeabilidade da membrana celular da levedura pode ser obtida quando adotados
CTAB e tempo de contato, ambos, nos maiores niveis (0,41 mM e 50 min) e independente de
agitacdo do sistema a 200 rpm.

Com relacdo a resposta atividade especifica de G6PD (Ae), nota-se na Figura 5.2 B
efeito positivo e significativo (ao nivel de 95% de confianca) da concentracdo de CTAB (t =
6,07 e p = 0,0090) e da interacdo concentracao do tensoativo e tempo de contato, ao nivel de
10% de significancia (t = 2,42 e p = 0,0939). A agitacdo também ndo apresentou efeito
significativo (t = 0,96 e p = 0,4081). Nota-se também que para ambas as variaveis respostas
analisadas a curvatura ndo apresentou efeito significativo, o que quer dizer que o tratamento
de permeabilizacdo da levedura com CTAB, nas condi¢Oes experimentais avaliadas, pode ser
descrito por um modelo linear.

Visando ajustar os dados experimentais a equacdes polinomiais de primeira ordem, foi
realizada uma analise de regressdo multipla para representar a permeabilidade da membrana
celular da levedura em termos das atividades volumétrica (Av) e especifica (Ae) in situ da
enzima G6PD. Para ambas as respostas avaliadas foram ajustados modelos estatisticos
reduzidos contendo os termos significativos identificados a partir da analise dos efeitos
estimados (Tabela 5.2 e Tabela 5.3).
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Tabela5.2- Andlise de regressdo mdultipla para os fatores que representam a atividade
volumétrica (Av) e especifica (Ae) in situ da enzima G6PD a partir de células
de C. guilliermondii permeabilizadas com CTAB

Erros-

Resposta Fatores Coeficientes padrio tealculado p
Constante 166,65 +/- 8,83 18,88 <0,0000"
Av (U/L) (X1) CTAB 59,13 +/- 10,35 5,71 0,0007"
(X3) Tempo de contato 17,53 +/- 10,35 1,69 0,1343
RP=085 XX 2075 +-1035 200 _ 00850"
Constante 76,92 +/- 4,45 17,30  <0,0000"
Ae (Ulgesss)  (X1) CTAB 27,34 +/- 5,21 5,25 0,0012"
(X3) Tempo de contato 6,94 +/- 5,21 1,33 0,2249
R*=0,83 X1 X3 10,91 +/- 5,21 2,09 0,0746"

* sigficativo ao nivel de 95 % de confianca - tupeiado (5,7) = 2,37; ** sigficativo ao nivel de 90 % de confianca -
tabelado (1017) =1,90.

Tabela5.3- Andlise de variancia de regressdo para 0 modelo que representa a atividade
volumétrica (Av) e especifica (Ae) in situ da enzima G6PD em células de C.
guilliermondii permeabilizadas com CTAB

Resposta Fonte SQ GL MQ F p
Modelo 33867,63 3 11289.21 1317  0,0029°
Av (UIL) Residuo 6000,34 7 857.19
R?=085 Total 3986797 10
A€ (Ulgeaun) Modelo 7316.40 3 243880 1122 00046
Gostutas Residuo 1521,49 7 217,36
R?=0,83 Total 8837.90 10

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica; * significativo ao nivel de 95% de
confianca - Fipelado (5,3,7) = 4,35.

Nota-se na Tabela 5.3 que ambos 0s modelos ajustados apresentaram coeficientes de
determinacdo satisfatorios (R? igual a 0,85 e 0,83), os quais explicam 85 e 83% da
variabilidade nas respostas de atividade volumétrica e especifica in situ de G6PD a partir de
células permeabilizadas com CTAB, respectivamente. Com base na anélise de regressdo para

os modelos, foram estabelecidas as equa¢Ges matematicas (Equacgéo 5.1 e 5.2).

Y, =166,6 +59,1X; +17,5X 5 +20,7X; X5 (5.1)

Y, = 76,9+ 27,3X; +6,9X5 +10,9X; X 5 (5.2)
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Em que: Y1 e Y, = representam os valores previstos para atividade volumétrica e especifica in
situ da enzima G6PD, respectivamente; X; e X3 = representam 0s niveis codificados das

variaveis concentracdo de CTAB e tempo de contato, respectivamente.

O modelo representando a atividade volumétrica in situ de G6PD a partir das células
permeabilizadas prevé um valor méximo de 264,0 + 37,9 U/L quando tratada uma suspenséo
de aproximadamente 2 g/L de células de C. guilliermondii com 0,41 mM de CTAB durante 50
min, independente da agitacdo do sistema em 200 rpm. Nestas mesmas condi¢fes, 0 modelo
representativo da atividade especifica in situ de G6PD prevé um valor maximo de 122,1 +
19,1 U/geewias- Baseado nas equacdes dos modelos foram plotadas curvas de contornos
representando iso-respostas para o tratamento de permeabilizacdo da membrana celular, em
termos das atividades (volumeétrica e especifica) in situ de G6PD (Figura 5.3 A e B). Os perfis
de contorno mostram como as atividades mudam como uma funcéo dos fatores concentracéo
de CTAB e tempo de contato (X1 X3).

N
o

30

Tempo de contato (min)

20

0,14 0,21 0,27 0,34 0,41
CTAB (mM)

Figura 5.3 A. Curvas de contorno representando iso-respostas para atividade volumétrica in
situ de G6PD obtidas com tratamento de aproximadamente 2 g/L de células
de C. guilliermondii com CTAB, independentemente da agitacdo do sistema
em 200 rpm a 30 °C
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Figura5.3 B. Curvas de contorno representando iso-respostas para atividade especifica in
situ de G6PD obtidas com tratamento de aproximadamente 2 g/L de células
de C. guilliermondii com CTAB, independentemente da agitacdo do sistema
em 200 rpm a 30 °C

5.1.1.2. Validagdo do modelo que representa a atividade in situ da enzima G6PD a
partir das células permeabilizadas com CTAB
Visando validar o modelo que representa o tratamento de permeabilizacdo celular de
C. guilliermondii com CTAB (em termos da atividade in situ de G6PD), foram realizados dois
ensaios experimentais, nos quais suspensdes celulares de aproximadamente 2 g/L foram
tratadas com o tensoativo (0,41 mM) durante 50 min sob agitacdo a 200 rpm e os resultados
estdo apresentados na Tabela 5.4. O valor médio de atividade in situ de G6PD foi de 283,4 +
60,7 U/L (122,4 £ 15,7 U/gcsiuias)- Estes resultados demonstram que o modelo descreve bem a
regido em estudos, uma vez que estes valores de atividade se encontram dentro da faixa de
variacdo prevista por este mesmo modelo (264,0 £ 37,9 U/L e 122,1 £ 19,1 U/Qceulas). Nestas
mesmas condicdes, a enzima XD foi detectada em niveis correspondentes a 60,3 £ 0,7 U/L
(26,2 £ 0,3 U/geaiuias); @ enzima XR néo foi detectada in situ.
As suspensdes permeabilizadas foram entdo rompidas mecanicamente com pérolas de

vidro e as enzimas avaliadas foram dosadas nos homogenatos resultantes (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4 - Atividades volumétrica (Av) e especifica (Ae) das enzimas G6PD, XD e XR,
obtidas in situ e no homogenato proveniente das células de C. guilliermondii
permeabilizadas com CTAB

.. G6PD XR XD
Atividade A A A
Enzimatica Av (U/L Av (U/L Av (U/L

( ) (U/gcélulas) ( ) (U/gcélulas) ( ) (U/gcélulas)

In situ 283,4+60,7 122,4+15,7 nd nd 60,3+£0,7 26,2%0,3

Homogenato  282,4+6,2 122,8+2,7 83,3x3,6 36,2+1,5 66,3x0,2 28,840,1

X=2,3 g/L; homogenato resultante do rompimento da suspensdo celular com pérolas de vidro, conforme descrito
no item 4.2.1; média de dois ensaios experimentais + erro padrdo; eficiéncia de rompimento = 70%.

Nota-se que os niveis in situ da enzima G6PD foram similares aos niveis da enzima no
homogenato (~280 U/L e 120 U/gcuias). Estes resultados revelam inicialmente que as
condicdes de permeabilizacdo ndo promoveram liberacdo de G6PD a partir das células
tratadas. Gurpilhares et al. (2006) romperam 3 g/L de C. guilliermondii com pérolas de vidro
(proporcao celulas:pérolas de 1:1) durante 5 ciclos de agitacdo em vortice e obtiveram no
homogenato resultante 76,3 U/gceiuas. OS niveis de G6PD obtidos pelos autores foram 37%
inferiores aos obtidos no presente trabalho. Desta forma, estes resultados também mostram
que o tratamento das células de C. guilliermondii com CTAB ndo somente promoveu a
manutencdo de niveis consideraveis da desidrogenase no interior das células permeabilizadas,
mas também favoreceu a liberagdo da enzima durante procedimento de rompimento celular.

Ainda com relacdo aos resultados apresentados na Tabela 5.4, sugere-se também que a
enzima XD (~ 65 U/L e 27 U/gceuias) foi mantida no interior das células permeabilizadas, isto
porque os niveis da biomolécula in situ e no homogenato foram similares. Verifica-se também
que o homogenato apresentou atividade de XR em niveis de aproximadamente 80 U/L e 36
U/Qceruas- Gurpilhares et al. (2009) durante cultivo de C. guilliermondii em hidrolisado de
palha de arroz composto por 33,8 g/L de xilose e pH inicial de 7,6, obtiveram apds 48h de
cultivo ~36 U/gesuias de atividade de XR, niveis estes similares aos niveis da enzima obtidos
no presente trabalho. Desta forma, sugere-se que assim como as enzimas G6PD e XD, a
enzima XR ndo foi liberada a partir das células permeabilizadas com CTAB. Ressalta-se
ainda que os niveis de atividade de XD foram superiores aos niveis da enzima obtidos por

Gurpilhares et al. (2009), ou seja, ~27 € 8 U/gceiulas, respectivamente.
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5.1.2. Efeito do CTAB sobre a atividade das enzimas G6PD, XR e XD

Nos ensaios iniciais de permeabilizagdo de C. guilliermondii com CTAB foi verificado
que 0s niveis in situ das enzimas G6PD e XD variaram com as condi¢des de tratamento,
enquanto que a enzima XR ndo foi detectada. Também foi constatado que todas as enzimas
avaliadas ndo foram detectadas no sobrenadante. De acordo com a literatura, 0s agentes
tensoativos podem interagir com enzimas causando sua ativacdo ou desativagdo (LALITHA,;
MULIMANI, 1997; SAVELLI; SPRETI; DI PROFIO, 2000). Dentro deste contexto, ensaios
foram realizados com homogenato celular para avaliar o efeito do CTAB sobre a atividade
catalitica das enzimas G6PD, XR e XD.

Nesta etapa, 0 homogenato proveniente do rompimento mecanico de uma suspenséo
de aproximadamente 2 g/L de C. guilliermondii foi suplementado com 0,41 mM CTAB. A
mistura foi submetida a agitacdo de 200 rpm por um periodo de 50 min a 30°C, condicéo esta
correspondente aquela que promoveu maxima permeabilidade celular da levedura, dentro da
faixa experimental avaliada. Os resultados foram comparados a um controle, ou seja,
homogenato de células na auséncia de CTAB (Tabela 5.5 e Figura 5.4).

As enzimas sdo moléculas de proteina de configuracdo complexa que podem ser
desestabilizadas por forcas relativamente fracas (DORAN, 1998). Além disto, a desativacdo
da enzima depende da estrutura da biomolécula e das condi¢cGes ambientais e operacionais.

Os resultados apresentados na Tabela 5.5 e Figura 5.4, mostram inicialmente que na
auséncia de CTAB (Ao) as enzimas G6PD (1229 £ 1,9 U/L) e XR (67,5 £ 0,0 U/L) se
apresentaram estaveis aos 50 min de incubacdo a 30°C sob agitacdo de 200 rpm, com
decréscimos inferiores a 5% apds 15 e 40 min, respectivamente. Nas mesmas condicOes, a
enzima XD (47,6 + 0,0 U/L) apresentou um decréscimo de aproximadamente 20% nos
primeiros 15 min, atingindo 34,2 + 0,7 U/L ao final dos 50 min de incubacdo, o qual
corresponde a um decréscimo por volta de 28% com relacdo ao nivel da enzima no inicio do

tratamento.
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Tabela5.5-  Atividades volumétricas das enzimas G6PD, XD e XR, obtidas no homogenato de C. guilliermondii submetido a agitacédo
de 200 rpm a 30°C, durante 50 min na auséncia (Ap) e presenca de CTAB 0,41 mM (A)
) G6PD (U/L) XD (U/L) XR (U/L)

Tempo (min) Ao A Ao A Ao A
0 1229+19 134,7+0,5 47,6 +0,0 57,3204 67,5+0,0 59,1+172
15 122,2+0,5 93,7+19 38,3+0,1 39,2+0,5 66,5+ 0,3 50,2+0,2
30 118,4+0,0 61,2+ 3,6 35,5+0,0 254+04 66,5+ 0,0 51,6 +0,3
40 118,0+ 0,0 32,8+0,0 35,5+0,0 18,2+0,4 66,3+0,0 49,0+0,3
50 117,3+0,1 32,2+0,0 34,2+0,7 6,8+0,3 65,1+0,0 46,0+ 2,2

Média de dois ensaios experimentais + erro padrdo; eficiéncia de rompimento > 70%.
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Figura 5.4.

Perfis de atividades residuais das enzimas G6PD, XD e XR, obtidas durante incubagéo do homogenato celular sob agitacdo

de 200 rpm durante 50 min a 30°C, na auséncia (Ap) ou presenca (A) de CTAB 0,41 mM
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Quando o homogenato foi suplementado com CTAB (A), nota-se que a atividade da
enzima G6PD (134,7 £ 0,5 U/L) decresceu linearmente com o tempo e atingiu uma perda de
75% apo6s 40 min de incubacdo. Apds este periodo a atividade da enzima permaneceu
constante em aproximadamente 32 U/L. Com relacdo a enzima XD, observa-se que na
presenca do tensoativo, a queda de atividade foi ainda superior a da G6PD (cerca de 90%)
ap6s 50 min de incubacdo. O efeito do CTAB sobre a enzima XR foi menos pronunciado.
Nota-se que a XR apresentou um decrescimo de atividade da ordem de 15% ap0ds 15 min de
incubacdo (decresceu de 59,1 £+ 1,2 para 50,2 + 0,2 U/L). Apds este periodo a variagdo nos
niveis de XR foi inferior a 10%.

Segundo Savelli, Spreti e Di Profio (2000), os tensoativos podem afetar a atividade
enzimatica através da competicdo com o substrato pelo sitio ativo e da alteracdo do ambiente
natural da biomolécula. Ainda de acordo com estes autores, o efeito do tensoativo sobre a
estrutura e atividade da enzima é o resultado de uma interacdo quimicamente seletiva que
pode ser influenciada por ambos, a composi¢cdo quimica do tensoativo e a estrutura da
biomolécula. Desta forma, as diferencas estruturais entre as desidrogenases (G6PD e XD) e a
redutase (XR) podem justificar o efeito diferenciado do CTAB sobre as enzimas.

De uma forma geral, os resultados obtidos revelam que o CTAB nas condicgdes
avaliadas afetou negativamente a atividade das enzimas G6PD e XD. Foi também constatado
que o efeito do tensoativo sobre a enzima XR foi menos pronunciado. Estes resultados
sugerem, a principio, que nos ensaios de permeabilizacdo celular a auséncia de atividade de
G6PD e XD no sobrenadante poderia estar relacionada a desnaturacdo das enzimas causada
pelo tratamento das células com CTAB. Por outro lado, se considerarmos que apds o
tratamento de permeabilizacdo ocorreu formacdo de poros suficientes para extravasar as
enzimas desidrogenases do interior das células, provavelmente a enzima XR também teria
sido liberada, tendo em vista as massas molares destas biomoléculas (~102, 80 e 36 kDa para
G6PD, XD e XR, respectivamente). No entanto, se a enzima XR tivesse realmente sido
liberada no sobrenadante, provavelmente teria sido detectada, uma vez que a mesma
apresentou estabilidade frente ao tratamento com CTAB. Ressalta-se que em estudo anterior
(item 5.1.1.2), foi sugerido que as enzimas foram mantidas no interior das células
permeabilizadas.

A partir destas constatagdes, ndo se descarta a liberacdo dos cofatores e/ou
(co)substratos endogenos durante a permeabilizagdo com CTAB. Além disto, sugere-se que a

enzima XR se encontra protegida por alguma organela ou sistema de membranas.
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5.1.3. Ensaios de viabilidade das células de C. guilliermondii permeabilizadas por CTAB

Esta etapa teve como objetivo avaliar a capacidade de crescimento das células de C.
guilliermondii previamente permeabilizadas com CTAB. As células do indculo foram tratadas
sob as condic¢des de maxima permeabilizacao (2 g/L de células, 0,41 mM de CTAB, tempo de
50 min, agitacdo de 200 rpm, temperatura de 30°C e pH 7). O cultivo foi realizado em meio
semi-sintético contendo xilose e glicose como fontes de carbono e os ensaios foram
conduzidos a 30°C sob agitacdo a 200 rpm durante 24 h. Os resultados obtidos foram
comparados ao controle (células ndo tratadas) e estdo apresentados na Figura 5.5. Os
resultados foram tabelados e estdo apresentados no Apéndice 2.

Nota-se que o durante o cultivo das células de C. guilliermondii permeabilizadas com
CTAB ndo ocorreu consumo da fonte de carbono e conseqiientemente nenhuma formagéo de
biomassa, 0 que sugere que o tratamento das células com o tensoativo causou total perda de
viabilidade celular. Segundo Hugo? (1967 apud UENO, 1992), ap6s adsorcéo do tensoativo na
membrana celular, processos secundarios podem ocorrer, e estes contribuem para uma maior
ou menor extensdo da inibi¢do dos processos metabolicos e reprodutivos da célula e até para
uma rapida perda de viabilidade. Uma maneira de verificar se a células se encontram viaveis
ou ndo, é submeté-la a técnica de coloracdo com azul de metileno. Nesta técnica, as células
com alta atividade fisioldgica ndo se coram, ao contrario das células que perdem a capacidade

reprodutiva, as quais se tornam azuladas (ANTONINI, 2004).

2 HUGO, W.B. The modo of action of antibacterial agents. Journal of Applied Bacteriology, v.30, p. 17-50,
1967.
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Figura 5.5. Variagdo da concentracdo celular de C. guilliermondii, de aglcares e de

xilitol, obtidos durante as 24 h de cultivo de aproximadamente 2 g/L de
células ndo tratadas (simbolo fechado) e permeabilizadas com CTAB 0,41
mM (simbolo aberto), sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C durante 50 min
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Nesta etapa, amostras de suspensfes de C. guilliermondii, antes e apds tratamento de
permeabilizacdo, foram submetidas a coloracdo com azul de metileno (Figura 5.6 A e B,

respectivamente).

(A)

¢ (B)

Figura 5.6. Microscopia Optica da suspensdo de C. guilliermondii coradas com azul de
metileno, antes (A) e apos (B) tratamento de permeabilizacdo celular com
CTAB 0,41 mM durante 50 min sob agitacdo de 200 rpm. As fotos foram
tiradas a0 microscopio com aumento de 100 vezes

A Figura 5.6 mostra que as celulas submetidas ao tratamento de permeabilizacdo
foram totalmente coradas pelo azul de metileno, o que comprova a perda de viabilidade das
células tratadas com CTAB. N&o foi possivel verificar mudangas morfoldgicas, no entanto, foi

constatada uma reducdo no tamanho e no valor de absorbancia das células permeabilizadas.
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Raicu et al. (1998) verificaram que o tratamento de S. cerevisiae com CTAB (0 a 1 mM)
durante 30 min a temperatura ambiente ndo afetou a forma das células, mas promoveu uma
reducdo no volume e na area superficial da membrana. De acordo com o0s autores, 0
tratamento da levedura com CTAB 0,5 mM, promoveu uma reducdo de aproximadamente
30% na éarea superficial da membrana e no volume celular e sugeriram que este

comportamento esta relacionado a liberacdo de material citoplasmatico.

5.2. Permeabilizacédo de C. guilliermondii com tensoativo nédo idnico Triton X-100

Os tensoativos ndo-idnicos por ndao possuirem carga e também devido a estrutura
rigida de sua cauda hidrofébica sdo considerados ndo-desnaturantes e normalmente néo
induzem alteracbes conformacionais nas proteinas promovendo perdas das suas propriedades
bioldgicas (ROCHA, 1999). De acordo com Bhairi e Mohan (2007), os tensoativos ndo-
ibnicos normalmente atuam melhor na quebra de interacGes entre lipideos e entre lipideos e
proteinas, do que entre proteinas. Entre os tensoativos ndo-ibnicos comercialmente
disponiveis, destaca-se o Triton X-100 que é amplamente utilizado na extracdo e purificacdo
de proteinas de membrana e compostos intracelulares (CHAIYARIT; THONGBOONKERD,
2009; KALIPATNAPU; CHATTOPADHYAY, 2005), na estabilizacdo de enzimas
(HUIZHOU et al., 1998) e na permebilizacdo de células microbianas para determinacdo de
atividade in situ de enzimas intracelulares (CANOVAS; TORROGLOSA; IBORRA, 2005;
GALABOVA; TULEVA; SPASOVA, 1996; YUAN; HEINZLE, 2009). Este tensoativo
também foi selecionado para o estudo inicial do tratamento de permeabilizacdo da membrana

celular de C. guilliermondii.

5.2.1. Efeito da concentracdo de Triton X-100, agitacdo e tempo de contato sobre a
permeabilizacédo C. guilliermondii.

Para o estudo da permeabilizacdo celular de C. guilliermondii com Triton X-100
empregou-se as mesmas variaveis (relacdo celula:tensoativo; agitacdo e tempo de contato)
utilizadas durante o estudo com CTAB. Numa primeira etapa os niveis destas variaveis foram
também os mesmos, ou seja, relacdo célula:tensoativo (1:0,02, 1:0,05 e 1:0,08, g/g), agitacao
(0, 100 e 200 rpm) e tempo de contato (10, 30 e 50 min). Foram empregadas suspensoes

celulares de aproximadamente 2 g/L e, desta forma, as concentracdes de Triton X-100 para
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manter constante a relacdo célula:tensoativo foram 0,08, 0,15 e 0,23 mM. Todos 0s
experimentos foram realizados em pH 7 a 30 °C.

Os ensaios de permeabilizacdo foram conduzidos de acordo com a metodologia do
planejamento experimental, de forma a investigar os efeitos da concentracdo do tensoativo,
agitacdo e tempo de contato sobre a permeabilidade da membrana celular. O monitoramento
da permeabilizacdo foi feito atraves da dosagem (in situ e no sobrenadante) da enzima G6PD
(glicose-6-fosfato desidrogenase). As enzimas XR (xilose redutase) e XD (xilitol
desidrogenase) também foram analisadas. A matriz do planejamento com os niveis reais das
variaveis, bem como o resultado de atividade enzimatica nas células tratadas com Triton X-
100 estdo apresentados na Tabela 5.6. Os resultados de permeabilizagéo de C. guilliermondii
com Triton X-100 mostraram que a enzima G6PD bem como as enzimas XR e XD nao foram
detectadas in situ. Além disto, estas enzimas ndo apresentaram atividade no sobrenadante.
Estes resultados sugerem, a principio, que o tensoativo na faixa de concentracao avaliada, ndo
foi adequado para promover a permeabilizacdo da membrana celular de C. guilliermondii.

Galabova, Tuleva e Spasova (1996) ao estudarem a permeabilizacdo celular de
Yarrowia lipolytica com Triton X-100 sobre a atividade da enzima fosfatase (&cida e alcalina)
constataram que o0s niveis in situ destas enzimas foi dependente da concentracdo do
tensoativo. Além disto, estes autores verificaram que o Triton X-100 é pouco agressivo e seu
efeito sobre a permeabilidade da levedura foi mais pronunciado quando utilizado em nivel
igual ou superior ao valor da sua concentragio micelar critica ou CMC? (~0,23 mM).

Segundo Bhairi e Mohan (2007), em concentracdo igual ou superior a CMC, pode
ocorrer a incorporacdo das proteinas de membrana as micelas via interagdes hidrofébicas, ou
seja, ocorre a extracdo das biomoléculas a partir da estrutura, e portanto, a abertura de poros.
Desta forma, sugere-se que nestas condicGes, o tratamento pode ser mais efetivo na
permeabilizacdo do que somente a incorporacdo dos monémeros do tensoativo a membrana, 0

qual ocorre quando este esta presente em concentracGes abaixo da CMC.

¥ A CMC pode ser definida como a minima concentracéo de tensoativo para que ocorra 0 agrupamento de seus
mondmeros via interacdo hidrofébica, formando um agregado molecular chamado micela.
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Tabela 5.6 - Matriz do planejamento experimental com resultados de atividade volumétrica (Av) e especifica (Ae) in situ das enzimas
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), xilitol desidrogenase (XD) e xilose redutase (XR) a partir de células de C.
guilliermondii FT1 20037 tratadas com o tensoativo n&o idnico Triton X-100 0,08 a 0,23 mM

Variaveis reais avaliadas Resultados de atividade in situ
Ensaios [Trit(;)(?] o Agitagao ng?le;tg i Av SoR Ae Av = Ae Av & Ae
(mM) (PM) “min)  (U)  (Ulgestie)  (UL)  (Ulgesutss)  (UIL)  (UlGestue)
Controle - - - nd nd nd nd nd nd
1 0,08 0 10 nd nd nd nd nd nd
2 0,23 0 10 nd nd nd nd nd nd
3 0,08 200 10 nd nd nd nd nd nd
4 0,23 200 10 nd nd nd nd nd nd
5 0,08 0 50 nd nd nd nd nd nd
6 0,23 0 50 nd nd nd nd nd nd
7 0,08 200 50 nd nd nd nd nd nd
8 0,23 200 50 nd nd nd nd nd nd
9 0,15 100 30 nd nd nd nd nd nd
10 0,15 100 30 nd nd nd nd nd nd
11 0,15 100 30 nd nd nd nd nd nd

Controle = células de C. guilliermondii sem tratamento (ndo permeabilizadas); nd = atividade enzimatica ndo detectada.
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No presente trabalho, o maior nivel de Triton X-100 empregado (0,23 mM),
correspondeu a CMC deste tensoativo (ensaios 2, 4, 6 e 8) e mesmo nesta concentragdo, a
permeabilizacdo celular ndo foi efetiva uma vez que nenhuma atividade in situ das enzimas
avaliadas foi detectada. Provavelmente, a concentracdo de Triton-X100 empregada no
presente estudo estd abaixo da necessaria para promover alteracbes na membrana celular
capazes de promover sua permeabilizacdo. De fato, a literatura tem reportado bons resultados
de permeabilizacdo de leveduras com Triton X-100 empregando concentragcdes acima da
CMC deste tensoativo. Por exemplo, Laouar, Mulligan e Lowe (1992) durante estudo de
permeabilizacdo celular de S. cerevisiae com Triton X-100 obtiveram niveis in situ da enzima
alcool desidrogenase (ADH) de 350 U/Qeeuss quando suspensbes celulares de
aproximadamente 40 g/L (peso seco) foram tratadas com 0,2% (3,09 mM) de Triton X-100
durante 30 min a 26 °C. Vale destacar que a concentracdo de Triton X-100 adotada pelos
autores foi aproximadamente 13 vezes superior a sua CMC (0,015% ou ~0,23 mM).

Visando a continuidade do estudo de permeabilizacdo de C. guilliermondii com Triton
X-100, optou-se entdo por elevar a concentracdo do tensoativo. Para isto, foi mantida a
concentracdo celular em 2 g/L e a concentracdo do Triton X-100 foi elevada em 2 e 12 vezes
o valor da CMC, ou seja, 0,46 e 2,78 mM. Os ensaios foram realizados variando-se o tempo
de contato e o nivel de agitacdo. A temperatura foi mantida em 30 °C e o pH em 7. Os ensaios
foram conduzidos segundo um planejamento experimental 2° e o monitoramento da
permeabilizacdo celular foi baseado na dosagem in situ e no sobrenadante da enzima G6PD
(marcador) e das enzimas XR e XD.

Os resultados dos diferentes tratamentos de C. guilliermondii com niveis mais
elevados de Triton X-100 estdo apresentados na Tabela 5.7 e Figura 5.7. De acordo com 0s
resultados mostrados na Tabela 5.7, observa-se que na suspensdo de células de C.
guilliermondii ndo tratadas (controle), as atividades in situ das enzimas G6PD, XR e XD ndo
foram detectadas. Observa-se também que apenas a enzima G6PD foi detectada in situ
quando as células de C. guilliermondii foram submetidas aos diferentes tratamentos com
Triton X-100.
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Tabela5.7- Matriz do planejamento experimental com resultados de atividade volumétrica (Av) e especifica (Ae) in situ das enzimas
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), xilitol desidrogenase (XD) e xilose redutase (XR) a partir de células de C.
guilliermondii FTI 20037 tratadas com Triton X-100 0,46 e 2,78 mM

Variaveis reais avaliadas Resultados de atividade in situ
. Triton X- N Tempo de G6PD XD XR
Ensalos | 100] A?r';?:];; 0 conFt)ato Av Ae Av Ae Av Ae
(mM) (min) (U/L) (U/9celutas) (U/L) (U/9celutas) (U/L) (U/gcetutas)
Controle - - - nd nd nd nd nd nd
1 0,46 0 10 nd nd nd nd nd nd
2 2,78 0 10 23,6 11,8 nd nd nd nd
3 0,46 200 10 nd nd nd nd nd nd
4 2,78 200 10 24,4 11,1 nd nd nd nd
5 0,46 0 50 9,4 4,7 nd nd nd nd
6 2,78 0 50 32,1 16,0 nd nd nd nd
7 0,46 200 50 25,0 12,5 nd nd nd nd
8 2,78 200 50 40,5 21,3 nd nd nd nd
9 0,46 0 30 17,1 9,0 nd nd nd nd
10 2,78 0 30 16,1 8,0 nd nd nd nd
11 0,46 200 30 15,1 8,4 nd nd nd nd
12 2,78 200 30 16,7 8,3 nd nd nd nd

Controle = células de C. guilliermondii sem tratamento (ndo permeabilizadas); nd = atividade enzimatica ndo detectada.
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Figura5.7. Atividade in situ da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) de C.
guilliermondii, obtidas ap6s o tratamento de permeabilizacdo com Triton X-
100 nas diferentes condicdes propostas no planejamento experimental

Observa-se na Tabela 5.7 que o aumento da concentracdo de Triton X-100 de 0,46
para 2,78 mM foi essencial para promover a permeabilizacdo celular nos ensaios realizados
com menor tempo de contato (10 min) sob condicdo estatica (ensaios 1 e 2). Quando o
tratamento foi realizado com 0,46 mM de Triton X-100 (ensaio 1), a permeabilizacéo celular
ndo foi suficiente para a dosagem da G6PD. O aumento da concentracdo do tensoativo para
2,78 mM (ensaio 2), provavelmente causou alteracdo na membrana celular, permitindo assim
a determinacdo da atividade in situ da enzima G6PD (em torno de 24 U/L). Este mesmo
comportamento foi observado nos ensaios 3 e 4, 0s quais foram também realizados no menor
tempo de tratamento (10 min), porém, sob agitacdo de 200 rpm. Estes resultados revelam que
a concentracdo de Triton X-100 influenciou positivamente a permeabilidade da membrana
guando o tempo de contato da suspensdo com o tensoativo foi de 10 min. Além disto, os
resultados revelam que o efeito do tratamento de permeabilizacdo foi independente da
agitacdo do sistema, uma vez que para ambas concentracGes avaliadas de Triton X-100 foram
obtidos niveis similares de atividade de G6PD em sistemas agitados ou estaticos.

Nos ensaios de permeabilizacdo empregando 50 min de contato (ensaios 5, 6, 7 e 8)
verifica-se que sob condicdes estaticas, 0 aumento da concentragdo do Triton X-100 de 0,46
mM (ensaio 5) para 2,78 mM (ensaio 6) promoveu um aumento expressivo na atividade in

situ de G6PD, ou seja, de 9,4 para 32,1 U/L (acréscimo em torno de 240 %). Por outro lado,
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em sistema agitado, o aumento de nivel de tensoativo favoreceu a atividade in situ da enzima
de forma menos pronunciada (acréscimo de 62%) passando de 25,0 U/L (ensaio 7) para 40,5
U/L (ensaio 8). Estes resultados revelam que o aumento da concentracdo do tensoativo no
maior tempo de contato favoreceu em maior grau a permeabilidade da membrana quando
empregado o tratamento conduzido na auséncia de agitacao.

No presente estudo, foi também constatado que nas condi¢Bes experimentais
avaliadas, a enzima G6PD, assim como as enzimas XR e XD ndo foram detectadas no
sobrenadante. Esta verificagdo juntamente com o fato de que o Triton X-100 ndo possui
cardter desnaturante, sugerem que as enzimas permaneceram no interior das ceélulas
permeabilizadas.

Conforme apresentado na Figura 5.7, os maiores valores de atividade in situ de G6PD
(32,1 e 40,5 U/L) foram obtidos apds tratamento da suspensdo celular de C. guiliermondii
com 2,78 mM de Triton X-100 durante 50 min de tratamento na auséncia (ensaio 6) e
presenca de agitacdo a 200 rpm (ensaio 8), respectivamente. Nestas condicgdes, a atividade
especifica média in situ da enzima G6PD correspondeu a 18,6 U/gceuias. YUan e Heinzle
(2009) obtiveram niveis similares de G6PD in situ (24,1 + 2,0 U/gc4uias), NO entanto, a partir
do tratamento de 10 g/L (peso seco) de Corynebacterium glutamicum com 0,77 mM de Triton
X-100 durante 30 min a temperatura ambiente.

5.2.1.1. Andlise estatistica dos dados a partir da matriz do planejamento
experimental 2°

Para estabelecer as condi¢des de tratamento com Triton X-100 que maximizam a
permeabilizacdo de C.guilliermondii, é necessério inicialmente identificar as varidveis que
exercem maior influéncia sobre a resposta. Os efeitos estimados das variaveis: concentracdo
do tensoativo, agitacdo e tempo de contato e suas interacfes sobre a atividade volumétrica e
especifica in situ da enzima G6PD (marcador do tratamento) foram entdo analisados
estatisticamente. A significancia estatistica dos principais efeitos e suas interaces sobre as
atividades foi determinada pelo teste t de Student e os resultados estdo apresentados em

graficos de Pareto (Figura 5.8 A e B).
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t=2,13 (p =0,1000)

(X;) Triton X-100 (mM)

2,69 (p = 0,0545) (A)

2,24 (p =0,0885)

(X3) Tempo de contato (min)

XoXq

0,88 (p =0,4279)

(X,) Agitacéo (rpm) 0,73 (p =0,5081)

Curvatura - 0,55(p=0,6126)

X Xq - 0,37 (p =0,7285)

X% M - 0,12 (p=0,9118)

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Efeito padronizado (valores de t)

t=2,13 (p =0,1000)

2,50 (p =0,0667) (B)

2,31 (p =0,0821)

(Xy) Triton X-100 (mM)

(X3) Tempo de contato (min)

XoXs 1,01 (p =0,3702)

(Xz) Agitagao (rpm) 0,72 (p =0,5102)

Curvatura - 0,42 (p =0,6948)

XiXs - 0,20 (p =0,8478)

XXe M - 0,14 (p = 0,8975)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Efeito padronizado (valores de t)

Figura 5.8. Gréficos de Pareto representando o efeito do tratamento de permeabilizacéo
da membrana celular de C. guilliermondii com Triton X-100 sobre as
atividades volumétrica (A) e especifica (B) in situ da enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD). O valor referencial de t (2,13) foi determinado
ao nivel de confianga de 90%
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Observa-se na Figura 5.8 A que para atividade volumétrica, o fator concentracdo de
Triton X-100 apresentou o maior valor de t a um nivel de significancia de 10% (t=2,69e p =
0,0545, respectivamente). Nota-se também efeito positivo e significativo ao nivel de 90% de
confianca para o tempo de contato (t = 2,24 e p = 0,0885). Estes resultados confirmam os
efeitos sugeridos pela andlise direta dos dados, os quais sugerem que uma maior atividade
volumétrica in situ de G6PD, ou, uma maior permeabilidade da membrana celular da levedura
pode ser obtida quando empregados Triton X-100 e tempo de contato, ambos, nos maiores
niveis (2,78 mM e 50 min).

Com relacdo a resposta atividade especifica de G6PD, nota-se na Figura 5.8 B efeito
positivo e significativo (ao nivel de 90% de confianca) da concentracdo do tensoativo (t =
2,50 e p = 0,0667) e do tempo de contato (t = 2,31 e p = 0,0821). Nota-se também que para
ambas as variaveis respostas analisadas a curvatura nao apresentou efeito significativo.

Diferentemente do CTAB, o Triton X-100 normalmente ndo induz alteragdes
conformacionais nas proteinas a ponto de causar a perda nas suas propriedades bioldgicas,
sendo, portanto, o agente de solubilizacdo mais usado para permeabilizar células (ROCHA,
1999). Desta forma, visando melhorar os niveis in situ da enzima G6PD a partir de células
permeabilizadas de C. guilliermondii, optou-se realizar novos ensaios elevando os niveis do
tensoativo (2,78, 6,18 e 7,73 mM), sob agitacdo do sistema em 200 rpm a uma temperatura de
30°C e pH 7. Para tal finalidade, um novo planejamento experimental foi estabelecido e
permeabilidade da membrana foi avaliada através da dosagem in situ da enzima G6PD
(marcador) e das enzimas XR e XD. A nova matriz do planejamento e os resultados dos
obtidos estdo apresentados na Tabela 5.8 e Figura 5.9. Observa-se que as enzimas G6PD, XR
e XD ndo foram detectadas in situ a partir das células ndo tratadas e que sob as diferentes

condicdes de tratamento, apenas a enzima G6PD teve sua atividade in situ detectada.
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Tabela5.8- Matriz do planejamento experimental com resultados de atividade volumétrica (Av) e especifica (Ae) in situ das enzimas
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), xilitol desidrogenase (XD) e xilose redutase (XR) a partir de células de C.
guilliermondii FTI 20037 tratadas com Triton X-100 2,78 a 7,73 mM, sob agitacao de 200 rpm

Variaveis reais avaliadas Resultados de atividade in situ
Ensalos [Trit?nqli/;loo] T(?&F;gtg i Av = Ae Av - Ae Av = Ae
(min) (U/L) (U/9cetutas) (U/L) (U/gcelutas) (U/L) (U/gcstutas)

Controle - - nd nd nd nd nd nd
1 2,78 10 24,4 111 nd nd nd nd

2 7,73 10 23,7 11,3 nd nd nd nd

3 2,78 50 40,5 21,3 nd nd nd nd

4 7,73 50 45,5 22,7 nd nd nd nd

5 6,18 30 41,6 20,8 nd nd nd nd

6 6,18 30 40,3 21,2 nd nd nd nd

7 6,18 30 39,5 20,8 nd nd nd nd

Controle = células de C. guilliermondii sem tratamento (ndo permeabilizadas); nd = atividade enzimatica ndo detectada.
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Figura 5.9. Atividade in situ da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) de C.

guilliermondii, obtidas ap6s o tratamento de permeabilizacdo com Triton X-
100 nas diferentes condic¢des propostas no planejamento experimental

Observa-se na Figura 5.9 que as atividades de G6PD foram semelhantes nos ensaios 1
e 2, 0s quais foram realizados no menor tempo de contato (10 min), porém com diferentes
concentracdes de tensoativo. Estes resultados revelam que o aumento da concentracdo de
Triton X-100 de 2,78 mM (ensaio 1) para 7,73 mM (ensaio 2) ndo apresentou efeito sobre a
permeabilidade da membrana de C. guilliermondii, ou seja, ndo houve favorecimento na
atividade in situ da enzima G6PD. O mesmo comportamento foi observado nos ensaios 3 e 4,
0s quais foram realizados em 50 min de tratamento. Estes resultados sugerem que o efeito do
tratamento de permeabilizacdo foi mais dependente do tempo de contato do que da
concentragdo de tensotivo, uma vez que para ambas as concentracdes de Triton X-100
avaliadas (2,78 e 7,73 mM) os niveis in situ de G6PD aumentaram quando o tempo de contato
foi elevado de 10 para 50 min (ensaios 1 e 3 e ensaios 2 e 4). As enzimas G6PD, XR e XD
nédo foram detectadas no sobrenandante.

Para que haja permeabilizacdo celular torna-se necessario que a parte hidrofdbica do
agente tensoativo ocupe a area hidrofobica da proteina de membrana. No entanto, para que
isso aconteca ha todo um processo de competicdo entre esta associa¢do (tensoativo: proteina)
e a formacdo de micelas. No caso do Triton X-100, a tendéncia para formacdo de micelas é
mais forte do que sua associagdo com proteinas (MAKINO; REYNOLDS; TANFORD,

1973). Desta forma, sugere-se que quanto maior concentracdo de tensoativo no meio, maior é
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a formacdo de micelas, menor a chance de permeabilizagdo da membrana celular. Estas
informacdes vém a corroborar com os resultados de permeabilizacdo de C. guilliermondii por
Triton X-100, nos quais 0 aumento da concentracdo do tensoativo de 2,78 para 7,73 mM néo
favoreceu a permeabilidade da membrana celular da levedura. Nota-se, portanto, que a
condicdo de tratamento de C. guilliermondii com Triton X-100 que promoveu melhor
permeabilidade celular, dentro das condi¢des experimentais avaliadas, foi quando empregado
2,78 mM do tensoativo durante 50 min sob agitacdo de 200 rpm. Neste tratamento foram
obtidos 40,5 U/L ou 21,3 U/geuiss de atividade in situ de G6PD.

5.2.1.2. Analise estatistica dos dados de permeabilizagdo com Triton X-100 a partir
da matriz do planejamento experimental 22

Os dados de permeabilizacéo de C. guilliermondii com Triton X-100 a partir da matriz
do planejamento experimental 2% (Tabela 5.8) foram ento analisados estatisticamente. Nesta
etapa, os efeitos das variaveis: concentracdo do tensoativo e tempo de contato e suas
interacdes sobre a atividade volumétrica e especifica in situ da enzima G6PD foram estimados
pelo teste t de Student e os resultados estdo apresentados na Figura 5.10 A e B.

Observa-se na Figura 5.10 A que para atividade volumétrica (Av), dentre os fatores
avaliados, o tempo de contato foi o Unico a apresentar efeito positivo e significativo a um
nivel de confianca de 95% (t = 17,88 e p = 0,0031, respectivamente). Este resultado confirma
os efeitos sugeridos pela andlise direta dos dados, nos quais foi sugerido que o tratamento
com Triton X-100, nas condic¢des avaliadas, foi mais dependente do tempo de contato das
células com o tensoativo do que a concentracdo do mesmo no meio. Nota-se também na
Figura 5.10 A que a curvatura também apresentou efeito significativo ao nivel de 95% de
confianca (t = 7,86 e p = 0,0158).

Com relagdo a resposta atividade especifica de G6PD (Ae), nota-se na Figura 5.10 B
efeito positivo e significativo (ao nivel de 95% de confianca) também do tempo de contato (t
= 46,76 e p = 0,0005). Verifica-se também efeito de curvatura (t = 23,06 e p = 0,0019).
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t =4,30 (p =0,0500)

(A)

(X,) Tempo de contato 17,88 (p = 0,0031)

Curvatura 7,86 (p = 0,0158)

XX 2,69 (p = 0,1149)

(Xy) Triton X-100 2,03 (p = 01797)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Efeito padronizado (valores de t)

t=4,30 (p =0,0500)

(B)

(X,) Tempo de contato 46,76 (p = 0,0005),

Curvatura 23,06 (p =0,0019)

(X,) Triton X-100 3,46 (p = 0,0742)

XX 2,60 (p=0,1217)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Efeito padronizado (valores de t)

Figura5.10.  Graficos de Pareto representando o efeito do Triton X-100 sobre a
permeabilidade da membrana de C. guilliermondii. Atividade in situ da
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase: (A) volumétrica e (B) especifica. O
valor referencial de t (4,30) foi determinado ao nivel de confianca de 95%
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A andlise estatistica aponta efeito positivo e significativo somente para a variavel
tempo de contato, sobre a pemeabilidade celular de C. guilliermondii. Também foi constatado
efeito de curvatura para ambas as respostas avaliadas. O efeito de curvatura significa que o
modelo estatistico pode ser representado por termos quadraticos, ou seja, hd uma expansao do
modelo de linear para quadratico (HAALAND, 1989). No entanto, para a determinacdo dos
efeitos quadréaticos, seria necessaria a realizacdo de ensaios adicionais modificando os niveis
dos fatores. Como foi verificado anteriormente que o aumento da concentracdo do tensoativo
em aproximadamente 3 vezes (2,78 para 7,73 mM) ndo favoreceu a permeabilidade da
membrana, e considerando o fato de que Triton X-100, quando em concentra¢fes muito acima
da CMC apresenta forcas de interacdo entre os mondmeros muito maior do que entre
mondmeros e proteinas da membrana, sugere-se que, em meio saturado de micelas, o0 aumento
do tempo de exposicdo dificilmente aumentara a reatividade do tensoativo com relacdo as
proteinas de membrana. Desta forma, optou-se por ndo prosseguir com 0s ensaios de
permeabilizagdo com Triton X-100.

Visando ajustar os dados experimentais as equacfes polinomiais de primeira ordem,
foi realizada uma andlise de regressdao multipla para representar a permeabilidade da
membrana celular da levedura em termos das atividades volumétrica (Av) e especifica (Ae) in
situ da enzima G6PD. Para ambas as respostas avaliadas foram ajustados modelos estatisticos
reduzidos contendo os termos significativos identificados a partir da analise dos efeitos
estimados (Tabela 5.9 e Tabela 5.10).

Tabela 5.9 - Analise de regressdo multipla para os fatores que representam a atividade
volumétrica (Av) e especifica (Ae) in situ das enzimas G6PD e XD a partir de
células de C. guilliermondii permeabilizadas com Triton X-100

.. Erros-
Resposta Fatores Coeficientes padrio tealculado p
Av (U/L) Constante 36,2 +/-1,72 21,01 <0,0001"
(X4) Triton X-100 2,1 +/- 2,17 0,95 0,3971
R?=0,82  (X,) Tempo de contato 9,5 +/- 2,23 4,24 0,0132"
Constante 18,3 +/- 1,03 17,66 0,0001"
Ae (U/9celulas)
(X,) CTAB 1,0 +/- 1,30 0,79 0,4752
R?=0,81  (X,) Tempo de contato 5,4 +/- 1,34 4,02 0,0158"

* Significativo ao nivel de 95 % de confianga - tiperago (5,4) = 2,78.
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Tabela 5.10 - Anaélise de variancia da regressdo para o modelo que representa a atividade
volumeétrica (Av) e especifica (Ae) in situ da enzima G6PD em células de C.
guilliermondii permeabilizadas com Triton X-100

Resposta Fonte SQ GL MQ F p
Modelo 377,0 2 188,5 9,46 0,0305
Av (U/L) Residuo 79,7 4 19,9
Falte de ajuste 77,5 2 38,7 3448  0,0282
Erro puro 2,2 2 1,1
RP=082 Total 4567 6
Modelo 1211 2 60,5 8,40 0,0370
Ae (U/gcsiutas) Residuo 28,8 4 7,2
Falte de ajuste 28,7 2 14,4 269,30 0,0037"
Erro puro 0,1 2 0,05
R*=0,81 Total 149,9 6

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica; * significativo ao nivel de 95% de
confianca - Fipelado (5,2,4) = 6,94,

Nota-se na Tabela 5.10 que ambos 0os modelos ajustados apresentaram coeficientes de
determinagdo satisfatérios (R? igual a 0,82 e 0,81), os quais explicam 82 e 81% da
variabilidade nas respostas de atividade volumétrica e especifica in situ de G6PD a partir de
células permeabilizadas com Triton X-100, respectivamente. Com base na analise de
regressdo para os modelos, foram estabelecidas as equacdes matematicas (Equacédo 5.3 e 5.4).

Y, =36,2+21X, +9,5X, (5.3)

Y, =183+10X, +5,4X, (5.4)

Em que: Y3 e Y, = representam os valores previstos para atividade volumétrica e especifica in
situ da enzima G6PD, respectivamente; X; e X, e X3 = representam o0s niveis codificados das

variaveis concentracdo de Triton X-100 e tempo de contato, respectivamente.

O modelo representando a atividade volumétrica in situ de G6PD a partir das células
permeabilizadas prevé um valor maximo de 43,6 + 10,4 e 47,7 £ 9,3 U/L quando tratada uma
suspensdo de aproximadamente 2 g/L de células de C. guilliermondii 2,78 ¢ 7,73 mM de

Triton X-100 durante 50 min sob agitagdo de 200 rpm, respectivamente. Nestas mesmas
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condicBes, o modelo representativo da atividade especifica in situ de G6PD prevé um valor
méaximo de 22,7 + 6,3 e 24,7 + 5,6 U/gcsiuas, respectivamente.

Baseado nas equacdes dos modelos, foram plotados curvas de contornos representando
iso-respostas para o tratamento de permeabilizacdo da membrana celular, em termos das
atividades (volumétrica e especifica) in situ de G6PD (Figura 5.11 A e B). Os perfis de
contorno mostram como as atividades mudam como uma fungéo dos fatores concentracéo de
Triton X-100 (X;) e tempo de contato (Xy).

(A)

Tempo de contato (min)

(B)

Tempo de contato (min)

Triton X-100 (min)

Figura5.11. Curvas de contorno representando iso-respostas para atividade volumétrica
(A) e especifica (B) in situ de G6PD obtidas com tratamento de
aproximadamente 2 g/L de células de C. guilliermondii com Triton X-100
sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C
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5.2.1.3. Validagdo do modelo que representa a atividade in situ da enzima G6PD a
partir das células permeabilizadas com Triton X-100

Visando validar o modelo matematico proposto para representar o tratamento de
permeabilizacdo celular de C. guilliermondii com Triton X-100 (em termos da atividade in
situ G6PD), foram realizados dois ensaios experimentais, nos quais suspensdes celulares de
aproximadamente 2 g/L foram tratadas com o tensoativo (2,78 mM) durante 50 min sob
agitacdo a 200 rpm e os resultados estdo apresentados na Tabela 5.11. Nota-se inicialmente
que os valores de atividade in situ de G6PD obtidos nos ensaios de validacao (44,7 £ 0,0 U/L
e 16,9 £ 0,0 U/gcewiss), Se encontram dentro da faixa de variagdo prevista para este modelo
(43,6 £ 10,4 U/L e 22,7 + 6,3 Ulgesiuias), 0 qual se revela por descrever bem a regido em
estudo. Nestas mesmas condic@es, as enzimas XR e XD ndo foram detectadas in situ.

As suspensdes permeabilizadas foram entdo rompidas mecanicamente com pérolas de

vidro e as enzimas avaliadas foram dosadas nos homogenatos resultantes (Tabela 5.11).

Tabela 5.11 - Atividades volumétrica (Av) e especifica (Ae) das enzimas G6PD, XR e XD,
obtidas in situ e no homogenato proveniente das células de C. guilliermondii
permeabilizadas com Triton X-100

.. G6PD XR XD
Atividade Ao Ao Ao
Enzimatica Av (U/L Av (U/L Av (U/L

v ( ) (U/gcélulas) v ( ) (U/gcélulas) v ( ) (U/gcélulas)
In situ 447+00 16,9+0,0 nd nd nd nd

Homogenato  152,8+2,1 78,3+1,1 1944+15 99,7+0,7 352+05 18,1+0,2

X = 1,9 g/L; homogenato resultante do rompimento da suspensdo celular com pérolas de vidro, conforme
descrito no item 4.2.1; média de dois ensaios experimentais + erro padrdo; eficiéncia de rompimento = 80%.

Nota-se inicialmente que os niveis de atividade de G6PD no homogenato (~153 U/L e
78 U/gceiulas) foram aproximadamente 4 vezes maior do que a atividade da enzima detectada in
situ (~45 U/L e 17 Ulguies). EStes resultados sugerem inicialmente que o tratamento da
suspensdo celular com Triton X-100 ndo promoveu permeabilizacdo adequada de C.
guilliermondii. Estes niveis de G6PD, em termos da atividade especifica, foram similares aos
niveis da enzima em homogenato de C. guilliermondii sem tratamento (79,7 £ 0,1 U/Qcsiulas)-
Gupilhares et al. (2006) também obtiveram aproximadamente 70 U/giuas de atividade de

G6PD a partir de uma suspensao de 3 g/L da mesma levedura.
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Ainda de acordo com os resultados apresentados na Tabela 5.11, nota-se que o
homogenato das células tratadas com Triton X-100 apresentou aproximadamente 100 e 18
U/gesiuias de atividade de XR e XD, respectivamente. Quando comparado aos niveis da enzima
em homogenato sem tratamento, 33,6 + 1,5 U/Qceiuias Para XR e 14,5 + 0,3 U/gegiuias para XD,
evidencia-se que o tratamento da suspensdo com o tensoativo ndo-ibnico favoreceu a
liberacdo da enzima XR durante procedimento de rompimento celular em cerca de 3 vezes. O
mesmo pode ser observado quando comparado o homogenato destas células de C.
guilliermondii tratadas com Triton X-100 com o homogenato proveniente do rompimento de
C. moggi por ultrasson, realizado por Mayerhoff, Roberto e Franco (2006). Estes autores
obtiveram ~32 U/gesiuias de atividade de XR a partir de rompimento de uma suspenséo celular
de 15 g/L.

5.2.2. Efeito do Triton X-100 sobre as enzimas G6PD, XR e XD

Nos ensaios iniciais de permeabilizacdo de C. guilliermondii com Triton X-100 foi
verificado que os niveis in situ das enzimas G6PD variaram com as condi¢des de tratamento,
enquanto que as enzimas XD e XR néo foram detectadas. Constatou-se ainda que as enzimas
avaliadas ndo apresentaram atividade no sobrenadante e que comparado ao CTAB, o Triton
X-100 foi menos eficiente na permeabilizacdo celular. Dentro deste contexto, ensaios foram
realizados com homogenato celular para avaliar o efeito do Triton X-100 sobre a atividade
catalitica das enzimas G6PD, XR e XD.

Nesta etapa, 0 homogenato proveniente do rompimento mecanico de uma suspensédo
de aproximadamente 2 g/L de C. guilliermondii (ndo tratada) foi suplementado com 2,78 mM
de Triton X-100. A mistura foi submetida a agitacdo de 200 rpm por um periodo de 50 min a
30 °C, condicdo esta correspondente aquela que promoveu méaxima permeabilidade celular da
levedura, dentro da faixa experimental avaliada. Os resultados foram comparados a um
controle, ou seja, ao homogenato de células na auséncia de Triton X-100 (Tabela 5.12 e
Figura 5.12).

Observando os resultados de atividade de G6PD, XD e XR na auséncia de Triton X-
100 (Ao), nota-se que durante os 50 min de incubacdo a 30 °C sob agitacdo (200 rpm) as
enzimas G6PD (126,3 = 0,1 U/L) e XR (68,4 + 1,7 U/L) apresentaram decréscimos de
aproximadamente 6% apds 40 min. Nas mesmas condicdes, a enzima XD (46,8 + 1,5 U/L) foi
negativamente afetada, apresentando um decréscimo de aproximadamente 20% nos primeiros
15 min, atingindo 29% (31,2 £ 0,4 U/L) ap6s 30 min de incubacao.
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Tabela 5.12 - Atividades volumétricas das enzimas G6PD, XD e XR, obtidas no homogenato de C. guilliermondii submetido a agitacéao
de 200 rpm a 30°C, durante 50 min na auséncia (A0) e presenca de Triton X-100 2,78 mM (A)

. G6PD (U/L) XD (U/L) XR (U/L)
T
empo (min) Aq A A, A Ao A
0 126,3+0,1 1241+11 46,8 +15 40,2+ 0,3 68,417 70,5+0,9
15 121,7+0,5 1236 +4,1 36,0£0,3 39,7%£0,2 68,4 £ 0,3 69,5%+0,3
30 121,3+£0,5 123,1 £3,3 33,1+04 36,4 +£0,3 68,3+1,8 69,6 £ 0,1
40 119,1+0,1 120,7+ 4,5 33,1+0,0 359+0,1 64,2+1,8 69,2+0,4
50 119,7+0,2 123,3+0,5 33,1+0,1 353+0,1 64,1+22 68,2 +£0,8
Média de dois ensaios experimentais + erro padrdo; eficiéncia de rompimento >75%.
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Figura 5.12.

Perfis de atividades residuais das enzimas G6PD, XD e XR, obtidas durante exposi¢do do extrato livre de células a

incubacéo sob agitagcdo de 200 rpm durante 50 min a 30°C, na auséncia (Ap) ou presenca (A) de Triton X-100 2,78 mM
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Ainda de acordo com a Tabela 5.12, observa-se que a presenga de Triton X-100 no
meio promoveu uma maior estabilidade das biomoléculas durante os 50 min de tratamento
sob agitacdo, principalmente com relagdo a enzima XD. Yoon e Robyt (2005) também
constataram efeito estabilizador do Triton X-100 sobre 10 diferentes enzimas que participam
da degradacdo de amido. Segundo Singh, Van Hamme e Ward (2006), os tensoativos podem
complexar diretamente com a enzima de forma a alterar sua estrutura terciaria, e portanto,
modulando a atividade e/ou especificidade e/ou estabilidade da biomolécula. De acordo com
Savelli, Spreti e Di Profio (2000) a estabilizacdo de enzimas constitui um dos principais
objetivos no campo da enzimologia micelar.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que Triton X-100, nas condigdes
experimentais de permeabilizacdo avaliadas, ndo afeta as atividades das enzimas G6PD e XR.
No entanto, vale ressaltar que o tensoativo promoveu uma maior estabilidade da enzima XD,

quando comparada as demais enzimas estudadas.

5.2.3. Ensaios de viabilidade das células de C. guilliermondii permeabilizadas por
Triton X-100 quando cultivadas em meio semi-sintético

Esta etapa teve como objetivo avaliar a capacidade de crescimento das células de C.
guilliermondii previamente permeabilizadas com Triton X-100. As células do in6culo foram
tratadas sob as condi¢Ges de maxima permeabilizacdo (2 g/L de células permeabilizadas, 2,78
mM de Triton X-100, tempo de 50 min, agitacdo de 200 rpm, temperatura de 30 °C e pH 7). O
cultivo foi realizado em meio semi-sintético contendo xilose e glicose como fontes de carbono
e o0s ensaios foram conduzidos a 30°C sob agitacdo a 200 rpm durante 24 h. Os resultados
obtidos foram comparados ao controle (células ndo tratadas) e estdo apresentados na Figura

5.13. Os resultados foram tabelados e estdo apresentados no Apéndice 4.
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Figura5.13.  Variacdo da concentracdo celular de C. guilliermondii, de acucares e de
xilitol, obtidos durante as 24 h de cultivo de aproximadamente 2 g/L de
células ndo tratadas (simbolo fechado) e permeabilizadas com Triton X-100
2,78 mM (simbolo aberto), sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C durante 50 min
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Nota-se inicialmente que a suspensdo de aproximadamente 2 g¢/L de ceélulas
permeabilizadas com Triton X-100 apresentou crescimento celular, o que significa que as
condicdes de tratamento que promoveram a maxima permeabilidade da levedura, dentro da
faixa experimental avaliada, ndo foi suficiente para causar a perda da sua viabilidade celular.
De fato, quando as amostras de suspensdes de C. guilliermondii, antes e apds tratamento de
permeabilizacdo foram submetidas a coloracdo com azul de metileno (Figura 5.14 A e B,
respectivamente) verificou-se que ambas as suspensdes celulares ndo foram coradas. Nao foi
possivel verificar mudancas morfologicas e também nédo foi observada alteracdo significativa

no tamanho das células permeabilizadas.

(A)

(B)

Figura5.14.  Microscopia oOptica da suspensdo de C. guilliermondii coradas com azul de
metileno, antes (A) e apos (B) tratamento de permeabilizacdo celular com
Triton X-100 2,78 mM durante 50 min sob agitacdo de 200 rpm. As fotos
foram tiradas ao microscopio com aumento de 100 vezes
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Ainda com relacdo aos ensaios de viabilidade (Figura 5.13) observou-se que as celulas
tratadas com Triton X-100 apresentaram perfis de crescimento celular, consumo de agUcares e
formacédo de xilitol similares aos obtidos no controle (células ndo tratadas). Os parametros de
bioconversdo dos ensaios foram determinados e estdo apresentados na Tabela 5.13. Segundo
Laouar, Lowe e Mulligan (1996), Triton X-100 pode permeabilizar a membrana celular e
atuar nos processo de transporte de membrana, no entanto, foi verificado no presente estudo

que o tensoativo ndo afetou a atividade metabolica de C. guilliermondii.

Tabela 5.13 - Pardmetros de bioconverséo obtidos no cultivo de células de C. guilliermondii
intactas (controle) e permeabilizadas com Triton X-100 2,78 mM, em meio
semi-sintético composto por xilose e glicose como fontes de carbono

Células
Parametros Controle permeabilizadas
1,7 g/L 1,5¢g/L

Tempo de cultivo (h) 24 24
Consumo percentual de xilose 83 82
Consumo percentual de glicose 100 100
Concentracéo de xilitol (g/L) 144 +04 151+04
Concentracéo de etanol (g/L) - -
Yxis (9/9) 0,08 0,09
Yers (9/9) 0,57 0,63
Qe (9/L.h) 0,60 0,63
re (9/g.h) 0,29 0,29
Rendimento em xilitol (% do teorico) 62 68

Y5 tedrico = 0,92 g/g (Barbosa et al., 1988).
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Parte 1B: ESTUDO DA PERMEABILIZACAO DE CELULAS DE C.
guilliermondii FT1 20037 POR PROCESSO FISICO

5.3. Permeabilizacéo celular de C. guilliermondii por congelamento-descongelamento

O congelamento-descongelamento da suspensdo celular constitui uma técnica
freqlientemente empregada para recuperacdo de produtos intracelulares (NG, 2001; SOUZU,
1980), na permeabilizacdo visando a dosagem in situ de enzimas intracelulares (BINDU,;
SOMASHEKAR; JOSEPH, 1988; DOOLAN; WILKINSON, 2009; SEKHAR; BHAT, N.;
BHAT, S., 1999) e também como etapa auxiliar ao procedimento de rompimento celular por
ultrasson (MAYERHOFF, ROBERTO; FRANCO, 2006).

Segundo Park et al. (1997) o grau de permeabilizacéo e/ou lise é dependente das taxas
de congelamento-descongelamento e do tipo de microrganismo empregado. Quando se
emprega taxas elevadas de congelamento, ocorre formagdo de cristais de gelo
intracelularmente, levando a danos celulares. Por outro lado, quando as taxas de
congelamento sdo baixas, predomina a formacéo de gelo extracelular, levando a desidratacdo
intracelular. Portanto, cada célula ter& uma resposta propria quanto ao grau de
permeabilizacdo quando submetidas ao congelamento répido ou lento.

No presente trabalho, a técnica de congelamento-descongelamento foi também

avaliada com vistas ao estudo da permeabilizacdo de C. guilliemondii.

5.3.1. Efeito do congelamento-descongelamento sobre a permeabilizagdo de C.
guilliermondii

Nesta etapa, uma suspensdo celular de aproximadamente 2 g/L foi submetida a
congelamento lento em freezer (-18°C) por um periodo de 48h, seguido do descongelamento
em banho-maria (30 °C). O monitoramento do tratamento foi feito através da dosagem da
atividade (in situ e no sobrenadante) da enzima marcador G6PD, e também das enzimas XR e
XD (Tabela 5.14). Os resultados foram comparados ao controle (células ndo tratadas).

Os resultados mostram que o tratamento da suspensdo celular por congelamento-
descongelamento permitiu a dosagem in situ das enzimas G6PD (108,7 + 3,8 U/L e 50,1 £ 1,0
U/Qcelutas) € XR (75,9 £ 2,5 U/L e 38,0 = 1,3 U/gc¢iuias), Mas ndo da enzima XD.
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Tabela 5.14 - Resultados de atividade volumétrica (Av) e especifica (Ae) in situ e no sobrenadante das enzimas glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), xilitol desidrogenase (XD) e xilose redutase (XR) a partir de células de C. guilliermondii FTI
20037 tratadas por congelamento (-18 °C) durante 48 h, seguido descongelamento em banho-maria (30 °C)

Resultados de atividade enzimatica

Ensaios G6PD XD XR
Ae Ae Ae
Av (U/L Av (U/L Av (U/L
( ) (U/gcstutas) ( ) (U/gcetutas) ( ) (U/gceiutas)
Células sem tratamento In situ nd nd nd nd nd nd
(Controle)
In situ 108,7 + 3,8 543+1)9 nd nd 26,4+0,1 13,2+0,1

Células tratadas por

Homogenato 100,1+19 50,1+1,0 21,2+0,0 10,6 £ 0,0 759+25 38,0+£1,3
congelamento/descongelamento

Sobrenadante nd nd nd nd 471+04 23,6+0,2

nd = atividade enzimética ndo detectada; média de dois ensaios experimentais + erro padréo; eficiéncia de rompimento = 80%.
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Quando comparados os niveis de G6PD in situ das células permeabilizadas por
congelamento/descongelamento (tratadas) com o0s valores de atividade obtidos no
homogenato das células ndo tratadas, verificou-se que os valores foram similares (~100 U/L).
Estes resultados sugerem que o tratamento promoveu eficiente permeabilizacédo celular e que
a enzima G6PD ndo foi liberada para o0 meio extracelular. Foi também observado que cerca de
60% da enzima XR foi liberada para o sobrenadante (~47 U/L) e que a enzima XD nédo
apresentou atividade in situ e nem no sobrenadante.

Com relacdo ao tratamento de permeabilizacdo de C. guilliermondii por
congelamento-descongelamento, foi também possivel determinar o balango de atividade das
enzimas G6PD e XR. Este balango apresenta uma estimativa dos niveis intracelulares das
enzimas a partir dos niveis das biomoléculas detectados in situ e no sobrenadante (Figura
5.15). Este tipo de acompanhamento ndo pode ser realizado nos estudos anteriores de
permeabilizacdo com os tensoativos devido a interferéncia destes agentes quimicos sobre as

biomoléculas.

(A)

100,1 (47,94%)

108,7 (52,06%)

I homogenato
[lin situ + sobrenadante

(B)

75,9 (50,8%)

73,5 (49,2%)

I homogenato
I in situ + sobrenadante

Figura 5.15. Balanco de atividade das enzimas G6PD (A) e XR (B) ap0s tratamento da
suspensdo de C. guilliermondii por congelamento-descongelamento
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O nivel de atividade especifica in situ de G6PD obtido a partir das células
permeabilizadas por congelamento-descongelamento correspondeu a 54,3 + 1,9 U/gcgiuias. ESte
resultado de atividade de G6PD foi similar ao nivel da enzima obtido por Gurpilhares et al.
(2006) no homogenato resultante de 3 min de rompimento mecénico de 3 g/L de células de C.
guilliermondii empregando pérolas de vidro (52,7 U/giuias). Desta forma, sugere-se que o
tratamento da suspensdo celular por congelamento-descongelamento, nas condigdes
experimentais avaliadas, constitui método alternativo e promissor de permeabilizacao celular
de C. guilliermondii, principalmente quanto aos niveis de G6PD retidos no interior das células
tratadas. No entanto, o método deve ser melhor avaliado, principalmente com relagdo a
enzima XR, uma vez que aproximadamente 60% desta enzima foi liberada para o
sobrenadante nas condicdes de tratamento empregadas. Com relacdo a falta de atividade in
situ da enzima XD apds o congelamento-descongelamento, sugere-se uma possivel liberacdo

e desnaturagdo da biomolécula pelo tratamento.

5.3.2. Ensaios de viabilidade das células de C. guilliermondii permeabilizadas por

congelamento-descongelamento quando cultivadas em meio semi-sintético

Esta etapa teve como objetivo avaliar a capacidade de crescimento das células de C.
guilliermondii previamente permeabilizadas por congelamento-descongelamento. O in6culo
foi preparado a partir de suspensdes celulares de 2 g/L, as quais foram submetidas a
congelamento lento em freezer (-18 °C) por um periodo de 48h, seguido do descongelamento
em banho-maria (30 °C). O cultivo foi realizado em meio semi-sintético contendo xilose e
glicose como fontes de carbono e os ensaios foram conduzidos a 30 °C sob agitacdo a 200
rpm durante 24 h.Os resultados obtidos foram comparados ao controle (células néo tratadas),
nas mesmas condi¢cOes de cultivo e estdo apresentados na Figura 5.16. Os resultados foram

tabelados e estdo apresentados no Apéndice 5.
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Nota-se inicialmente na Figura 5.16 que as células permeabilizadas por congelamento-
descongelamento apresentaram formacdo de biomassa, indicando que o tratamento
empregado ndo foi suficiente para afetar sua viabilidade. Quando as células (antes e apds
tratamento de permeabilizacdo) foram submetidas a coloragdo com azul de metileno (Figura
5.17 A e B, respectivamente) verificou-se a coloracdo azul de algumas celulas tratadas,

indicando perda parcial de viabilidade.

(A)

(B)

Figura5.17.  Microscopia oOptica da suspensdo de C. guilliermondii coradas com azul de
metileno, antes (A) e ap6s (B) tratamento de permeabilizacdo celular por
congelamento-descongelamento. As fotos foram tiradas ao microscopio com
aumento de 100 vezes
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Segundo Dumont, Marechal e Gervais (2004) em processo de congelamento-
descongelamento a viabilidade celular esta relacionada a taxa de resfriamento da suspenséo.
De acordo com Park et al. (1997), assim como outras situacfes de stress, as celulas de
levedura podem responder ao stress causado pelo congelamento-descongelamento através da
sintese de proteinas ou metabdlitos, tais como trealose e glicerol, os quais podem agir de
forma a estabilizar o meio intracelular e membranas celulares. Segundo os mesmos autores, as
células podem se adaptar ao stress pelo congelamento, além disto, algumas células podem ser
mais resistentes ao tratamento.

Ainda com relacdo ao ensaio de viabilidade (Figura 5.16 e Tabela 5.15) observa-se
que as celulas permeabilizadas por congelamento-descongelamento apresentaram um perfil de
crescimento celular similar ao obtido no controle (células ndo tratadas). Observa-se ainda que
apesar do menor consumo de acucares e de formacdo de xilitol a partir das células tratadas, a
conversdo de xilose em xilitol e a produtividade especifica em xilitol (0,68 g/g e 0,56 g/g.h,
respectivamente), foram mais elevados quando comparado ao controle (0,57 g/g e 0,29 g/g.h,
respectivamente). Ressalta-se, porém que o rendimento em Xilitol foi de apenas 48%, quando

comparado ao valor teorico.

Tabela 5.15 - Parametros de bioconversdo obtidos no cultivo de células de C. guilliermondii
ndo tratadas (controle) e permeabilizadas por congelamento-descongelamento
em meio semi-sintético composto por xilose e glicose como fontes de carbono

Células
Parametros Controle permeabilizadas
1,7g/L 1,8 g/L

Tempo de cultivo (h) 24 24
Consumo percentual de xilose 83 52
Consumo percentual de glicose 100 17
Concentracdo de xilitol (g/L) 144+04 11,7+0,2
Concentracéo de etanol (g/L) - -
Yxs (9/9) 0,08 0,10
Yess (9/9) 0,57 0,68
Qr (g/L.h) 0,60 0,48
re (9/g.h) 0,29 0,56
Rendimento em xilitol (% do teorico) 62 48

Ypss tedrico = 0,92 g/g (Barbosa et al., 1988).
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Parte 2: ENSAIOS INICIAIS DE BIO,TRANSFORMAC;AO DE XILOSE
EM XILITOL EMPREGANDO AS CELULAS PERMEABILIZADAS DE
C. guilliermondii

Reacdes de biotransformacdo sdo reacdes quimicas catalisadas por microrganismos:
células em crescimento, resting cells (integras ou permeabilizadas) ou suas enzimas. Em
geral, em biotransformacbes usando células integras (ndo fragmentadas) a(s) enzima(s)
envolvida(s) na reacdo permanece(m) ativa(s) e estavel(is) em seu interior. Além disto, as
biomoléculas encontram-se em seu ambiente natural. Quando sdo empregadas células
permeabilizadas, os ensaios sdo divididos em duas partes: o cultivo prévio para ativacdo e/ou
inducdo das enzimas alvo e o tratamento de permeabilizacdo celular. Nestes sistemas séo
obtidas células ndo viaveis (ou parcialmente viaveis) e para garantir rendimentos satisfatorios
de conversdo, normalmente se empregam suspensdes em concentragcdes que variam de 10 a
140 g/L.

Processos de biotransformacdo nos quais o(s) substrato(s) especifico(s) é/sdo
solubilizado(s) em tampdo, ou os chamados resting process, apresentam vantagens quanto aos
processos fermentativos envolvendo células em crescimento. Em resting process sao
utilizadas condicbes experimentais que favorecam a catalise enzimatica e estas condicdes para
crescimento celular sdo minimas. Desta forma, as células integras ou permeabilizadas, as
quais sdo metabolicamente ativas, promovem conversdo mais efetiva do(s) substrato(s) no(s)
produto(s) de interesse.

No presente trabalho, células de C. guilliermondii tratadas com CTAB, Triton X-100 e
por congelamento-descongelamento foram avaliadas como potenciais biocatalisadores da
conversdo de xilose em xilitol. O meio reacional composto por xilose (~30 g/L) em tampéo
Tris-HCI 0,1M pH 7 foi adicionado de 20 g/L de células. A reacdo foi conduzida a 30 °C sob
agitacdo a 200 rpm durante 10 h. Os resultados estdo apresentados na Figura 5.18. Os
resultados de biotransformacéo foram tabelados e estdo apresentados no Apéndice 6.

Verifica-se na Figura 5.18 que os maiores niveis de xilitol foram obtidos a partir de
resting cells de C. guilliermondii sem tratamento (controle). Nota-se ainda que células
permeabilizadas com Triton X-100 apresentaram melhores resultados de producdo de xilitol
quando comparadas as células permeabilizadas por congelamento-descongelamento, enquanto
que células permeabilizadas com CTAB foram incapazes de produzir xilitol nas condi¢Ges

empregadas. Na tabela 5.16 estdo apresentados os parametros de biotransformacdo obtidos
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durante os ensaios empregando resting cells de C. guilliermondii. Estes resultados foram

comparados aos resultados de conversao de xilose em condi¢Ges normais de cultivo.
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Figura 5.18. Consumo de xilose e formacdo de xilitol em ensaios de biotransformacéo
empregando resting cells de C. guilliermondii: células sem tratamento
(quadrado) e permeabilizadas com Triton X-100 (losango), CTAB (tridngulo) e
congelamento-descongelamento (circulo)
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Tabela 5.16 - Parametros da bioreducdo de xilose em xilitol obtidos durante as condi¢des normais de cultivo e em ensaios de
biotransformacdo empregando células de C. guilliermondii. Ensaios realizados com ~ 30 g/L de xilose em tampé&o Tris-HCl

0,IMpH 7
Tratamento da Xon Xion X'IOS? Xilitol Produtividade Rendimento* Etanol
suspensdo celular (g/L) (g/L) consumida  formado (9/L.h) (%) (g/L)
(%) (g/L) '
Condic6es
isd Iti
normais de Citivo ™ cm tratamento 18.1 148 72 10,9 1,09 60 37
(células em
crescimento)
Sem tratamento 20,9 28,5 90 14,9 1,49 57 nd
) y Triton X-100 19,4 19,5 69 7.9 0,79 45 3,1
Biotransformagéo
resting process .
(resting process)  Congelamento 18,6 186 32 26 0,26 27 nd
descongelamento
CTAB 17,7 17,5 0 nd 0 0 nd

Xon €X10n = concentracdes celulares nos tempos inicial (Oh) e final (10h); nd = ndo detectado; * Conversdo méaxima teérica para condi¢cdes normais de cultivo = 0,92
0/g (BARBOSA et al., 1988); conversdo maxima tedrica para ensaios de biotrasformacdo = 1,01 g/g (calculado em base molar, supondo que 1 mol de xilose seja
totalmente convertido a 1 mol de xilitol).
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Os dados apresentados na Tabela 5.16 revelam que durante a bioconversdo de xilose
em xilitol a partir das células ndo tratadas (controle) ocorreu um aumento de massa celular
(em torno de 40%). Estes resultados sugerem que o xilitol foi parcialmente catabolizado na
via oxidativa das pentoses para formacdo de biomassa. Este mesmo comportamento ndo foi
observado para 0s ensaios realizados com a levedura previamente permeabilizada com Triton
X-100, CTAB e por congelamento-descongelamento. As células de C. guilliermondii sem
tratamento de permeabilizacdo converteram xilose em xilitol com rendimento e produtividade
de aproximadamente 60% e 1,50 g/L.h, respectivamente. Estes valores decresceram para
~45% e 0,80 g/L.h. quando o bioprocesso foi conduzido com as células permeabilizadas com
Triton X-100. Nestas condi¢Ges, nota-se ainda um desvio de substrato para formacdo de
etanol (~3 g/L) ap6s 5h de reacdo. Nota-se ainda que a atividade catalitica das células
permeabilizadas por congelamento-descongelamento foi ainda inferior do que a observada
para as células tratadas com Triton (27% e 0,26 g/L.h) e que nenhuma conversédo de xilose em
xilitol foi obtida com as células permeabilizadas com CTAB.

Quando comparados os resultados obtidos na biotransformacdo com os resultados
obtidos nas condi¢cBes normais de cultivo, nota-se inicialmente que as resting cells néo
permeabilizadas apresentaram um consumo mais eficiente (90 e 72%, respectivamente).
Observa-se também que ambos ensaios apresentaram valores similares de rendimento em
xilitol (~60%), no entanto, no ensaio empregando as resting cells ndo tratadas foi obtido uma
produtividade volumétrica em xilitol superior em cerca de 37%, quando comparado ao
cultivo. Nota-se ainda que as células do cultivo apresentaram desvio metabolico para
formagéo de etanol, o qual ndo foi observado nas resting cells ndo tratadas.

Com relacdo as células permeabilizadas com Triton X-100, nota-se que apesar de
apresentarem consumo de xilose similar ao resultado obtido no cultivo (~70%), estas células
apresentaram niveis de formacao e produtividade em xilitol inferiores aos obtidos no cultivo
(queda de 30%). Observa-se também que estas células tratadas com Triton X-100
apresentaram niveis de etanol similares & concentragdo do alcool obtida no cultivo (~3 g/L).
Quando as suspensbes foram tratadas por congelamento-descongelamento e CTAB, foi
observado que todos os parametros de bioconversdo foram decrescidos.

De acordo com a literatura, varios sdo os fatores que influenciam os rendimentos e
produtividades dos resting process, ou seja, das bioconversdes empregando resting cells
(CANOVAS; IBORRA, 2005). Khan, Bhide e Gadre (2009) estudando a producio de manitol
a partir de glicerol empregando resting cells de Candida magnoliae observaram que a

conversdo foi afetada adversamente pela adicdo de nutrientes, elevada concentracdo do
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biocatalisador e baixo nivel de aeracdo. Os autores relataram um rendimento em manitol de
50% a partir de 100 g/L de glicerol e 120 g/L de resting cells. A producéo de L-xilulose (uma
pentose rara) a partir de xilitol por resting process foi relatada por Poonperm et al. (2007). De
acordo com os autores o rendimento da reacdo foi dependente da temperatura, concentracao
inicial do biocatalisador e de substrato. Neste trabalho, elevados rendimentos em L-xilulose
(> 80%) foram obtidos quando a reagéo foi conduzida com resting cells de Bacillus pallidus
(DOsgsonm = 30), 2% de xilitol a uma temperatura de 50 °C por 24h.

De uma forma geral, os estudos iniciais de biotransformacéo de xilose em xilitol partir
de resting cells de C. guilliermondii (sem tratamento, e permeabilizadas com Triton X-100)
sdo promissores. Portanto, é de fundamental importancia a realizacdo de ensaios futuros com
0 objetivo de se encontrar uma condicdo otimizada de producéo de xilitol empregando resting

process.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel concluir que:

Estudo da permeabilizacéo celular com CTAB:

v A permeabilizacdo de C. guilliermondii com CTAB permite a dosagem in situ das
desidrogenases ( G6PD e XD), mas ndo da redutase (XR);

v A permeabilizacdo de C. guilliermondii com CTAB em termos da atividade in situ da
enzima G6PD foi favorecida com aumento da concentragdo do tensoativo e do tempo
de contato;

v As condicBes que promoveram maxima permeabilidade da membrana celular, foram:
0,41 mM de CTAB, 50 min de tempo de contato e agitacdo de 200 rpm. Nestas
condigdes as atividades in situ de G6PD e XD foram de 2834 e 60,3 UI/L,

respectivamente;

v' As enzimas G6PD, XR e XD ndo sdo liberadas para o sobrenadante durante a
permeabilizacdo com CTAB;

v Nas condicOes de maxima permeabilidade celular, o CTAB influencia negativamente
a atividade catalitica das enzimas G6PD, XR e XD presentes no homogenato. O efeito
do tensoativo é mais pronunciado nas desidrogenases do que na redutase;

v" O CTAB comprometeu a atividade metabdlica de C. guilliermondii causando perda
total de viabilidade celular.

Estudo da permeabilizacao celular com Triton X-100:

v A permeabilizacdo de C. guilliermondii com Triton X-100 é pouco efetiva e permite a
dosagem in situ apenas da enzima G6PD;

v A permeabilizacdo de C. guilliermondii com Triton X-100 em termos da atividade in
situ da enzima G6PD foi favorecida com aumento da concentragdo do tensoativo e do
tempo de contato;

v As condi¢Bes que promoveram maxima permeabilidade da membrana celular, foram:
2,78 mM de Triton X-100, 50 min de tempo de contato e agitacdo de 200 rpm. Nestas
condigdes a atividades in situ de G6PD foi de (44,7 £ 0,0 U/L e 16,9 + 0,0 U/Qceiutas);
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v" O permeabilizacdo de C. guilliermondii com Triton X-100 favorece a atividade de
G6PD e XR no homogenato celular ap6s rompimento mecanico com pérolas de vidro;

v O Triton X-100 n&o afeta a atividade catalitica das enzimas G6PD, XR e XD presentes
no homogenato;

v O tratamento com Triton X-100 néo foi suficiente para causar perda de viabilidade e
atividade metabdlica de C. guilliermondii.

Estudo da permeabilizacéo celular por congelamento-descongelamento:

v A permeabilizacdo de C. guilliermondii por congelamento-descongelamento permite a
dosagem in situ das enzimas ( G6PD e XR), mas ndo da XD;

v" O congelamento-descongelamento foi capaz de manter o nivel in situ de G6PD, mas
promoveu liberacdo acentuada da enzima XR. Os niveis encontrados para G6PD e XR
foram de (108, 7+ 3,8 U/L e 54,3 £ 1,9 U/Qceuias) € (75,9 £ 25 U/L e 38,0 + 1,3

U/Qcelulas), respectivamente;

v O congelamento-descongelamento promove perda parcial de viabilidade celular.

Ensaios de biotransformacéo com as células permeabilizadas:

v' A conversao de xilose em Xxilitol, nas condicdes avaliadas; foi dependente do tipo do
tratamento de permeabilizacdo do biocatalisador;

v Resting cells de C. guilliermondii (sem tratamento de permeabilizacdo) foi capaz de
converter xilose em xilitol com rendimento 57% em meio contendo apenas Xilose;

v As células permeabilizadas com Triton X-100 e por congelamento-descongelamento
constituem biocatalisadores promissores para conversao de xilose em xilitol. Portanto
é de fundamental importancia a realizacdo de ensaios futuros com o objetivo de se
encontrar uma condicdo otimizada de producéo de xilitol empregando resting process

(com celulas permeabilizadas ou néo).



109

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho e dando continuidade ao estudo
de biotransformacéo de xilose em xilitol a partir de células de C. guilliermondii ndo tratadas

ou permeabilizadas com Triton X-100 e por congelamento-descongelamento, sugere-se:

v Aprofundar os estudos de biotransformacdo de xilose em xilitol empregando células
de C. guilliermondii ndo tratadas ou permeabilizadas, avaliando os seguintes
parametros: adicdo de co-substratos (glicose-6-fosfato ou glicose) e/ou cofatores
(NADP* ou NADPH), concentracdo de biocatalisador, concentragdo inicial de xilose,

da temperatura e pH;

v’ Estudos relativos a estabilizacdo da enzima xilose redutase (XR) no interior das
células permeabilizadas por congelamento-descongelamento, através da adicdo de

agente estabilizante;

v’ Estudos empregando células de C. guilliermondii (ndo tratadas ou permeabilizadas)
como biocatalisadores em ensaios de biotransformacao em hidrolisado hemicelulésico

de biomassa vegetal, empregando as condic¢des previamente otimizadas.
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APENDICES

Apéndice 1: Tabelas dos valores de absorbancia (340nm) do mix de atividade enzimatica
de G6PD, XR E XD em presenca das diferentes concentracdes de CTAB
avaliadas

Visando avaliar a interferéncia do CTAB na determinacdo das atividades enziméticas
de G6PD, XR e XD, foram realizadas medidas de absorbancia a 340 nm do tensoativo nas
concentracdes selecionadas para o estudo de permeabilizacdo (0,14, 0,28 e 0,41 mM) na
presenca ou auséncia dos cofatores (NADP*, NADPH e NAD") nos valores de pH para as
dosagens enzimaticas (7,5, 7,2 e 8,6). Os resultados mostraram que para todas as
concentragdes avaliadas do CTAB e independentemente da presenca dos cofatores, a variagao
nos valores de absorbancia foi muito discreta, podendo ser atribuida a erros experimentais.

Isto significa que as concentracbes do tensoativo empregadas no presente estudo ndo

interferem na andlise da atividade das enzimas.

Tabela A.1 - Valores de absorbancia (340 nm) de diferentes concentracdes de CTAB nos
valores de pH correspondentes para a dosagem das atividades das enzimas
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XD)

Abs (340 nm)
CTAB (mM) XR (pH 7,2) G6PD (pH 7,5) XD (pH 8,6)
Sem Com Sem Com Sem Com

cofator cofator cofator cofator cofator cofator

0 - 0,4336 - 0,0503 - 0,0153

0,14 0,0010 0,4122 0,0010 0,0482 0,0033 0,0202
0,28 0,0024 0,3559 0,0026 0,0640 0,0016 0,0179
0,41 0,0019 0,4470 0,0070 0,0579 0,0026 0,0216

(-) = valor de absorbéancia ndo determinado; branco = tamp&o ausente de CTAB
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Apéndice 2: Tabelas dos resultados do cultivo empregando células de C. guilliermondii permeabilizadas com CTAB, obtidos nos
ensaios em meio semi sintético

Nesta secdo, encontra-se representado por tabela, os valores de variacdo do crescimento celular, pH, consumo de acucares,

formacéo de xilitol, obtidos no cultivo de células permeabilizadas de C. guilliermondii FT1 20037 em meio semi sintético.

Tabela A.2 - Ensaios de viabilidade de aproximadamente 2 g/L de células de C. guilliermondii sem tratamento (controle) e
permeabilizadas por CTAB 0,41 mM, cultivadas em meio semi-sintético durante 24 h a 200 rpm e 30°C

Controle? Células permabilizadas”
Tempo

(h) Células pH Glicose Xilose Xilitol Células pH Glicose Xilose Xilitol

(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 1,7+00 57+00 17+00 30405 nd 15+00 57+£00 18+£00 29,6+0,6 nd
5 26+00 4500 nd 21,8+03 25+04 14%+01 57+00 18+00 294+05 nd
10 2,700 41+01 nd 184+02 53+03 12+00 5700 18%£00 29,7+0,0 nd
18 33+00 39%0,0 nd 105+03 113+03 12+00 5700 19+£00 29,700 nd
24 38+00 36%0,1 nd 50+00 144+04 11+00 57+00 19+00 29,6+05 nd

b As suspensdes celulares foram preparadas conforme descrito nos itens 4.1 e 4.2; média de dois ensaios experimentais + erro-padr&o; ( nd ) = néo detectado.
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Apéndice 3: Tabelas dos valores de absorbancia (340nm) do mix de atividade enzimatica
de G6PD, XR e XD empresenca das diferentes concentracgdes de Triton X-
100 avaliadas

Com o intuito de avaliar a interferéncia do tensoativo na determinacao das atividades
enziméticas, foram realizadas medidas de absorbancia a 340 nm das concentracdes
selecionadas de Triton X-100 na presenca ou auséncia dos cofatores (NADPH, NADP" e
NAD"), de acordo com os valores de pH (7,2, 7,5 e 8,6), empregados nas dosagens
enzimaticas de XR, G6PD e XD, respectivamente. Os resultados mostraram que para todas as
concentragdes avaliadas do Triton X-100 e independentemente da presenca dos cofatores, a
variagdo nos valores de absorbancia foi muito discreta, podendo ser atribuida a erros
experimentais. Isto significa que as concentracdes do tensoativo empregadas no presente

estudo ndo interferem na analise da atividade das enzimas.

Tabela A.3 - Valores de absorbancia (340 nm) de diferentes concentracdes de Triton X-100
nos valores de pH correspondentes para a dosagem das atividades das enzimas
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XD)

Abs (340 nm)
Triton (mM) XR (pH 7,2) G6PD (pH 7,5) XD (pH 8,6)
Sem Com Sem Com Sem Com

cofator cofator cofator cofator cofator cofator

0 - 0,4946 - 0,0398 - 0,0133
0,08 - 0,4756 - 0,0474 - 0,0092
0,15 - 0,4648 - 0,0444 - 0,0178
0,23 - 0,4891 - 0,0389 - 0,0149
0,46 - 0,5249 0,0663 - 0,0197
2,78 - 0,5220 0,0536 - 0,0201
6,18 - 0,5057 - 0,0443 - 0,0209
7,73 - 0,5111 - 0,0454 - 0,0174

(-) = valor de absorbancia ndo determinado; branco = tampé&o ausente de Triton X-100
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Apéndice 4: Tabelas dos resultados do cultivo empregando células de C. guilliermondii permeabilizadas com Triton X-100, obtidos
Nos ensaios em meio semi sintético

Nesta secdo, encontram-se representados por tabelas, os valores de variacdo do crescimento celular, pH, consumo de agucares,

formacédo de xilitol, obtidos no cultivo de células permeabilizadas de C. guilliermondii FT1 20037 em meio semi sintético.

Tabela A.4 - Ensaios de viabilidade de aproximadamente 2 g/L de células de C. guilliermondii sem tratamento (controle) e
permeabilizadas por Triton X-100 2,78 mM, cultivadas em meio semi-sintético durante 24 h a 200 rpm e 30°C

Controle? Células permabilizadas”
Tempo

(h) Células pH Glicose Xilose Xilitol Células pH Glicose Xilose Xilitol

(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 1,7+00 57+00 17%+00 30405 nd 15+00 57+£00 16+£00 294+04 nd
5 26+£00 4500 nd 21,8+03 25+04 25%+01 41%0,0 nd 250+0,2 1,7+01
10 2,700 41+01 nd 184+02 53+03 29+00 39+00 nd 21,1+0,7 48+0,1
18 33+00 39%0,0 nd 105+0,3 113+03 32+0,0 3,600 nd 115+06 115%0,1
24 38+00 36%0,1 nd 50£00 144+04 37+02 3200 nd 53+0,2 151+04

P As suspensdes celulares foram preparadas conforme descrito nos itens 4.1 e 4.3; média de dois ensaios experimentais + erro-padr&o; ( nd ) = néo detectado.
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Apéndice 5: Tabelas dos resultados do cultivo empregando células de C. guilliermondii permeabilizadas por congelamento-
descongelamento, obtidos nos ensaios em meio semi sintético

Nesta secdo, encontram-se representados por tabelas, os valores de variacdo do crescimento celular, pH, consumo de agucares,

formacédo de xilitol, obtidos no cultivo de células permeabilizadas de C. guilliermondii FT1 20037 em meio semi sintético.

Tabela A5 - Ensaios de viabilidade de aproximadamente 2 g/L de células de C. guilliermondii sem tratamento (controle) e
permeabilizadas por congelamento-descongelamento, cultivadas em meio semi-sintético durante 24 h a 200 rpm e 30°C

Controle? Células permabilizadas”
tempo

(h) Células pH Glicose Xilose Xilitol Células pH Glicose Xilose Xilitol

(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 1,7+00 57+00 17+00 304%05 nd 18+00 57+00 12+£00 32,7+0,0 nd
5 26+00 45%0,0 nd 218+0,3 25+04 20+£00 39%+01 12+01 322+00 0800
10 2,700 41+01 nd 184+0,2 53%+03 22+02 35+00 10+£00 258+£00 31%0,1
18 33+00 39%0,0 nd 105+03 113+03 33+01 31+00 10+£00 170+x10 89%0,0
24 38+00 36%0,1 nd 50+00 144+04 36%+00 33+01 10+00 156+04 11,7+0,2

b As suspensdes celulares foram preparadas conforme descrito nos itens 4.1 e 4.4; média de dois ensaios experimentais + erro-padr&o; ( nd ) = néo detectado.
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Apéndice 6: Tabelas dos resultados dos ensaios de biotransformagdo empregando células de C. guilliermondii permeabilizadas com
CTAB, Triton X-100 e por congelamento-descongelamento
Nesta secdo, encontram-se representados por tabelas, os valores de variacdo do crescimento celular, pH, consumo de acucares,
formacéo de xilitol (e etanol), obtidos nos ensaios de biotransformagdo empregando aproximadamente 20 g/L de células permeabilizadas
de C. guilliermondii FT1 20037.

Tabela A.6.1 - Bioreducgdo de xilose em xilitol a partir de células de C. guilliermondii permeabilizadas. Ensaios realizados com ~ 30 g/L de
xilose em tampéo Tris-HCI 0,1M pH 7

Controle® CTAB" Triton X-100° Congelamento-

tempo descongelamento

() —x " Xil  Xol X " Xil Xol X " Xil _Xol Etol X " Xil  Xol
(g/L) (/L) (g/L) (g/L) (/L) (g/L) (g/L) (/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (/L)

209 63 285 nd 17,7 63 258 nd 196 61 254 nd nd 186 61 295 0,6
270 56 193 54 176 62 256 nd 196 60 193 23 nd 186 6,1 275 18
278 54 152 79 176 61 257 nd 196 58 153 49 22 186 60 254 25
7 279 48 115 121 175 61 257 nd 198 47 113 61 30 186 59 236 29
10 285 47 28 149 175 60 257 nd 198 48 7,8 7,9 34 186 58 199 32

o1 w o

abed As suspensdes celulares foram preparadas conforme descrito nos itens 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4; média de dois ensaios experimentais * erro-padrdo; ( nd ) = nio
detectado; X = células; Xil = xilose; Xol = xilitol e Etol = etanol.
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Tabela A.6.2 - Ensaios de cultivo de C. guilliermondii sem tratamento (controle) em meio semi-sintético contendo ~30 g/Lde xilose e 1,5
o/L de glicose

tempo (h) Células pH Glicose Xilose Xilitol Etanol
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 18,1+0,0 6,8+0,0 1,2+0,0 27,140,2 nd nd
3 18,310,1 6,2+0,0 nd 18,3+0,0 6,240,0 nd
5 20,310,2 6,240,0 nd 14,3+0,3 7,940,1 2,6%0,2
7 15,840,3 6,0£0,0 nd 11,840,1 9,2+0,2 3,2+0,0
10 14,8+0,1 5,740,3 nd 7,540,1 10,9+0,1 3,7£0,0

Média de dois ensaios experimentais + erro-padrdo; ( nd ) = ndo detectado.
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Apéndice 7: Tabelas dos resultados de atividade de G6PD, XR e XD homogenato de
células de C. guilliermondii néo tratadas e permeabilizadas por CTAB e
Triton X-100
Nesta secdo, encontram-se representados por tabelas, os valores de atividade
enziméatica no homogenato resultante do rompimento mecéanico com pérolas de vidro de
células de C. guilliermondii FTI 20037 n&o tratadas ou permeabilizadas com CTAB 0,41 mM
e Triton X-100 2,78 mM.

Tabela A.7.1 - Atividades volumétrica (Av) e especifica (Ae) da enzima G6PD, XR e XD
obtidas no homogenato proveniente das células de C. guilliermondii nédo
tratadas e permeabilizadas com CTAB 0,41 mM

Atividade enzimatica no homogenato

Tratamento G6PD XR XD

U/L U/Gcstulas u/L U/Gcstutas u/L U/9cstutas

Sem tratamento

88,7+35  38,8+1,6 25,6+2,1 11,2+0,9 64,8+1,7 28,4+0,8
(controle)

CTAB 282,4+6,2 122,8+2,7 83,3+36 36,2t1,5 66,3+0,2 28,8+0,1

X= 2,3 g/L; homogenato resultante do rompimento da suspenséo celular com pérolas de vidro, conforme descrito
no item 4.2.1; média de dois ensaios experimentais + erro padrdo; eficiéncia de rompimento = 70%.

Tabela A.7.2 - Atividades volumétrica (Av) e especifica (Ae) da enzima G6PD, XR e XD
obtidas no homogenato proveniente das células de C. guilliermondii nao
tratadas e permeabilizadas com Triton X-100 2,78 mM

Atividade enzimatica

Tratamento G6PD XR XD

U/L U/Gcstulas u/L U/Gcstutas u/L U/9cstutas

Sem tratamento
(controle)

Triton X-100 152,8+2,1 783+1,1 1944+15 99,7+0,7 352+05 181+0,2

89,4+0,2 44,7+0,09 25,6+2,1 12,8409 60,6+2,7 30,3*1,5

X= 2,0 g/L; homogenato resultante do rompimento da suspenséo celular com pérolas de vidro, conforme descrito
no item 4.2.1; média de dois ensaios experimentais + erro padréo; eficiéncia de rompimento = 80%.



