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RESUMO

A obtengdo, extracdc e caracterizac8o parcial da enzima xilose redutase (XR)
presente no exiratoc celular da levedura Candida mogii NRRL Y-17032 cultivada em
hidrolisadc hemicelulésico de palha de arroz foram estudadas neste frabalho. A
concentracao de hidrolisade no meio de cultivo para a producéc da XR foi avaliada, e
os maiores valores de produgio e produtividade especifica (35 Ulg de célula e 0,97 Uflg
de célula.h], respecltivamente) foram obtidos em fermentacOes empregandoe meio
contendo 48,2 g xilose/l. As condigbes para atividade étima da XR in vitro foram
estudadas e a maxima atividade volumétrica (0,54 U/ml) foi obtida empregando pH de
8,5 e 38 °C. No estudo da estabilidade, a atividade da XR permaneceu constante por 3
horas as temperaturas de 4 e 38 °C, e por 4 meses sob congelamento a -18°C. Os
parametros cinéticos determinados para a XR foram Vi = 0,485 U/ml e K, = 63 mM
para a xlose & Vnax = 0,380 U/ml e Ky = 0,032 mM para o cofator NADPH. Para o
rompimento celular de C. mogii por agitagdo com esferas de vidro, a maior atividade
volumeétrica (0,683 U/ml) foi encontrada empregando esferas de 300 um de didametro,
concentragdo ceiular de 45 g/t e 50 ciclos de agitagdo. No estudo para extragéo da XR
em sistemas de duas fases aquosas, modelos matematicos foram previstos para o fator
de purificag@o e o percentual de recuperag¢do (rendimento) na fase superior, € 0s
valores maximos previstos por estes modelos foram 1,59 e 105,8, respectivamente.

Palavras-chave. enzima, purificacéo, xilose redutase, sistemas de duas fases aquosas,
xilitol, Candida mogii
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ABSTRACT

The cbiainment, exitraction and pariial characterization of the enzyme
xylose reductase (XR) present in cell extract of the yeast Candida mogii NRRL Y-17032
cultivated in rice straw hemicelluiosic hydrolysate were studied in this work. The XR
production was evaluated by varying the concentration of hydrolysate in the growth
medium, and the highest values of production and specific productivity (35 U/g of cell
and 0.97 Ufg of cell.h], respectively) were obtained in fermentations employing medium
containing 49.2 g xylose/l. The conditions for in vitro optimal XR activity were studied
and the maximum voiumetric activity (0.54 U/ml) was obtained employing pH 6.5 and
38°C. In the study of the stability, XR activity remained constant for 3 hours at
temperatures of 4 and 38 °C, and for 4 months at ~18 °C. The kinetic parameters
determined for XR were Ve = 0.485 U/mi and K, = 63 mM for xylose and Vpmax = 0.380
U/ml and Ky = 0.032 mM for the cofactor NADPH. For the disruption of C. mogii cells by
mechanical agitation with glass beads, the highest volumetric activity (0.683 U/ml) was
found employing 300 um diameter beads, cell concentration of 45 g/l and 50 cycles of
agitation. in the study for XR extraction in aqueous two-phase systems, mathematical
models were predicted for the purification factor and percent recovery (yield) on top
phase, and the maximum values predicted by these modeils were 1.58 and 105.8,
respectively.

Key-words: enzyme, purification, xylose reductase, aqueous two-phase systems, xylitol,
Candida mogii
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INTRODUCAO

A xiiose redutase (XR) é uma enzima-chave no metabolismo de xilose em muitos
microrganismos. A xilose € uma pentose presente em grandes proporgdes nos residuos
vegetais. Estes residuos séo acumuiados em grande quantidade em todo © mundo, em
funcdo das atividades das indastrias de exploracdo agricola e florestal.

Tendo em vista a preocupacio crescente da sociedade com a guestio da
reducac dos recursos naturais do planeta, decorrente da sua exploragdo néo racional,
foi criado e vem sendo amplamente aceito e difundido o conceito do "desenvolvimento
sustentavel”. Por definicdo, o desenvoivimento sustentavel “é aquele que atende as
necessidades dos presentes sem comprometer a possibilidade de as geragdes futuras
satisfazerem suas proprias necessidades”.

Varios segmentos da comunidade mundial tém se mobilizado, propondo e
implementando medidas para adaptar as atividades do homem a esse novo conceito.
Dentre diretrizes para se alcancgar um efetivo desenvoivimento sustentavel propostas
pela Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento, destaca-se a
“diminui¢c&o do consumo de energia e o desenvolvimento de tecnologias que admitem o
uso de fontes energéticas renovaveis e 0 aumento da producéo industrial nos paises
nao-industrializados 4 base de tecnologias ecologicamente adaptadas”. Nesse sentido,
a comunidade cientifica vem trabalhando continuamente, contando com o apoio politico
e financeiro da sociedade, que reconhece a importancia deste esforgo.

Nesse contexto, inserem-se 0s estudos para o aproveitamento dos residuos da
biomassa vegetal, gerados em grande quantidade principaimente nos paises em
desenvolvimento, onde a exploracdo agricola e florestal constitui a sua maior fonte de
riqueza. Desta forma, uma ampla gama de irabalhos visando o aproveitamento
sistematico das varias fragdes destes residuos encontram-se em curso.



Estes esiudos estdio basicamente concentrados no usc de processos
alternativos, gue minimizem © gasio energéticc e a geracdo de residuos para a
conversdc desta biomassa. O emprego de processos biotecnoldgicos de modificacdo
destas matérias-primas (conversdo microbiologia e enzimatica) constituem ¢ objeto de
estudos de grande parte dos grupos de pesquisa no Brasil e em muitos outros paises.

O presente trabaltho estd inserido em uma linha de pesquisa que visa o
aproveitamento da xilose presente na fragdc hemicelulésica de residuos da
agroindistria por via biotecnolégica, e foi realizado através de uma cooperagdo entre a
Universidade Estadual de Campinas e a Faculdade de Engenharia Guimica de Lorena.

O objetivo deste trabalho foi a obtencéio, a purificacdo e a caracterizacéo parcial
da enzima xilose redutase presente na levedura Candida mogii, que foi selecionada, em
estudo anterior, como Uum microrganismo promissor para a producao de xilitol a partir da
xilose presernie no hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz. O estudo da atividade
desta enzima pode ser de grande importancia tanto no conhecimento das vias
metabdlicas de obtencao de xilitol por via microbiolégica quanto no estabelecimento de
condicOes para a obtencéo deste produto por conversdo enzimatica.

O processo de purificacdo por particgdo em sistemas de duas fases aquosas
(SDFA) foi escolhido para ser estudado por iratar-se de uma fecnologia que apresenta
grandes vantagens econfmicas e de processo, podendo ser utilizada em escaia
industrial para a obteng&oc de varias biomoléculas de interesse econdémico.

Constituiram etapas deste trabalho:

« [nvestigar o efeito da concentragdo de hidrolisado hemiceluldsico de palha de
arroz no meio de cultivo sobre a produgéo da XR Candida mogii.

s Determinar as propriedades da XR, tais como pH 6timo, temperatura dtima,
estabilidade, especificidade para o cofator, entre outras, a fim de estabelecer
as condigdes ideais para seu manuseio e utilizac3o.

» Determinar método para o rompimento celular da levedura para a liberagfo da
XR para 0 meio extracelular.



o Estudar a exiracdio da XR em SDFA, utilizando a metodologia de
planeiamentc experimental nc estudo dos parametros massa molar do
polimero polietilenoglicel (PEG), concentragio do PEG, concentracio do
tampéo fosfato e concentracdo de NaCl.

e Realizar estude cingélico para determinacéo dos par@metros Ky & Vi, da XR
obtida antes e apds sua purificacéo.

O presente irabatho enconira-se dividido em capitulos nos guais estéo
apresentadas as diferentes etapas desenvolvidas, além de uma revisdo da literatura &
uma conclusdo geral. Os capitulos estdo redigidos sob a forma de artigos, no idioma
ingiés, e s&o precedidos por uma apresentagéo de seu conteldo. Destes artigos, alguns
i@ foram publicados, enquanto outros serdo ainda submetidos para pubiicagdo em
periddicos especializados. Informagdes complementares aos artigos estdo inseridas sob
a forma de anexos.



CAPITULO 1

Este capituio apresenta uma revisdo da literatura relacionada
ac assunto da tese. O capitulo encontra-se dividido em topicos, nos quais séo
abordados os aspectos mais relevantes ja investigados, que fornecem subsidios para a
realizacéo do presente trabalho.



1. PURIFICACAO DE ENZIMAS DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO EM SISTEMAS
DE DUAS FASES AQUOSAS (SDFA)

As enzimas s80 catalisadores biolégicos que permitemn que as reacbes guimicas
do metabolismo celular ocorram a uma velocidade significativa, em condigbes
ambientais extremamente suaves, compativeis com a manutencido da viabilidade
celular. As enzimas s&o catalisadores ideais, dada a sua elevada especificidade, alta
eficiéncia na converséo substrato-produio e elevada atividade em condicdes ambientais
moderadas, o que lhes abre uma ampia gama de possibilidades de aplicacdo
(ILLANES, 1994). Segundc este autor, dada a inerente labilidade das enzimas, como
conseqliéncia de sua estrutura protéica, o uso eficiente dessas moléculas, separadas
do sistema celular onde se originam, € o objetivo da biotecnologia de enzimas. De
acordo com KILIKIAN et af (2000), devido ao rapido avango da biciogia molecular e da
genética, proteinas e peptideos sfo areas de grande interesse, e o isolamento ¢ a
purificacdo dessas moléculas & um requisito natural e logico para permitir a sua
utilizacéo.

As caracteristicas dos sistemas biotecnoidgicos fazem a purificacéo ser a parte
mais cara do processo de produgfo de biomateriais (BiM e FRANCO, 2000). Segundo
SILVA e FRANCO (2000), analises econdmicas mostram que as etapas de separacdo e
purificacdo constituem um aspecto muito importante na producdc e no processamento
de biomoléculas, particularmente no caso de proteinas que, devido & complexidade do
material inicial, requerem muitas etapas para aicancar niveis de pureza exigidos para
aplicagdo clinica e alimenticia. De acordo com DIAMOND e HSU (1992), 50-90 % do
custo de obtengdo de produtos bioidgicos sdo oriundos dos processos de purificacéo,
devido a sua complexidade e a necessidade de preservacgéo da atividade do produto
biclégico. Segundo KILIKIAN ef af (2000), na biotecnologia, existe uma necessidade de
novos processos de purificagdo e concentracdo de compostos biologicamente ativos,
que combinem alta seletividade e biocompatibilidade com uma facilidade de ampliacéo

de escala. A tarefa dos especialistas em separacéo & desenvolver processos simples e



seguros para a obtencdo de produtos com um alto grau de pureza (SILVA e FRANCO,
2000).

4.4. SisTEMAS DE Duas Fases AQUOSAS

A extracao liquido-liguido consiste na transferéncia de certos compostos de uma
fase para oufra, quando fases liquidas imisciveis ou parcialmenie sollveis sdo
colocadas em coniato (KILIKIAN ef af, 2000). Entre os processos de extracdo liguido-
liquido atualmente estudados para a separag8o e purificag8o de substéncias de origem
biologica, especial énfase tem sido dada a particic em sistemas de duas fases aquosas
(SDFA), por ser um método eficiente, versalil e de baixo custo (BERGGREN ef al,
1995, OTTO et al, 1995; SINHA et al, 1996). O uso de sistemas de duas fases
aquosas para a separagdo de biomoléculas vem ganhando importancia na
biotecnologia (SALAMANCA et al,, 1998). Quando comparados com outras técnicas de
separacdo e de purificag8io, a separagcdo em SDFA apresenta diversas vantagens,
como facilidade de ampliacdc de escala, habilidade de separar materiais particulados,
operacdo rapida e continua, altos rendimentos, baixo custo dos materiais, reciclagem

dos polimeros e minimizacéo da desnaturagdo das proteinas (LAMARCA ef al., 1990;
CASCONE ef a/,, 1991; SCHMIDT et al., 1894).

1.1.1. Composicdo dos Sistemas de Duas Fases Aquosas

Estes sistemas sao constituidos por duas fases aguosas parcialmente misciveis,
obtidas pela adi¢&o de dois polimeros sollveis em &gua ou por um polimero e um sal. A
tendéncia de dois diferentes polimeros se separarem em duas fases distintas em um
mesmo solvente é conhecida desde o final do século XiX, e isto tem mostrado ser regra
geral para a maioria dos sisiemas aguosos compostos por dois polimeros (SILVA e
FRANCO, 2000). Segundo estes aufores, o polietilenogiicol (PEG) é um dos polimeros
mais utilizados em SDFA, e os sistemas compostos por PEG/dextrana sdo os sistemas



mais bem estudados para a parlicdo liquido-liquide de proteinas. De acorde com
ALBERTSSON (1986), os sistemas compostos por PEG/dextrana ou PEGHosfato
contém de 80 a 95% {(p/p) de agua, que combinado com a baixa tensdo interfacial do
sistema, permite a particde ndo destrutiva de biomateriais sensiveis, fais como
proteinas, organelas celulares e células vigveis inteiras.

Dados da composicdo e das propriedades das fases dos sistemas sio
necessarios para projetar processos de extragdo por SDFA. As composigfes das fases
e as conceniracdes das misturas polimero/polimere ou polimero/sal, necessarias para
gue ocorra a separacio das fases, podem ser representadas em um diagrama de fases,
onde um dos eixos representa a composicdo em massa da substancia gue predomina
na fase superior do sistema e o outro representa a composicdo, em massa, da
substancia que predomina na fase inferior. A curva que separa a regido de fases &
denomida curva binodal ou curva de equilibrio, sendo que as composigfes de meios
representadas por pontos acima da curva indicam a formagdo de duas fases (regido
bifasica), enquanto que pontos abaixo da curva (regido monofasica), representam uma
solugdo homogénea (CABRAL e AIRES-BARROS, 1993). A formac@o de duas fases
aquosas depende, portanto, da concentragdo dos componentes do sistema
(ALBERTSSON, 1986). De acordo com KAUL (2000), o diagrama de fases delineia uma
area de trabalho potencial para um sistema de duas fases particular, ¢ € uma
“impressao digital” Unica aquele sistema, sob condigbes determinadas, como, por
exemplo, pH, temperatura e concentragdo de sal.

iniciaimente, a composicido do sistema é dada pelo ponto M (Figura 1.1). No
equilibrio, & dada peios pontos T (fase superior) e B (fase inferior). O segmento de reta
TMB é chamado de linha de amarracéo (tie fine). Todos os sistemas que se encontram
na linha de amarracdc possuem composicies quimicas idénticas, tanto da fase
superior, quanto da fase inferior, porém, diferem quanto aos volumes de cada fase, em
funcdo da composi¢do inicial (KULA ef al, 1982; BAMBERGER ef al, 1885;
HUDDLESTON et al, 1991 e 1994). Encontra-se também presente na curva binodal um
chamado "ponto critico”. Neste ponto, as composicdes e 0s volumes das fases superior
e inferior sdo iguais, sendo que sistemas de composi¢do proxima ao ponto critico séo
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instaveis e devem ser evitadas, pois, pequenas diluicdes poderfo leva-io 3 regido
monofasica (KULA ef al., 1982; HUDDLESTON ef &/, 1881).

NN
Q/ Dextrana

SDFA

Polimero A {%)
T

Polimero B (%)

Figura 1.1 ~ Curva binodal e linha de amarracdo de um sistema de duas fases aquosas
composto por dois polimeros

Novos tipos de sistemas de duas fases aguosas estao sendo desenvolvidos, nos
quais um polimero termosseparavel funciona como um componente formador de fase
(JOHANSSON et al., 1998). De acordo com PERSSON et al, (1989), um polimerc
termosseparavel, € um polimero que, quando em solugdo aquosa, acima de uma
determinada temperatura (cloud point), forma um sistema bifasico, no qual a fase
superior € quase totalmente isenta do copolimero, e a fase inferior & rica em
copolimero. Copolimeros de o6xidos de etileno e oxidos de propileno (EOPO)
termosseparaveis tém sido usados como polimeros formadores da fase superior, ao
invés de PEG, em sistemas com dextrana ou um derivado de amido como polimero da
fase inferior. Nestes sistemas, a proteina-alvo € primeiramente particionada para a fase
rica em EOPOQ; esta fase &, em seguida, isolada, e a sua temperatura elevada acima do
cloud point, © que leva a formacdo de uma fase rica em polimero e uma fase de
aguaftampéo, para a quai a proteina se particiona (HARRIS et &/, 1981; ALRED ef a/,
1994; PERSSON ef af, 1998). Estes sisiernas possibilitam a recuperacic e a
reciclagem do polimero fermosseparavel, o que significa que ¢ custc da extracio em
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duas fases aguosas em um processe bictecnoldgice pode ser significativamente
reduzido (PERSON ef al, 1988). Estes autores relataram um novo sistema de duas
fases aquosas, no qual os dois polimeros formadores de fases séo termosseparaveis.
Estes sistemas s&o compostos por EOPO e por HM-ECPO, um polimero de dxido de
etileno e &xido de propilene com grupos alifaticos CiaMze acoplados. Os sistemas
agua/MM-ECPO podem ser usados particularmente para a extragdo de proteinas mais
hidrofdbicas.

1.2. FATORES QUE INFLUENCIAM A PARTICAQ EM SDFA

A distribuicdo das moléculas de substancias solGveis (ex.: enzimas e proteinas)
entre as duas fases liquidas do SDFA é representada pelo coeficiente de particao (K). ©
coeficiente de particio é expresso pela relagédo entre a concentragéo de moléculas da
proteina P na fase superior e na fase inferior:

[P]sup erior

K=+
[P]mf erior

O coeficiente de particio em sistemas de duas fases aquosas pode ser expresso
em funcdo das propriedades moleculares das proteinas (hidrofobicidade, forgas
eletrostaticas, massa molar, conformacgdo da molécula e bioespecificidade), divididas
em varios fatores:

Log K = Log Khigror + LOG Keter + LOG Kum + LOG Keonr + LOG Kbicespec

Entretanto, estas propriedades n&o devem ser consideradas necessariamente
igualmente importantes; sua importéncia depende do tipo de sistema usado, bemn como
da proteina-alvo (SCHMIDT ef af,, 1884).
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Varios estudos vém sendo conduzidos, visando explorar as propriedades das
proteinas para otimizar a sua particdo em SDFA. FRANCO ef al. {1896b) estabeleceram
um método para o estudo do efeito da hidrofobicidade superficial das proteinas sobre a
particdo em SDFA. A adigdo de ligantes bioespecificos aos sistemas de duas fases vem
sendo empregada para aumentar a particdo de proteinas em SDFA pelo principic do
bioreconhecimento (KOPPERSCHLAGER e KIRCHBERGER, 2000; SILVA & FRANCO,
2000).

As propriedades dos sisiemas liquidos de duas fases aquosas podem ser
moduladas através da manipulagdo das seguintes varidveis: massa molar e
concentracgo do polimero {ou sais), alteracbes de pH e forga ibnica, adig8o de outras
moléculas ou pela introducdo de liganies especificos de afinidade nos componentes de
uma das fases (KULA ef al, 1982). De acordo com MENGE (2000), a exiracdo de
proteinas em SDFA e um dos meétodos de purificacéoc mais rapidos disponiveis, além de
ser muito Gtil para a separagdo de residuos celulares. Entretanto, para cada problema
de separagdo, a composicdo das fases dos sistemas deve ser otimizada
separadamente para alcangar a purificacdo 6tima individual e a recuperagdo de uma
proteina desejada. Segundo este autor, entre os fatores que controlam a particdo entre
as fases estdo: o componhente da fase superior, predominantemente PEG; o
componente da fase inferior, predominantemente dexirana ou fosfato; as concentragbes
destes componentes de fase ou o comprimento da linha de amarragio correspondente;
o pH; aditivos (sais, compostos organicos), entre outros.

Os efeitos da massa molar, concentracéo, densidade das fases, presenca de
outros sais foram detalhadamente investigados em sistemas formados por PEG-
dextrana (ALBERTSSON, 1971, 1986; JOHANSSON, 19885, ASENJO ef al., 1990,
FRANCO et al,, 1990, 1996a e b; FRANCO, 1992).
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1.3. APLICAGAO DA TECNICA DE SeraraCAO EM SieTeMas DE Duas Fases
Aguosas

Em indastrias biotecnoldgicas, os processos de exiracdo liguido-iguido s&o
amplamenie empregados para a recuperagdo de bioprodutos (FAIR, 198%9). Os
sistemas de duas fases aquosas podem ser usados para particionar seletivamente e
purificar “proteinas-alvo” de sobrenadantes de um caldo fermentado ou de um extrato
celular (JOHANSSON ef al, 1998). A técnica de separagcdo em SDFA & utilizada
principaimente para o enriquecimento da proteina desejada em uma das fases ou para
concentracdo dos residucs celulares nas primeiras eiapas do processo. Os
contaminantes mais comuns (pigmentos, écidos nucleicos, outras proteinas,
polissacarideos) podem ser removidos por particdo na fase oposta a fase enriquecida
na proteina-alvo (ANDREWS e ASENJO, 1989; KULA, 1980).

Os sistemas de duas fases aquosas tém sido amplamente utilizados em
pesquisas bioquimicas para a separagio e purificagdo de macromoléculas, céiulas e
particulas celulares (FRANCO et al,, 1996a; PIZA ef al., 1999, OLIVEIRA ef al., 2001).
Os SDFA tém também encontrado aplicagdo em varias areas da biotecnologia, sendo
usados para purificacdo de enzimas em larga escala, purificagdo de interferon,
aplicagbes analiticas e bioconversdes extrativas (TJERNELD et a/., 1886). SCHMIDT et
al. (1994) afirmam que a técnica de SDFA é potencialmente atrativa para a separagéo
de enzimas industriais, tanto extracelulares quanto intracelulares.

2. XILOSE REDUTASE

2.1.  AcGAO DA XILOSE REDUTASE

A xilose redutase (XR) € a enzima responsave! pela primeira etapa no
metabolismo de xilose por leveduras (CHIANG, KNIGHT, 1960). A utilizac8o da xilose
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na via das fosfopentoses & precedida por duas reacbes seglenciais nas guais esta
pentose € primeiramente reduzida a xilitol, gue, em uma segunda elapa, € convertido
em xiluiose. A oxidagBo do ulitol a xilulose & catalisada pela enzima xilitol
desidrogenase (XD) (Figura 1.2}

A xilose redutase pode utilizar apenas NADPH, ou ulilizar, conjuntamente,
NADPH e NADH como cofatores, enquanto a xilitol desidrogenase utiliza, como cofator,
NAD* (JEFFRIES, 1983). Da agdo de reducéo de uma molécula de xilose pela XR
resulta a oxidac8o de uma molécula de cofator. Da mesma forma, a oxidacdo do xilitol
requer a simultanea reducéo do cofator utilizado pela xilitol desidrogenase. A utilizacso
exciusiva de NADPH como cofator pela xilose redutase € freqlientemente relacionada
com a incapacidade de assimilacdo da xilose por aigumas leveduras em auséncia total
de oxigénio (BRUINENBERG ef al, 1984). Em presenc¢a de cxigénio, o NADH gesrado
na oxidacdo do xiiitol é regenerado na cadeia respiratéria. Em anaerobiose, apenas
leveduras que utilizam NADH como cofator para a xilose redutase séo capazes de gerar
cofator oxidado para a reacgdo subseqglente.

2.2. CARACTERIZACAOC DA XILOSE REDUTASE

Estudos para a caracterizacdo da XR produzida por diversos microrganismos
fermentadores de xilose s&o encontrados na literatura (KUKN et al,, 1985, ROSA ef al,,
1998). Em alguns casos, foi relatada a presenca de mais de uma XR em um mesmo
microrganismo. A massa molar, o ponto isoeiétrico, as condigdes 6timas de pH e
temperatura, a estabilidade térmica e a estabilidade em diferentes valores de pH foram
determinados para a maioria das enzimas estudadas.
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2.2.%. iassa Molar

Na maioria dos estudos realizados, a massa molar encontrada para a enzima XR
foi de 32-38 kDa, tendo sido relatada a presenca de apenas uma subunidade na
estrutura das enzimas produzidas por Pachysolen tannophilus e Candida shehatae
(BOLEN ef al, 1986; DIETZELMULLER ef al, 1984; HO ef al, 1990). Entretanto,
VERDUYN et al. (1985}, utilizando diferentes técnicas para a determinagio da massa
molar da XR de Pichia stipitis, encontrou os valores 34, 83 e 65 kDa. Segundo esse
autor, esta enzima €& provavelmente composta por duas subunidades idénticas.
Resultados similares foram obtidos por RIZZ! ef al. (1988) para a XR de uma outra
linhagem de Pichia stipifis e por YOKOYAMA ef al. (1985) para uma linhagem de
Candida tropicalis. BOLEN ef al (1986) encontraram valores enire 36,5 e 59 kDa,
empregando diferentes técnicas para a determinacdo da massa molar de XR de
Pachysolen tannophilus. Porem, este autor nao relacionou estas diferengas
encontradas com a presenga de mais de uma subunidade na molécula da XR. Qutros
frabalhos realizados empregando a levedura Pachysolen tannophilus também indicaram
a presenca de apenas uma subunidade na molécula de XR (DITZELMULLER ef al,
1984 MORIMOTO ef al., 1987). A massa molar enconfrada para a XR de Candida
guilliermondi foi de 36 kDa (HANDUMHONGKUL e SILVA, 1998).

2.2.2.  pH Otimo e Ponto Isoelétrico

O pH dtimo para a atividade enzimatica da xilose redutase na reducgdo de xilose
a xilitol variou entre 5,0 e 7,5. O pH étime de 7,0 foi determinado por DITZELMULLER
et al. (1984) para a XR de Pachysolen tannophilus, enquanto MORIMOTO ef al. (1987)
encontraram vatores &timos entre 5,0 e 6,0, para o0 mesmo microrganismo. KISE ef af.
(1988) encontraram diferentes valores de pH étimo para a XR de Cryptococecus
jactativorus em fun¢io do cofator empregado. O pH 6timo da XR de C. factativorus foi
de 5,8, quando empregando o cofator NADH, e de 8,8 quando utiiizando NADPH como
cofator. KUHN ef a/ (1993) determinou pH d&time de 5,0 para a XR presente em
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Saccharomyces cerevisiae. A atividade da XR na reacfic de reducdo da xilose por
Candida boidinii apresentou pH &timo entre 6,5 e 7,0, enquanto gue, para a reacio
inversa - oxidacao do xilitol a xilose, empregando a mesma enzima, o pH 6timo foi 9,0
(BOLEN e McCRACKEN, 1290),

Os pontos isosiétricos (pl) das enzimas estudadas foram enconirados enire os
valores de pH 3,55 e 5,20. O pl determinado para a levedura C. factativorus foi de 3,55
(KISE et al., 1988). DITZELMULLER et al. (1984) determinaram um Pl de 4,87 para a
XR Pachysolen tannophilus. O pl de Candida boidinii determinade por BOLEN e
McCRACKEN (1980) foi de 5,20

2.2.3. Temperafura Otima

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica da XR de Candida
guilliermondii foi estudado por SENE (2000). Segundo este autor, a temperatura é6tima
encontrada foi de 65 °C. A temperatura 6tima da XR de Crypiococcus lactativorus
demonstrou ser dependente do cofator empregado (KISE ef a/., 1988). Quando utilizado
o cofator NADPH, a atividade méaxima foi encontrada “a temperatura de 60 °C, porém,
ao utilizar NADH como cofator, a enzima teve sua temperatura 6tima reduzida para
50 °C.

2.24. Estabilidade

A enzima produzida por Cryptococcus lactativorus mostrou-se estavel em valores
de pH entre 6,0 e 8,0 unidades, apds 24 h de incubacéo, quando utilizou ambos os
cofatores, sendo desnaturada em pH abaixo de 4,0 ¢ acima de 9,0 (KISE ef a/,, 1988).
O estudo de estabilidade térmica para esta enzima determinou uma atividade residual
de 100 %, 93 % e 3 % da atividade inicial, apés 10 min. de incubacéo a 30, 50 e 80 °C,
respectivamente. A meia-vida desta enzima foi de 800h e 14h, a 30 e 50°C,
respectivamente, também para ambos 0s cofatores empregados.
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A xilose redutase de Candida shehatae mostrou-se estavel a 4 °C por vérios
meses, e por 48 h & temperatura ambiente (HO ef al., 1990). Fracbes contende xlose
redutase produzida por Candida boidinii puderam ser estocadas por pelo menos dois
meses & 20 °C, sem perda da atividade (BOLEN & McCRACKEN, 1990}

2.3, PURFICAGAC DA X11.OSE REDUTASE

2.3.1. Rompimento Celular

A separagé@o da Xilose redutase requer, como etapa inicial, o rompimentc das
células para a sua liberacdo. Dentre as diversas técnicas de rompimento celular
empregadas em frabalhos visando a purificagfio e caracterizagio de XR, destacam-se:
o rompimento mecanico com pérolas de vidro (KISE ef al,, 1988; RIZZI et al, 1989;
BOLEN e McCRACKEN, 1990; HO ef al,, 1990; KUHN et al., 1995; GIRIO et al., 1996),
a homogeneizacdo em prensa francesa (SMILEY e BOLEN, 1982; BOLEN e DETROY,
1985, BOLEN ef al, 1886, BOLEN e McCRACKEN, 1990) e o rompimento por
ultrassom (BRUINENBERG ef al, 1983; DITZELMULLER ef al, 1984; BICHO et &/,
1988; LEE ef a/., 1896). A ruptura mecanica por agitacdo com pérolas de vidro tem sido
um dos meétodos mais comumente empregados. Este processo apresenta um custo
relativamente baixo e ja vem sendo empregado para o rompimento de céluias para a
obtencao de alguns produtos em larga escala (WOODROW e QUIRK, 1982).

BOLEN e McCRACKEN (1980} realizaram um estudo comparando diferentes
métodos de rompimento, visando a liberacdo da XR produzida pela levedura Candida
boidinii. Os métodos estudados foram: agitacdo com pérolas de vidro, homogeneizacéo
em prensa francesa, homogeneizagdo precedida por tratamento com mercaptoetanol e
passagem por prensa francesa precedida por tratamento com zimolase. Os resultados
apontaram © rompimento em prensa francesa precedido por tratamento com
mercaptoetanol como o método mais eficiente para a libera¢ée da enzima, promovendo
uma liberacdo maior do gue o dobro da obtida com outros métodos.
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2.3.2. Métodos Empregados para a Purificaclo da Xilose
Redutase

A purificac8o da enzima XR produzida por diferentes microrganismos tem sido
freglientemente relatada em estudos empregando técnicas cromatograficas. A XR da
levedura Pachysolen tannophilus foi purificada com o emprego de quatro etapas
cromatograficas, na seguinte sequéncia: 1) cromatografia em coluna de DEAE-
cellulose; 2) Cromatografia em coluna de 2, 5-ADP-Sepharose; 3) Filtracao emgel; e 4)
Cromatografia em Blue Sepharose (DITZELMULLER ef al,, 1984). O fator de purificacéo
alcancado foi de 57.5 vezes, com um rendimento de 37%. VERDUYN ef al. (1985)
purificou a XR de Pichia stipitis empregando cinco etapas, na seguinte sequéncia: 1)
centrifugacdo para a remocgdo de fragmentos celulares; 2) precipitagdo dos acidos
nucleicos; 3) cromatografia de troca ibnica; 4) cromatografia por afinidade; e 5)
congelamento e descongelamento. O fator de purificagdo alcangado foi de 50 vezes,
com um rendimento de 69%. A xilose redutase de Candida shehatae foi purificada 55
vezes por HO ef al. (1990), com um rendimento de 50,8%. As etapas de purificagdo
empregadas para esta enzima foram: 1) cenirifugacéo para a remogao de fragmentos
celulares; 2) didlise em tampao fosfato; 3) cromatografia por afinidade em coluna de
Reactive Red Agarose; 4) cromatografia de focalizacao isoelétrica (cromatofocusing); 5)
cromatografia liquida de alta resolugdo por troca idnica; e 6) cromatografia liquida de
alta resolugéio por fase-reversa. YOKOYAMA ef al. (1995) identificaram e purificaram
irés XRs produzidas por Candida fropicalis (XR4, XRz e XRz) em um processo que
consistiu das seguintes etapas: 1) dialise por 10h com tampéo TEM; 2) cromatografia
em coluna de DEAFE-cellulose; 3) cromatografia por afinidade em coluna de Blue
Sepharose CL-6B; 4) dialise por ultrafitracdo; e 5) cromatografia liquida de alta
resolucdo em coluna Mono Q. Os fatores de purificagdo alcancados foram 25,8, 36,8 e
21,8 vezes, e os rendimentos obiidos foram de 0,7%, 12,7% e 15,0% para as enzimas
XR4, XR: & XR;, respectivamente.

No entanto, técnicas de purificagdo de biomolécuias mais adequadas para a
aplicagdo em processos industriais estdo sendo desenvolvidas. CORTEZ ef al, (2001)
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estudaram a extrag8o da XR de Candida guilliermondii em sistemas liquido-liquido de
micelas reversas, alcancando um fator de purificag8io de 4,8 e uma recuperacio de
135 %. Segundo estes aufores, a recuperacéoc superior a 100 % ocorre em funcdo da
redugio na concentragio de inibidores da XR durante o processo de exiracio.

3. XILITOL

3.1. OCORRENCIA, PROPRIEDADES E APLICACOES

O xilitol € um aglcar-aicool de cinco carbonos de ampla ocoméncia na natureza.
Sua presenca foi relatada, em pequenas quantidades, em muitas frutas, verduras,
cereais e em leveduras (WASHUTTL ef af, 1973). O xilitol & também um intermediario
no metabolismo de carboidratos em mamiferos, inclusive no homem, sendo encontrado
em concentracdo entre 0,03 e 0,06 mg/l no sangue (YILIKARI, 1979).

Devido ao seu poder adogante similar ac da sacarose, a sua propriedade ndo
cariogénica e ac seu metabolismo independente de insulina, o Xilitol vem sendo
utilizado principalmente come adogante em confeitos n&o cariogénicos, além de, menos
frequentemente, ser também utllizado em alimentos dietéticos, preparagdes
farmacéuticas e em cosméticos (HYVONEN ef a/,, 1982; BAR, 1986).

A utilizagdo de xilitol na profilaxia de caries dentarias vem sendo ampilamente
estudada nas Gltimas décadas (MAKINEN, 1983; ALANEN ef a/., 2000; MAKINEN et al.,
1998). Diversos trabalhos tém sido publicados abordando as propriedades cariostaticas
e anticariogénicas do xilitol (PEPPER e OLINGER, 1988; MAKINEN, 1988; TENOVUO
¢ SODERLING, 1992; HUJOEL et al, 1995). Além da baixa cariogenicidade, a
ocorréncia de remineralizacdo de caries ja existentes foi verificada por MAKINEN (1979)
em individuos gue se alimentaram exclusivamente de xilitol como aglcar. O aumento do
fluxoc de saliva @ a manutencéo de seu pH entre 7,2 e 7.8, decorrentes da dieta a que
foram submetidos os voluntarios, foram apontados como fatores contribuintes para que
0% mecanismos haturais de defesa da saliva pudessem reparar as areas em principio
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de desmineralizacdo. Trabalhos mais recentes apontam os beneficios do consumo de
xilitol por mées na profilaxia de caries causadas peia fransmisséo de Sfrepfococcus
mutans de maes para filhos (ISOKANGAS ef al., 2000: SODERLING et al,, 2001).

Qutra propriedade importante do xilitol, de acorde com YILIKARI (1878), é a
capacidade de ser rapidamente metabolizade no figado humano, sendoe transformado
em energia. A absorgéo do xilitot pelo intestino, no entanto, é consideraveimente lenta.
Como conseqléncia destes dois fatores, a assimilagéo do xilitol pelo organismo
humano se processa de forma gue toda a glicose formada a partir do xilitol seja primeiro
estocada como glicogénio, sendo liberada gradualmenie, & nfdo causando mudancas

réapidas na concentrac@c de glicose no sangue. Com isto, o xlitol pode ser indicado
como adogante para diabéticos.

Estudos recentes apontam a eficacia do xilitol também na prevengdo de otite
{LAGACE, 1999; UHARI ef al., 2000; KLEIN, 2000). Em estudo conduzido durante 2
meses empregande 306 criangas, UHARI et al. (2000) observaram uma redugdo de
cerca de 42% nos casos de otite aguda no grupo de criangas que consumiram 8,4g de
xilitol por dia em relagdo ao grupo de controle. Segundo estes autores, este efeito se
deve a eficacia do xilitol na redugdo do crescimento de Streptococcus pneumoniae,
prevenindo assim, a ocorréncia da ofite aguda causada por pneumococos.

Outra importante aplicacdo clinica recentemente apontada para o xilitol € ¢ seu
uso na prevencao da osteoporose (MATILLA, 1999). Estudos com cobaias mostraram
que a administragdo oral de xilitol foi efetiva tanto no aumento da massa dssea de
cobaias saudaveis, quantc na prevencdo da perda 6ssea em cobaias nas quais a
osteoporose foi experimentalmente induzida. Segundo este autor, a administragdo oral
de xilitol parece oferecer interessantes possibilidades para a prevengéo de osteoporose.

3.2. OBTENGAC DO XILITOL

A extragdo do xilitol diretamente de suas fontes naturais € um processo

antiecondmico € impraticavel, uma vez que esta substancia &€ encontrada apenas em
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pequenas guantidades (menos de 900mg/100g) na natureza (HYVONEN ef al.,, 1982).
Segundo estes autores, um processo alternativo a extrac8o é a obtencdo do xilitol pela
hidrogenacio da xilose presente na matéria vegetal, o que pode ser realizado por via
guimica ou por via biotecnolgica, em processos fermentativos ou enzimaticos.

3.2.1. Materia-Prima: Residuos Lignoceluldsicos como
Fonte de Xilose

Os materiais lignoceiuldsicos sob a forma de residuos agricolas e florestais séo
acumuiados no mundo em grandes guantidades, De acordo com BISARIA e GHOSE
{1981), o acimulo destes materiais resulia na deterioragac do meio ambienie & na
perda de recursos potencialmente valiosos. Além disso, a biomassa sob g forma de
celulose, hemicelulose e lignina consiste em um meio de coletar e armazenar energia
solar g, assim, representa uma importante fonte de energia e matéria-prima.

A xilose é o maior constituinte da hemicelulose das plantas. Esta pentose ¢ um
dos compostos de aglcar mais abundantes presentes em biomassa renovével de
residuos florestais e agricolas (HO ef al, 1990). A recuperagéc da xilose através da
despolimerizac&o da hemicelulose & facilitada pela estrutura relativamente aberta desta
molécula. Processos de hidrolise com acidos diluidos sdc comumente empregados na
recuperacdc dos agucares da hemicelulose (CHEN e GONG, 1985; ROBERTO et al,
1995; PARAJO et al., 1996). A xilose assim obtida constitui a matéria-prima principal na
obtencéo do xititol por diferentes métodos.

3.2.2. Processos de Obtengao do Xilitol

3.2.2.1. Método Quimico

De acordc com MELAJA e HAMALAINEN (1977), ¢ processo de obtencdo de

xilitol & partir da xilose, por via quimica, consiste na hidrélise acida do material
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lignoceluldsico, seguida da purificag@o e hidrogenagdo da xilose, e, finalmente, na
purificacdo do xilitol (Figura 1.3). De acordo com HYVONEN et al. (1982), devido &
variedade de aglcares presentes no hidrolisado hemiceiuldsico, a obtencio da solugio
purificada de xilose a ser empregada no processo gquimico de produgao de xilitol requer
dispendiosas etapas de purificac@o. A hidrogenacéo da solugéo purificada de xilose €
realizada em presenga de catalisador metalico (Ni/ALQO;), sob temperatura de 80-
140 °C e alta pressao de hidrogénio (até 50 atm).

Segundo LU ef al. (1995), o método quimico requer extensivos procedimentos de
purificacdo da xilose, bem como de separacio do xiitol de outros aclcares-dicoois
formados durante o processo de hidrogenacic, o que resulta em um produto caro,
fimitando, assim, a sua utiizagao. Contribui também para ¢ encarecimento do produto
final o elevado consumo de energia demandado no processo.

3.2.2.2. Processo Microbiolégico

O processo fermentativo de producao de xilitol tem sido considerado como uma
alternativa ao processo quimico, uma vez que este ndo requer a purifica¢ao inicial da
xilose, além de ser realizado sob condi¢es mais brandas (HEIKKILA et af, 1992). A
grande maioria dos trabalhos relata a produgdo de xilitol por via microbicidgica
empregando leveduras {(GONG et al, 1981; BARBOSA et al, 1988; OJAMO et al,
1988; VONGSUVANLERT e TANI, 1989; MEYRIAL ef al., 1991; ROBERTO ef al., 1991;
ROSEIRQ et al, 1991; HEIKKILA ef al, 1992; HORITSU et al, 1992
SIRISANSANEEYAKUL et al, 1992; FELIPE et al., 1993; NOLLEAU et al, 1995;
VANDESKA et al, 1995, MAYERHOFF ef al., 1998), embora aiguns estudos para a
producdo deste poliol empregando bactérias e fungos filamentosos tenham sido
realizados (YOSHITAKE ef al,, 1973; YOSHITAKE et al., 1976; DASHIYA, 1991).
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No metabolismo de leveduras, o xilitol é formadce através da redugdo da xilose
pela enzima xilose redutase (XR). Segundo NIGAM e SINGH (1995), devido ac passo
seguinte, no qual o uxlitol € convertide em xilulose através da enzima xilitol
desidrogenase (XD) e subseqientemente metabolizado na via das fosfopentoses, o
rendimento de xilose em xilitol no processo microbiclégico enconira-se tipicamente na
faixa entre 5% e 85%. De acordo com BARBOSA et al. (1988), o rendimentc tedrico
calculado para a converséo de xilose em xilitol por leveduras em condigdes aerdbias,
para microrganismos cuja XR utiliza basicamente NADPH como cofator, € de
0,81 g xilitol/g xilose (81 %).

Em estudo anteriormente realizade (MAYERHOFF, 1997), visando a selegéo de
leveduras para a obteng&o de xilitol a partir de hidrolisado hemiceiulésico de palha de
arroz, a levedura Candida mogii NRRL Y-17032 foi selecionada, entre 31 diferentes
linhagens pertencentes a quatro géneros, como uma promissora produtora deste poliol.
Neste estudo, foram obtidos um rendimento em xilitol em torno de 70% e uma
produtividade volumeétrica de 0,63 g/l.h, empregando Candida mogii NRRL Y-17032.
Embora satisfatorios quando comparados a resuitados de outros estudos para a
obtencdo de xilito! a partir de hidrolisados de residuos vegetais, o rendimento em xilitol
alcangado neste trabalho encontra-se substancialmente abaixo do rendimento tedrico,
devido as limitagfes do método microbiolégico, que requer a degradagéo do xilitol para
a manutencgo do metabolismo das leveduras. Rendimentos em xilitol préximos ac
tebrico tém sido reiatados em estudos empregando microrganismos modificados
geneticamente cultivados em meio sintético, porém, nestes casos, foi observada a
necessidade de adicdo de co-substratos {(como a glicose) ao meio de fermentagdo
(HALLBORN ef al., 1994; MEINANDER et a/., 1994).

3.2.2.3. Processo Enzimético

O processo enzimatico para a sintese de xilitol empregando a enzima XR
recuperada, quandc comparado aos processos fermentativos anteriormente
mencionados, pode representar um aumento no rendimento em dlitol, uma vez que a
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enzima responsavel pela reag@o de degradacéoc do xilitol (XD) néo estéd presente. A
producdo enzimatica deste policl pode também resultar em um aumento substancial da
produtividade, decorrente da reducdo nas limitacles de transferéncia de massa, que
s80 muitas vezes limitantes no processo microbioldgico (NIDETZKY et af,, 1996).

Alguns estudes realizados visando a produgéo de xilitol por processo enzimatico
apresentaram uma eficiéncia da conversdo de xilose em xilitol de 100%
(KITPREECHAVANICH ef al.,, 1984, NIDETZKY ef al., 1996). No entanto, uma limitagéo
do processo enzimatico de conversio de xilose em xilitol € a necessidade do reciclo da
forma reduzida da coenzima (NADPH ou NADH). A reducio da coenzima nos estudos
de producao de xilitol por processo enzimatico tem sido realizada através do emprego
de membranas eletricamente carregadas cu por acoplamento de microrganismos
metanogénicos capazes de regenerar a coenzima (NIDETZKY ef af, 1996,
KITPREECHAVANICH ef al., 1984).

3.3. PaLHA DE ARROZ

Dentre os diversos residuos citados na literatura como sendoc gerados em
grandes quantidades, encontra-se a palha de arroz, cuja produgdc se destaca
principaimente nos paises em desenvolvimento (SRINIVASAN ef a/, 1983; EL-MASRY,
1983). Também no Brasil, a quantidade gerada destes residuos alcangca nameros
significativos. Na regiao sul do Brasil, 3,85 toneladas de palha s&o geradas por hectare
de arroz plantado (MARTINS, citade por ROBERTO, 1897). Segundo dados obtidos
junto & Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), a produc8o de
palha de arroz no Brasil, na safra de 1995/86, correspondeu a 13.914,8 x 10° ton.

Segundo JEFFRIES (1983), grandes quantidades dos residuos lignoceluldsicos
gerados no mundo s@o utilizados em processos de polpacéo ou na geragio de caior,
implicando em grandes vantagens econdmicas. No caso especifico da palha de cereais,
embora trabalhos anteriores tenham apontado a sua utilizag8o para a geragac de vapor
como {ambém para a nutricdo animal pouco interessante, a sua utilizagéo para esles
fins fem sido amplamente adotada (HORWATH e van KESSEL, 1998). Diversos
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trabalhos apontam estes residuos como tendo baixo calor de combustéo por unidade de
volume (CHEN e ANDERSON ,1980), baixa digestibilidade (HAN e ANDERSON, 1975;
CHEN e ANDERSON, 1880), além de apresentar um baixo teor protéico (HAN e
ANDERSON, 1975; SRINIVASAN ef al., 1983). Estas caracteristicas destes residuos,
porém, sdo muitas vezes contornadas, tornando possivel o seu emprego para diversos
fins, como por exemplo, 0 emprego da palha de arroz para a nutricdo animal, quando
suplementada com outros nutrientes. A combustZo da palha de arroz é relatada como o
método de disposigdo mais economicamente viavel empregado pelas agroindustrias da
California/EUA. Entretanto, devide ac impacto ambiental decorrente desta pratica,
diversas alternativas para a sua minimizacdo vemn sendo estudadas (HORWATH e van
KESSEL, 1998). A possibilidade de remog¢ao dos aclicares hemiceluldsicos da palha de
arroz para a utilizagdio em processos fermentativos e do posterior emprego dos
residuos de celulose e lignina na geracdo de calor consiste em uma aiternativa
interessante para o aproveitamento total desta biomassa.

Nos uitimos anos, varios trabalhos t8m sido conduzidos visando a utilizagdo do
componente hemiceluldsico da biomassa vegetal, rico em xilose, como substrato para a
obtencdc de diversos produtos de interesse econbémico e social, dentre os quais
destaca-se o xilitol.
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CAPITULO 2

Neste capitulo, sera apresentado o estudo do efeito da
concentragao inicial de substrato na producéo da xilose redutase (XR) de Candida mogii
empregando hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz como fonte de carbono. O
resumo, uma breve introducéo, a metodologia empregada, os resultados obtidos e as
referéncias bibliograficas citadas estdo apresentados em topicos distintos. Os
resultados de produgéo e produtividade especificas tanto de xilose redutase quanto de
xiiitol foram avaliados, & as concentracbes oOtimas para a producdo de ambos os
produtos foram comparadas.

Este trabalho foi publicade no peridédico Applied
Biochemistry and Biotechnology, v.81/93, p.729-737, 2001.



31

Copeeright £ 2001 by Humana Press Ing
righis of any satuce whatsopver reserved.
CETAZZEN AT SS1-R3 09I/ E12.25

Activity of Xylose Reductase
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in Media Containing Different Concentrations
of Rice Straw Hydrolysate
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P02 Box 6066, Campinas, SP, Brazil; and “Department of Biotechnology,
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Abstract

Xylose reductase (XR) activity was evaluated in extracts of Candids wagii
grown in media containing different concentrations of rice siraw hydroly-
sate. Resulisof XR activity werecompared to xvlitol production and a similar
behavior was observed for these parameters. Highest values of specific
production and productivily were found for xylose reductase (35 U/g of
cell and 0.97 U/lg of cell-h], respectivelv) and for xylitol {3.63 g/ g of ceil
and 0.13 o/ (g of cell-h]} in fermentation conducted in medium contain-
ing 49.2 g of xylose/L. The maximum value of XR:XD ratio (1.82) was also
calculated under this initial xylose concentration with 80 h of fermentation,

Index Entries: Caidida smogii; hydrolysate concentration; rice straw; xylitol;
xylose reductase.

introduction

Xylose reductase (XR} is the enzyme responsible for the first step in
xviose metabolism by veasts {11 In a reaction catalyzed by this enzyme,
xylose is reduced to xvhm} which can be oxidized into xylulose or released
into the environment, depending on the culture conditions of the micro-
organism. The oxidation of this polyalcohol is catalyzed by the enzyme
xyhitol dehvdrogenase (XD} Xylitol is a sugar aleohol of economic interest
because of its dietetic and anticariogenic properties (2.3}, Microbial and
ensymmatic processes have been studied as alternatives to the chemical

*Author o whom all correspondence and repring requests should be addressed.
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process currently emploved for its production 1481 These biologic pro-
CESSEs are expf;ﬂed to reduce the final cost of xvlitol by allowing the utili-
zation of xylose from hydrolvsates of !zonﬂceiiuigmc materials, thus
eliminating the need for the previous pumfzcatmn of this sugar (95 Among
several residues utilized as a xylose source for xylitol pmduchon b}
veasts, rice straw has been deemed a potential substrate for this biocon-
version 16,9/, Many yveasts have the capability of efficiently producing
xvlitol from hemiceliulose hvdrolysates. Ina previous study, Condida miogii
NRRI. Y-17032 was selected ameong 31 veast strains as a pmm;qmg xvlitol
producer from rice straw hemicellulose hydrolvsate (701 @m?ared to
microbiologic fermentation processes, the appmach by enzyme technol-
ogyv emploving isclated XR for xvlitol synthesis should make a substantial
increase in productivity because mass transfer Himitations are avoided in
homogeneous ecnzy me reactors (77, Taking into account that XR is an indug-
ible enzyme, enhancing its production depends on the optimization of
microarganism culture conditions. Some factors have been studied inorder
to evaluate their influence on XR activity (31,12, [n the present study, the
effect of initial substraie concentration was inv estigated in (. mogil fermen~
tations employing rice straw hydrolysate as the source of carbon.

Materials and Methods
Preparation of Hemicellufose Hydrolysate

Rice straw hemicellulose hydrolysate was obtained by acid hydrolysis
of the rice straw in an AISI 316 stainless steel 350-1. stirred-tank reactor.
The hydrolysis was run for 20 min at 120°C using 10 mL 0f 0.13 M H,SO,
solution/ g of dry matter. The obtained hemmicellulose hydrolysatewas col-
lecied by cen%nfuga%wn and homogenized, The foiinwmg components
were detected: 18,1 g /L of xylose, 3.5 g/ L. of glucose, 2.8 g/1 of arabinose,
0.025 g/ Lof furfural, and 0.038 g /1. of hydroxymethylfurfural (HMF). This
hvdrolysate was concentrated under vacuum at 70°C and the xviose con-
centration reached 220 g/ L. Next, the pH was raised with NaQOH pellets up
to 8.0 and then lowered to 6.0 with 72% H.80, {w/w). Fach time the pH
level was changed, the precipilate was removed by centrifugation (2560¢
for 30 min).

Microorganism and Preparation of Inoculum

C. mogil NRRIL ¥-17032 obtained from Northern Regional Research
Laboratory {Peoria, 11} was maintained at 4°C on nuftrient agar slants.
Inoculum was prepared by cultivating cells in 125-mi. Erlenmever flasks
containing 23 mL of medium. The medium was composed of rice straw
hemicellulose hydrolysate diluted with distilled water to provide an initial
xvlose concentration of 30 g/L. Loopfulls of colls were suspended in a few
milliliters of distilled water, and this suspension was pipetted inlo the
flasks. The flasks were incubated in a roiary shaker at 200 rpm and 30°C.
After 48 h, cells were harvested by centrifugation. The fermentation
medium conlained an initial cell concentration of 1 /L.

Appfied Blachomawe sodd Blotochinniogy Vinf, 91 63, 200
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Fermentation Conditions

Fermentation media were composed of tice straw hemicellulose
hydrolysate containing 220 g/L of xylose diluted with distilled water to
provide initial xvlose concentrations of 30, 40, 50, 70, and 90 ¢/ L. Twenty-
five millililers of these media was placed into 123-mL Erlenmever Hasks
that were inoculated and then incubated at 30°C at 200 rpm. Each sample
was constituled by the total volume of one Erlenmevyer fask.

Preparation of Cell-Free Extracts

Cellswereharvested by contrifuging at 2860g for 30 minat 4°C, washed
with 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.2), and resuspended to a
concentralion of 15 g of dry cell weight/L with the same buffer. Cell
disruption was cm‘sductc b"\* sonication for 35 min in 1-s paia@a with
1-s intervals in Sonics & Materials Disrupter equipment. Samples were
centrifuged for 10 min at 6000y in a Jouan MR1812 centrifuge, and the celi-
free extract was used for enzymatic tests.

Xvilose Reductase Assay

I'nzymeactivities were determined spectrophotometrically by follow-
ing the oxidation or reduction of the coenzyme at 340 nm. The assays were
performed as described by Bolen and Detroy (13) except tor cofactor
concentration and buffer pH The XR assay reaction mixture contained
30 mM potassium phosphate buffer, pH 7.2; 10 mM mercaptoethanol;
112 mM NADPH, 30 mM p-xylose; coll extract; and distilled waterin a total
volume of 1 mL. The reaction was started by the addition of p-xylese.
XD activity was determined in a similar manner with phosphate
buffer, p-xylose, and NADPH substituted by 73 mM Tris buffer, pH 8.6;
30 mA xylitol; and 0.12 mM NALY, respectively. One unit was defined as
the amount of enzyme catalyzing the oxidation or reduction of 1 pmol of
cofacior/min. ‘upeaﬁc activities were expressed as units por gram of cell.

Analvticaf Methods

Cell mass was determined by using a calibration curve that correlates
optical density at 600 nm and dry cell weight. Concentrations of sugars
were determined by high-performance liquid chromatography (HPLC)
using a Shimadzru C-R7A chromatograph equipped with arefractive index
defettur and a Bio-Rad Aminex FIPX-87H colwmn. Concentrations of fur-
fural and HMF were determined by HPLC using a Waters chromatograph
equipped with an ultraviolet detector and an RP18 column.

Results and Discussion

Table 1 presents the partial composition of fermentation media. Xvlose
concentrations were close fo those expected from the dilutions, varving
from 29.2 to 88.3 g /L. Concentrations of glucose and arabinose werc both

Agpherd Bioobonusive and Rilechnmiony Vol 1.9, 200
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Table 1
Partial Composition of Fermentation Media
with Hydrolysate Concentrations Bquivalenl to Different X}‘}ﬁﬁﬁ Contents

Xvlose content {g

Component g/

i /L) a7 8.6 453‘3 598 583
Glucose 3.5 h 73 G2 13.4 - ?"} T
Arvabinose 5.1 6.7 5.6 121 ida
Furfural 0417 3,021 N ND- L0728
HMF D26 (1032 0042 0.062 (L0076

NI, ot determined.,

— 08B
£ el q\\
P 018 4 N
5 1 .
< 2454 - \.\
; .
o 0 s
5 ] ™~
T emq \\\
LS .
E coso \\k\
£ A \"’“x.t
fé)é .08 '- \N__"__‘M‘M
0.04 e
% 40 & 20 83 =)

Initial xylose concentration {gfl)

Pig. 1. Effect of hydrolysate concentration expressed as initial xylose content on
maximum cell growth rates of the veast C. mogii.

about 15% in relation to xvlose levels. In addition to sugars, other sub-
slances could also be detected. Furfural and HMF are frequently found in
hemicellulose hydrolysates 114.15). Acelic acid and lignin degradation
products were not analyzed and may have volatilized during vacuum con-
centration. Initially, we intended to study a range of hvdrolysate concen-
trations larger than that presented. However, in another study for xylitol
production employing the veast Candida guilliermondii and rice straw
hydrolysate {18), no significant substrate consumption was detected above
90 g/ L of xylose. Because the veast C. wagiihas presented abehaviorsimilar
to C. guillicrarondii in all the studies conducted previously (10), the range
was restricted up to 90 g/ L.

Figurc 1 shows maximum cell growth rates, This parameter was
strongly influenced by rice straw hy dre%thc concentration. A gradual
decrease in maximum cell growth rate resulted by increasing hvdmix sate

Agalivd Fiovhonsny and Swterbasiogy
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Table 2
Fermentative and Enzymatic Parameters Determined
Along Fermeniation Time with Inilial Rice Straw Hydrolysate Contents Equivalent
io Different Xylose Concentralions

Run  Xylose

5, fime  used Yoo Yow G o L P XRX1DH
igsly by (%) (efey (gdgr igdlg bl (Uslghly (gdg) (Ufgr  rafio
292 24 84 043 Q19 0.0% .79 2.23 14 {69

35 g7 042 024 .03 .36 1.78 i3 059

48 uz 0.3% .32 3,03 115 1.24 7 1.02

346 24 6% 047 97 4.1 (A6 2.7 11 (.88

36 93 d.46 £8.14 .08 .56 2895 20 .51

EAS g7 044 022 0.0+ .33 203 1 0.8

493 36 82 L I R .13 .97 4.64 33 1.78

45 o5 858 40 4.2 a3 B33 30 1.29

o Gy 054 0.0 4.09 0.5] 563 30 1.82

6% A 48 a7 063 415 .09 021 432 10 1.35

72 &6 0.33 111 0.07 18 £.82 K] {4.538

96 93 445 009 n.os 0,22 A 21 0.75

883 96 43 03z 00 0.04 14 379 15 175
120 49 03¢ 12 0.02 {108 260 g &

144 &5 024 Q.08 {02 008 323 i1 1.5%

V. xvlitol vield {3/ of xylose wsedl: ¥, cell vield {g/g of xviose usedl; 4., spegific
xviitol productivity {g/{g of cellhl); g, specific XR productivity (L f{g ol celb-h[); P, spe-
e xylitol production (g/g of cellis P, specific XR preduction (gfg of celll. Valses are
average of duplicates.

concentrations. The highest value {0.18 h™') was achieved with an initial
xyinse concentration 0f 29.2 g /1., and the lowest value (0.04 h) was found
in fermentation with 88.3 g of xylose/L. Sceveral researchers have reported
growth inhibition by rising substrate concentration on yveast physiology.
A decline of vicld and specific rate of cell production when the amount of
xvlose initially present in the culture increased was found in a study for
xviitol production from C. guilliermmudil in synthetic medium (77 The
veasts C. guilliermondii and Candida parapsilosis showed the same relation-
ship between cell growth and xylose concentration under different acration
conditions {11;. Crowth inhibition in fermentations using hemicellulose
hydrolysates as substrate has been reported at lower levels of xylose con-
centration than in synthetic media (76,18, du Preez etal. (18} observed an
increase in maximum specific growth rate from 0.21 to 0.33 h * by diluting
e half the hydrolysate concentration in fermentation medium. These results
suggest thatin the present study inhibition has occurred as a function of the
increase in concentration of toxic compounds.

Table 2 shows the results of the fermentative and enzymatic param-
eters monitored for each initial xylose concentration along fermentation
time. The highest values of specific production of xylitol (3.63 g/ g of cell)
and XR {35 Ui /g of cell) were found with an initial xvlose concentration of

Antficd Blachenilsrey and Biodos foeogy Vo 9183, FTE
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Fig. & Highest valuos of specific production for xyiitol {—&--) and XR {—4—) in
fermentations with different hemicellulosic hyd lrolysate concentrations expressed as
initial xylose content.

49.3 g/ L. The lowest values for both xylitol (1.2d g/gof cell) and XR (7 U/g
of cell) were determined al a fermentation condition of 29.2 g of xylose/L
and 48 h. The effect of initial substrate concentration condition on specific
production is shown in Fig. 2, where points of maximum can be obscrved
al about 50 g of xvlose/ L. Time course profiles suggested a relationship
between xylitol and XR for this parameter (Fig. 3). In most cases, values
increased or decreased with xylitol-specific formation. Nolleau et al. (11
reported similar behavior when cvalualing the influence of xvylosc
concentration on xyvlitol production from strains of C. guilliermondil and
C. parapsilosis in synthetic medium. According to them, maximum values
of specific enzyme activity were found for C. guillicrmondii (0.63 U/ mg of
total protein) and C. parapsilosis (0,42 U /mg of total protein}at their optimal
initial xvlose concentrations {100-150 and 200-300 g/L, respectively) for
x¥lito] accumulation.

According to Table 2, values of specific productivity varied from (.02
w13 g/ (g of cellhj for xylitol and from 0.08 to 0.97 U/ (g of cell-hy for XR,
For this parameter, a relaf:mnsth belween xylitol and XR along the fer-
mentation time was found only in fermentations with 29.2,49.3, and 883 g
of xvlose/L. Figure 4 shows the effect of initial substrate concentration
condition on specific productivity. The highest values for both products

were [ound in fermentation with 49.3 g of xylose/L. Specific production
rates of xvlitol and XR have already been associated in C. mogri fermenta-
tion usmg synthetic media with an initial xylose concentration varying
from 3.3 to 53 g/L, although values have not been presented (725 [n the
present study, %he maximum values for total formation of xylilo! and
enzyme were found with an initial xylose concentration of 49 g/ L.ina 60-h

Apnstiod Binchemisivy and Bimechnolony Vol @1.83, Frd
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Fig. 3. Specific production of xylitel {—@--) and XR {—A—] along fermentation
fime with hydrolysate concentrations equival en’s to{A)}29.2, (BY38.6, (C}49.3, (D} 69.3,
and (B} 883 ¢/1.

fermentation {data not shown). Under this condition, the XR:XD ratic was
the highest (1.82). Similar values were calculated for the veasts Candidn
bondins £18) and Debaryamyees hansenii {205, For these microorganisms,
XR:XD ratio varied from 110 to 2.10 and 1.14 ta 2.26, respectively.

Xylitol and XR production was positively influenced by initial
hvdmh sate concentration up to a certain level, whereas coll growth was
:atrongh'hmued Nevertheless, under higher imtiztlhvdmh qate;oxxcentz&
tions, inhibition of xyiitol and XR production was also observed. The
inhibitory effect of hvémimate concentrations in veast fermentations has
been attributed to toxic chemicals often formed during acid hydrolvsis

Agpatied Binohemisory ang iotorinaiogy . Val 9i-n7 200
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176,213,225, Ina study of the effects of lignocellulosic degradation products
on xyvlose formentation, Delgenes et al. (23) found that the intensity of
growth inhibition was doscly related to the initial concentration of tested
inhibiting molecules.

Results drawn from the experumoents in the present study showed an
optimal initial hydrolysate concentration condition for xylitol and XR pro-
duction with about 50 g of xylose/ L. However, becausc the effect of sub-
strate conceniration seems to be dependent on aeration conditions (i1}, it
is possible that the formation of these products mightbe improved by using
different aeration levels,
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CAPITULO 3

Neste capituio est@o apresentados os estudos para
determinagao da atividade 6tima, da estabilidade, da especificidade para ¢ cofator e dos
parametros cineticos da XR presente no extrato enzimatico de Candida mogil.

Os ensaios para determinagao da atividade étima da
XR foram realizados em diferentes condi¢des de pH e temperatura, de acordo com um
planejamento experimental. Neste estudo, a atividade étima da XD foi também avaliada.
Para o estudo da especificidade da XR para o cofator, foram utilizados NADH e NADPH
nas analises enzimaticas. A estabilidade da XR nas temperaturas de estocagem (4 &
18 °C) e na temperatura Stima previamente determinada (38 °C) foi investigada. Foram
também determinados os parametros cinéticos da XR para o substrato e o cofator.

Este trabalho foi publicado parcialmente nos Anais de
Trabalhos Completos do | Encontro de Pos-Graduacgdo, vol. 2, pag. 135-137, Sao Jose
dos Campos, 2001, e sera submetido para publicacdo integral em periddico
especializado.
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KINETIC PROPERTIES OF THE ENZYME XYLOSE REDUCTASE PRESENT IN
Candida moggi CELL EXTRACT
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'School of Chemical Engineering, State University of Campinas ~ P.0O. Box 6866,
13081-970, Campinas/SP, Brazil

28ohool of Chemical Engineering of Lorena — P.O. Box 118, 12800-970, Lorena/SP,
Brazil

ABSTRACT

Optimal activity, stability, cofactor specificity and kinetic parameters of the enzyme
xylose reductase (XR) were determined employing Candida mogii cell extract. XR
activity was evaluated at different pH values and temperatures according to an
experimental design. Maximum activity (0.54 U/ml) predicted was for pH 6.5 and 38 °C.
The enzyme xylitol dehydrogenase (XD) was also studied in this design in order to
determine a desirable working region of maximum XR and minimum XD activities. XR
stability was studied at temperatures of ~18, 4 and 38 °C. Enzyme activity remained at
100% for three hours under four and 38 °C and for 4 months of storage at -18 °C.
Studies on cofactor specificity showed that only NADPH-dependent XR was obtained
under the cultivation conditions employed. Values of Vpuax and Ky, determined for XR

were 0.485 U/ml and 63 mM for the subsirate xylose and 0.390 U/mL and 0.032 mM for
the cofactor NADPH.



4. INTRODUCTION

The enzyme xylose reductase (XR) is responsible for the first step in the xyviose
metabolism of yeasts [1]. In g reaction catalyzed by this enzyme, xyiose is reduced o
xylitol which can either be oxidized to xyiulose or released into the environment,
depending on the culture conditions of the microorganism and the enzyme specificity for
the cofactor NADH or NADPH [2,3,4]. The oxidation step is catalyzed by the enzyme
xylitol dehydrogenase (XD). Xylitol is a sugar-alcohol of economic inferest due fo its
sweetening capacity and dietetic and anticariogenic properties [5]. Studies on extraction
and purification of XR from yeast cells [6,7] are aimed at either characterizing the
enzyme to improve the fermentative process or obtaining a purified XR solution for direct
use in enzymatic conversion of xylose into xylitol.

One of the problems in ehzyme purification is establishing a reliable and
reproducible assay to reiate the amounts of enzyme in different fractions during the
process. Enzyme activity depends on several factors, such as pH, temperature,
concentration of substrates and presence of enzyme activators or inhibitors. Under
optimal conditions, the enzyme shows maximum activity (Vmax). Loss of activity over time
interferes with the processes employing enzymes. Enzymes are sensitive molecules,
unable to resist to a variety of stresses when outside their natural protective
environment. Once the tissue is disrupted, intraceliular enzymes are released from their
safe environment into a hostile medium into which proteolytic enzymes are also
released, and thus they are exposed to threats that may lead to loss of activity [8].

Candida mogii was selected from 31 yeast species as a good xylitol producer [9].
Studies on the purification of the XR present in this microorganism are under way in our
laboratories. Data on the stability and the optimal conditions for storing and handiing this
enzyme will be useful for further studies. In this work, different values of pH and
temperature were tested to determine the optima! XR activity conditions as well as the
ratio between XR and XD. The stability of XR was also studied for different temperatures
of storage and handling. Kinetic parameters were determined for the XR present in both
Candida mogii extract and in a material purified by an aqueous two-phase system
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{ATPS) composed of polyethviene glycol and phosphate saits. Several researchers have
reported on textile dyes as specific ligands for enzyme extraction (70,771,12). Thus, the
kinetic parameters of this enzyme in the presence of texiile dyes were determined for
AR extraction in ATPS.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1, CHEMICALS

p-Xylose, B-mercaptoethanol, the cofactors NADPH, NADH and NAD™ and the
dye Cibacron Blue F-3G were purchased from Sigma, St. Louis, MO, USA. The dye
Drimaren VM BR A-4G was kindly endowed by Clariant S.A., Resende, RJ, Brazil. Ali
other reagents used were of analytical grade.

2.2, CULTIVATION OF THE MICROORGANISM

The Candida mogii NRRL Y-17032 yeast obtained from the Northern Regional
Research Laboratory (Peoria, IL) was kept at 4°C in agar slants. Cells were cultivated in
medium prepared from rice straw hemicellulosic hydrolysate diluted with distilled water
up to an initial xylose concentration of 50 g/l. This was done in Erlenmeyer flasks and
the ratio of flask volume to medium volume was 5:1. The flasks were incubated in a
rotary shaker at 200 rpm and 30°C for 48h. Initial cell concentration was 1g/L. Cells
were harvested by centrifugation at 1100 x g, washed with 0.1M potassium phosphate
buffer, centrifuged and ressuspended with the same buffer {o a concentration of 15g dry
weight cell/L.

2.3. OBTAINMENT OF CELL-FREE EXTRACTS

Cell suspension was disrupted by ultrasonication for 35 min with 1 s puises and
1 & intervals in Sonics equipment set at a frequency of 80Hz. Samples were centrifuged
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for 10 min at 8000 x g in a Jouan MR1812 centrifuge. Celi-free exiracts were collected
and analyzed under the given conditions.

2.4, ¥R EXTRACTION

The enzyme was exiracted in an agqueous two-phase system composed of
19.3 % (w/w) PEG 1000 and 12.4 % {w/w) sodium/potassium phosphate. A ten-gram
system was prepared by adding 2 mL of cell extract, and the final mass was made up
with deionized water. The systems were agitated in magnetic stirrer and after thorough
homogenization transferred fo graduated centrifuged tubes. Separation was achieved by

centrifugation at 1600 x g for § min. The top phase was collected for determination of the
XR kinetic parameters.

2.5. DETERMINATION OF ENZYMATIC ACTIVITY

XR activity was determined by the change in absorbance at 340 nm due fo the
oxidation of the coenzyme (NADPH or NADH). Assays were run in a 1-mL cuvette
containing 50 yl 1 M phosphate buffer, 100 gl 0.1 M mercaptoethanol, 100 i 1.2 mM
NADPH, 100 yl 0.5 M D-xylose and 650 il diluted sample. The reaction was started up
by the addition of D-xylose. XD activity was determined in a similar manner using 0.5 M
xylitol and 1.2mM NAD" as the substrate and the cofactor, respectively. Both
temperature and pH of the analyses were determined in the study of optimal activities.
Total protein concentration was determined by a colorimetric method using bovine
serum albumin as the standard. One unit of XR activity (U) was defined as the amount of
enzyme catalyzing the oxidation of 1 umol of NADPH per minute.

2.6. Stupy CONDITIONS

Optimal enzymatic activities were studied by running enzymatic analyses
according to an experimental design with three different temperatures (20, 40 and
80 °C) and four pH values (5.0, 6.0, 7.0 and 8.0). For each temperature, reagents were
maintained for five min in a water bath. The pH vaiues were achieved using appropriate
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buffer sclutions. In the XR analyses, NADH and NADPH were used separately as
cofactors so that their specificities could be determined. To evaluate XR stability, the
optimum pH value was used and extract samples were kept at -18, 4 and 38 °C. The
samples at 4 and 38 °C were analvzed at intervals during five hours and the frozen
samples were analyzed after 80 and 120 days. Kinetic parameters were studied by
varying the substrate and the cofactor concentrations in the reaction mixtures of the
analyses. inhibition by the dyes Drimaren and Cibacron was studied by determining the
XR kinetic parameters in the presence of different concentrations of these compounds
with NADPH.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.14. OpPTIMAL ACTIVITY

The experimental design for the study of the optimal activities of XR and XD and
the results obtained are shown in Table 3.1. Results of the analyses of NADH-
dependent XR are not shown, since no activity could be detected using this cofactor.

A regression analysis of the results of the NADPH-dependent XR activity was
carried out to fit a mathematical modei to the experimental data in a search for an
optimal region. This analysis aliowed determination of a second-order polynomial modei
that describes the relation between XR activity and the pH and temperature. This model
can be described by the following equation:

XR = 0.48 + 6.62E3*X; - 4.80E2%X; - 0.17*(X1)? = 0.23*(%2)*  [Eq. 1]

The F-test (ANOVA) was used to evaluate the statistical significance of the
quadratic model equation and it revealed that this regression was statistically significant
(p<0.01) at a confidence leve} of 98% (Table 3.2). The correlation coefficient (R?) of the
model explains 87% of the variability in the response.
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Table 3.1 — Experimental design for the study of the optimal activities of XR and XD

Levels of real Levels of coded Volumetric activity
Assay variables variables (U/mL)

oM Tgig?- Xi(pH) ;gp_) XR XD
1 5 20 -1 -1 0.103 0.010
2 8 20 +1 -4 0.165 0.286
3 5 60 -1 +1 0.069 0.010
4 g 80 +1 +1 0.010 0.010
5 B 20 -0.33 -1 0.330 0.010
8 7 20 +0.33 -4 0.203 0.188
7 8 60 -0.33 +1 0.305 0.010
8 7 860 +0.33 +1 0.036 0.010
) 5 40 -1 0 0.201 0.010
10 8 40 +1 0 0.368 0.324
11 6 40 -0.33 o 0.474 0.01C
12 7 40 +0.33 0 0.473 0.291
13 7 40 +0.33 C 0.445 0.368
14 7 40 +0.33 0 0.440 0.242
15 7 40 +0.33 0 0.457 0.311
16 7 40 +0.33 G 0.520 0.328

XR ~ NADPH-dependent xvlose reductase

The response surface determined by the model equation is shown in Figure 3.1.
The maximum XR activity value predicted (0.48 U/ml) corresponded to the point for a
pH of 8.5 and a temperature of 38 °C.
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Table 3.2 — ANOVA for the mode! predicted for XR aclivity by the experimental design
employing three leveis of temperature and four levels of pH

Source Sumof  Degree of Mean F  Probability (p}
Squares  Freedom  Square  Value

Model 0.40 4 0.100 17.67 < 0.0001
Residual 0.062 11 5635 E-3

Lack of Fif 0.058 7 82681 E-3 785 0.0316

FPure Error 4.158 -3 4 1040 E-3
Correiation Total 0486 15

R*= (.86

Listed F with confidence level of 95%: Fq11=3.36; F74 =6.08

The regression anaiysis of the resuils of XD activity aliowed adjustment of the
following model (Eq. 2):

XD = 0.22 + 0.12%¢; - 5.70E 2% — 0.15%(Xz)? [Eq. 2]

The statistical significance of the adjusted model was evaluated by the F-iest
(ANOVA), which revealed that this regression is statistically significant (p<0.01) at a
confidence level of 98% (Table 3.3). The mode! did not show significant lack of fit and
the correlation coefficient (R?) explains 71% of the variability in the response.
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Figure 3.1 ~ Response surface plot for the optimal activity of NADPH-dependent XR

obtained by the experimental design

Table 3.3 — ANOVA for the model predicted for XD activity by the experimental design

Source SSquurgrzi E?ég;zz;f si\gi?e Vaije Probability (p)
Model 0.24 3 810E*  9.93 0.0014
Residual 9.80E* 12 8.15E°

Lack of Fit 8.90E 2 8 1.10E2  5.31 0.0622
Fure Error §.42E° 4 210
Correlation Total 0.34 15

R*=0.71
Listed F with confidence level of 95%: F112 = 3.48; Fs4=6.04
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The response surface determined by the model equation is shown in Figure 3.2,

The maximum predicted value for XD activity {0.34 U/mL) corresponded 1o the point for
pH 8.0 and 38 °C.
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Figure 3.2 — Response surface plot for the oplimal aclivity of XD obtained by the
experimental design

Figure 3.3 shows the overlay piot of the response surfaces for XR and XD
activities as a function of pH and temperature. This plot allows us to delimit a region of
interest by establishing limits for both responses. In this way, a new working region (pH
8.5 and 38 °C) was determined, in which it is possible to obfain a higher XR activity as
wall as a higher XR:XD ratic than those obtained using the conditions indicated in the
lterature (pH 7.2 and 30 °C). Under the conditions predicted for the maximum XR

activity (0.48 U/mL), the value predicted for the activity of XD is 0.22 U/mi, resulling in an
AR ADratioof 2.2
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Figure 3.3 — Overlay plot of the response surfaces for XR and XD activities as a function
of pH and temperature

3.2. XR STABILITY AT STORAGE AND MANDLING TEMPERATURES

Figure 3.4 shows the results of the XR stability study. The behavior of the enzyme
was very similar at both 4 and 38 °C, remaining stable for 180 min. A slight variation
within the anaiytical error previously determined (6.6%) can be observed. XR activity
dropped to about 80% after 240 min and 50% after 300 min. The sample maintained at
-18 °C remained siable immediately after thawing, but after 180 min at 4 °C, it showed a
slight decrease in XR activity, which dropped to 90%.
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Figure 3.4 — Percentages of XR activity in exiracts maintained at 4 °C (—s—) and 38 °C

(—=—} as a function of time. Initial activity was taken as 100 %.

3.3. KINETIC PARAMETERS

Table 3.4 shows the results of the analyses of XR activity and iotal protein
content of the cell extract and of the top and the bottom phases of the systems used for
XR extraction.

Figure 3.5 shows the effect of xylose and NADPH concentration on the activity of
the enzyme XR present in Candida mogii celi extract. As can be seen, the velocity of
NADP formation increases with the increase in the concentrations of both substrates up
to a certain point after which it tends to be constant. In fact, the rate of catalysis by
enzymes varies with the substrate concentration so that a maximum value (Vma) is
reached. Linear methods are used for determining the Vmax and the Michaelis Constant



(Km) in enzymatic catalysis. The Michaelis constant represents the concentration at
which the velocity is at half the maximum. This parameter indicates the affinity of the
enzyme for the substrate and can be used o compare different enzymes that catalyze
the same reaction.

Table 3.4 ~ Characterization of the ceil extract and the top and the botiom phases of the
ATPS used for XR extraction

Sample XR Activity (U/mlL) Total Protein (mg/mlL)
Cell extract 0.498 1.22
Top Phase 0.228 0.284
Bottomn Phase 0.011 0.338

* Analyses carried out using conditions described in item 2.5
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Figure 3.5 — Effect of xylose (A) and NADPH (B) concentrations on XR activity
expressed as initial rate of NADP formation
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The Lineweaver-Burk plot was used to determine the XR kinetic constants with
xylose and NADPH, as shown in Figure 3.8. The Lineweaver-Burk method aliows us fo
determine the K, and the Vma by plotting the double reciprocal of the velocity of the
reaction and substrate concentration, thus obiaining a straight line where the slope is
equal to Km/Vmax and the y-intercept is equal 10 -1/ Vyax.

The kinetic parameters determined in the present work were compared with
results found in the literature for different yeast strains (Table 3.5). According to our
results, Candida mogii had a higher specificity for both xviose and NADPH than the
yeasts Pachysolen tannophilus and Candida guilliermondii, since its K, values (63 mM
and 0.032 mM) were the lowest for both subsirates (xylose and NADPH, respectively).

The Vimax values found for Candida mogii XR were 0.485 and 0.380 U/mL for xylose and
NADPH, respectively.
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Figure 3.6 — Lineweaver-Burk double reciprocal plots for XR with xylose (A) and NADPH
(B)




Table 3.5 — Kinetic parameters for the enzyme XR from different yeast strains

Yeast A constant (mi)
Aylose NADPH
Candida mogif 83 0.032
C. mogii (XR extracted in ATPS)®
Candida mogif
Candida guilliermondi® 180 -
Pachysolen tannophijus® 162 0.059

# This work

® Sirisansaneeyakul ef a/ (13)
© Siiva et al. (14)

¢ Ditzeimulier et al. (15)

The effect of the initial substrate concentration on the activity of the XR present in
the top phase of a material purified in an agueous two-phase system was also studied
(Figure 3.7). The values for K, and Vmax calculated using the Lineweaver-Burk plot were
respectively 65 mM and 0.247 U/mL. The dilution of the enzyme in the ATPS couid
explain the reduction of the Vna observed, since this parameter is dependent on

enzyme concentration.

The kinetics of inhibition of XR activity by the textile dyes Drimaren Vm Br A-4G
and Cibacron Blue F-3G was studied by determining the kinetic parameters of XR with
NADPH in the presence of different concentrations of the dyes. Figure 3.8 shows the
profiles for the velocity of product formation and Figure 3.9 shows the Lineweaver-Burk

plots for these profiles.
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Figure 3.7 — Effect of xylose concentration on XR activity (A} and Lineweaver-Burk plot
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Lineweaver-Burk plots were used to calculate the value of Vmax for each dye
concentration (Table 3.6). For both dyes, the V. decreased with the increase in the
concentration of the inhibitor, which indicates that the inhibition of XR activity by these
dyes is noncompetitive with the cofactor NADPH. The values of K for Drimaren and
Cibacron were 1.34 x 10 and 1.27 x 10#, respectively.

Tabie 3.6 -~ Variation in the Vmax of XR with different concentrations of the inhibitors
Drimaren and Cibacron

Dye Concentration (g/g)
0 0.0025 0.011
Drimaren 0.41 0.27 0.11
(ibacron 0.41 0.35 0.18

XR Vimax
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4. CONCLUSIONS

This study allowed us to determine the optimal conditions for XR activity and to
minimize the XD activity simultanesously. As a resulf, the best conditions established
were pH 6.5 and 38 °C. XR was shown to be exclusively NADPH-dependent under the
conditions employed for cultivation and handling. The period of time in which XR can be
used or stored at both 4 and 38 °C without loss of activity is three hours, which is quite
adequate for most protein purification processes. Values of Vmax and Km determined
for XR were 0.485 U/mL and €3 mM for the substrate xylose and 0.380 U/mL and
0.032 mM for the cofactor NADPH. These resulis showed the high specificity of this
enzyme for xylose and NADPH when compared with other yeast strains. A
noncompetitive inhibition of the enzyme by the dyes Drimaren Vm Br A4-G and Cibacron
Bilue F-3G was aiso evident.
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CAPITULD 4

Este capituio apresenta o estudo de rompimento
celular de Candida mogii para a liberagdo da XR. O estudo foi conduzido em moinho de
esferas de vidro, empregando as variaveis didmetro das esferas, nimero de ciclos de
agitagdo e concentracdo da suspensio celular. Os resultados obtidos sdo comparados
aos resultados de rompimento por ultra-som, realizado em condigbes previamente
estabelecidas, para a escolha do método a ser empregado nos estudos subseqlientes.

Este trabalho serd submetido para publicagdo em
periddico especializado.
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ABSTRACT

The release of xylose reductase (XR) from Candida mogii by cell disruption in a
glass beads mill was studied using an experimentai design. Statistical analysis of the
results indicated that XR volumetric activity increases by using a smaller glass bead
diameter and a lower cell concentration and by increasing the number of agitation
cycles. The highest volumetric activity (0.683 U/mL) was found using 300 ym glass
beads, a cell concentration of 45 g/L and 50 cycies. Disruption with glass beads was
shown io be the most efficient method for XR release when compared to the sonication
process. The highest specific activity (0.175 U/mg of protein) was found in extracts
obtained by suspension freezing and thawing, which suggests that this method can be
used as a selective process of cell disruption for XR release.
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1. INTRODUCTION

Various biomolecuies of industrial interest are concenirated intraceliuiarly. In such
cases, disruption of the cellular wall is a mandatory step prior to product recovery and
purification. Disruption may be achieved by mechanical, chemical or enzymatic
methods, although in large-scale processing the mechanical method is generally
empioyed (7).

Xylose reductase (XR) is the enzyme responsible for the first step of xvilose
metabolism in yeasts, catalyzing the reduction of xylose intc xylitol (2). Xylitol is & polyol
of economical interest that can be used as a dietetic and anticariogenic sweetener,
Currently, it is produced by a chemical process, although several biotechnological
studies (3,4) have been carried out in the last few years to develop alternative
technologies for its production (microbiological and enzymatic). The feasibility of xylitol
attainment by an enzymatic process requires primarily the optimization of the conditions
for obtaining and recovering the enzyme XR that will be used as the catalyst. The
purification and characterization of intraceliular XR have been studied (5,6), and of the
different techniques used for cell disruption aiming to release XR, mechanical methods,
such as agitation with glass beads, sonication and high-pressure homogenization, have
been the most frequently utilized (5,7,8).

Suitable conditions for disruption of Candida mogii celis employing a glass bead
miil were pursued in this work, aiming at XR release. The influences of three variables
(diameter of giass beads, concentration of cell suspension and number of cycles used
for agitation) were evaluated using an experimental design. Based on the results, a
wider range of number of cycles was studied using a fixed bead diameter and a fixed
cell concentration. Results of disruption were evaluated by comparing processes using
glass beads and ultrasound under conditions previously established in our laboratory.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.4. CULTIVATION OF THE MICROORGANISH

Candida mogii NRRL Y-17032 was obtained from the Northern Regional
Research Laboratory (Peoria, IL) and was kept at 4°C in glucose agar slants. The
cultivation medium consisted in rice straw hemicellulosic hydrolysate diluted with distilied
water up tc an initial xylose concentration of 50 g/L. The celis were cultivated for 48 h
either in a 7i-fermentor (Bioflo Iil — New Brunswick Scientific Co.) containing 5L of
medium (temperature of 30 °C, aeration rate of 0.4 vvm and rotation of 400 rpm) orin a
rotary shaker using Erienmever flasks and a flask volume-to-medium volume ratio of 5:1
(200 rpm and 30 °C). In both cases, the initial cell concentration was 1g/i..

2.2. PREPARATION OF CELL SUSPENSION

Cells were harvested by centrifugation at 1100 x g, washed with 0.1M potassium
phosphate buffer (pH 7.2), centrifuged, ressuspended with the same volume of the
buffer and stored at —18 °C. Before disruption, they were thawed and diluted to
concentrations established for each assay.

2.3. DiSRUPTIONGF CELLS

Cells were disrupted in a2 60 mL jacketed mill (Figure 4.1), filled with 30 miL of
glass beads (300, 500 and 700 ym diameter) and 20 mi. of ceil suspension. The beads
were agitated by four slitted disks mounted on a drive shaft in the centric position by a
100W electrical motor and the celis were disrupted by 10 s agitation cycles with 20 s
intervals. The mill was cooled made by circulating ethyiene glycol scolution at -5 °C
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through the jacket. A Sonics disruptor (60 Hz frequency, 1s cycles 1 s intervals) was
used for disrupting 3 mL of suspension containing 15 g of cells/L during 35 min. The
disrupted suspensions were centrifuged for 10 min, at 4 °C and 8000 x g and the
supernatanis were analyzed.

Figure 4.1 — Schematic drawing of the reactor used for cell disruption with glass beads
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2.4. DETERMINATION OF ENZYMATIC ACTIVITY

XR activity was determined through oxidation of the coenzyme (NADPH) by the
change in absorbance at 340 nm and 38°C. Assays were run in a 1-mlL cuvette
containing 50 pi 1 M phosphate buffer, pH 6.5; 100 ui 0.1 M mercaptoethanol; 100 ul
1.2 mM NADPH; 100 pi 0.5 M D-xylose and 650 ui diluted sample. The reaction was
started up by the addition of D-xylose. Total protein concentration was determined by a
colorimetric method using bovine serum albumin as the standard (8). One unit of XR

activity (U} was defined as the amount of enzyme catalyzing the oxidation of 1 umol of
NADPH per minute.

2.5. ExperiMenTAL DESIGN

Assays were carried out according to a 2° factorial design with five repetitions at
the central point (Table 4.1). The variables diameter of glass beads (300, 500 and
700 um), number of cycies (24, 42 and 60) and cell concentration (36, 63 and 90 g/L)
were represented by coded levels (+1, 0 and -1, respectively).

3. RESULTS

The experimental design to study the influence of the variables on the disruption
of Candida mogii used cells cultivated in a bench fermentor. XR volumetric activity is
shown in Table 4.2. As can be seen, the highest value of XR activity (0.15 U/mL) was
obtained in assays using the smallest diameter of glass beads (300 um) and the highest
number of cycles (60), independently of the concentration of the cell suspension used.

A Pareto chart was used to perform a statistical analysis of the experimental data.
Figure 4.2 shows the caiculated effects on XR activity in decreasing order of magnitude.
The length of each bar is proportional to the standardized effect. Bars extending beyond
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the vertical line correspond to effects which were statistically significant at a confidence
ievel of 85%. li can be observed that the interactions between the variables number of
cycles and cell concentration (BxC) and between glass bead diameter and cel
concentration (AxC) had the highest effects, which were significant at a confidence level
of 85%. The variable cell concentration had a main effect significant at a confidence
level of 90%.

Table 4.1 — 2° factorial design of the study of C. mogii cell disruption for XR release

Coded levels Actual values
Activity
ASS3Y i peads  No.  CeliConc. @ Beads No.  CellConc. (Uiml)
{A) Cycles (B) ) {um) Cycles {g/L}

1 -1 -1 -1 300 24 36 0.10
2 +1 -1 -1 700 24 36 0.05
3 -1 +1 -1 300 60 36 0.15
4 +1 +1 -1 700 60 36 0.02
5 -1 -1 +1 300 24 S0 0.02
6 +1 -1 +1 700 24 90 0.10
7 -1 +1 +1 300 60 a0 0.15
8 +1 +1 +1 700 80 90 0.09
9 ] 0 0 500 42 63 0.09
10 0 0 0 500 42 63 0.06
11 0 0 0 500 42 63 0.03
12 0 0 0 500 42 63 0.05
13 0 0 0 500 42 63 0.03
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Figure 4.2 ~ Pareto chart for the study of Candida mogii cell disruption

The negative effect of interaction BxC indicales that the highest value of activity
can be achieved by increasing the values of one variable and decreasing the values of
the other. Considering the significant negalive main effect of cell concentration (C), this
variable was set at the lowest level whersas the number of cycles (B) was at the highest
level. In the same way, the posilive effect of interaction AxC indicates that the
simultaneous reduction in the valuas of both variables led to an increase in XR activity,
since the main effect of bead diameter was negative. In fact, the dependence of the
efficiency of cell disruption on bead size and yeast concentration had already been
reporied by Currle ef al (10). According 1o these authors, cell disruption with small
heads was more efficient with a 30 % yeast siurry than with celi concentrations above
80 %. This reduced efficiency is associated with the effect of small glass beads ficating
at high yeast concentrations,

Based on the resulis obtained from the experimental design, other assays were
carried out aiming at the oplimization of XR release by Candida mogii cell disruption.
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Cells cullivated in agilated flasks were disrupted by varving the number of cydes from 0
to 80, while the glass beads diameter was fixed at the lowest value (300 um) and the
concentration of cell suspension was also fixed at 2 value near the minimum studied
(45 gil}. The resuits expressed as volumetric and specific activilies are shown in Figure
4.3.

3,70 = /§
050 ¥ \
3,50 :-
0AD -

0,30 ~

Volumetric Activily
(Uiml)

6,20 -

0,18~
8,15

0,12

Specific Activity
{U/mg protein)

0,09 -

0,06 -

it 10 20 30 40 50 80
Mo. Cycles

Figure 4.3 — Effect of number of cycles on Candida mogii cell disruption with glass
beads; (A) XR volumetric activity; (B) XR gpecific aclivity

The highest value of volumetric activily was detected in the assays using glass
heads agitated with 50 cycles (0.683 U/mL). In the cell exdract obtained by centrifuging a
suspensionthat has not been disrupted, a low XR volumetric activity (0.20 U/mL} was
detected, probably due to the suspension freezing and thawing process.

A linear correlation between number of cycles and volumetric activity can be
observed in the assays using up to 50 cycles {(Figure 4.3). Extracts from assays using 60
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cycles were turbid, which might have interfered with the determination of XR activity.
Attempts to eliminate this turbidity by enhancing the centrifugation force produced no
effect. Therefore, the highest value of activily considered was that of the extract
obtained by disruption with 50 cycles.

A downward trend is shown for XR specific activity by the increasing number of
cycles (Figure 4.3). In the range of 0-50 cycies, the specific activity dropped from 0.175
to 0.128 U/mg of protein. For the purpose of evaluating the disruption process for XR
release, this decrease in specific activity (28%) is not significant when compared fo the
gain in volumetric activity (245%) observed for the same range of cycles.

The resulis of XR release by disruption of Candida mogii cells using glass beads,
freezing and thawing and sonication are shown in Table 4.2. Cells disrupted by
sonication were also cultivated in agitated flasks.

Table 4.2 — XR activity in Candida mogii celi extracts obtained by employing different
disruption processes

Disruption Process oS D) Cono (@) b S‘Eﬁ‘iﬁgﬁ""
Bead agitation* 20 45 0.683 0.128
Freezing and 20 45 0.198 0.175
thawing™™
Sonication™* 3 15 0.172 0.030

* glass bead diameter of 300 pm and 50 agitation cycies
** storage for 3 days at —18 °C
*** 1 ¢ 60 Hz frequency cycles with 1s intervals during 35 min

Disruption with glass beads showed the highest level of efficiency for XR
volumetric activity and a high specific activity when compared with the sonication
process. Although some authors report on the disruption of yeast cells by sonication for
the release of XR (6,8,17), this process is frequently used for the disruption of bacterial
cells. In fact, in the case of yeast celis this method has shown low efficiency, as
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observed by Becker sf al. (12), who reported that the best method for extraction of B-
galactosidase was disruption with glass beads.

The highest specific activity, observed in the extract disrupted by
freezing/thawing, suggests that this can be used as a selective process of cell disruption
for XR release. The efficiency of this method in releasing enzymes was reported by
Burns et af (13), who adopted the freeze/thaw method for cell lysis when studying the
activity of an aspartate carbamoyitransferase from Helicobacter pylori. According fo
these authors, it is in the cell envelope and i¢ have minimal effects on its overall
integrity, ensuring little shearing of membrane-beund proteins and good recovery of
soluble proteins.

4. CONCLUSION

The study of the release of XR from Candida mogii by disruption with glass beads
showed the dependence of the volumetric activity on the interactions between the
variables glass bead diameter and cell concentration and between the variables glass
bead diameter and number of agitation cycles. Statistical analysis indicated that this
response increases when a small glass bead diameter and a low cell concentration are
used with an increased number of cycles. The highest volumetric activity (0.683 U/ml.)
was found when 300 um glass beads, a cell concentration of 45 g/L and 50 cycles were
used. A comparison of three processes of Candida mogii disruption for XR release
showed the highest bead mill efficiency for both XR volumetric and XR specific activities.
The highest specific activity (0.175 U/mg of protein) was detected in extracts obtained by
freezing and thawing the celi suspension. It is suggested that optimization of the
freezing/thawing process could lead to a selective disruption of Candida mogii cells for
XR release.
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CAPITULO 5

Neste capitulp, estd apresentado o estudo para a
purificagdo da XR em sistemas de duas fases aquosas (SDFA). iniciaimente, foi
estudada a influéncia das variaveis massa molar do polimero [PEG], concentragio do
PEG, concentragdo de fosfato de potassio e concentragéo de NaCl sobre a extragédo da
XR, utilizando um planejamento fatorial 2*. Com base nos resultados obtidos, um novo
estudo para a extracdo da XR foi realizado, de acordo com um segundo planejamento
experimental, no qual uma nova faixa para a varidvel massa molar do PEG foi avaliada,
e no qual as concentragdes dos componentes dos sisternas foram estudadas através do
comprimento das linhas de amarracgéo.

Os comprimentos das linhas de amarracdc e a
metodologia empregada para a sua determinacdo estdo apresentados em anexo
inserido no final desta tese.

Este trabalho foi publicado parcialmente nos Anais do
1° Congresso da Sociedade Brasileira de Biotecnologia.
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PURIFICATION OF XYL.OSE REDUCTASE FROM Candida mogii IN AQUEOUS
TWO-PHASE SYSTEMS

'Zea D.V.L. Mayerhoff, %nés C. Roberto* & 'Telma T. Franco
'School of Chemical Engineering— State University of Campinas — Campinas/SP - Brazil

2 Schooi of Chemical Engineering of Lorena — Lorena/SP ~ Brazil - Fax No. 55 12
55633165

ABSTRACT

Xylose reductase (XR) from Candida mogii was extracted by partitioning in
aqueous two-phase systems (ATPS) composed of polyethylene glycol (PEG) and
phosphate salts. An experimental design was used to evaluate the influence of the
variables molar mass of PEG (A), concentration of PEG (B), concentration of phosphate
(C), and concentration of NaCi (D) on XR extraction. The positive effect of variable B
and the negative effect of A and of the interaction between A and B on the purification
factor in the top phase (PFy) indicated that a simuitaneous increase in PEG
concentration with a decrease in molar mass of PEG leads to an increase in that
response. Phosphate concentration also had a negative effect, indicating an increase in
PFr with a decrease in its value. A linear model fitted to the data indicated the need fo
change the ranges of the variabies. in a second experimental design, the influence of a
lower range of PEG molar mass (MMPEG) and of tie-line length (TLL) on the partitioning
of XR was studied. Quadratic models were predicted for the responses purification factor
in the top phase and XR yield in the top phase (Y7}, and the maximum values predicted
by these models were 1.5810.40 and 105.84£26.2%, respectively. A 19-fold increase of
the selectivity factor was experimentally achieved for a system with PEG 1000 and TLL
34. Values of K, PFr and Y+ of respectively 21.21, 1.89 and 103.5 were also obtained at
these experimental conditions.



80

1. INTRODUCTION

Agqueous two-phase systems (ATPSs) have been widely used in biochemical
research for the separation and purification of macromolecules, cells and cell particles.
ATPSs have also been employed in several fieids of the biotechnological industry for
full-scale enzyme purification, in purification of interferon, and extractive bioconversions
(7). This technique is considered potentially aftractive for the obtainment of industrial
enzymes, due iis ease of scale-up, low material cost, and minimization of denaturation
of the proteins, among other advantages (2). in order to achieve a high yield, recovery,
and alsc a good purification factor for a target protein, a composition for the ATPS has to
be selected to quaniitatively extract the desirable protein from one of the phases with
minimal concentration of contaminant molecules (3). In this sense, top and bottom
phases components or the length of the corresponding tie line, and the use of additives
(salts or organic compounds) are among the factors cited as controliing phase
partitioning (4).

Conversion of xylose from agroindustrial residues into xylitol through
biotechnological pathways as an economical alternative to the chemical process
currently used has been extensively studied (5,6,7). The obtainment of the enzyme
xylose reductase (XR) is an essential step in the development of the enzymatic process
for this bioconversion. This enzyme is present in different species of yeasis and is
responsibie for the process of oxidation of xylose into xylitol by these microorganisms
(8). A comparison between the enzymatic and fermentative processes for xylitol
production shows a potential increase in yield and productivity with the former, due to
the lack of the following metabolic steps and the reduction in mass transfer limitations,
respectively (9). Xylitol has been highly vaiued by the pharmaceuticai and food
industries, among others, due to its sweetening and dietetic and anticariogenic
properties {(10).

The response surface methodology (RSM) was employed tc optimize the
conditions for extraction of the enzyme XR from the veast Candida mogii by partitioning
in PEG/salt ATPS. Initially, a 2* factorial design was used to evaluate the influence of
the variables molar mass of PEG, concentration of PEG, concentration of phosphate,
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and concentration of NaCl (design no. 1). In a second step a 2° central composite
design was empioyed to study the exiraclion parameters as function of the molar mass
of PEG (MMPEG) and the tie-line length (TLL) of the systems (design no. 2). For
employment of the variable TLL, the binodal curves and the tie lines of the ATPS were
determined.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1, CULTIVATION OF THE MICRORGANISM

Candida mogii NRRL Y-17032, obtained from the Northern Regional Research
Laboratory (Peoria, ili.), was kept at 4 °C on giucose agar slants. it was selected from 31
yeast strains as a good producer of xylitol in rice straw hemicellulosic hydrolysate {17}
Cells were cultivated in this medium under previously established conditions (712).

2.2. OBTAINMENT OF CELL HOMOGENATE

After cultivation, the celis were harvested by centrifugation at 1100 x g, washed
with 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 6.5, centrifuged and ressuspended in the
same buffer, resulting in a cell suspension at 25 % (v/v). This suspension was disrupted
mechanically in a 60 mL cooling jacketed mill, containing 30 mL of glass beads with a
300 um diameter and 20 mL of cell suspension with dry weight of 40 g/L.. Beads were
stired with fifty 10s cycles produced by a coupled motor. The suspension was
continuously cooled by circulating ethylene glycol solution at -5 °C in the jacket.

2.3. OBTAINMENT OF CELL~-FREE EXTRACT

The cell-free extract was obtained by centrifuging the cell homogenate at
8000 x g, 4 °C.
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2.4. PREPARATION OF AQUEQUS TWO-PHASE SYSTEMS

Ten-gram systems were prepared by weighing stock solutions of the phase-
forming components and solid NaCl in flasks to reach the final concentrations
determined for each assay (Tables 5.1 and 5.2). A phosphate potassium buffer, piH 6.5,
was used as the sait component in design no. 1, and a sodium/potassium phosphate
buffer, pH 8.5, was used in design no. 2. in design no. 1, the homogenate was added to
complete the final mass, whereas in design no. 2, aliquots of 2 mL of cell extract were
added to each assay and the final mass was reached with deionized water. The systems
were stired in magnetic stirer and after thorough homogenization, transferred fo
graduated centrifuge fubes. The phases were then separated by centrifugation at
1600 x g, for 5 min.

2.5. DETERMINATION OF ENZYMATIC ACTIVITY

The activities of XR were determined through the oxidation of the coenzyme
(NADPH) by the change of absorbance at 340 nm at 38°C. Assays were run in a 1-ml.
cuvette containing 50 ui 1 M phosphate buffer, pH 6.5; 100 pl 0.1 M mercaptoethanol;
100 ul 1.2 mM NADPH; 100 pi 0.5 M p-xylose and 650 ul diluted sampie. The reaction
was started up by the addition of D-xylose. Total proteins concentration was determined
by a colorimetric method using bovine serum albumin as the standard. One unit of XR

activity (U) was defined as the amount of enzyme catalyzing the oxidation of 1 umol of
NADPH per minute.

2.6. ELECTROPHORESIS

SDS electrophoresis (SDS-PAGE) was carried out in 12% homogeneous gel (13).
The gel was stained with silver nitrate, and the molar mass (M) markers were bovine
albumin (66 kDa), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (36 kDa), carbonic
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anhydrase (29 kDa), trypsinogen (24 kDa), soybean trypsin inhibitor {20 kDa) and o~
tactalbumin (14 kDa) available as a standard kit (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, U.S.A.)

2.7. DETERMINATION OF THE TiE LiNE LENGTHS

The binodal curves and the tie lines of the systems composed of PEG and
sodium/potassium phosphate were determined according fo the method described by
Snyder ef al (14), and are shown in Figure 5.1. The tie-line lengths were calculated by
using the following eguation:

TLL=(B P} +(F,~F}

where TLL is the tie-line length; Pris the concentration of PEG in the top phase; P is
the concentration of PEG in the bottom phase; Sy is the concentration of salt in the top
phase; and Sg is the concentration of salt in the bottom phase.

The compositions of the systems corresponding to the tie lines used in the
experimental design no. 2 are shown in Tabie 5.1.

2.8. EXPERIMENTAL DESIGNS

The influence of the variables molar mass of PEG, concentration of PEG,
concentration of phosphate and concentration of NaCl was evaluated according to a 2*
factorial design with 4 repetitions at the central point (Table 5.2). In a second step, a 2°
central composite design was employed to optimize the extraction parameters as a
function of the molar mass of PEG (MMPEG) and the tie-line length (TLL) of the systems
(Table 5.3).
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Figure 5.1 — Phase diagram of systems composed of Na/K phosphate buffer and PEG
600 (A), PEG 1000 (B), and PEG 1500 (C) at room temperature and pH
6.5. Tie lines with lengths of 24, 29 and 34 are shown.

Table 5.1 — Total composition of the aqueous two-phase systems used in the central
composite design for XR extraction in ATPS

System composition {% wiw)

MMPEG TLL

PEG Na/K Phosphate
24 16.5 12.9
600 29 18.0 13.4
34 19.7 13.9
24 16.1 11.4
100 29 17.5 12.0
34 18.3 12.4
24 14.8 10.4
1500 29 16.0 11.1

34 17.8 11.3
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Table 5.2 — 2* Factorial design for the extraction of xylose reductase in ATPS (design
no. 1)

Real Values of the Variabies Coded Levels of the Variables
ASSBY  MMPEG PEG Conc. Phosph. Cons. NaGi Cone. 1A] 8] [c] D]
[A] (% wiw) (% whw) (% wihw)
[B] [C] 0]

i 1500 16 10 0 -1 -1 -1 -1
2 6000 16 10 0 +1 -1 -1 -1
3 1500 22 10 0 -1 +1 -1 -1
4 8000 22 10 0 +1 +1 w4 -4
B 1500 18 13 g -4 -4 +1 1
8 8000 i8 13 0 +1 -4 +1 -1
7 1500 22 13 0 -1 +1 +1 -4
8 6000 22 13 0 +1 +1 +1 -4
9 1500 16 10 9 -1 -1 -1 1
10 6000 16 10 g +1 -1 -4 +1
(k! 1500 22 10 9 -1 +1 -1 +1
12 6000 22 10 g +1 +1 -1 +1
13 1500 16 13 9 -1 -1 +1 +1
14 6000 16 13 9 +1 -4 +1 +1
15 1500 22 13 g -1 +1 +1 +1
16 6000 22 13 9 +1 +1 +1 +1
17 4000 19 11.5 4.5 0 o 0 0
18 4000 18 11.5 4.5 0 0 0 0
19 4000 18 11.5 4.5 0 0 0 0
20 4000 18 11.5 45 8] 0 0 0

2.9. DETERMINATION OF THE PARTITION COEFFICIENT, THE PURIFICATION FACTOR,
YIELD, AND SELECTIVITY

The XR partition coefficient (k) was calculated by the ratio of the volumetric
activity in the top phase {o that in the bottom phase. The protein partition coefficient is
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the ratic between protein concentration in the fop and bottom phases. The purification
factor (PF) was calculated by the ratio of the specific activity in the phase sample fo the
specific activity in the cell extract. XR yield (Y) was determined by the ratio between total
activity in the phase(s) and fotal activity in initial extract (x100). Selectivily (S} is defined
as the ratio of XR partition coefficients to the protein partition coefficient for each assay.

Table 5.3 — 22 Central composite design for XR extraction by partitioning in ATPS
{design no. 2}

Levels of the variables Values of the variables

AssaY  MMPEG TLL MMPEG TLL
1 -1 -1 600 24
2 +1 -1 1500 24
3 -1 +1 600 34
4 +1 +1 1500 34
5 0 0 1000 29
6 0 0 1000 29
7 0 0 1000 29
8 0 0 1000 29
] -1 0 600 29
10 +1 0 1500 29
k! 0 -1 1000 24
12 0 +1 1000 34




87

3. RESULTS

3.4. 2*FacToriAL DESIGN

Table 5.4 shows the resulis of the assays for extraction of the XR enzyme from
Candida mogii. Some assays did not show detectable enzymatic activity. In these cases,
for parameters calculation purposes, the minimum values of the volumetric activities
were set at the minimum detectable value using the method (0.01 U/ml). This value was
determined by analysis of a sample with initial XR activity of 0.63 U/mi, successively
diluted, to the point where i was no longer possible 1o get a steady decay of the
absorbance.

The responses purification factor in the top phase (PF+), purification factor in the
bottom phase (PFg), and partition coefficient (K) were statistically analyzed but only PFt
showed significant effects. For responses PFg and K no variable had significant effect.
Therefore, only the parameter PFt was considered for XR extraction in this step of the
work.

The Pareto chart represents the estimated effects of the variables and the
interactions on PFy in decreasing order of magnitude (Figure 5.2). The length of each
bar is proportional to the standardized effect. The vertical line can be used to judge
which effects are statistically significant. Bars extended beyond this line correspond to
effects statistically significant at a confidence level of 95%. It can be observed that only
the main effects MMPEG (A) and PEG concentration (B) were significant. in addition, a
significant interaction between these two variables (A*B) was also observed. The
negative interaction effect means that a decrease in MMPEG with a simultaneous
increase in PEG concentration iead to higher PF+ values.

After a regression analysis of the significant factors on PFy, a linear mathematical
model was adjusted (Eq. 1):

PF, =0534-03B1*4+0.164*B-0.162% A% B [Ea. 1]
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where A is the coded value for MMPEG and B is the coded value for PEG concentration.

Table 5.4 — Composition of the ATPS studied and purification factor (PF) and partition
coefficient (k) of xylose reductase

PEG Conc. Phosph. Conc.  NaCl Conc.

Assay MMPEG (% wiw) (% wiw) (% wiw) PFt PFs K
1 1500 18 10 g 0.65 0.81 0.15
2 6000 16 10 0 0.24 0.87 0.02
3 1500 22 10 t 0.80 0.7¢ 013
4 8000 22 10 h] .28 1.00 G.01
5 1500 18 13 H 0.31 1.15 0.08
8 8000 16 13 0 0.28 0.81 0.02
7 1500 22 13 o 1.70 0.72 0.84
8 6000 22 13 0 G.18 1.06 0.01
g 1500 i6 10 9 0.34 1.34 0.02
10 6000 16 10 9 0.13 1.1 0.03
11 1500 22 10 g 1.18 1.19 0.98
12 600C 22 10 9 0.10 165 0.04
13 1500 18 13 9 1.14 1.26 062
14 5000 16 13 2] G.00 1.43 0.04
i5 1500 22 13 9 1.56 6.o7 26.61"
16 €000 22 13 9 0.21 0.06* 3.48"
17 4000 18 M5 4.5 0.64 1.00 g.02
18 4000 19 1.5 4.5 0.28 0.93 0.02
18 4000 19 11.5 4.5 0.42 1.82 0.02
20 4000 19 11.5 4.5 0.25 1.08 0.02

* Tubes which showed turbidity in the botiom phase

The statistical significance of the first-order model equation was evaluated by the
F-test (ANOVA), which revealed that this regression is statistically significant (p<0.01) at
a confidence level of 89% (Tabie 5£.5). In addition, the model! did not show lack of fit and
had a correlation coefficient (R?) that explains 70% of the variability in the response. The
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linear model fitted indicates that there is no oplimal region in the design studied, This
suggesis that a change in the ranges of significant variables would result in higher
values for this response.

MMPEG(A) ¢
Conc. PEG (B) |

A'B :

AC 2

Cone. Phosph. (C)

AD |

8C

Cone. NaCi(Dy

-4 0 1 2 3 4 5 ] 7 8 8 10
Effect Estimate (Absoluie Valug)

Figure 5.2 — Pareto chart for the effacts of the variables MMPEG (A), PEG concentration
{8}, phosphate concentration (C}, and NaCl concentration (D) on the
purification factor in the top phase '

The response surface delermined by the model equation is shown in Figure 5.3
The maximum PFy value predicied {1.24) corresponded o the point defined by the
lowest MMPEG (1800) and a PEG concentration of 22 % wiw with the lowest level of
phosphate concentration (10 % whw) but without the addition of NaCl.
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Table 5.5 - Anova for the effects of variables on PFr in xylose reductase extraction by
partitioning in agueous two-phase sysiems.

Sum of Mean
Source Squares DF Square F-Ratio pValue
Model 3.18429 3 1.06143 12.67  <0.0001
Residual 1.34041 16 0.08378
Lack of Fit 1.24553 13 0.098698 3.12 0.1962
Pure Error 0.08488 3 0.031625

R*=0.70
Listed F with confidence level of B8 % Fa = 3.24; F33=8.72

Figure 5.3 —~ Response surface plot of experimental design no. 1 for the purification
factor in the top phase
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3.2. 2% CENTRAL COMPOSITE DESIGN

Table 5.6 shows the values found for the parameters partition coefficient (K) of
enzyme XR and total protein, purification factor of the top (PFy) and the bottom phase
{PFg). XR yield {%)in each phase and in the total system, and selectivity (8) in design
no. 2.

Table 5.6 — Parameters of the extraction of the enzyme XR in ATPS (design no. 2)

Values of the K

Assay  Variables PF Yield

MMPEG TLL xR 98 155 Bottom  Top Bottom Total
Protein

i

600 24 1454 542 083 0.35 89.3 32 925 27

2 1500 24 0.06 0.21 027 0.88 7.9 88.3 972 03
3 600 34 1467 3.37 0.3 0.21 76.6 40 8086 44
4 1500 34 010 026 0.35 0.95 102 892 994 04
5 1000 29 390 0.80 147 (.30 94 .1 16.1 1102 4.9
6 1000 29 386 0.80 1.57 0.33 824 168 1093 48
7 1000 29 356 0.83 144 0.38 874 18.0 1053 338
8 100C 29 3.84 089 151 036 859 17.0 1029 43
8 600 29 2350 4.02 1.32 0.23 1172 36 1208 58
10 1500 29 005 o021 020 095 6.2 7561 813 0.2
" 1000 24 113 0.68 1.20 0.72 89.9 478 M7.7 1.7

12 1000 34 1804 0.98 169 0.09 92.6 41 96.7 195

MMPEG = molar mass of PEG; TLL = tie-line length; K = partition coefficient; PF = XR
purification factor; S = Selectivity
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High values of K found for the enzyme XR (above 14.00) as well as for total
profeins {above 3.00) were observed mainly in the assays employing the polymer with
the iowest molar mass (PEG 600}, independently of the level of the TLL. The values for
these responses decreased sharply (below 0.30) in the assays in which the PEG with
the highest molar mass (1500} was used. The effect of MMPEG was first described by
Alpertson (15). interaction between the polymer and the protein was suggested as the
main reason for this behavior. Smaller proteins and amino acids are less affected than
larger ones (76). However, the aim of a successful exiraction by ATPS is fo find the
suitable phase sysiems where the separation selectivity is achieved.

The purification factor (PF) showed the highest values (varying from 1.44 to 1.69)
in the top phases of the assays employing the polymer with a molar mass of 1000. All
other values observed were below 1.00, indicating that only in the top phases of the
assays employing level O for the variable MMPEG was there purification of the XR in
relation to contaminant proteins.

Regarding the XR yield it can be observed that, except for assay 10, all assays
empioying PEG with a molar mass of 1000 or 600 had high yield values in the top phase
{above 75%), also independently of the TLL. The XR yield in the bottom phase had only
high values for assays 2, 4 and 10.

The selectivity of the systems alse had higher values {above 4.0) in assays
employing PEG with a molar mass of either 600 or 1000. Assays that employed the
higher value of MMPEG had lower selectivity values (below 0.5). A 19-fold increase of
the selecitivity factor was achieved for a system with PEG 1000 and TLL 34 (assay 12).

A regression analysis was carried out to fit mathematical modeis to the
experimental data in a search for an optimal region for the responses studied. This
anaiysis allowed determination of quadratic models that describe the relation between
responses PFr and Yy and the MMPEG and TLL. The models can be described by the
following equaftions in terms of coded vaiues:
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PP, =151-0,39% MMPEG +010% TLL~ 0, 78MMPEG® - 010TLI [Eq. 2]
¥, = 9112 - 4313% MMPEG - 31 T5MMPEG® ~12,20TLE° [Eq. 3]

Figures 5.4 and 5.5 show the respeﬂ_sefé&ﬁégﬁes}- for PFr and Y obtained by the
models. " o

Figure 5.4 — Response surface plot of experimental design no. 2 for the optimization of
the purification factor in the top phase
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36,848
45,061

£

Figure 5.5 — Response surface plot of exﬁ_ar%!?%??ﬁtaei?'éeﬁsfiggn.{-'r_éo‘;2* for the optimization of
the XR yield inthe top phase = =

The analysis of variance (Table 5.7) shows that the modsls adjusted for the
responses PRy and Y1 were adequate, with high values of R? and significant values of p
at confidence level of 88%. The lack of fit of the models for these wo responses was
also evaéuafeé, and p vaiues > 0.01 were found for both responses. According o a
criterion for model validation presented by Moldavsky and Cohen (77), mathematical
models that have R®> 0.90 and p value for lack of fit > 0.01 are adequate to represent
ine relglionship between the variables.
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Table 8.7 - ANOVA for the quadratic models predicted for the purification factor and the
AR yield indesignno. 2

Responses
Source Parameter
PFr Yy
Sum of Squares 2.9% 15433.53
Mean of Squares 0.75 3858.38
Modal o~ Vaiue 0.0001 (.0001
R 0.95 0.95
Degrees of Freedom 4 4
Sum of Squares 9.48°E™ 46.13
Pure Error Mean of Squares 3.167E" 15.38
Degrees of Fresdom 3 3
Sum of Squares 0.18 807.19
Mean of Squares 0.03¢% 201.80
Lack of Fit p- value 0.0326 0.0304
Degrees of Freedom 4 4

The mode! for response PFr predicted the maximum vaiue (1.88:0.40) with a
MMPEG of 837 and a TLL of 31.5. The maximum value for the response Yy (105.8228)
is predicted for MMPEG of 744 and TLL of 28. Yield values above 100% are frequently
reported in enzyme exiraction using liquid-liguid systems (78 18,20). This fact is
probably explained by the elimination of inhibitors during the purification process and by
the composition of the systems that favor the enzymatic activity. It is known that there is
no MMPEG of 837 or 744 available; however, this result enables the prediction that if

less polydisperse PEG were found commercially, these two MMPEGs would lead to best
PFy and Yy values.

An overlay plot of the response surfaces for the purification factor and the XR
yield in the top phase (Figure 5.6) sliows delimitation of a region in which high values for
both responses can be obtained.
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Figure 5.8 — Overlay plot of the response surfaces for PFrand Yy in designno. 2

The analysis of variance for response KXR {data not shown) did not indicate a
significance of either a linear or quadratic mode! at the confidence level of 95%, as a
function of the values of p > 0.05 observed. Besides, the R? values below 0.80
calculated for both models do not indicate an adequate correlation between the
experimenial data and the model points. The analysis of significance of the lack of fit for
both modeis had F vaiues higher than the F values listed, which indicates lack of it in
both cases.

An XR extraction run for model validation was carried out under experimental
conditions at which seleciivily was the highest (assay 12). The values of PFr and Yy
were 1.89 and 103.5, respectively. These resuls are in the range of vaiues predicled for
the extraction under these conditions, a PFy of 1.51 (20.48) and Yy of 89 (228). Valuss
of K and S ciose io those oblained in assay 12 were achieved in this run (21.21 and
18.80}, showing the reproducibility of the resulis at these conditions.
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Figure 5.7 illustrates the SDS-PAGE electrophoresis of the proteins in the cell
extract and in the top and bottom phases of the assay 12. A seleclive partitioning of the
proteins with apparent molar mass (M) from 24 to 36 kDa to the fop phase of the
system, which contain most of the XR activity, can be observed. DitzelmUller sf a/ (27)
purified an XR from Pachysolen tannophilus with M, of 35-40 kDa. Ho ef 8/ (22) obtained
an XR with 33 kDa from Candida shehatae. Kise et al (23} aiso found a molar mass of
33 kDa for an aldose reductase from Cryplococcus lactativorus using SDS-PAGE
giectrophoresis. Handumhongkul and Silva (24) purified a XR from Candida
guilliermondii with M; of 36 kDa.

i

SR

G5kl

36kDa
29k

24kDa

20k

S LV

Figure 5.7 — SDS-PAGE electrophoresis of purification step in ATPS. Column (A) cell
extract; {(B) top phase of system 12; (C) botiom phase of system 12; and
(D) molecular markers
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4. CONCILUSIONS

Liguid-liquid extraction by partitioning in agueous two-phase systems selectively
extracted the enzyme XR from Candida mogii in a single step operation. A 18-fold
increase in the selectivity factor was experimentally achieved for a systerm with
PEG 1000 and TLL 34, Values of K, PFr and Yy of respectively 21.21, 189 and 1035
were also obtained at these experimental condifions. It was possible t© obtain
representative models for purification factor and vield in the top phase, and the optimal
conditions for these parameters could be esiablished.
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CAPITULO 6

Este capitulo apresenta um estudo preliminar da utilizacao de
ligantes bioespecificos na purificacdio de XR em SDFA. Dois corantes da classe
clorotriazina (Drimaren e Cibacron) foram investigados quanto a propriedade de atuar
como ligantes para as moléculas de XR em sistemas de duas fases aquosas. O corante
Drimaren foi adicionado aos sistemas sob a forma livie e também ligado
covalentemente ao polimero (PEG). A cinética de inibigdo da atividade enzimatica da
XR em presenca do corante foi também estudada.
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ESTUDO PRELIMINAR DO USO DE CORANTES COMO LIGANTES
BIOESPECIFICOS NA EXTRAGCAO DA XR EM SDFA

1, INTRODUCAO

Corantes téxteis de triazina imobilizados tém sido usados como ferramentas de
cromatografia por afinidade por cerca de 30 anos, devido 2o seu baixo custo, sua
facilidade de imobilizac8o e sua resisténcia 4 degradacio quimica e bioldgica, entre
outros fatores (CLONIS ef al, 2000). De acordo com HERMANSON et af (1992), o uso
de moléculas de corantes como ligantes por afinidade introduziu a cromatografia de
pseudo-afinidade, na qual a estrutura do corante se assemelha a um ligante
bioespecifico. O corante & capaz de se ligar ao sitio ativo de uma proteina ou enzima
em virtude de sua similaridade com um substrato de ocorréncia natural. O uso de
ligantes bioespecificos tem sido relatado também na purificacdo de proteinas por
particio em sistemas de duas fases aquosas (SDFA). Segundo KOPPERSCHLAGER e
KIRCHBERGER (2000), os corantes sdo geralmente ligados a um dos polimeros
formadores de fase, o que leva a sua particdo em favor da fase enriquecida neste
polimero. A partigdo da proteina em sistemas de duas fases aquosas contendo ligante &
govermnada pela formacac de complexos ligante-proteina, e € favorecida para a fase
contendo o complexo polimero-ligante.

No presente trabalho, dois corantes da classe triazina foram empregados,
visando a purificagdo da XR de Candida mogii em SDFA: Drimaren VM BR A4-G ¢
Cibacron Blue F3-G. De acordo com HERMANSON ef al (19982), Cibacron Blue é o
corante mais popular empregado em técnicas de afinidade, pois, devido & sua estrutura
gue mimetiza certos substratos para enzimas, pode ser usado com sucesse na
purificacdo de enzimas que requerem NAD ou NADP como cofatores. Ainda segundo
este autor, um outro corante com propriedades ligantes grupo-especificas similares ao
Cibacron € o Procion Red HE-3, sendo que este Gltimo possui maior afinidade por
enzimas NADP-dependentes, enquanto ¢ Cibacron € mais especifco para enzimas
NAD-dependentes. O corante Drimaren empregade nesie trabalho possui estrutura
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idéntica ao Procion Red HE-3, sendo, entdo, considerado ¢ corante mais apropriado
para a extraggo da XR.

Neste trabalho, ¢ corante Drimaren foi iniciaimenie adicionado acs sistemas de
duas fases aquosas sob a forma lHvre, a fim de se observar a sua particBo natural
nestes sistemas. A extracdo da AR fol primeiramente avaliadza nesies sistemas.
Posteriormente, o corante foi ligado ao polietilenoglicol (PEG), e este compiexo foi
adicionado aos sistemas contende XR como uma proporgdo da massa final de
polimero. O corante Cibacron foi testado apenas sob a forma livre.

2. MATERIAL E METODOS

2.4. ComPOSICAC DOS SISTEMAS

Para o teste da particdo dos corantes livres nos SDFAs, foram preparados
sistemas PEG/fosfato de sédio-potassio empregando os polimeros de massa molar
600, 1000 e 1500. A composigao dos componenies das fases foi de 17,5 % PEG (p/p) e
12 % tampdo fosfato. Nos testes de extragdo, foi adicionade 0,5 ml de extrato
enzimatico com 0,99 U XR/mi. Os corantes foram adicionados em concentragbes
crescentes até 0,1 g/g.

2.2. LiGACAO DO CORANTE DRIMAREN AC PEG

O corante foi ligado ao PEG de massa molar 1500, de acordo com o método de
acoplamento direto descrito por KOPPERSCHLAGER e KIRCHBERGER (2000), com
algumas alteragdes, e que compreendeu as seguintes etapas:

1. Reacdo de 20 g de PEG e 3,1 g do corante em 30 m! de agua, a 85 °C, em

presencga de 0,8 g de LiOH, por 105 min, e, depois, durante uma noite 2
temperatura ambiente,
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2. Diluiglo da s0lugdo com 250 mi de agua e adicho de NaM,PO, ate pH 7,0,

3. AdicBo de KUl até g concentracao finalde 1,8 M.

4. Extracac da mistura de reacho com 100 mi de cloroférmio por 5 vezes, em funil
de separacfo, secagem do clorpfdrmic com Na,S0, anidro para retirada de
Agua & filtracdo em papel de fitro.

5. Remocao do solvente por destilacio.

8. Checagem da pureza por cromatografia de camada delgada em placas de
siica, usando 1-butanol/2-propancl/acetao de efila/dgua (20:35:10:35) como
aluente. Scb estas {:@ﬁé%gﬁééj o corants -é’%ééds ac polimero nfo migra, em
contraste com o corante livre, gue se move com ¢ eluenie.

3. RESULTADOS

A particao dos corantes livres para a fase superior dos sistemas {rica em PEG)
fol observada visualmenie nos sistemas empregando polimeros com as 3 massas
molares diferentes até a concentracéo final de corante de 0,05 g/fg. Com a concentraco
de 0,1 g/g, foi possivel observar que parte do corante permaneceu na fase inferior dos
sistemas, devido & saturacBc da fase superior. A Figura 6.1 mostra a pariicdo do
corante Drimaren na conceniracio final de 0,05 g/g.

Considerando a particdo natural do corante para a fase superior, 0 polimero
escolhido para ser empregado nos estudos de partigho fol o PEG 15800, uma vez que
sistermnas empregando este polimere ndo apresentaram particdo de XR ou de proteinas
para a fase superior. Assim, no caso de haver especificidade do corante pela XR, a sua
purificacdo na fase de topo seria favorecida. Os resuitados da exiracdo da XR em
sistemas coniendo o corante Drimaren estdo mostrados na Tabela 6.1.
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PEG PEG PEG
600 10066 1500

Figura 6.1 — ParticAo do corante Drimaren Vm BR A4-G sob a forma livre em sistemas
de duas fases agquosas compostos por polimeros de diferentes massas
molares e fosfalo de sédio/potassio

Tabela 8.1 — Resultados da extracdo da XR de Candida mogii em SDFA, empregando ©
corante Drimaren Vm BR A4-G como ligante

Conc. Cor. Fator de Purificagio
{g/a) KXR K Pt S Topo Fundo
0 0,025 0,047 0,529 0,507 1,128
0,001 0,024 0,048 0,532 0,398 1,433
0,025 0,033 0,027 1,245 1,228 0,986
0,08 0,047 0,026 18632 1,658 1,018
8,1 0,000 0,041 0,000 0,000 8,775

K XR = cosficiente de parlicBo da enzima; K Pl = ceeficienle de
narticio das proteinas {olais; S = seletividads
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Aumento nos vaiores do coeficiente de particio da XR, na seletividade e no fator
de purificacdo de XR na fase superior podem ser observados nos sistemas contendo
0,025 e 0,05 g/g de corante. Entretanto, sistemas contendc 0.1 g/g de corante nic
apresentaram atividade de XR delectavel na fase superior. Esite fato ocorreu
provaveimente em funcdo de interferéncia da alta concentracéo de corante nas analises
enzimaticas. Nos ensaios realizados empregando ¢ corante Drimaren ligado ac PEG e
¢ corante Cibacron livre, ndo foi possivel detectar atividade enzimatica de XR na fase
de topo dos sistemas contendo qualquer das concentracdes de corante.

Foi realizado um estudo da interferéncia do corante na andiise de XR, e, em
seguida, um estudo da cinética de inibigdo da atividade da XR em presenca dos
corantes. O efeito de diferentes conceniragbes dos coranies sobre a alividade de XR
estd apresentado na Figura 8.2. Pode-se observar que a atividade de XR é reduzida
com ¢ aumento na concentracdo do corante. Este efeitc é mais pronunciado para o
corante Drimaren do que para o corante Cibacron.
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Figura 6.2 — Efeito da concentracdo dos corantes Drimaren Vm BR A4-G (m) e Cibacron

Biue F3-G { #) sobre a atividade da XR de Candida mogii
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A inibic8o da atividade enzimatica pode ocorrer em funcZo da formagdo de um
complexo enzima-inibidor. Este complexo pode ser formado pela ligacfio do inibidor ao
sitio ativo da enzima, impedindo a ligacdo do substrato, ou por ligacdo em quaiguer
outra porgcdo da molécula, causande mudancas na sua conformaci@o que podem
impedir 2 formagdo do complexos enzima-subsirato ou a liberacgo do produte ja
formado. O tipc de inibicdo causadc por uma substancia na atividade de uma enzima
pode ser determinado airavés de um estudo da cinética de inibigdo. Estudos da cinética
da atividade da XR com variagéo da concentracdo do cofator NADPH em presenca dos
corantes foram realizados.

A Figura 6.3 apresenta os perfis da velocidade de reacdo da XR (expressa como
velocidade de formagdo de NADPH) em presenca de diferentes concentragfes dos
corantes Drimaren e Clbacron. A Figura 6.4 apresenta a linearizagéo dos perfis através
do gréfico dos reciprocos de Lineweaver-Burk. O grafice de Lineweaver-Burk é um meio
de visualizagdo dos efeitos de inibidores, e este método pode ser usado para distinguir
o tipo de inibicdo. A comparagédo entre os valores de velocidade maxima de reagéc
(Vmax) calculado com base na equagdo de Lineweaver-Burk para cada uma das
concentragdes de inibidor permite distinguir se a inibigcdo € competitiva, ndo-competitiva
ou mista. inibidores competitivos reduzem a especificidade da enzima pelo substrato,
mas nio alteram a Vpa inibidores ndo competitivos ndo afetam a especificidade da
enzima pelo subsirato, mas reduzem a Vuma A inibigdo ndo competitiva pode ser
contornada com a adicdo de concentracdes significativamente maiores de substrato no
meio reacional. Altas concentragdes de substrato, no entanto, ndo sédo suficientes para
minimizar o efeito de inibidores nado-competitivos.
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Cibacron (B): sem corante (m); 0,0025 g/l (e); 0,01 g/l ().
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Figura 6.4 — Grafico dos reciprocos de Lineweaver-Burk para a variagdo da velocidade
de reagdo da XR em funcdo do NADPH em presenca de diferentes
concentragdes dos corantes Drimaren {(A) e Cibacron (B): sem corante (®);

0,0025 g/l (®); 0,01 g/l (a).
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De acordo com CLONIS ef af (2000), se um corante interage com o sitio ativo de
uma substéncia, entfo, uma substancia competitiva apropriada pode ser usada como
um eluente especifico para a enzima. Se, entretanto, © modo de interaco entre o
corante @ a enzima néo é conhecido, muitas substancias podem ser testadas para a
eluicdo da enzima, esperando-se que algum deles atue como um competidor seletive
nesta eiuicdo.

Neste trabalho, volumes da fase superior dos ensaios foram coletados e
misturados com diferentes solucdes salinas a fim de se obter um novo sistema de duas
fases, no qual a XR fosse eluida para 2 fase isenta de corante. Foram testadas
solugbes de NaCl, KCl e fosfato de sddio potassic em diferentes concentracdes. Uma
soluco de NADPH também foi testada pura e combinada com as solugfes salinas.
Embora em todos os casos tenha ocorrido a formagéo de novos sistemas de duas fases
nas guais o corante permaneceu na fase de fopo, néo foi detectada atividade de XR na
fase inferior de nenhum desses sistemas.

A Tabela 8.2 mostra os resultados de Vnax calculadas para a XR em presenca de
cada concentracdo de corante. Como pode ser observado, para ambos os corantes
utilizados, a Vmax de XR diminuiu com o aumento da concentracio dos inibidores. Isto
indica que a inibicdo apresentada pelos corantes ndo é exclusivamente competitiva, e,
portanto, apenas 0 aumento na concentragdo do substrato n&o é eficiente para impedir
a inibig&o.
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Tabela 6.2 — Variag8o da Vmex de XR com diferentes concentracdes dos coranies
Drimaren e Cibacron

Concentracio corante (g/g)

Vemax XR

0 0,0025 0,011
Drimaren 0,41 0,27 0,11
Cibacron 0,41 0,35 0,19

4. CONCLUSOES

Os resultados mostraram um efeito do corante Drimaren livre na purificacéo da
XR em SDFA, entretanto, o efeito inibidor deste corante impediu a determinacéo da
extensdo deste efeito. Novos estudos para a eluicdo da XR ligada ao corante podem

fornecer subsidios para uma melhor avaliagdo do uso destes corantes como ligantes
bioespecificos para a XR.
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CONCLUSOES

Os topicos apresentados a seguir resumem as principais conclusfes extraidas
dos diversos estudos realizados ao longo deste trabaiho.

e Foi avaliada a producggo da enzima xilose redutase (XR) € de xilitol em meio de
cultive contendo diferentes concentracBes de hidrolisado hemiicelulsico de palha
de arroz. Os resultados indicaram um comportamenio semelhante para os dois
produtos, tendo sido determinada uma condicio 4tima de conceniracéo de xilose de
49 g/l tanto para a producédo quanto para a produtividade de ambos os produtos.
Nesta mesma condicdc também foi encontrada a méxima raz&o entre a enzima XR
€ a enzima responsavel pela oxidagao do xilitol (XDH).

s A atividade da XR in vitro foi dependente do pH e da temperatura. As condigdes
6timas para a atividade de XR foram pH de 6,5 e 38 °C. Uma regido de trabalhc com
alta atividade de XR e baixa atividade de XDH foi estabelecida. Observou-se, neste
mesmo estudo, que a XR de Candida mogii € exclusivamente dependente do cofator
NADPH.

s No estudo de estabilidade foi determinado o intervaio de tempo de manuseio no qual
a XR nadoc apresenta perda de atividade (180 min) a 4 ou 38 °C. Observou-se
também gue, em um periodo de congelamenio de 4 meses n&do houve perda de
atividade enzimatica.

¢ Foram determinados os parametros cinéticos da enzima XR presente no extrato
celular. Os valores encontrados mostraram a XR produzida por Candida mogii (Km
de 65 mM para a xilose e 0,032mM para NADPH) possui uma alta especificidade

para ¢ substrato, quando comparada com as enzimas produzidas por outros
microrganismos.

¢ No estudo de avaliagéo de eficiéncia do rompimento celular de C. mogii em moinho
de pérolas de vidro, as condicdes que resultam em maior liberacdo de XR foram



116

determinadas (& de 300 um; 45 g cel./L; 50 ciclos de agitacéo). A maior atividade
especifica obtida apenas com o congelamento e descongelamento das amostras

sugere que este processo pode ser explorado como um método seletivo para a
liberacdo da XR de leveduras.

O estudo da influéneia das varidveis na extracdo de XR indicou a necessidade de
alterac&o da composicdc dos sistemas pelo emprego de PEG de massas molares
inferiores e pela substituicdo do fosfaio K por uma combinacdo de fosfato Na/K para
aumentar a solubilidade do sistema.

Estudos empregando essas novas condigdes permitiram a proposicio de modelos
quadraticos para 0 FPsup € %Recsup. Néo foi possive! prever modeics paracKe a
S: entretanto, os valores para estas respostas obtidos em condigfes préximas as do
FPsup 6timo foram elevadas em relagdo & maioria dos outros ensaios (19,04 e 19,5,
respectivamente). A extracdo em SDFA mostrou ser eficiente com relagéc a

recuperagdo da XR (>100 %) e seletiva para a partico da enzima em relagédo as
proteinas totais,

A adicdo de corantes aos SDFA foi investigada preliminarmente para melhorar a
extracdo da XR. Os resultados mostraram um efeito do corante Drimaren livre na
purificacdo da XR em SDFA, entretanto, a inibigdo da atividade causada por este
corante impediu a determinacéo da extensdoc do seu efeito como ligante. Novos
estudos para a eluigdo da XR ligada ao corante podem fornecer subsidios para uma
meihor avaliag@o do uso destes corantes como ligantes bioespecificos para a XR.

QOs topicos a seguir sdo apresentados como sugestdes para proximos trabathos,

visando dar continuidade a este:

@

Estudo das melhores condi¢ées de congelamento e descongelamentc para a
liberacdo seletiva da XR de C. mogii.

Extracdo da XR por particio em SDFA utilizando colunas de extracéo.
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+ Estudo de um sistema acoplado para rompimento ceiular e extrago da XR.

» Novos estudos para a utilizacdo de corantes téxieis come ligantes bioespecificos
para a extracdo da enzima em SDFA.
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ANEXO A

Este anexo descreve a metodologia empregada para a
determina¢@o das linhas de amarragédo e curvas binodais para os sistemas compostos
por polietilenoglicol e fosfato de sédio/potassio.
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DETERMINAGAC DAS CURVAS BINODAIS E DAS LINHAS DE AMARRAGAO DOS
SISTEMAS A SEREM EMPREGADOS NO PLANEJAMENTO FATORIAL 22
COMPLETO COM FACE CENTRADA PARA EXTRAGAO DA XR EM SDFA

Com base nos resuitados obtidos na selec8o de varidveis para o estudo de
extracdo da XR em SDFA, uma nova variavel foi escolhida para ser empregada nos
estudos posteriores: as variaveis conceniracdo de polimero e concentragio de fosfato,
gue sao interdependentes na formagéo das fases do sistema, passaram a ser avaliadas
através de uma Unica variavel, o comprimento da linha de amarracéo ou “tie-line length”
(TLL). Esta varidvel determina as concentracdes finais dos componentes do sistema em
cada uma das fases, ac invés de apenas a conceniracdo inicial, como foi estudado
anteriormente. Para o emprego desta variavel, fez-se necessaria a determinagio das
curvas binodais e das linhas de amarragdo para os sistemas compostos pelos
polimeros a serem estudados.

Para a determinag@o das curvas binodais, foi utilizada a metodologia descrita por
Snider ef al (1992). Os sistemas foram preparados empregando os polimeros
polietilenoglicol de massa moiar 600 ou 1500 e tampéo fosfato de sédio/potassio no pH
6,5, valor 6timo determinado para a atividade enzimatica da xilose redutase. A curva
binodal e as linhas de amarragao para o polimero PEG 1000 foram estimadas por

interpolagao dos dados obtidos experimentalmente para os polimeros de massa molar
600 e 1500.

MATERIAL E METODOS
Preparagao das Solugbes-Estoque dos Polimeros e do Tampao

A solucdo de PEG 1500 foi preparada pela dissolugdo de uma determinada
guantidade do polimero em &gua deionizada, sob constante agitacdo em agitador
magnético. A agua foi adicionada em pequenos volumes previamente pesados até a
completa dissolugéo das escamas. A massa de &gua ulilizada foi caiculada e =
conceniracdo de 48,6 % p/p foi, assim, determinada.



O PEG 800 (liquido & temperatura ambiente), foi dissolvido em agua deionizada
para 50% p/p, reduzindo-se, assim, a sua viscosidade, o que facilita o seu manuseio.

0O tampéo de fosfato de sddio/potassio foi preparado pesando-se massas de
fusiato de sédio monobasico e de fosfato de potéssio dibasico na razdo massica 0,62,
e, em sequida, adicionando-se agua deionizada, sob agitacio constante, até a completa
dissolucdo dos cristais. A concentracio obtida foi de 40% p/p. O pHi de 8,5 foi conferido.

Preparc dos Sistemas de Duas Fases Aquosas para a Determinagao das Linhas
de Amarracao e das Curvas Binodais

Para cada polimero (PEG 600 ou 1500) foram preparados cince diferentes
sistemas de duas fases, cujas concentracdes iniciais de polimero e sal foram escolhidas
de forma a ficarem distribuidas dentro da regido bifasica das curvas previamente
determinadas por COSTA (1998) para sistemas PEG/fosfato de Potassio. As
composicdes dos sistemas preparados estdo mostradas na Tabela 1.

Tabelat — Composicéo total dos sistemas PEG/fosfato empregados na determinacéo
das curvas binodais e linhas de amarragéo para os polimeros PEG 600 e

PEG 1500
PEG 600 PEG 1500
Sistemas PEG (% p/p) Fosfato PEG (% p/p) Fosfato
(% p/p) (% pip)
1 8,5 17,0 7,8 13,0
2 12,4 17,0 10,2 13,0
3 18,0 17,0 12,7 13,0
4 20,2 17,0 14,8 13,0

5 256 17,0 17.8 13,0




Os componentes desies sistemas foram pesados em Béqueres, agitados em
agitador magnético e pipetados para buretas, onde foram deixados até atingirem o
equilibrio de fases (volumes das fases constantes). As fases foram, entdo, coletadas
separadamente e analisadas.

Determinagéio da Concentragdo de PEG e Sal nas Fases dos Sistemas

As amostras das fases coletadas foram congeladas a ~67 °C por 24h e
liofilizadas (equipamento da marca Edwards, modelo Super Modulyo) sob vacuo de 107
mbar para a retirada da agua. As amostras foram liofilizadas por um iotal de
aproximadamente 20h, até estabilizacdo das pesagens consecutivas em balanca
analftica. Em seguida, as mesmas foram calcinadas em mufla a 550 °C por
aproximadamente 18h, até peso constante.

A massa residual correspondeu ac contelido de sal da amostra. A massa de
PEG foi calculada peia diferenga entre a amostra liofilizada e a amostra calcinada. As
concentragdes percentuais de PEG e sal nas amostras foram calculadas com base na
massa inicial das mesmas.

Determinacéao das Linhas de Amarragéo

As linhas de amarracdo foram piotadas empregando-se o ponto referente a
composicao total dos sistemas e os pontos obtidos com as concentragbes de PEG e sal
das fases inferior e superior de cada sistema. Os comprimentos das linhas de
amarra¢do foram caiculados através da equagio:

CLAﬁ\/(Ps -P ) +(Fs~F )

onde: CL4 = comprimento da linha de amarragédo; Ps = concentracdo de PEG na fase
superior; ;= concentragao de PEG na fase inferior; Fs = concentracdo de fosfalo
na fase superior; F; = concentracdo de fosfato na fase inferior



Determinacdo das Curvas Binodais

As curvas foram determinadas através da interpolac@o dos pontos das fases
superiores e inferiores de todas as linhas de amarrac3c oblidas pars um mesmo
polimero.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os valores de concentrag@o percentual de polimero e sal obtidos para cada
sistema, bem como os comprimentos calculados para as linhas de amarracéo, estdo
mostrados na Tabela 6.

As Figuras 1 e 2 apresentam as curvas binodais e linhas de amarracéo
determinadas para os polimeros PEG 600 e PEG 1500, respectivamente. As linhas de
amarragdc foram determinadas pelo ajuste de retas usando o método dos minimos
quadrados aos pontos experimentais. As curvas binodais foram determinadas
empregando uma interpolagdo polinomial gque melhor se ajustou aos pontos
experimentais.

A partir dessas curvas, foram escolhidos 0s niveis para a variavel comprimento
da linha de amarrag¢do, dentro de uma faixa encontrada em ambos os sistemas
(PEG 800 e PEG 1500). As concentraces iniciais dos sistemas avaliados na etapa
subseqiiente do estudo de extracdo foram escolhidas dentro das linhas de amarracéo
cujos comprimentos atendem aos niveis gue foram estabelecidos para esta variavel.



Tabeiz 8 — Concentragbes dos polimeros e do fosfale de sddio/potassic determinadas
nas fases superior e inferior dos sistemas empregados para a
determinacao das curvas binodais e linhas de amarracéo

Fase Superior {concentragio

Fase Inferior (conceniragio

Polimero | Sisiema CLA % p/p) % pfo)
Fosfato PEG Fosfato PEG
1 22 6.8 251 18,8 5,8
2 28,3 5,4 29,5 21,2 5,0
PEG
3 349 4,2 344 238 55
800
4 42.8 28 40,7 27.1 5.4
5 488 1,8 46,6 30,0 87
1 18,9 8,0 221 14,3 81
2 243 5.0 258 15,8 4.0
PEG 1500 3 29,3 43 29,0 17,9 3.1
4 349 3.3 33,7 194 2,7
5 389 25 378 21,3 2,6
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Figura 1 — Curva binodal e linhas de amarrag@o determinadas para os sistemas de duas
fases aquosas compostos por PEG 600 e fosfato de sédic e potassio
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Figura 2 — Curva binodal e linhas de amarracao determinadas para 0s sistemas de duas
fases agquosas compostos por PEG 1500 e fosfato de sédio e potassio



