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Resumo

Este trabalho tem como principio avaliar a capacidade da levedura Candida
albicans em metabolizar xilose. Com esse objetivo, foi realizado testes com va-
riabilidade de temperatura de incubacdo e pH, utilizando-se da técnica visual e
comparativa para obter os resultados. Neste estudo pode-se constatar o cresci-
mento da Candida albicans em meio enriquecido com xilose, nos diferentes pHs
de forma diferenciada e como a altera¢io de temperatura foi significante para
mesma. Os resultados obtidos foram de grande importancia pois pode-se cons-
tatar a melhor condi¢do de crescimento para esse micro-organismo.

Palavras-chave: Biomassa Vegetal. Hidrolisado Hemicelulésico. Xilitol. Xilose.
Candida albicans.

EVALUATION OF CANDIDA ALBICANS GROWTH IN SEMES-
SINTHETIC MEDIUM CONTAINING D-XYLOSE

Abstract

This work has as principle to evaluate the capacity of the yeast Candida albicans
to metabolize xylose. For this purpose, tests were performed with variability of
incubation temperature and pH, using the visual and comparative technique to
obtain the results. In this study we can see the growth of Candida albicans in a
medium enriched with xylose, at different pHs in a different way and how the
temperature change was significant for it. The results obtained were of great
importance because it is possible to verify the best growth condition for this
microorganism.

Keywords: Vegetable Biomass. Hemicellulosic Hydrolyzate. Xylitol. Xylose.
Candida albicans.
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.  INTRODUCAO

Os residuos agricolas e agroindustriais, denominados de biomassa vegetal
lignocelul6sica, tém sido largamente empregados como fonte de matéria-prima
para a gera¢do de produtos de alto valor agregado, como os biocombustiveis e
produtos de interesse farmacéutico e alimentar.

Tal uso € intensificado pelo fato destas matérias-primas serem ricas em di-
versos acucares fermentesciveis, que por vias biotecnoldgicas pode levar a dife-

rentes produtos (TAVARES e SANTOS, 2013; SOUZA et al., 2015).

A parede vegetal da biomassa lignocelulésica é constituida por dois polime-
ros agucarados, a celulose e hemicelulose, um polimero fenélico, a lignina, cujo
teor ird variar de acordo o material (FARINAS, 2011).

Dentre os componentes estruturais da biomassa lignocelulésica que tem

recebido destaque ¢ a hemicelulose, um polissacarideo de cadeia ramificada rico
em D-xilose (SHIMIZU, 2018; KIIPER, 2009).

A D-xilose é um monossacarideo do tipo aldopentose, sendo o segundo
acucar mais abundante na natureza (XAVIER, 2016).

E sabido que sdo poucos os micro-organismos capazes de fermentar pento-
sanas, como, por exemplo, a D-xilose. Dentro os que apresentam essa capacida-
de, utilizam as vias pentoses-fosfato e Embden-Meyerhof-Parnas (via glicolitica)

(ROSSI, 2009).

Essa metabolizac¢do circunda uma série de fatores como, enzimas, cofatores
enzimaticos, substratos, parametros quimicos e bioldgicos. A via metabélica da

pentose por leveduras e fungos aerdbicos utiliza-se de trés enzimas, a xilose re-
dutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH) e xilulose quinase (XK).

Todo o processo inicia-se com o transporte pela membrana plasmaética
da D-xilose, em seguida, este agucar é reduzido pela XR, sendo dependente de
NADH ou NADPH.

Essa enzima apresenta o status de componente mais importante da via me-
tabolica, porém o metabolismo envolve outras reagdes. O xilitol resultante da
redu¢do de D-xilose pela xilose redutase, passa por um processo de oxidac¢do a
transformando em xilulose pela enzima XDH, que se utiliza do cofator NAD-.

Essas duas etapas sio limitantes no metabolismo pois submetem a um ba-
lango de cofatores e durante as rea¢des disponibiliza oxigénio.
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No caso de bactérias e fungos anaerdbicos nio existem os processos de re-
dugdo e oxidag¢do, a D-xilose é convertida diretamente em xilulose pela xilose
isomerase e este produto é fosforilado a xilulose-5-fosfato pela XK, que podera
seguir duas vias, a via glicolitica ou a via pentose fosfato, onde ocorre a produ-

¢do de etanol (SOUZA, 2019).

Figura 1: Metabolismo de levedura fermentadora de xilose em xilitol.
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Fonte: Modificado de SOUZA (2019).

Um dos possiveis produtos do metabolismo fermentativo da D-xilose é o
xilitol, um 4lcool de 5 carbonos, que se apresenta como um pé branco cristalino,
elevada estabilidade quimica e microbiolégica (PEREZ, 2019).

Sendo um carboidrato natural que adoga de forma semelhante a sacarose,
o xilitol possui propriedades anticariogénicas e ndo depende da insulina para
ser metabolizada (TAMANINI et al, 2004). Este composto é muito utilizado
na area alimenticia, produtos farmacéuticos, cosméticos, industrias de resinas
sintéticas e na sintese de muitos outros produtos quimicos (VAZ JR. et al., 2017).

A sintese quimica do xilitol se d4 a partir da reducdo da xilose extraida de
fontes naturais, como frutas. No entanto, esse processo apresenta a desvantagem
de ser dispendioso, baixa disponibilidade de substrato e alto custo de purifica¢do

do xilitol (LOURENCO et al. 2014).

Atualmente, a busca por processos biotecnolégicos de producio de xilitol
tem recebido destaque, principalmente em relagio ao baixo custo de processo. A
fermentac¢do da D-xilose, extraida a partir de diferentes fontes de matéria-prima
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tem a vantagem de nio exigir um licor agucarado com elevado nivel de pureza,
além de empregar condicdes reacionais mais brandas (TAMANINI; HAULY,
2004; LOURENCO et al. 2014).

As leveduras pertencentes ao género Candida sio micro-organismos euca-
riontes com parede celular composta de quitina e membrana plasmatica fos-
folipidica. Por ter sua parede mais rigida, ndo conseguem realizar fagocitose,
logo faz nutri¢io de fontes de carbono absorvido do ambiente. A espécie mais
encontrada deste género é a Candida albicans que é uma levedura facilmente
encontrada como agentes etiol6gicos em infec¢des humanas, habitando o trato

gastrointestinal, sistema urogenital, pele e mucosa do trato respiratério (SAN-
TANA et al.,, 2013; VIEIRA; SANTOS, 2016).

Além disso, a espécie de Candida albicans pode ser encontrada na natureza,
ocupando varios habitats ao contrario de outras desse género que se encontram
limitadas. Como caracteristicas morfoldgicas, apresentam-se em forma de co-
lonias umidas, cremosas de odor especifico, aspecto liso a rugoso e coloragio
branco-amarelado, com formagio de tubo-germinativo (SANTANA et al., 2013).

Leveduras pertencentes a este grupo sio conhecidas serem rapidas e eficien-
tes na assimilacido de pentoses, sugerindo assim, uma via ativa de utilizagao de

D-xilose (HONG; WU; ZHAO, 2.010).
2 METODOLOGIA

No presente estudo foi utilizada a levedura Candida albicans ATCC 10231
como modelo microbiano de crescimento em meio a base de D-xilose. Para sua
ativacio, a levedura foi inoculada em caldo BHI por 48 horas a 25°C.

A capacidade de crescimento da levedura Candida albicans em meio suple-
mentado com D-xilose, como fonte de carbono e energia, foi avaliada a partir de
placas de petri. Inicialmente, foram preparadas solu¢des concentradas dos com-
ponentes a seguir, de forma a compor o meio de cultura: D-xilose (30 g/L), ureia

(2,0 g/L), MgSO4.7.H20 (1,1 g/L), KH2PO4 (18 g/L) e 4gar Sabouraud (65 g/L).

Todas as solucdes foram autoclavadas separadamente, a 1112C, 0,5 atm por
15 minutos, e misturadas ao final de forma a atingir a concentragdo desejada.
Para esse estudo, os meios de crescimento tiveram seus pHs ajustados para 4,0 e

5,5. Para isso, empregaram-se solucoes estéreis de H2SO4 2,5 mol/L e NaOH o,1
mol/L.

Ap0s resfriamento do meio até alcangar 50°C, foi transferido um volume de
12 mL do meio liquefeito para placas de petri esterilizadas de 25 x 150 mm, de
forma a atingir uma espessura de 4 mm. Com uma pipeta esterilizada, o,y mL do
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inéculo foi distribuido uniformemente sobre a superficie do 4dgar, que perma-
neceu em repouso a temperatura ambiente por 3 minutos. Em seguida, as placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica em diferentes temperaturas (25°C, 35°

C e 45°C) por um periodo de 168 horas.

O crescimento microbiano foi acompanhado em intervalos de 24 horas e
analisado por comparacio visual.

E importante dizer que foram realizados ensaios controle positivo, onde
foram empregados meios contendo apenas o agar Sabouraud inoculados e con-
trole branco, onde o meio nio foi inoculado. Além disso, todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O presente trabalho refere-se a uma pesquisa qualitativa experimental, com
o objetivo principal de avaliar a capacidade da levedura Candida albicans em
metabolizar D-xilose. Os resultados mostraram que a temperatura de incubagio
afetou mais fortemente o crescimento celular que o pH inicial do meio, confor-
me apresentado na Tabela 1.

Ressalta-se que todo o estudo foi realizado utilizando métodos de andli-
se comparativa visual, sendo uma andlise qualitativa, foi definido para melhor
compreensdo a utiliza¢io de cores, sendo adotado o vermelho para indicar que
nao houve crescimento celular, 0 amarelo indicando que um ligeiro crescimento
e, por fim, o verde que indica que o crescimento se estabilizou.

Verifica-se que em pH 4,0, a levedura comecou a apresentar crescimento ja
nas primeiras 24 h, independente da temperatura, com exce¢io do ensaio reali-
zado a 25°C, que apresentou crescimento a partir de 48 h de ensaio. Ainda em
rela¢do ao pH 4,0, observa-se na Tabela 1 que o melhor resultado no crescimento
celular se deu quando incubada a levedura a 45°C, com um crescimento estabi-
lizado a partir de 120 h.

E, nesse caso, o perfil semelhante foi observado no meio com pH inicial de
5,5. Sendo que, diferentemente do observado para o pH 4,0, o crescimento da
levedura se estabilizou a partir de 120 h, tanto para os ensaios conduzidos a 35°C
quanto a 45°C.

Tais resultados mostram que a temperatura de incubagio foi mais significa-
tiva para o crescimento celular que o pH inicial do meio. Isso pode ser explicado
pelo fato de que quanto mais elevada a temperatura de incubagio, mais rapi-
damente a levedura consome os nutrientes e quanto mais baixa a temperatura,
mais devagar é este consumo (BRAGA, 2006).
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Em paralelo, avaliou-se o crescimento da mesma no agar Sabouraud que foi
classificado como controle positivo. Este ensaio foi realizado com o objetivo de
comparar o crescimento apenas no agar e no meio suplementado com D-xilose.

Nesse estudo, pdde-se observar que a adi¢do de D-xilose como fonte de car-
bono e energia mudou o comportamento do crescimento de Candida albicans,
pois foi demonstrado que no meio apenas contendo o dgar houve uma inibi¢do a
45°C, por ser uma temperatura fora do ideal para esse microrganismo, que apre-
senta seu crescimento ideal a uma temperatura variando de 202 a 382C (SAN-
TANA et al, 2013), j4 nas outras temperaturas nio houve diferenca em relacio a
este controle.

Tabela 1 — Varia¢do do crescimento da levedura Candida albicans ATCC 10231 incubada em
diferentes condi¢oes de temperatura e pH

Condicdes Experimentais

Tempo (h) pH 4.0 pHS.5 Controle Positivo Controle Branco

25" 35" 45° 25° 35 45° 250 35 45° 250 3s° 45°

(m) sem crescimento celular, () ligeiro crescimento celular, (m) crescimento celular estabilizado.

4 METODOLOGIA

E importante dizer que o 4gar Sabouraud é composto por peptona de ca-
seina (5,0 g/L), peptona de carne (5,0 g/L), D-glicose (40 g/L) e agar-agar (15
g/L). Este meio j apresenta uma fonte de carbono, a D-glicose, porém quando
enriquecido com D-xilose, apresentou resultados mais satisfatérios de cresci-
mento, o que indica que a levedura Candida albicans ATCC 10231 também me-
taboliza esse tipo de agucar, acredita-se que como resultou em um crescimento
bem diferenciado nos testes com 4gar e o enriquecido esse microrganismos con-
segue crescer em um meio contendo apenas xilose como tnica fonte de carbono

(KHAN et al, 2011).

O que se pode confirmar que essa levedura metaboliza ndo apenas glicose
como também alguns acucares pentoses como a xilose (PEREIRA, AGUAR e
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GERRE, 2020). Para realizar tal metabolizac¢do essa espécie tem que apresentar
as enzimas XR e XDH que sdo responsaveis por reduzir a xilose e oxidar o xili-
tol respectivamente, onde foi constatado a presen¢a do gene XYL1 que codifica
a XR e XYL2 que é pela XDH, por este motivo a mesma consegue metabolizar
esse tipo de agucar, esses genes que codificam as enzimas podem variar a cada

microrganismo (MORALIS et al, 2017; HARCUS et al, 2013).

A rela¢do observada em todo o estudo é que baixas temperaturas deixam
mais lentos o metabolismo do microrganismo (ZANGIROLAMI, 1992). Uma
avaliacio geral pode-se confirmar que a Candida albicans é favorecida por um
pH 4cido tendo uma faixa ideal de pH igual a 2,5 até 7,5 (SANTANA et al., 2013).

Esta levedura apresenta um mecanismo de adaptagio pois apresentam pe-
culiaridades de pH, niveis de Oz, temperatura e disponibilidade de nutrientes.
A Candida albicans apresenta trés formas de crescimento, hifas, pseudo-hifas e
leveduras, cada uma delas apresentam diferentes condi¢des para crescimento, a
levedura tem o crescimento favorecido a 302C em pH 4cido ja a hifas apresenta
em 372C e pH neutro por ultimo a pseudo-hifas tem as melhores condi¢des a

352C e pH 5,5 (CARDOSO, 2013).
CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados, pode-se concluir que a temperatura de incu-
ba¢io afetou mais fortemente o crescimento da levedura Candida albicans do
que o pH inicial do meio, quando incubada a levedura em meio suplementado
com D-xilose como fonte de carbono e energia.

Além disso, foi verificado que no meio contendo apenas o dgar Sabouraud o
crescimento da levedura foi menor, independente da temperatura de incubagio
empregada, o que confirma que a levedura é capaz de metabolizar a pentose.

Tais resultados mostram a capacidade desta levedura em consumir D-xilo-
se, porém novos ensaios empregando meio liquido contendo apenas a pentose
como fonte de carbono e energia se fazem necessarios, de forma a verificar o
produto formado.
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