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RESUMO

A xilana é o polissacarideo mais abundante dentre as hemiceluloses, com maior
incidéncia em residuos agricolas e agroindustriais, e apresenta grande potencial econémico.
Uma importante aplicacdo dessa macromolécula é a producdo de xilo- oligossacarideos
(X0S), oligbmeros de xilose reconhecidos por seu efeito prebidtico, além de diversas
propriedades bioldgicas benéficas a satde. O efeito prebiotico dos XOS se da devido ao
potencial de estimular o crescimento e multiplicacdo de microrganismos probidticos em
detrimento dos patogénicos, devido a producdo de metabdlitos como &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC). Nesse estudo, avaliou-se o potencial prebidtico de xilo-
oligossacarideos com o crescimento de microrganismos probioticos e também o perfil de
metabdlitos produzidos por cromatografia liquida. Os XOS foram produzidos por hidrélise
enzimatica de xilana solubilizada de pseudocaule de bananeira. A endoxilanase produzida
por Aspergillus versicolor foi purificada e aplicada. Os XOS foram avaliados em diferentes
concentracbes para determinar o perfil de crescimento dos microrganismos
Lactiplantibacillus plantarum e Bifidobacterium longum. Da mesma forma, os produtos
metabolitos acetato, propionato e butirato foram avaliados em funcdo do estimulo ao
crescimento dos microrganismos. O crescimento dos microrganismos probioticos é
reconhecido pela sua contribuicdo a satde do hospedeiro. Entretanto, muitos dos beneficios
a saude sdo provenientes dos metabdlitos produzidos pelos microrganismos. Este estudo
elucidou o perfil de crescimento de microrganismos probioticos, relacionando-o com 0s
metabolitos produzidos. Esta proposta estd inserida no contexto do Projeto Tematico de
Fruto-refinaria (2017/22401-8), o qual visa o aproveitamento de polissacarideos de residuos

de fruta.

Palavras-chave: xilana, xilo-oligossacarideos, prebidticos, probiéticos, fermentacao.



ABSTRACT

Xylan is the most abundant polysaccharide among hemicelluloses, with the highest
incidence in agricultural and agro-industrial waste, and has great economic potential. An
important application of this macromolecule is the production of xylo-oligosaccharides
(X0S), xylose oligomers recognized for their prebiotic effect, as well as various biological
properties beneficial to health. The prebiotic effect of XOS is due to their potential to
stimulate the growth and multiplication of probiotic microorganisms to the detriment of
pathogenic ones, due to the production of metabolites such as short-chain fatty acids
(SCFA). The aim of this study was to evaluate the prebiotic potential of xylo-
oligosaccharides with the growth of probiotic microorganisms and to assess the profile of
metabolites produced by liquid chromatography. The XOS was produced by enzymatic
hydrolysis of solubilized xylan from banana pseudostems. The endoxylanase produced by
Aspergillus versicolor was purified and applied. The XOS was evaluated at different
concentrations to determine the growth profile of the microorganisms Lactiplantibacillus
plantarum and Bifidobacterium longum. Likewise, the metabolite products acetate,
propionate and butyrate was evaluated according to their stimulation of microorganism
growth. The growth of probiotic microorganisms is recognized for its contribution to the
health of the host. However, many of the health benefits come from the metabolites
produced by the microorganisms. This study will elucidate the growth profile of probiotic
microorganisms, relating it to the metabolites produced. This proposal is part of the Fruit-
refinery Thematic Project (2017/22401-8), which aims to use polysaccharides from fruit

waste.

Keywords: xylan, xylo-oligosaccharides, prebiotics, probiotics, fermentation.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Biomassa Lignocelulésica

A grande quantidade de plantas, cultivadas nos processos agroindustriais, geram um
excesso de residuos lignoceluldsicos. Diversas agroinddstrias tém realizado o
aproveitamento de residuos para a producdo de subprodutos, se atentando a sua
agregacdo de valor (COSTA FILHO et al., 2017). Entretanto, existem entraves que
impedem a facilidade na utilizagcdo desse material, 0s quais necessitam ser resolvidos
para sua exploragdo em potencial.

O termo “biomassa lignocelulosica” ¢ utilizado para descrever um material formado
da parede celular dos vegetais, que é composto, majoritariamente, por carboidratos
(celulose e hemicelulose) e lignina. A composicdo quimica percentual de tais
componentes nos diversos tipos de biomassa é bastante variavel e dependente da espécie
da planta, do tipo de tecido e até mesmo do estégio de desenvolvimento (GRACIOLI et
al., 2018). Geralmente, na maioria das fibras vegetais, as porcdes de celulose e
hemicelulose representam entre 40-50% e 15-30% da massa seca das plantas,
respectivamente. Ja a lignina pode corresponder a cerca de 10-30% da massa do residuo
vegetal (FREITAS, 2019). Um esquema estrutural da parede celular vegetal e a

organizacgdo dos seus trés principais componentes € mostrado na Figura 1.

Figura 1. Esquema simplificado da estrutura da parede celular
vegetal.
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Fonte: Gracioli, M. (2018).

Esse material pode ser utilizado no desenvolvimento de produtos com um alto valor

agregado, como os prebioticos (FIGUEIREDO, 2016). Dentre os residuos agroindustriais

de frutas, o pseudocaule de bananeira é um dos maiores destaques no Brasil, devido a

cultura da banana no territorio brasileiro e o reconhecimento do pais como o quarto maior

produtor mundial dessa fruta (EMBRAPA, 2023). Seu grau de umidade, assim como seu

contetdo de hemicelulose, celulose e lignina, podem variar de acordo com a espécie a ser
estudada, como mostrado na Tabela 1 (FREITAS, 2019).

Tabela 1. Composicao percentual do pseudocaule de bananeira.

Pseudocaule de
bananeira
Musa sapientum

Musa cavendischii

Musa acuminata

Celulose Hemicelulose
(%) (%)
53,5 15,9
37,1 12,6
34,5 25,6

Lignina
(%)
11,7

13,3

12,0

Referéncia

Roja & Neves
(2002)

Cordeiro et al.
(2004)

Oliveiraet al.
(2007)

Fonte: FREITAS, C. (2019)

1.2. Hemiceluloses (xilanas)

O segundo componente mais abundante nos residuos lignocelulésicos sdo as

hemiceluloses, sendo o primeiro a celulose. A hemicelulose mais comumente

encontrada na natureza é a Xilana, polissacarideo que apresenta grande potencial

econdmico e que tem apresentado cada vez mais aplicacdes (BRIENZO et al., 2016). As

possibilidades do seu uso requerem sua prévia extracdo da biomassa e solubilizacdo

para poder converté-la em bioprodutos, como prebioticos (xilo-oligossacarideos),

polimeros como Xxilofane, compostos de aplicacdo quimica e farmacéutica, e aglcares
fermentaveis para a producéo de etanol (FREITAS et al., 2019; FORSAN et al., 2021).
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No pseudocaule de bananeira, o conteido de xilana pode chegar a 25% da massa
seca (CORDEIRO et al., 2004). Por sua vez, a hidrélise das cadeias de xilana pode
ocorrer atraves de métodos variados, utilizando agentes quimicos e bioldgicos,
temperatura ou uma combinacdo de técnicas para produzir Xilo-oligossacarideos
(ALVAREZ et al., 2017; FREITAS et al., 2019; NAIDU et al., 2018).

1.3. Hidrodlise Enziméatica

A producdo de xilo-oligossacarideos ocorre através da quebra da ligacdo glicosidica
da cadeia xilana. A hidrolise pode ocorrer usando reagentes quimicos ou agentes
bioldgicos, tais como enzimas. Diversos microrganismos produtores de Xilanases tém
sido reportados na literatura, tais como bactérias, fungos, leveduras e protozoarios.
Entretanto, os fungos filamentosos sdo 0s organismos mais utilizados, visto que sdo
capazes de produzir elevados niveis dessas enzimas. Ademais, a vantagem na utilizacao
dos fungos filamentosos também se d& devido a producdo de diversas enzimas
acessorias, juntamente as Xilanases, necessarias para a quebra de demais grupos de
xilanas, podendo promover a hidrélise completa molécula (GRACIOLI, 2018; KUMAR
etal., 2017).

Para producdo de XOS através da hidrdlise enzimatica, a xilana precisa ser
previamente isolada dos outros componentes presentes no material lignoceluldsico
através de pré-tratamento, geralmente alcalino (FARHAT et al, 2017) ou oxidativo em
meio alcalino (FREITAS, 2019; BRIENZO et al., 2009). Deste modo, a subsequente
hidrolise enzimatica gera XOS, e devido a especificidade enzimatica, etapas de
purificacdo ndo sdo necessarias porque produtos de degradacdo ndo sdo formados,

conforme Figura 2.
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Figura 2. Diagrama representando a producdo de xilo-oligossacarideos a partir da

hidrélise enzimatica de materiais lignocelulésicos.

Cereal Straw

Sugarcane Bagasse

Com husk

Corn cob

Xylan
l Enzymatic hydrolysis

X0s

Fonte: Adaptado de SAMANTA etal., 2015

A hidrolise enzimética da xilana é realizada pela enzima endo-B-1,4-xilanase,
preferencialmente sem atividade da enzima B-xilosidase, uma vez que o objetivo é a
producdo de oligbmeros e ndo de monossacarideos (xilose). No entanto, xilanases com
diferentes especificidades de substrato geram diferentes produtos de hidrdlise, havendo
dificuldade em controlar o grau de polimerizacdo dos XOS produzidos (AKPINAR et
al, 2010). A enzima endo-B-1,4-xilanase atua na cadeia da xilana e gera XOS com baixo
grau de polimerizacdo. Para a hidrélise completa da xilana, enzimas acessorias que
atuam nas ramificagGes das cadeias Sd0 necessarias e a presenga ou auséncia dessas
enzimas pode gerar XOS com ou sem ramificacdo (PUCHART; BIELY, 2008).

18



A bioconversdo de residuos agricolas e agroindustriais através da hidrdlise
enzimatica, ao contrario da hidrélise acida e da auto-hidrolise, ndo requer alta presséo
e/ou temperatura e, desse modo, ndo ha formacdo de subprodutos das reacbes
secundarias. A hidrolise enzimatica de biomassa lignoceluldsica € um processo
amplamente estudado, uma vez que a bioconversdo de residuos agroindustriais, além de
gerar moléculas de maior valor agregado, também pode auxiliar na reducdo do impacto

ambiental causado por sua acumulacdo (BRIENZO et al, 2016).
1.4.  Xilo-oligossacarideos

Os xilo-oligossacarideos (XOS) sdo oligdmeros, derivados da xilana, formados por
cadeias curtas de 10 unidades de xilose. Sdo acucares ndo digeriveis, o que significa que
ndo sdo degradados no estbmago humano e chegam intactos ao trato intestinal devido a
falta de enzimas capazes de hidrolisar as liga¢des f no corpo humano. (FIGUEIREDO,
2016; GRACIOLLI, 2018; DE FREITAS et al., 2019).

Esses oligossacarideos possuem efeito prebiotico, o qual esta relacionado com seu
potencial seletivo de estimular a proliferacdo de microrganismos benéficos. Todavia, a
propriedade prebidtica desses oligdbmeros € apenas uma das muitas propriedades
biologicas que eles podem apresentar (CARVALHO et al., 2013).

Com o aumento na preocupacao por uma alimentacdo saudavel, e a popularizacao
de alimentos funcionais, os XOS apresentam tendéncia para aumento de demanda,
embora sua utilizacdo seja uma realidade em poucos paises (BRIENZO et al., 2016;
GRACIOLI, 2018). Tais oligossacarideos apresentam grande potencial de aplicacdes,
especialmente na industria farmacéutica, para controle da obesidade, prevencdo de
caries, tratamento de infeccGes gastrointestinais, antioxidantes, imunoestimulantes,
agentes ativos contra osteoporose, otite e disfuncGes da pele e cabelo; na industria de
alimentos, como alimentos funcionais, prebidticos e aditivos de racdo animal; e na
agricultura, como estimulantes e aceleradores de crescimento (GRACIOLI, 2018; DE
FREITAS et al, 2021).

Os xilo-oligossacarideos podem ser considerados prebidticos pois sdo capazes de
aumentar o crescimento de micro-organismos probidticos (como Lactoplantibacillus e

Bifidobacterium), os quais produzem &cido graxos de cadeia curta e podem,
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consequentemente, acabar reduzindo a atividade de bactérias nocivas e a concentracéo
de produtos toxicos da fermentacdo (SAMANTA et al., 2015). Estudos para avaliar 0s
efeitos prebidticos tém sido feitos in vitro para humanos e animais, considerando 0s
microrganismos comuns no intestino humano e animal e verificando o potencial de
estimular o crescimento de microrganismos benéficos e inibir os patogénicos
(BRIENZO et al., 2016).

De acordo com a International Scientific Association of Probiotics and Prebiotics
(ISAPP), o termo probidtico esta relacionado a microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro.
Um prebi6tico, por sua vez, é definido como um substrato que ¢ seletivamente utilizado
por microrganismos hospedeiros, conferindo-lhe beneficios a saude. Entretanto, para ser
um prebidtico, a substancia deve afetar um grupo limitado de microrganismos no
hospedeiro (SALMINEN et al.,, 2021). Os prebioticos sdo consumidos pelos
probidticos, que os utilizam como fonte de energia. Desse modo, irdo produzir e liberar
poOs-bidticos, ou metabolitos, produtos do metabolismo dos probioticos, que s&o
definidos como a preparacdo de microrganismos inanimados e/ou 0s seus componentes
que confere um beneficio de saide ao hospedeiro (SALMINEN, 2021).

Um dos critérios de selecdo para probidticos € a producdo de substancias
antimicrobianas. Entre essas substancias estdo ndo apenas metabdlitos inibidores de
crescimento, por exemplo, acidos organicos e perdxido de hidrogénio, mas também
bacteriocinas, inibidores de adesdo e uma variedade de pequenas substancias
antimicrobianas (HILL et el., 2014). Alguns principais exemplos de microrganismos
probidticos sdo  Bifidobacterium  (Bifidobacterium  bifidum),  Lactobacteria
(Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactoplatibacillus Plantarum),
Enterococcus, Propionobacteria, e Peptostreptococci, entre outros. Além disso, estes
microrganismos restringem bactérias oportunistas tais como Bacteroides, Clostridia,
Bacilli, Fuzobacteria, Enterobacteriaceae, Eubacteria, Actinobacteria, Peptococci,
Staphylocococci, Streptococci, leveduras e muitas outras, todas elas causando efeitos
adversos sobre a satde intestinal (PINALEZ-MARQUEZ et al., 2021).

Um indicativo do efeito prebidtico dos XOS é a producdo de &cidos graxos de

cadeia curta, como acetato, propionato e butirato, através da fermentacdo desses
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compostos pelas bactérias que compdem a microbiota intestinal. O acetato é a fonte
preferencial de energia metabolizavel para os mdsculos, enquanto o propionato e
butirato estdo associados a distdrbios gastrointestinais de via inflamatéria. Esses
compostos representam cerca de 95% dos acidos graxos de cadeia curta produzidos no
trato gastrointestinal (LOUIS et al, 2007).

1.5. Metabdlitos

Um metabdlito € o produto do metabolismo de organismos vivos, ou seja, 0 residuo
restante de um alimento apds o aproveitamento da sua parte Gtil. Os metabdlitos podem
ser classificados em primarios ou secundarios. Os metab6litos priméarios sdo produtos
do metabolismo que sdo essenciais para 0 crescimento bacteriano ou que séo
subprodutos do metabolismo energético, enquanto os metabolitos secundarios ndo tem
um funcdo 6bvia no metabolismo celular (PEREDO-LOVILLO et al., 2020).

Os &cidos graxos de cadeira curta, particularmente o acetato, lactato, propionato e
butirato sdo os principais metabdlitos produzidos por fermentacdo anaerobica pela
microbiota intestinal. Os niveis mais elevados desses &cidos sdo encontrados no colon
proximal, onde sdo utilizados localmente por enterdcitos ou transportados atraves do
epitélio intestinal para a corrente sanguinea. O acetato e o lactato, os principais produtos
metabolicos das bifidobactérias e lactobactérias, sdo utilizados por outros
microrganismos para produzir, por exemplo, propionato e butirato. O butirato é
considerado como um dos metabolitos mais importantes do colon porque serve como
fonte de energia para o colondcitos, tem propriedades anti-inflamatdrias e expressao
genética regulada (SANDERS et al.,2019; JIAN TAN et al., 2014).

2. OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo determinar o efeito prebidtico de xilo-
oligossacarideos de pseudocaule de bananeira, no crescimento de microrganismos
probidticos. O perfil de metabdlitos produzidos por fermentacdo desses oligdmeros sera

quantificado e relacionado a fonte de carbono.
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V1.

2.1.  Objetivos Especificos
Extrair a hemicelulose do pseudocaule de bananeira;

Produzir e purificar xilanases utilizando farelo de trigo como fonte de carbono, a

partir do fungo filamentoso A. versicolor;

Produzir xilo-oligossacarideos por meio da hidrolise enziméatica da hemicelulose

extraida de pseudocaule de bananeira;

Realizar a fermentacdo in vitro de XOS através do cultivo de bactérias
probidticas, utilizando os oligossacarideos como fonte de carbono, assim como

glicose, xilose, FOS, XOS e xilana de pseudocaule;

Determinar o perfil de metabdlitos resultantes da fermentagcdo dos xilo-

oligossacarideos;

Correlacionar o crescimento dos microrganismos probidticos com os metabolitos

produzidos em relacdo a fonte de carbono.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Remocéo dos extrativos

O pseudocaule de bananeira foi moido e submetido a um processo de lavagem em

sistema Soxhlet, que antecede a extracdo da hemicelulose. Este processo € utilizado para

remocdo de extrativos que podem estar presentes na biomassa e interferir na analise dos

principais constituintes: hemicelulose, celulose e lignina. Cerca de 1g de amostra é

colocada em saquinhos de papel filtro em sistema Soxhlet com etanol 96% por 8h e
agua destilada por mais 8h. (FREITAS, 2019).
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3.2.  Extragéo da hemicelulose

Dez gramas da biomassa lignoceluldsica (pseudocaule de bananeira) foram
colocados em frascos de 1 L, seguido da adi¢do de 200 mL de uma solucgdo de perdxido
de hidrogénio (H202) a 6 % (m/v). O pH foi ajustado em 11,6 com NaOH 5 mol/L, e o
meio agitado a 150 rpm durante 24h sob temperatura de 25°C. Estas condi¢Ges foram
otimizadas para bagaco de cana-de-agUcar (BRIENZO et al., 2009).

Apobs o periodo de reacdo, as amostras foram filtradas. A fracdo solida, rica em
celulose, foi lavada com agua destilada até se obter pH 7,0. A fracdo liquida, rica em
hemicelulose, teve seu pH ajustado para 6,0 e foi colocada em estufa a 60°C para
reducdo do volume a 1/3 do inicial. Com essa amostra de volume reduzido, foi feita
uma diluicdo com etanol 96% (3 volumes), agitacdo e repouso para decantacdo do
material em suspensdo, as hemiceluloses. Posteriormente, o processo foi repetido trés
vezes com etanol 70%, até se obter uma fragéo liquida limpida. Em seguida, o material
foi colocado para secagem em estufa a 45°C. O contetudo seco foi triturado em
almofariz para posterior utilizacdo nos experimentos de caracterizacdo quimica e

hidroélise.

3.3. Caracterizacao quimica da biomassa e da hemicelulose

Foi pesada, aproximadamente, 300 mg da biomassa lavada ou hemicelulose, em trés
frascos Scott de 100 mL (triplicata). A massa seca da amostra, foi adicionado 3,0 mL de
H2S04 72 % (m/m), sendo a reacdo realizada a 45°C por 10 minutos em banho
termostatizado. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 84 mL de &gua destilada. Essa
mistura/suspensdo foi autoclavada a 121°C por 30 min. O contetdo do frasco foi filtrado
a vacuo. O material retido no filtro foi utilizado para quantificar a lignina insolavel, por
gravimetria. A lignina solivel foi quantificada através da leitura da absorbancia da
fracdo liquida a 215 nm e 280 nm. A determinacdo do teor de glicose, xilose e arabinose
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (BRIENZO et al.
adaptada, 2009). O mesmo procedimento foi realizado para a caracterizacdo quimica da

hemicelulose do pseudocaule de bananeira.
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3.4.  Quantificacdo de acUcares provenientes da caracterizagdo quimica
As concentracbes de glicose, xilose e arabinose foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, em equipamento WATERS, nas seguintes
condicdes: coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm); temperatura de 50°C;
eluente: acido sulfurico 0,05 M com fluxo 0,6 mL/min; volume de amostra: 20 pL;

detector: indice de refracdo (Waters 2414).

3.5.  Cultivo do fungo Aspergillus versicolor e producéo de xilanases

O meio de cultura sélido para producéo de esporos foi preparado com a solucao
de sais de Vogel diluida 50 vezes em &gua destilada (v/v) suplementada com farelo de
trigo na concentracdo de 3,0 % (m/v) e agar 1,5 % (m/v). O meio foi distribuido em
tubos de ensaio, autoclavados (20 min, 120°C, 1 atm) e inclinados. As culturas foram
incubadas por 7 dias a 28°C para producdo de conidios. Os conidios foram suspensos
em agua esteril destilada e a concentracdo da suspenséo foi ajustada para 10 esporos/mL
(CARMONA et al, 1997). Os meios liquidos para cultivo e produgdo enzimética foram
preparados de acordo com Vogel (1956), contendo 1% (m/v) de xilana de farelo de
trigo. Frascos erlenmeyers (125 mL), contendo 25 mL do meio, foram inoculados com
1,0 mL da suspensdo de esporos e incubados de modo estatico a 30°C por 5 dias
(CARMONA et al, 1997). Apos o crescimento em meio liquido, as culturas foram
filtradas a vacuo em funil de Biichner. Desta forma, foi obtido o filtrado de cultura livre
de células e miceélio. O filtrado foi utilizado como preparacdo de proteinas e enzimas

extracelulares.

3.6.  Purificacdo da endoxilanase | produzida pelo Aspergillus versicolor
O filtrado da cultura obtido foi dialisado por cerca de 18 horas em tampdo Tris-
HCI 0,05 mol/L, pH 7,0. A amostra dialisada foi aplicada em uma coluna DEAE-
Sephadex A-50, equilibrada com o mesmo tampao, para realizacdo de cromatografia de
troca ibnica. As fracOes que apresentaram atividade xilanase foram reunidas
(CARMONA et al, 1998).
A amostra obtida foi dialisada contra agua, liofilizada, redissolvida em tampéo

fosfato de sodio 0,05 mol/L, pH 7,0 e aplicada em uma coluna Sephadex G-75,
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equilibrada com o mesmo tampé&o, para realizagdo de cromatografia de excluséo
molecular. As fragdes que apresentaram atividade xilanase foram reunidas e, a amostra
obtida novamente foi dialisada contra agua e liofilizada (CARMONA et al, 1998).

3.7.  Producéo de XOS por hidrolise enzimética

A reacéo foi conduzida com a endoxilanase | de A. versicolor produzida em meio
contendo farelo de trigo e purificada (CARMONA et al, 1998), com tampéo fosfato de
sodio 50 mM (pH 6) em banho-maria a 55°C com agitacdo de 120 rpm. A hidrolise
enzimatica ocorreu com 0s seguintes parametros: 50 Ul/g de carga enzimatica, 2% de
substrato e 24 horas de reacdo, variando o volume de reacdo (5, 50, 100 e 200 mL).
Apds atingir o tempo reacional, os tubos foram aquecidos em banho-maria a 100°C
durante 5 minutos. O hidrolisado foi filtrado com filtro de seringa 0,22 pm antes da
injecdo em CLAE para quantificacdo dos XOS.

3.8. Determinacéo da concentracdo de oligossacarideos
As concentracOes de oligossacarideos foram determinadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, em equipamento WATERS, nas seguintes condi¢des: coluna BIO-
RAD Aminex HPX-87C (300 x 7,8 mm); temperatura de 80°C; eluente: agua ultrapura
com fluxo 0,6 mL/min; volume de amostra: 20 uL; detector: indice de refracdo (Waters
2414). Foram utilizados como padrdes solucdes de xilose (Sigma) e de xilobiose (X2),

xilotriose (X3), xilotetraose (X4) e xilopentaose (X5).

3.9. Fermentacdo in vitro de XOS
3.9.1. Meios de inoculagao
O crescimento dos microrganismos Lactoplantibacillus plantarum 1462 e
Bifidobacterium longum ocorreu utilizando meio formulado MRS (DE MAN,
ROGOSA, SHARP, 1960), o qual é constituido por, em g/L: glicose 20g, peptose
proteona 10g, extrato de carne 10g, extrato de levedura 5g, acetato de sodio 5g, fosfato
dissdédico 2g, citrato de amdnio 2g, tween ® 80 1g, sulfato de magnésio 0,1g e sultafo

de manganés 0,05 g. Posteriormente, 0 meio foi autoclavado a 121°C por 20 minutos.
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Para culturas de Bifidobactérias, foi introduzida cisteina em uma concentracédo de
0,05% no meio.

3.9.2. Preparo do in6culo
O crescimento foi mantido até que a suspenséo atingisse o valor de absorbancia
de 1,0 no espectrofotdmetro, isto é, valor equivalente a aproximadamente 10°
células/mL para os Lactiplantibacillus e Bifidobacterium. ApGs obter essa suspensao e
células, foi realizada sua respectiva diluicdo até se obter 10° células/mL. Para garantir
que a quantidade inicial de células/mL dos experimentos fosse conhecida, foi realizado
plagueamento e contagem de coldnias da suspensdo de células apds a diluicéo.

3.9.3. Crescimento em meio com diferentes fontes de carbono
Diferentes fontes de carbono, a saber, glicose, xilose, xilana de pseudocaule de
bananeira, fruto-oligossacarideos (FOS) e xilo-oligossacarideos (XOS), foram
incorporadas ao meio na concentracdo de 20g/L. Como controle, utilizou-se o meio
contendo glicose como fonte de carbono. Os microrganismos foram mantidos a 37°C,
em triplicata, durante o periodo de 6 dias, onde foram coletadas duas amostras diarias.
As aliquotas foram armazenadas em refrigerador para posterior anélise e verificacdo de

metabolitos produzidos em HPLC.

3.10. Determinacéo do crescimento através do plaqueamento
Em tubos com solucdo salina, as amostras foram diluidas de maneira que a
contagem de colbnias nas placas ficasse entre 30 e 300 UFC/mL. As placas contendo os
Lactoplantibacillus foram incubadas a 37°C por 3 dias, assim como as placas contendo
Bifidobacterium. Em seguida, foi realizada a contagem das colonias nas placas e os

resultados foram expressos na unidade UFC/mL.

3.11. Avaliacdo e quantificacdo de metabolitos produzidos
Apos a fase de cultivo, as amostras foram submetidas a filtracdo usando um
filtro de seringa de 0,22 pum. Para avaliar a concentracdo de acidos latico, acético,

butirico e propiébnico no meio apos o crescimento microbiano, foi realizada
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) utilizando uma coluna Shodex (SH-
1011 Waters) em equipamento HPLC Waters. A andlise foi realizada nas seguintes
condigdes: temperatura de 50°C, taxa de fluxo de 0,6 mL/min usando uma solugéo de
acido sulfurico de 0,005 mol/L como fase mével e deteccdo por um detector de indice
de refragéo.

Para melhor estruturacdo do item 3, materiais e métodos, a Figura 3 exemplifica o
diagrama de organizacédo desse projeto.

Figura 3. Diagrama de estruturacdo do item 3: Materiais e Métodos

Remocao dos
extrativos

Extragao da
Hemicelulose

Caracterizaglio Caracterizagao Meios de inoculagao

quimica da biomassa quimica da
\ hemicelulose

Cultivo de Aspergillus Preparo do inéculo
versicolor e produgdo de
tas xilanases
Quantificagao dos
agucares provenientes - Crescimento em
da caracterizagao Purificagdo da diferentes fontes de
endoxilanase | produzida carbono
por Aspergillus versicolor
Determinacdo da Produgéo de XOS por Fermentagéo in vitro
cqncentraq?o de hidrdlise enzimatica ’ de XOS
oligossacarideos
Avaliagado e Determinagéo do
quantificacdo de < | crescimento através
metabélitos produzidos de plaqueamento

Fonte: Autora, 2023.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Remogao dos extrativos

O pseudocaule de bananeira apresenta grande quantidade de extrativos — compostos
volateis, sollveis, baixa massa molecular e que ndo fazem parte da composicdo da parede
celular da planta — os quais podem ser facilmente removidos. Assim, para extrair a xilana
com maior pureza, é importante que esses extrativos sejam previamente removidos. Por
meio da lavagem, todo composto sollvel em meio aquoso pode ser extraido da biomassa.
Os extrativos presentes na biomassa, se em grande quantidade, podem consumir reagentes
nos processos de conversao (FREITAS, 2019).

Para essa etapa inicial, foi utilizado etanol como solvente para a lavagem da biomassa
e agua destilada. Ao utilizar etanol, primeiramente, observou-se que a coloracdo da agua
presente nos balbes volumétricos do equipamento Soxhlet, ao final do procedimento, era
mais limpida, como pode-se observar na Figura 4. Dessa maneira, realizou-se a segunda
remocdo com agua destilada, o qual demonstrou uma mudancga brusca de coloragdo ja no
inicio do processo (Figura 5 e Figura 6) e, apés sua finalizacdo, foi perceptivel o
escurecimento dos balGes volumétricos do equipamento.

Portanto, podemos inferir que os extrativos presentes no pseudocaule de bananeira séo
mais soliveis em &gua do que em etanol. No entanto, sdo necessarios estudos dos
componentes que podem estar presentes nos extrativos para concluir essa solubilidade.
Estudos que descrevam e analisem a composicdo dos extrativos sdo escassos e, aqueles

existentes, sao voltados para biomassas da inddstria canavieira (SZCZERBOWSKI, 2015).
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Figura 4. Remogdo de extrativos em sistema Soxhlet com etanol 96%
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Fonte: Autora, 2023.
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Figura 5. Remocdo de extrativos em sistema Soxhlet com agua destilada

Fonte: Autora, 2023.

30



Figura 6. Fim da segunda extracdo de extrativos realizada com &gua destilada.
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Fonte: Autora, 2023.

4.2. Caracterizagdo quimica do pseudocaule de bananeira
Previamente a caracterizagcdo, o material, obtido apds remogéo de extrativos utilizando
agua destilada a 80°C por uma hora, foi seco em estufa a 45°C a fim de remover o teor de

umidade. A metodologia utilizada foi adaptada da metodologia para caracterizagdo quimica
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de biomassa para bagaco de cana-de-agUcar (IPBEN, 2017). Assim, foi caracterizada a
biomassa quanto ao teor de carboidratos e lignina, de acordo com a Tabela 2. O

procedimento foi realizado em triplicata e a média e o desvio padrdo foram calculados.

Tabela 2. Caracterizacdo quimica do pseudocaule de bananeira

Amostra Lignina (%) Celulose (%) Hemicelulose Total (%)
(%)
Pseudocaule 9,62 38,11 18,7 66,43
de bananeira + + + +
3,18 1,19 0,74 3,79

O contetddo em lignina determinado foi de 9,62% para o material in natural e pode ser
considerado inferior se comparados com valores observados nos trabalhos de Li et al
(2010) e Preethi e Murthy (2013), os quais reportaram 10,8% e 17,9% de lignina, 71,8% e
53,4% de glicose e 11,2% e 14,1% de xilana, respectivamente. Em trabalhos de Diaz et al
(2021) e Shimizu et al (2018), os valores encontrados para lignina de pseudocaule de
bananeira sdo de 7,92% e 16,4%, respectivamente. Ainda em Diaz et al (2021), foram
encontrados valores entre 47,4% e 48,2% para celulose e 14,9% e 21,1% para
hemicelulose.

Ademais, valores mais baixos em teor de lignina sdo comuns para esse tipo de
biomassa, visto que sua estrutura ndo apresenta muita rigidez. O conteldo de celulose
apresentado nesse estudo também foi menor do que o reportado pelos autores. Por outro
lado, a quantidade de hemicelulose foi semelhante. A partir do valor total, podemos
perceber que o balanco de massa é inferior a 70%. A metodologia utilizada foi otimizada
para caracterizacdo de bagaco de cana-de-aclcar, e foi empregada neste estudo pois o
pseudocaule de bananeira é, ainda, uma biomassa pouco estudada e portanto, ndo ha

metodologias especificas para a mesma.

4.3. Caracterizacdo quimica da hemicelulose do pseudocaule de bananeira
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Para essa etapa, utilizou-se a mesma metodologia da caracterizacdo quimica da
biomassa para determinar os teores de agucares e lignina que compde a hemicelulose do

material estudado, conforme a Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizacdo quimica da hemicelulose do pseudocaule de bananeira, utilizando
base massa seca.

Amostra Lignina (%) Glicose/Glucana Hemicelulose Total (%)
(%) (%)
Hemicelulose 1,924 20,663 17,604 40,192
do + + + +
pseudocaule 0,46 2,92 0,74 3,72

A quantidade de hemicelulose é calculada pela soma da quantidade de xilose e arabinose —
ndo houve formacéo de acetil.

E possivel observar que o teor de lignina presente nessa amostra foi menor, uma
diminuicdo de aproximadamente 80%. A reducdo da quantidade de lignina era esperada e é
importante para posterior uso da xilana como substrato para hidrdlise enzimaética.
Entretanto, a glicose se apresentou alta em relacdo a xilana e comparando-os com trabalhos
anteriores, como Freitas (2019), o maximo valor obtido de hemicelulose, em uma amostra
trabalhada com a mesma biomassa lignocelulosica é superior a 30%. No presente trabalho,
a amostra tem porcentagem de xilana igual a 17,6%, resultado inferior. O balanco de massa
total obtido foi em torno de apenas 40%, indicando que pode ter ocorrido algum erro na
andlise. Desse modo, foi necessario nova caracterizacdo para confirmar os resultados.

Constatou-se que ainda haviam XOS nas amostras ap0s a hidrélise enzimatica do
pseudocaule, o que indica que esse método ndo foi suficiente para quebrar a cadeia da
xilana em varios oligbmeros. Devido a isso, foi quantificado o residual de XOS, em HPLC,
e essa quantidade foi acrescentada nos calculos da caracterizacdo quimica da hemicelulose

do pseudocaule de bananeira, de acordo a Tabela 4 abaixo.
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Tabela 4. Caracterizacdo quimica da hemicelulose do pseudocaule de bananeira, utilizando

base massa seca, com quantificagdo de XOS.

Amostra Lignina Glicose Xilose Hemicelulose
(%) (%) (%) Total (%)
Hemicelulose 1,92 20,66 41,48 64,07
do + + + +
pseudocaule 0,46 2,92 3,33 6,31

A quantidade de hemicelulose é calculada pela soma da quantidade de xilose e arabinose
— ndo houve formagéo de acetil.

O balango de massa total obtido foi superior do que o balanco da caracterizagédo
anterior, com uma diferenca de, aproximadamente, 24%. Novamente, isso pode ser
atribuido a circunstancia em que a metodologia de caracterizacdo quimica foi aprimorada
especificamente para o bagaco de cana-de-acUcar, demonstrando resultados inferiores na

avaliacdo quantitativa da hemicelulose presente no pseudocaule da bananeira.

4.4. Hidrolise enzimética
Este procedimento foi realizado utilizando 2% de substrato durante um periodo de 24
horas, entretanto variando os parametros de volume de reagdo: 5 mL, 50 mL, 100 mL e 200
mL. Na Tabela 5, é possivel observar o grau de polimerizacdo dos XOS produzidos na

hidrolise enzimatica e a concentracao de cada um.

Tabela 5. XOS produzidos com diferentes cargas de enzimaticas a partir da hemicelulose

de pseudocaule de bananeira
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Volume (mL) XOS detectados Concentragao Converséo (%)
(9/L)
X2 0,40 1,99
5 X3 0,06 0,32
X4 7,27 36,35
X6 ou >X6 5,63 28,14
Total 13,36 66,8
50 X2 0,81 4,03
X3 0,24 1,20
X5 9,89 49,45
X6 ou >X6 5,17 28,63
Total 16,11 83,31
100 X2 0,78 3,90
X3 0,25 1,25
X5 7,98 39,91
X6 ou >X6 4,47 22,33
Total 13,48 67,39
200 X2 0,83 4,13
X3 0,33 1,67
X5 9,25 46,76
X6 ou >X6 5,13 25,64
Total 15,54 78,2

X2: Xilobiose; X3: Xilotriose; X4: Xilotetraose; X5: Xilopentose; X6 ou >X6: Xilohexose ou maior
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Ao compararmos as hidrolises enzimaticas, podemos observar que houve producédo de
xilo-oligossacarideos com maior grau de polimerizacdo: xilotetraose, Xilopentose e
xihexose/ou maior - diferentemente dos trabalhos anteriores de Akpinar, Erdogan &
Bostanci (2009), também utilizando xilanase de fungo do género Aspergillus, e Brienzo et
al. (2010), com fungo Thermoascus aurantiacus, nos quais houve producdo de XOS com
menor grau de polimerizacdo: xilobiose e xilotriose. No entanto, em trabalhos atuais, como
Freitas et al. (2021), analisando producao de XOS por hidrélise enzimatica utilizando como
substrato xilana extraida do pseudocaule de bananeira e enzima purificada de Aspergillus
versicolor sob diferentes parametros de carga enzimatica (10 Ul/g, 30 Ul/g, 60 Ul/g, 100
Ul/g e 200 Ul/g), também observou-se uma producdo de xilo-oligossacarideos com maior
grau de polimerizacdo: xilopentose e xilohexose — resultados, 0s quais, se aproximam com

0s deste projeto.



De acordo com Freitas et al. (2019), a enzima endo-B-1,4-xilanase atua na estrutura da
xilana e produz um baixo nivel de polimerizacdo de XOS. Algumas enzimas acessorias
s80 necessarias para a hidrolise completa da hemicelulose, e, desse modo, sua presenca ou
auséncia pode produzir XOS com ou sem ramificacdo. Os xilo- oligossacarideos ramificados
podem ser produzidos pela hidrolise de enzimas na auséncia de enzimas acessorias, assim
essa ramificacdo pode influir a taxa de hidrolise da xilana, que é altamente dependente da
quantidade dessas enzimas.

Com os volumes de reacdo de 50 mL e 200 mL, observa-se as maiores concentracdes
de XOS, assim como elevada taxa de conversdo, sendo, no total, 83,31 % e 78,20%,
respectivamente. Com os volumes de 5 mL e 100 mL, verificamos concentragcdes menores de
XOS, também com menor taxa de conversdo, sendo 66,8% e 67,39%, respectivamente.
Podemos considerar que, com volumes maiores, hd maior producdo de xilo- oligossacarideos,
ja que houve maior concentragdo com 200 mL (15,54 g/L) do que com 5 mL e 100 mL (13,36
g/L e 13,48 g/L). No entanto, o volume de 50 mL foi uma exce¢do, com concentracdo de

16,11 g/L , os quais precisariam de mais analises para confirmar resultados.

4.5. Fermentacdo in vitro de xilo-oligossacarideos

Diversas espécies e linhagens de Lactoplantibacillus s@o reconhecidas como
microrganismos probidticos (Aachary e Prapulla, 2010). A completa degradacdo de XOS
(oligossacarideos de xilose) de cadeia longa requer um efeito sinergistico entre diferentes
enzimas, incluindo B-xilosidase, a-glucuronidase, B-L-arabinofuranosidase e xilanase.
Portanto, a capacidade dos microrganismos probidticos em utilizar XOS depende da
eficacia de seu sistema enzimatico xilanolitico. A presenga de B-xilosidase e outras enzimas
desse sistema ja foi documentada em algumas cepas de Lactoplantibacillus (Chapla et al.,
2012). Neste trabalho, foi avaliada a habilidade duas espécies de bactérias de utilizar XOS

de cadeia longa como prebidtico.

4.6. Determinacdo do crescimento através do plagueamento

36



A técnica de quantificacdo envolve a disseminacdo de bactérias e/ou leveduras em
placas de cultura, seja por meio da técnica "Pour Plate" ou da técnica de superficie. Isso é
feito com o propdsito de estimar a quantidade de células que estdo viaveis, ou seja, capazes
de se reproduzir, em um meio de cultura apropriado. Cada colonia que se desenvolve em
uma dessas placas representa uma unidade formadora de col6nia (UFC) originada do
material em questdo. Devido a ampla flutuacdo na quantidade de microrganismos presente
em uma amostra, frequentemente torna-se desafiante efetuar a contagem direta. Com o
intuito de diminuir a densidade celular na amostra e facilitar a tarefa de contagem,
empregam-se técnicas de diluicdo (VIEIRA et al., 2012). Neste trabalho, foram utilizadas
técnicas de diluicdo em solugdo salina. A Figura 7 exemplifica o plaqueamento em meio

contendo glicose como fonte de carbono.

Fonte: Autora, 2023.

O meio contendo glicose foi considerado como controle, ja que essa fonte de carbono é

mais facilmente assimilada por microrganismos. A contagem das bactérias foi realizada
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através da técnica de plaqueamento “pour plate”. O resultado do plagueamento das
bactérias probidticas Lactoplantibacillus plantarum e Bifdobacterium longum na presenca

de diferentes fontes de carbono se encontram nas Figuras 8 e 9.

Figura 8. Resultado da contagem de bactérias Bifidobacterium longum
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Figura 9. Resultado da contagem de bactérias Lactoplantibacillus plantarum
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A bactéria B. longum conseguiu se adaptar e crescer em todos 0s meios, no entanto
0 crescimento foi maior nos meios contendo FOS e xilana como fonte de carbono. As
contagens nos meios de cultura contendo glicose (controle), FOS e xilana foram de 6,5x10°
UFC/mL, 1,82x108 UFC/mL e 2,18x10® UFC/mL, respectivamente. Ainda, 0 meio de
cultura que utilizou XOS como fonte de carbono obteve um crescimento igual a 1,18x108
UFC/mL. Ja a bactéria L. plantarum também conseguiu se adaptar e crescer em todos 0s
meios de cultura, porém o crescimento foi maior nos meios contendo xilana e FOS como
fonte de carbono. As contagens nos meio de cultura contendo glicose, xilana e FOS foram
de 6,5x10” UFC/mL, 7,2x108 UFC/mL e 2,74x108 UFC/mL, respectivamente. Ademais, 0
meio de cultura contendo XOS como fonte de carbono obteve um crescimento igual a
1x10” UFC/mL. Isto €, em relacdo ao crescimento com XOS, a bactéra B. Longum obteve o
melhor desempenho, se comparado com a L. plantarum.

Né&o € habitual os valores de crescimento com glicose serem menores do que com as
demais fontes de carbono, visto que essa é usada como controle em diversos estudos: De
acordo com Figueiredo (2016), B. longum apresentou um crescimento satisfatorio em meios
que continham XOS e FOS, embora esse crescimento tenha sido inferior ao observado em
meios que continham glicose e xilose. Para Mékeléinen et al. (2010), foi demonstrado que
B. longum preferiu fermentar FOS em meios que continham XOS e FOS, embora seu

crescimento tenha sido menos robusto em comparagdo com 0s meios contendo glicose.

Logo, isso pode se dar ao fato de que a bactéria consumiu mais rapidamente a glicose
do meio e, atingindo a fase de decaimento, ou morte celular, como consequéncia.

Para L. plantarum, os valores obtidos pelo crescimento com glicose e XOS também
foram inferiores do que se comparados com demais estudos. Para Freitas (2019), a bactéria
L. plantarum demonstrou sua capacidade de adaptacdo e crescimento em meios contendo
tanto xilose quanto xilo-oligossacarideos. Apo6s um periodo de 72 horas, as contagens de
unidades formadoras de coldnias (UFC) nos meios de cultura que continham XOS e glicose
atingiram 5x10** UFC/mL e 1x10'! UFC/mL, respectivamente. Ainda, utilizando cepas de
L. fermentum o crescimento na presenca de XOS foi ligeiramente superior quando
comparado com o controle (glicose), sendo 3x10%° e 8x10%° UFC/mL com glicose e XOS

como fonte de carbono, respectivamente, ap0s o periodo de 72 horas.

39



4.7.  Avaliacdo e quantificacdo de metabdlitos produzidos

Os principais produtos metabdlicos associados a L. plantarum e linhagens de
Bifidobacterium s&o o acido latico e, no caso das bifidobactérias, também o &cido butirico.
A producdo de acido latico resulta do processo de fermentacdo realizado por bactérias
lacticas, conferindo propriedades acidificantes, aromatizantes e conservantes aos alimentos
(Altaf et al., 2005). Além disso, o acido latico desempenha um papel na reducdo da
populacdo de agentes patogénicos no intestino do hospedeiro (Saad, 2006). Por outro lado,
é conhecido que as bifidobactérias liberam diversos &cidos graxos de cadeia curta, como o
acido acético e o acido butirico, que diminuem o pH no intestino dos hospedeiros. Como
resultado, um ambiente de pH reduzido inibe o crescimento de agentes patogénicos e
promove a absorcdo de minerais, como 0 magnésio e o calcio (Aachary e Prapulla, 2011).

O meio contando glicose foi considerado como controle. O resultado da avaliagéo e
quantificacdo dos metabdlitos produzidos por Lactoplantibacillus plantarum e
Bifdobacterium longum na presenca de diferentes fontes de carbono se encontra nas
Figuras 10, 11, 12, 13 e 14.

Figura 10. Avaliacdo e quantificacdo dos metabdlitos produzidos, utilizando glicose como

fonte de carbono
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Figura 11. Avaliacéo e quantificacdo de metaboélitos produzidos, utilizando xilose como

fonte de carbono
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Figura 12. Avaliacdo e quantificacdo dos metabdlitos produzidos, utilizando FOS como

fonte de carbono
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Figura 13. Avaliacéo e quantificacdo dos metabdlitos produzidos, utilizando XOS como
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Figura 14. Avaliacédo e quantificacdo dos metabdlitos produzidos, utilizando xilana como

Concentracéo (g/L)
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Inicialmente, foi cotada a avaliacdo e a quantificacdo do acido butirico, concomitante aos
demais acidos organicos: acido latico, acido acético e &cido propribnico. Entretanto, os
valores observados de &cido butirico foram extremamente elevados, o que ndo é habitual.
Cogita-se que o &cido possa interferir com alguns agucares, como glicose e xilose, 0s quais
estavam presentes em alguns meios de cultura. Esse fenbmeno é observado, também, por
Jiang (2010) na producdo de &cido butirico a partir de glicose e xilose com células
imobilizadas de Clostridium tyrobutyricum num bioreactor de leito fibroso.

A partir da Figura 10, pode-se observar que houve maior producéo de &cido latico
pelas bifidobactérias, se comparadas com as lactobactérias, com pico de concentracédo igual
a 6,85 g/L observado apds 63h. Quanto a concentracdo de acido acético, a variacdo entre 0s
dois microrganismos é semelhante, com maior concentracdo encontrada entre 2,7 g/L para
as bifidobactérias e 2,1 g/L para as lactobactérias. O acido propiénico, por sua vez, aparece
em menor escala, sendo sua maior concentracédo igual a 0,63 g/L.

Na Figura 11, a qual contém registros do meio contendo xilose como fonte de
carbono, novamente B. longum ¢é responsavel pela maior concentracdo de acido latico,
acetico e propidnico, em comparacao com L. plantarum, com valores aproximados de 3,57
g/L, 4,53 g/L e 1,25 g/L, respectivamente. E de importante registro que essa fonte de
carbono consumida por Bifidobacterium longum permitiu a maior concentracdo de acido

propibnico, se comparada com todas as demais fontes de carbono.

Ademais, no meio contendo FOS, presente na Figura 12, pode-se observar 0 mesmo padréo,
onde as bifidobactérias sdo responsaveis pelas maiores concentracbes dos trés acidos
organicos analisados. A concentracdo de &cido latico encontrada foi de, aproximadamente,
3,5 g/L, enquanto de acido acético e acido propibnico sdo, respectivamente, 3,62 g/L e 1,15
g/L. Todavia, L. plantarum demonstrou mudanca de comportamento a partir das 45h,
evidenciando uma maior producdo de acidos latico e acético, sendo suas concentracdes
aproximadas a 3 g/L e 2,51 g/L, respectivamente.

A maior quantificacdo de acido acético, nesse estudo, é evidenciada na Figura 13, em
que foi utilizado XOS como fonte de carbono, com valores que variam entre 4,20 g/L para as
bifidobactérias e 3,83 g/L para as lactobactérias. No entanto, a producdo de acido latico em
maior quantidade somente foi observada por Bifidobaterium longum, principalmente a partir
de 81h, com dados aproximados de 3,00 g/L. Os niveis de acido propidnico foram similares
em ambos 0s microrganismos, embora a concentragdo seja levemente superior nas

bifidobactérias, sendo seu pico de concentracdo em 0,42 g/L.
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Por fim, na Figura 14, em que foi avaliado a concentracdo de metabdlitos em meios
de cultura contendo xilana, os niveis de &cido acético foram superiores ao demais acidos
organicos analisados, sendo ainda maior nos meios de crescimento de B. longum (3,00 g/L).
O 4cido latico foi produzido mais rapidamente por L. plantarum, visto que o pico de
concentracdo é observado na 542 hora, com 0,76 g/L, enquanto para B. longum, na 812 hora,
com 1,35 g/L. Além disso, as concentracdes de &cido propidnico sdo superiores nos meio
em que houve crescimento das bifidobactérias, sendo, aproximadamente 0,73 g/L, do que
em relacdo ao meio de crescimento das lactobactérias (0,26 g/L).

Em resumo, o microrganismo Bifidobacterium longum obteve melhor desempenho na
producdo de metabdlitos, quando comparado com Lactoplantibacillus plantarum,
principalmente nos meios contendo FOS e XOS como fonte de carbono. Esse fenGmeno
pode ser explicado por Tang et al. (2022), o qual observou, avaliando xilooligossacarideos
na microbiota intestinal de suinos, que o tratamento com XOS, em baixas concentracdes,
aumentou a abundancia de Lactoplantibacillus - que é considerada uma bactéria benéfica -
mas ndo de Bifidobacterium. O mesmo foi analisado por Pan et al. (2019), Yin et al. (2019)
e Zhou et al. (2021), em que o tratamento com XOS regula positivamente a abundancia de
lactobactérias, mas a baixa concentracdo desse ndo estimula a abundancia de
bifidobactérias. Desse modo, é provavel que, nesse estudo, as concentragdes mais elevadas
de xilo-oligossacarideos estimulou bifidobactérias, em detrimento de lactobactérias, o que
por sua vez, favoreceu a producdo de metabdlitos como acetato, lactato e propionato.

Além disso, as maiores concentracdes de acidos organicos foram observadas nos
acidos acetico e latico, o que entra em concordancia com os principais metabdlitos
produzidos pelo microrganismo que obteve melhor desempenho: Bifidobacterium longum.
Ainda em Tang et al. (2022), a concentracdo mais elevada de butirato e propionato estava
relacionada com o aumento abundante de lactobactérias. Todavia, para Menezes et al.
(2018), na avaliacdo da producao de xilo-oligossacarideos por fungos cultivados em casca
de arroz e sua respectiva aplicacdo no crescimento de bactérias do acido lactico, as maiores
concentracBes de acido lactico e acético foram encontradas em cepas de Bifidobacterium
lactis. Dessa maneira, nesse estudo, € provavel que a formacdo dos metabdlitos (acetato e
lactato), em elevadas concentracdes, estdo relacionados diretamente ao Bifidobacterium
longum e, por conseguinte, as baixas concentraces do metabdlito (propionato) estdo

relacionados diretamente ao Lactoplantibacillus plantarum.
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5. CONCLUSAO

Por meio da andlise dos resultados obtidos, verificou-se que os teores de agUcares e
lignina reportados pela caracterizacdo quimica do pseudocaule de bananeira ndo
alcancaram o balango de massa total. Além disso, 0s mesmos teores para a caracterizagdo
quimica da hemicelulose sdo bem menores do que o observados na literatura. Para a
hidrélise enzimatica, houve producdo de xilo-oligossacarideos com maior grau de
polimerizagdo: xilotetraose, xilopentose e xihexose/ou maior. Ainda, em todas as amostras,
houve uma boa taxa de conversdo e concentracdo de xilo-oligossacarideos,
excepcionalmente com os volumes de rea¢do 50mL e 200 mL, o que permite concluir que
os volumes dos hidrolisados possuem 6timos resultados para prosseguirmos para as
proximas etapas do projeto, com probabilidade de aumentar a concentragdo nos volumes de
5mL e 100 mL.

Apos a fermentagéo in vitro atraves do cultivo de bactérias probioticas, foi realizada a
técnica de plaqueamento “pour plate”, em que foi possivel observar que os microrganismos
demonstraram melhor crescimento nos meios contendo FOS e xilana. A fim de avaliar a
acdo prebiotica de XOS, as curvas de crescimento das bactérias probioticas foram
determinadas pelo equipamento HPLC, em que foram construidos graficos da concentragéo
em g/L dos metabdlitos produzidos pelo tempo em horas. Foi observado que
Bifidobacterium longum obteve melhor desempenho de crescimento, principalmente nos
meios contendo FOS e XOS como fonte de carbono, em comparacdo com a fonte controle
(glicose). Além disso, os principais acidos organicos produzidos foram &cido acético —
sendo 4,20 g/ L a maior concentracdo encontrada no meio de cultura de XOS nas
bifidobactérias — e acido lactico, com 3,53 g/L, encontrada no meio de cultura de FOS nas
bifidobactérias.

Portanto, é possivel concluir que os XOS apresentaram perfil com potencial prebiotico,
pois promoveram crescimento de microrganismos probioticos como o Lactoplantibacillus
plantarum e Bifidobacterium longum. Além disso, pode-se inferir que a pesquisa alcangcou
com sucesso 0S seus objetivos planejados, demonstrando relevancia no contexto
biotecnologico. Ela abordou desde aspectos ambientais, a0 empregar um subproduto

agroindustrial, até a criacdo de um produto com maior valor agregado.
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