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RESUMO

Os xilo-oligossacarideos (XOs) e fruto-oligossacarideos (FOs) apresentam atividades
prebiodticas, favorecendo a melhora nas func@es intestinais, acdo imunolégica, antimicrobiana
e outros beneficios a saude. A producdo dos XOs pode ser realizada pela utilizacdo de
materiais lignocelulésicos (MLCs). O objetivo deste trabalho foi aperfeicoar a extracdo de
hemicelulose a partir do bagaco de cana-de-agUcar, além de comparar a producdo de XOs com
xilanases de Trichoderma reesei QM 9414 e Aspergilus fumigatus M51. Foram feitos testes
de digestibilidade “in vitro” e também de fermentac¢do “in vitro” com bactérias probidticas e
patogénicas para avaliar o potencial prebiotico de XOs produzidos por tratamento alcalino e
comparé-los com XOs e FOs comerciais. Os pré-tratamentos alcalinos desenvolvidos com
10% de KOH a 70°C (tratamento 1) e com 5% de KOH a 121°C (tratamento 3) se mostraram
similares ao método que utiliza 24% de KOH a 35°C (método ZD) para extracdo de
hemicelulose, porém sdo mais simplificados e econémicos. O tratamento 1 apresentou
reducédo de 54,1% de KOH e 1,98% de etanol e o tratamento 3 reduziu em 76,2% o KOH e
40,9% o etanol. Estes trés experimentos de extracdo de hemicelulose foram selecionados para
os testes de hidrdlise enzimatica com Xxilanases dos fungos T. reesei e A. fumigatus para
producdo de XOs. A hidrdlise com enzimas de T. reesei se mostrou mais vantajosa apenas
para producdo de xilose (54,9%) em 24 horas, utilizando-se hemicelulose produzida pelo
tratamento nimero 3. Testes com enzimas de A. fumigatus apresentaram melhor rendimento
de XOs (27,1%) em 24 horas e menor rendimento de xilose (19,6%), com hemicelulose do
tratamento 1 (XOs LABI). Experimentos de fermentagdo “in vitro” demonstraram a
capacidade de Lactobacillus e Bifidobacterium fermentarem XOs e FOs comerciais,
destacando-se a preferéncia de B. breve e L. brevis por XOs comercial, enquanto B. lactis e L.
acidophilus demonstraram preferéncia por FOs comercial. B. longum cresceu tanto nos XOs e
FOs comerciais e B. animalis ndo cresceu em nenhum oligossacarideo comercial. Salmonella
enterica em 4 horas ndo cresceu quando os oligossacarideos estavam presentes, diferentes dos
meios com outras fontes de carboidratos, comprovando-se a seletividade destes prebi6ticos
por linhagens probidticas. Os XOs LABI ndo foram capazes de estimular o crescimento da
maioria das bactérias probidticas, embora tenham inibido o crescimento de S. enterica e
resistido a acdo de enzimas digestivas. Estes dados indicam a provavel acdo prebiotica dos
XOs LABI e a necessidade de purificagdo do produto para eliminar possiveis residuos da
extragdo, os quais inibem fortemente o crescimento dos micro-organismos estudados.

Palavras chave: xilo-oligossacarideo, pré-tratamento alcalino, hidrdlise enzimética, bagaco de

cana-de-agucar.



ABSTRACT

The xylo-oligosaccharides (XOs) and fructo-oligosaccharides (FOs) have prebiotic
activities, improving bowel function, immunological and antimicrobial activity and other
health benefits. XOs production can be accomplished by the use of lignocellulosic materials
(LCMs). The goal of this work was to improve the hemicellulose extraction from sugarcane
bagasse and to compare the XOs production using xylanases from Trichoderma reesei QM
9414 and Aspergillus fumigatus M51. We performed "in vitro™ digestibility tests and also "in
vitro" fermentation with probiotic and pathogenic bacteria to evaluate the prebiotic potential
of XOs produced by alkali treatment and compared it with commercial XOs and FOs.
Alkaline pretreatments developed with 10% KOH at 70° C (treatment 1) and 5% KOH at
121° C (treatment 3) were similar to the method using 24% KOH at 35° C (ZD method) for
hemicellulose extraction, but they were more simplified and economical. Treatment 1
presented a reduction of 54.1% KOH and 1.98% ethanol and treatment 3 reduced KOH in
76.2% and ethanol in 40.9%. These three hemicellulose extraction experiments were selected
for XOs production in the enzymatic hydrolysis tests with fungal xylanases of T. reesei and A.
fumigatus. Hydrolysis with T. reesei enzymes proved advantageous only for Xxylose
production (54.9%) at 24 hours, using hemicellulose produced by treatment number 3.
Testing with A. fumigatus enzymes showed better XOs production (27.1%) at 24 hours and
lower release of xylose (19.6%), using hemicellulose obtained by treatment 1 (XOs LABI).
Fermentation experiments "in vitro" showed the ability of Lactobacillus and Bifidobacterium
to ferment commercial XOs and FOs, emphasizing the preference of L. brevis and B. breve
for commercial XOs while B. lactis and L. acidophilus demonstrated preference for
commercial FOs. B. longum grew in both XOs and commercial FOs and B. animalis did not
grow in any commercial oligosaccharide. Regarding the cultivation of Salmonella enterica, in
four hours there was no growth where oligosaccharides were present, opposed to medium
with other sources of carbohydrate, confirming the selectivity of this prebiotic by probiotic
bacteria. XOs LABI were not able to stimulate the growth of most probiotic bacteria, although
they inhibited the growth of S. enterica and resisted the digestives enzymes. These results
indicate the probable prebiotic action of XOs LABI and the need of purification to eliminate
possible residues from the extraction, which strongly inhibit the growth of the

microorganisms studied.

Keywords: xylo-oligosaccharide, alkaline pretreatment, enzymatic hydrolysis, sugarcane

bagasse.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tém-se aumentado o uso de alimentos ou ingredientes que
promovam beneficios a salde e, concomitantemente, previnam o surgimento de doencas.
Estes ingredientes conhecidos como suplementos alimentares, podem estar presentes
naturalmente nos alimentos ou ser adicionados a produtos industrializados. Atualmente
pesquisadores buscam descobrir e desenvolver novos produtos que auxiliem ou modulem o
bom funcionamento do organismo.

Dentre estes suplementos estdo os prebiodticos, que estimulam seletivamente o
crescimento de um numero limitado de bactérias benéficas, geralmente do género
Bifidobacterium e Lactobacillus, no intestino do homem e de outros animais.

A maior parte dos novos prebioticos desenvolvidos atualmente sdo oligossacarideos
ndo digeriveis, como por exemplo, fruto-oligossacarideos (FOs) e isomalto-oligossacarideos
(IMOs). Nas ultimas décadas ha um crescente interesse no desenvolvimento de novos
prebidticos, dentre eles, os xilo-oligossacarideos (XOs), que apresentam efeitos benéficos na
flora intestinal e estimulam maior nimero de bifidobactérias no intestino do que os FOs
(RYCROFT et al., 2001).

Os XOs sdo oligossacarideos que podem ser obtidos por tratamento enzimatico da
hemicelulose presente em residuos agroindustriais, como sabugo de milho, cascas de arroz,
palha de cevada, talo de tabaco, talo de algod&o, caule de girassol, palha de trigo e bagaco de
cana-de-acgucar.

Atualmente muitos estudos buscam o aproveitamento de residuos lignoceluldsicos
como fonte renovavel para producdo de biocombustiveis e produtos alimenticios. Se
utilizados de forma sustentavel os residuos agricolas poderdo se tornar uma pratica rentavel
para 0 pais, 0o que sustenta a necessidade de um maior reaproveitamento de materiais
agroindustriais.

Dentre os residuos agroindustriais o que mais se destaca no Brasil é bagaco de cana-
de-agUcar, que além da producéo de energia através de sua queima, pode ser utilizado também
para o desenvolvimento de produtos com um alto valor nutritivo, como o0s prebioticos,
anteriormente citados.

Muitas pesquisas tém como finalidade reduzir os custos para producdo de XOs a
partir de materiais lignocelulésicos. Entretanto, o presente trabalho buscou, alem de reduzir os
custos para producdo de XOs, avaliar o potencial prebidtico do mesmo. Para isto, foram

estudados os XOs produzidos no Laboratdrio de Biotecnologia Industrial da UNESP-Campus
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de Assis-SP (XOs LABI), com as melhores condic¢des definidas neste estudo, bem como o
XO comercial quanto a: a) resisténcia a hidrélise de enzimas do trato digestorio; b) estimulo
do crescimento de bactérias consideradas benéficas de maneira a comprovar as suas
atividades prebioticas e; c) inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas. Também foi

feito este mesmo estudo para o FO comercial, visando comparé-los com os XOs.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Produzir xilo-oligossacarideos com potencial prebiético a partir da extracdo de

hemicelulose do bagago de cana-de-agucar por método alcalino mais econdmico.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Aperfeicoar a extracdo de hemicelulose do bagaco de cana-de-agucar pelo pré-
tratamento alcalino

e Comparar a producdo de XOs com Xxilanases produzidas por Trichoderma
reesei QM 9414 e Aspergilus fumigatus M51 utilizando como substrato as
hemiceluloses previamente extraidas.

e Auvaliar a digestdo “in vitro” de XOs LABI pela enzima amilase presente na
saliva humana e compara-los com XOs e FOs comerciais

e Estudar a digestdo “in vitro” de XOs LABI por suco gastrico artificial e
compara-los com XOs e FOs comerciais

e Analisar a digestdo “in vitro” de XOs LABI por enzimas pancreaticas suinas e
compara-los com XOs e FOs comerciais

e Determinar a curva de crescimento “in vitro” de Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Escherichia coli e Salmonella
enterica crescidas em meios contendo XOs LABI, XOs e FOs comerciais.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Prebioticos, Probidticos e Simbidticos

O trato intestinal é intensamente colonizado por diversos micro-organismos. Estes
sdo divididos basicamente em dois grupos: micro-organismos prejudiciais a saude, pois sua
excessiva proliferagdo pode causar ao hospedeiro diarreias e infecgdes; micro-organismos
benéficos a saude, que melhoram a absorcdo de nutrientes e estimulam as funcdes do sistema
imune, além de inibir o crescimento de bactérias patogénicas (GIBSON et al., 1995). Por
apresentar importantes fungdes bioldgicas, a flora intestinal tem sido alvo de intensas
pesquisas. Um bom exemplo sdo os alimentos prebidticos, pois seu consumo tem aumentado
a medida que seus efeitos benéficos vém sendo demonstrados por meio de pesquisas. O termo
prebidtico geralmente é usado para definir oligossacarideos ndo digeriveis, que ao serem
consumidos estimulam o crescimento seletivo de bactérias benéficas principalmente dos
géneros Bifidobacterium e Lactobacillus ja presentes no intestino (MANNING e GIBSON,
2004).

Todo componente da dieta que resista a acdo de enzimas do trato digestorio e que
estimule o crescimento de bactérias benéficas presentes no intestino pode ser considerado
como um potencial prebiotico. Entretanto, sdo os oligossacarideos nao digeriveis, que
apresentam cadeias curtas de monossacarideos compostos de 2 a 12 agucares simples ligados
entre si, que tém despertado maior interesse pelas inumeras propriedades prebidticas
(MANNING e GIBSON, 2004; NABARLATZ, FARRIOL, MONTANE, 2004).

Os oligossacarideos sdo sollveis em agua e geralmente apresentam docura
dependendo da massa molecular e do grau de polimerizacdo (CRITTENDEN e PLAYNE,
1996). Alguns oligossacarideos ndo sdo digeridos pelos seres humanos devido a auséncia de
uma enzima que degrade ligagdes [, encontradas entre unidades de alguns monossacarideos.
Estas caracteristicas permitem que estes oligossacarideos sejam utilizados para producédo de
doces, alimentos de baixa caloria e para consumo de pessoas com diabetes (CRITTENDEN e
PLAYNE, 1996; MANNING e GIBSON, 2004). Devido a estrutura quimica e a capacidade
de chegar intacto ao intestino, os oligossacarideos servem como substratos para bactérias
benéficas que colonizam o trato intestinal do hospedeiro (BIELECKA et al., 2002).

Por apresentarem varios beneficios a saude, alguns pesquisadores apontam o0s
oligossacarideos ndo digeriveis como suplementos alimentares, podendo ser adicionados em

bebidas, derivados de leite, iogurtes e em alimentos simbi6ticos (MANNING e GIBSON,
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2004; ZIEMER e GIBSON, 1998; GIBSON e ROBERFROID, 1995; MUSSATTO e
MANCILHA, 2007). Dentre todos os beneficios ja estudados, destacam-se:

e Modificacdo expressiva da microflora presente no colon intestinal, pois, como
citado anteriormente, os oligossacarideos ndo digeridos servem como substrato
estimulando o crescimento seletivo de Bifidobacterium e Lactobacillus.

e Produgdo de nutrientes, como vitaminas do complexo B e acido félico.

e Diminuicdo de casos de diarreia, relacionadas a infeccdo do trato intestinal.

e Aumento da absorcdo de minerais, tais como, ferro, calcio e magnésio.

e Diminuicdo de infeccGes gastrointestinais, do trato respiratério e urogenital,
pois bactérias probidticas inibem a adesdo de patdgenos nas paredes epiteliais.

e Diminuicdo do risco de cancer, principalmente do célon intestinal.

e Aumento do bolo fecal, melhora do controle de glicose e modulacdo do

metabolismo de triglicerideos.

Entretanto, nem todos os prebioticos sdo estritamente oligossacarideos e sua néo
digestibilidade nem sempre é claramente comprovada, sendo assim, na pratica, os prebioticos
sdo carboidratos de cadeias curtas ndo degradadas por enzimas digestivas (CUMMINGS,
MACFARLANE, ENGLYST, 2001). Para ser classificado como prebidtico o oligossacarideo
deve seguir alguns critérios, como, apresentar resisténcia a acidez gastrica e a acdo de
algumas enzimas no intestino, ser fermentado seletivamente pela microflora intestinal, e
estimular o crescimento ou atividade de bactérias ligadas a saide (GIBSON et al., 2004). Os
prebidticos que mais se destacam na comercializacdo como suplementos alimentares séo:
lactulose, FOs, inulina, arabinose, manano-oligossacarideos (MOSs), galacto-oligossacarideos
(GOs), XOs, IMOs, lactossacarose, e palatinose (MANNING e GIBSON, 2004). Estes
ingredientes podem ser encontrados em grandes concentragdes em sementes, leite, mel e
vegetais como, por exemplo, cevada, feijdo, graos de soja, além da chicoria, alho, cebola e
aspargos (GIBSON e ROBERFROID, 1995; VAZQUEZ et al., 2000; AL-SHERAJI et al.,
2013; BALI et al., 2015).

Os FOs sdo intensamente estudados, pois embora geralmente encontrados em grande
quantidade em alguns vegetais, técnicas de hidrolise enzimética estdo sendo empregadas por
proporcionar a producéo industrial em larga escala e facilitar a comercializagdo deste produto
como prebidtico (GIBSON e ROBERFROID, 1995; CRITTENDEN e PLAYNE, 1996; DE
SOUSA, DOS SANTOS e SGARBIERI, 2011; BALI et al., 2015). Os FOs alcangam o
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intestino e estimulam seletivamente crescimento de bactérias dos géneros Bifidobacterium,
além de Lactobacillus e alguns Streptococcus as quais, por competicdo, inibem o crescimento
de bactérias putrefativas, como as dos géneros Clostridium, Salmonella, Shigella, Listeria,
Campilobacter (CRITTENDEN e PLAYNE, 1996). Estudos “in vivo” demonstraram que a
ingestdo de 10 gramas de FOs por dia € capaz de tornar bactérias como as do género
Bifidobacterium predominantes no intestino, sem o aumento de efeitos colaterais, como
constipacdo (BOUHNIK et al., 1999; GIBSON et al., 1995).

OS GOs sdo obtidos por enzimas hidrolases de ligacGes glicosidicas utilizando a
lactose como substrato. Estudos indicam que dietas enriquecidas com GOs impactaram
positivamente na composicdo da flora intestinal, como o aumento do ndmero de
bifidobactérias e lactobacilos no intestino (TORRES et al., 2010; SEARLE et al., 2009).

Outros ingredientes utilizados na industria de alimentos com alto valor nutricional
sdo 0s probioticos. Este termo refere-se a organismos conhecidos por equilibrar a flora
intestinal, apresentando beneficios a satde e pode ser adquirido como suplemento alimentar
constituido de micro-organismos vivos, que estdo diretamente envolvidos com a melhoria do
equilibrio intestinal (ZIEMER e GIBSON, 1998). Os principais modos de acdo dos
probioticos estdo relacionados com a inibicdo da proliferacdo de patégenos através da
competicdo entre probidticos e patdgenos por receptores de adesdo presentes no intestino,
producdo de substancias antibacterianas, competicdo por nutrientes e estimulo do sistema
imune (SCHREZENMEIR e DE VRESE, 2001). A maioria dos alimentos comercializados
como probidticos contém bactérias acido-laticas (lactobacilos, estreptococos, enterococos,
lactococos e bifidobactérias) (ZIEMER e GIBSON, 1998; GIBSON, 2004;
SCHREZENMEIR e DE VRESE, 2001). Entretanto, outros micro-organismos que compdem
naturalmente ou ndo a microbiota intestinal também sdo capazes de prevenir distdrbios
gastrointestinais e consequentemente melhorar a salide do hospedeiro, é o caso de Bacillus
spp. e alguns fungos (Aspergillus spp. e Saccharomyces spp.) (GIBSON, 2004). Devido a
diversas pesquisas que comprovam seus efeitos benéficos a salde, a levedura ndo patogénica
Saccharomyces boulardii é utilizada mundialmente como probidtico para prevencdo de
diarreias (MARTINS et al., 2005).

Tambeéem s@o comercializados amplamente produtos conhecidos como simbidticos
que consistem na mistura de micro-organismos probioticos e ingredientes prebioticos. As
industrias alimenticias que comercializam estes produtos destacam seus efeitos benéficos na
salde, além da melhor implantagdo e sobrevivéncia de bactérias probidticas no organismo
hospedeiro (ZIEMER e GIBSON, 1998). Em 1993 surgiu o primeiro simbiotico “Bikkle”
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contendo XOs e bifidobactérias, comercializado com sucesso pela Suntory (VAZQUEZ et al.,
2000). Um recente estudo demonstrou que a combinacdo de XOs e Bifidobacterium lactis
pode conferir beneficios adicionais na microbiota intestinal e no sistema imune, devido o
aumento da sobrevivéncia das bactérias vivas presentes no suplemento alimentar (CHILDS et
al.,, 2014). De maneira geral, prebidticos, probidticos e simbidticos sdo ingredientes
frequentemente adicionados a alimentos, e que conferem efeitos positivos na salde do

consumidor.

2.2 Xilo-oligossacarideos e beneficios a saude

Xilo-oligossacarideos sdo oligbmeros constituidos de unidades de xilose contendo
ligagbes B 1-4 (Figura 1), encontrados naturalmente em vegetais, frutos, leite e mel
(GULLON et al., 2008). A composicio dos XOs depende basicamente de sua origem e do
processo de extracdo (KABEL et al., 2002). Sdo considerados oligossacarideos ndo digeriveis
capazes de estimular o crescimento de bactérias do género Bifidobacterium, inibindo e/ou
diminuindo a proliferacdo de bactérias patogénicas no intestino (RYCROFT et al., 2001;
GULLON et al., 2008; MUSSATTO e MANCILHA, 2007). O Japdo é o maior produtor e
consumidor de prebioticos e o pioneiro a incorporar 0s XOs comumente em varios produtos
alimenticios oferecidos ao homem e outros animais (VAZQUEZ et al., 2000 e BRIENZO,
2010).

Os efeitos prebidticos de xilo-oligossacarideos tém sido muito estudados. Estudos
mostram que os XOs chegam intactos ao intestino e estimulam seletivamente o crescimento
de Bifidobacterium, principalmente B. adolescentis, além de inibir o crescimento de
Clostridium e E. coli (OKAZAKI, FUJIKAWA, MATSUMOTO, 1990). Os XOs produzidos
a partir de Miscanthus giganteus, em testes “in vitro” demonstraram ser fermentados pela
maioria das bactérias do género Bifidobacterium e algumas bactérias do género Lactobacillus,
além de producéo de acido acético e latico como produtos final da fermentacdo (CHEN et al.,
2014 e CHEN et al., 2016). Finegold e colaboradores (2014) avaliaram que a ingestdo de
apenas 1,4 g/dia de XOs ¢é suficiente para aumentar o nimero de bifidobacterias presentes no
intestino, sem aumentar os niveis de constipacao e diarreia quando comparados ao grupo que
ndo ingeriu XOs. Para Xiao, Ning e Xu (2012), a dose maxima tolerada para o consumo de
XOs por humanos é de 12 g/dia.

Além do efeito prebidtico, destaca-se também o potencial dos XOs para sua

utilizacdo em outras vertentes como, por exemplo, na agricultura para desenvolvimento de
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estimulantes de crescimento, e na indlstria farmacéutica, para producdo de farmacos
relacionados ao controle de obesidade e tratamento de infecgbes gastrointestinais (VAZQUEZ
et al., 2000). Estudos indicam que a suplementacdo de alimentos com XOs melhoram as
funcBes intestinais, como absorcdo de célcio, proporcionando efeitos positivos no sistema
imune, cardiovascular e desencadeando atividades antialérgicas e anti-inflamatorias
(GROOTAERT etal., 2007; AACHARY e PRAPULLA, 2009; CHUNG et al., 2007).

Outra vertente € a utilizacdo de prebioticos, inclusive os XOs, na alimentacdo animal
em substituicdo, ou parcial substituicdo, dos antibioticos, pois 0 uso excessivo destes
farmacos pode provocar a resisténcia de bactérias, incluindo as patogénicas (CARVALHO et
al., 2013).

Embora seja um processo caro e trabalhoso, os XOs podem ser utilizados para
producdo de xilitol, que apresenta propriedade adocante e anticariogénica, além de ser
adicionado em produtos industriais para consumo por individuos com diabetes ou que
necessitam de dietas de baixas calorias (RIVAS et al., 2002).

Em relacdo a producdo industrial, os XOs apresentam propriedades favoraveis para
seu desenvolvimento como suplemento para alimentos, pois demonstram possuir maior
resisténcia a altas temperaturas e estabilidade em pH acido quando comparados aos FOs, além
de apresentar baixa caloria e ndo toxicidade (BRIENZO, 2010).

o ‘1\ oH X1 =xilose

Ho T~ o ) X2 = xilobiose
SN Ny gt At
. - n=1: X3 = xilotriose
Ho =T~ o ~ ___Lﬁ__/p\__ n=2: X4 =x@|otetrause
o | \ Jde '"., o n=3: X5=xilopentaose
i _W o T IV n=4: X6 =xilohexaose
o ' n=25 X7 =xllocheptaose

Figura 1- Estrutura esquematica de xilose e xilo-oligossacarideos. Adaptado: Carvalho et al.
(2013).
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2.3 Composicao do bagaco de cana-de-agucar

Os materiais lignocelul6sicos (MLCs) representam uma das maiores fontes de
biomassa do mundo (MENEZES e DURRANT, 2008). Os MLCs séo constituidos por trés
macromoléculas: celulose, lignina e hemiceluloses (heteropolissacarideo derivado de varios
monossacarideos, como arabinose, xilose, manose e ramnose) (GARROTE, DOMINGUEZ,
PARAJO, 1999).

Devido as atividades agroindustriais, hd um acumulo de residuos lignocelulésicos,
como por exemplo, sabugo de milho, cascas de arroz, palha de cevada, tabaco, talo de
algoddo, caule de girassol, palha de trigo e bagaco de cana-de-agclucar (NABARLATZ,
EBRINGEROVA, MONTANE, 2007; RODRIGUES et al., 2010; AKPINAR, ERDOGAN,
BOSTANCI, 2009 (a)). Embora parte destes residuos seja utilizada para producdo de energia,
muitas pesquisas buscam novas aplicagdes para 0 melhor aproveitamento destes materiais
(BRIENZO, 2010).

Dentre os materiais lignocelulésicos, o que mais se destaca no Brasil é o bagaco de
cana-de-agucar. A cana-de-acUcar tem sido cultivada no Brasil por aproximadamente 500
anos, sendo utilizada para producdo de etanol e acGcar. Em 2015/2016 a estimativa da safra
para a producdo de cana-de-acucar atingiu 654,6 milhdes de toneladas e a producdo de bagaco
em torno de 169 milhdes de toneladas (CONAB, 2015; HOFSETZ e SILVA, 2012; GARCIA,
LIMA e VIEIRA, 2015). Apds a extracdo do caldo, o bagaco (de 50 a 90%) € utilizado por
usinas autossustentaveis para geracao de energia por meio de sua queima (BRIENZO, 2010).

Dentre as macromoléculas que compde os lignocelulésicos, a celulose (CgH1005)x €
o principal constituinte estrutural da parede celular, composta basicamente por subunidades
de D-glicose unidas por ligacdes do tipo B 1-4 (BALAT, 2011). As ligacOes de hidrogénio
intermolecular e intramolecular formam feixes de moléculas de celulose que se agregam na
forma de microfibrilas, formando regiGes altamente organizadas (cristalinas) e as regides
menos organizadas (amorfas) (FENGEL, WEGENER, 1984). A celulose é atacada lentamente
por &cidos diluidos a quente e insolivel em alcalis.

A hemicelulose € um heteropolissacarideo, presente principalmente nas camadas
priméaria e secundaria da parede celular das plantas, associada a lignina e celulose. A cadeia
de hemicelulose pode ser constituida por diferentes polimeros de pentoses (D-arabinose e D-
xilose) e hexoses (D-galactose, D-manose e D-glicose), alem de acidos uronicos (BALAT,
2011). A xilana € um dos polissacarideos mais encontrados na natureza e € a principal
hemicelulose presente no bagaco de cana-de-agucar (COLLINS, GERDAY, FELLER, 2005).
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As hemiceluloses sdo amorfas e consequentemente, menos resistentes ao ataque de agentes
quimicos e é soltvel em &lcalis (BALAT, 2011).

Lignina € uma estrutura complexa que da as plantas maior resisténcia e protecao ao
ataque de insetos e fungos. E sintetizada por precursores de fenilpropano, formando uma
molécula tridimensional e amorfa. Sua composicao varia entre os grupos de plantas e pode ser
representada por guaiacila, guaiacila-siringila, guaiaicila-siringila-p-hidroxifenila (BALAT,
2011; RODRIGUES, et al., 2010; CHIANG e FUNAOKA, 1990). Este composto € muito
resistente a degradacdo quimica e enzimatica o que dificulta o processo industrial de
deslignificacdo para a conversdo da biomassa em outros componentes, como por exemplo,
producdo de etanol.

A associacdo entre os trés principais constituintes do MLCs torna este material
recalcitrante ao processo de bionconversdo, dificultando a utilizacdo na industria para o

desenvolvimento de biocombustiveis e produtos com alto valor nutricional.

2.4 Producao de XOs a partir de materiais lignocelul6sicos

A producdo industrial de xilo-oligossacarideos €é realizada pela utilizacdo de
materiais lignocelulésicos (MLCs) (MENEZES e DURRANT, 2008). Para a obtencéo de
acucares provenientes da celulose ou da hemicelulose é necessario um pré-tratamento que
remova lignina seguido de uma hidrdlise para a quebra dos polimeros e, consequentemente, a
liberacdo dos monémeros (MOSIER et al., 2005; BALAT e BALAT, 2008). O pré-tratamento
pode atuar alterando fatores estruturais e/ou composi¢do quimica da biomassa, além de
aumentar a area de superficie, facilitando a acessibilidade aos constituintes dos MLCs
(MOSIER et al., 2005).

A obtencdo de XOs a partir de materiais lignocelul6sicos pode ser feita diretamente
por hidrolise acida e posterior purificagdo (OTIENO e AHRING, 2012) ou ainda em duas
etapas. A primeira etapa consiste na extracdo da hemicelulose, podendo ser por processos de
autohidrolise, hidrélise acida e pré-tratamento alcalino, ja a segunda etapa se baseia na
hidrélise &cida ou no tratamento enzimético da hemicelulose pela utilizagdo de xilanases
(Figura 2) (CARVALHO et al., 2013). No tratamento enzimatico é necessaria a utilizagdo de
endo-xilanases para producdo de XOs e limitar a producgéo de xilose, pois esta inibe enzimas
gue produzem XOs (MENEZES e DURRANT, 2008; CARVALHO et al., 2013). Apos a
etapa de pré-tratamento sdo utilizados &lcoois e cetonas para a recuperacdo da hemicelulose
solubilizada (AKPINAR, ERDOGAN, BOSTANCI, 2009 (b); VAZQUEZ et al., 2005).



19

Residuos Lignocelulosicos

|

Autohidrolise Pré-tratamente Acido ‘ Pré-tratamento Alcalino
Hidrolise Hidralise Hidrolise Hidrolise Hidralise
Acida Enzimatica Enzimatica Acida Enzimatica

Producao de X053 ‘

Figura 2- Diferentes métodos para producdo de XOs a partir de materiais lignoceluldsicos.
Adaptado: Carvalho et al., 2013.

e Método alcalino

Apresenta pouca degradacdo da hemicelulose e celulose e sua eficicia esta
relacionada com a quantidade de lignina presente na biomassa. Muitos reagentes podem ser
utilizados para este processo, 0s principais sdo: hidroxido de sédio, hidréxido de potassio,
hidroxido de amonia, hidroxido de calcio. A base causa um inchamento na biomassa e
consequentemente um aumento da &rea superficial, proporcionando maior abertura da
estrutura (WEIL et al., 1994). Este aumento da estrutura facilita a entrada da dgua que age
rompendo as interacGes entre lignina e carboidratos. O resultado € a diminuicdo da
cristalinidade e o rompimento da lignina que é soltvel nessas condicdes (WEIL et al., 1994;
BALAT e BALAT, 2008). Nos métodos alcalinos a remocao da lignina ocorre sem degradar
0S outros componentes, devido as condi¢cdes mais amenas do processo quando comparados
aos tratamentos acidos, aléem da baixa liberacdo de compostos inibidores da hidrdlise
enzimatica (BALAT e BALAT, 2008; ZHU et al., 2006). O pré-tratamento com peroxido de
hidrogénio é eficiente para remocdo de lignina e hemicelulose, preservando sua estrutura
quimica (BRIENZO, SIQUEIRA, MILAGRES, 2009). No entanto, o tratamento do MLC
com peroxido de hidrogénio requer a remocéo de metais pesados, pois em meio alcalino estes
metais aceleram a decomposi¢cdo do peroxido de hidrogénio nos radicais hidroxila e anion
superdxido. Como efeito positivo estes radicais atuam na deslignificacdo, porém hidrolisam
carboidratos gerando produtos indesejaveis durante o processo (BRIENZO, SIQUEIRA,
MILAGRES, 2009). Para obtencdo de XOs posteriormente ao pré-tratamento alcalino para a
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extracdo de hemicelulose, pode ser realizado um tratamento acido brando ou enzimético
(CARVALHO etal., 2013).

e Autohidrolise e hidrolise acida

Realizada em temperaturas entre 150 e 220°C, sem adicdo de catalisadores, a
autohidrolise ocorre em condicdes acidas, devido a formacao de acido acético pela clivagem
dos grupos acetil da hemicelulose (SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996). Este processo é
aplicado principalmente em residuos agroindustriais onde as hemiceluloses sdo
principalmente xilanas e tem como vantagem ndo utilizar produtos quimicos, evitando
corrosdo dos equipamentos (OVEREND e CHORNET, 1989). No entanto, o hidrolisado
contém grande variedade de componentes indesejaveis, como lignina soltvel, grande
quantidade de monossacarideos, furfurais e hidroximetilfurfural (HMF) (ZHU et al., 2006).

Para a producao de XOs com grau de polimerizacdo na faixa de 2-6 por autohidrélise
¢ necessaria a realizacdo de um tratamento extra utilizando enzimas ou acidos, pois resultados
de XOs proveniente de autohidrélise geralmente apresentam compostos com alto grau de
polimerizacio (VAZQUEZ et al., 2005; NABARLATZ, EBRINGEROVA, MONTANE,
2007; MOURE et al., 2006; CARVALHO et al., 2013). A severidade do processo de
autohidrolise é determinada pela temperatura e tempo de reacdo. Estas duas variaveis estao
diretamente relacionadas com a acidificacdo do meio devido a clivagem dos grupos acetil, a
geragdo de produtos obtidos da degradacdo de acucares e ao grau de polimerizacdo dos XOs
(GARROTE, DOMINGUEZ, PARAJO, 1999).

O pré-tratamento acido € uma hidrolise geralmente realizada com acido diluido para
evitar a corrosdo de equipamentos e a alta demanda de energia para a recuperacdo do acido
para sua reutilizacdo. Acidos sulftrico, cloridrico, acético e fosforico sdo os &cidos mais
utilizados neste processo. Ocorre a solubilizagio da hemicelulose, contendo
predominantemente pentoses, e uma fracdo sélida contendo principalmente celulose e lignina
(MUSSATTO e MANCILHA, 2007; PARAJO, DOMINGUEZ, DOMINGUEZ, 1998). A
hidrélise da xilana pode ocorrer por clivagem aleatéria ou despolimerizacdo. A clivagem
aleatoria quebra a cadeia liberando oligossacarideos de baixo grau de polimerizacdo, e a
despolimerizacdo libera monossacarideos dependendo do grau de polimerizagcdo da cadeia
(GOMEZ, 1985, PARAJO, DOMINGUEZ, DOMINGUEZ, 1998, TAHERZADEH e
KARIMI, 2008). Esses dois tipos de atuacdo dos acidos podem ocorrer simultaneamente,
sendo assim, concentragao de acido, temperatura e tempo de reacdo determinam o grau de
polimerizagdo dos XOs e a quantidade de xilose liberada (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).
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Na hidrolise acida mais severa, a liberacdo de xilose ou outros monémeros pode gerar,
consequentemente, compostos inibidores da hidrdlise enzimética, como furfural e acido
acético (GOMEZ, 1985). O tratamento &cido pode ser realizado para a obtencdo direta de
xilo-oligossacarideos, ou ser realizado em duas etapas, primeiramente um pré-tratamento
acido brando para extracdo de hemicelulose e posterior tratamento enzimético para producao
de XOs (CARVALHO et al., 2013).

e Producéo de inibidores

Os inibidores podem estar presentes na biomassa ou produzidos durante o pré-
tratamento, geralmente em condi¢cfes severas de reacdo. A degradacdo de acucares leva a
formagdo de acidos organicos, que podem ser considerados inibidores da hidrdlise enzimética
(CARVALHO et al., 2015). O composto toxico 5-hidroximetilfurfural (HMF) é proveniente
da degradacdo das hexoses, enquanto furfural provém das pentoses (MUSSATTO e
ROBERTO, 2004). A quebra do furfural e HMF libera acido formico, além disso, a
degradacdo de HMF produz acido levulinico e compostos fendlicos sdo formados a partir da
lignina (MUSSATTO e ROBERTO, 2004).

e Hidrolise enzimatica
As enzimas sdo catalizadores que possuem alto grau de especificidade e favorecem
as reacdes bioldgicas. A conversdo da biomassa por hidrolise enzimatica apresenta como
vantagens: 0 baixo consumo de energia, por utilizar condicdes amenas, auséncia de perda de
substrato, o que diminuiria consideravelmente o rendimento, e a ndo producao de subprodutos
(BEG et al., 2001).
As xilanases sdo enzimas hidroliticas que clivam a cadeia principal da xilana B 1-4,
sdo classificadas nas familias 10 e 11, baseadas na sequéncia primaria de aminoacidos e
dominio catalitico. A endo [B-1,4-D-xilanases atuam na cadeia principal gerando xilo-
oligossacarideos de baixo grau de polimerizacdo, ja as exo B-1,4-D-xilanases agem no
terminal ndo redutor de XOs gerando D-xilose (BEG et al., 2001; VAZQUEZ et al., 2000). As
xilanases da familia 10 produzem XOs com grau de polimerizacdo menor do que as xilanases
da familia 11, devido as diferencas cataliticas como grau de especificidade e massa molecular
das enzimas (MASLEN et al., 2007).
Vaérias espécies microbianas produzem xilanases, como bactérias do género Bacillus

spp., Clostridium spp. e Streptomyces spp. e fungos do género Aspergillus spp. e Trichoderma
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spp (DUARTE et al., 2000; RUIZ-ARRIBAS et al., 1995; CARVALHO et al., 2013). T.
reesei € um bom produtor de xilanases, compostas por endoxilanases e exoxilanases. As
xilanases de A. fumigatus M51 atingiu altos niveis de producédo de XOs (37,6%) com 72 horas
de reacdo, principalmente xilobiose e xilotriose, usando com substrato hemicelulose extraida
do bagaco de cana-de-actcar (CARVALHO et al., 2015).

Aachary e Prapulla, em 2009, consideraram a hidrolise enzimatica a melhor opgéo
para producdo de XOs, pois neste processo ndo ha liberacdo de grande quantidade de

monossacarideos e produtos indesejaveis.

2.5 Microbiota gastrointestinal de mamiferos

A microbiota intestinal apresenta uma complexa e dinamica interacdo entre diversas
populacbes de micro-organismos. Muitas espécies de bactérias anaerdbicas obrigatérias e
algumas anaerdbicas facultativas sdo adaptadas a viver no intestino humano. A colonizagéo
intestinal por micro-organismos ja ocorre poucos dias ap6s o nascimento de um mamifero
(LEARY et al., 2005).

O trato intestinal de um homem adulto consiste predominantemente nos seguintes
micro-organismos: Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Ruminococcus, Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella,
Lactobacillus e Proteus (GUARNER e MALAGELADA, 2003; HOLZAPFEL et al., 1998).

Muitas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de compreender melhor os efeitos
benéficos que certas bactérias, habitantes naturais do intestino, proporcionam ao organismo
dos animais (ZIEMER e GIBSON, 1998). Estudos apontam importantes funcfes metabdlicas
e protetoras que as bactérias probidticas desempenham no organismo hospedeiro,
promovendo melhora na salde e no bem-estar do hospedeiro (GUARNER e
MALAGELADA, 2003). Bactérias probitticas que compdem a microbiota intestinal atuam
inibindo a colonizacdo de micro-organismos patdgenos causadores de diarreias e infecgdes
gastrointestinais, através da liberacdo de produtos gerados a partir de seu metabolismo, no
qual, torna o intestino um ambiente indspito para os patogenos (LEAHY et al., 2005). A
funcdo metabdlica mais importante responsavel pela microbiota intestinal é a fermentacao de
residuos originarios da ingestdo de alimentos ndo digeriveis, entretanto, a flora intestinal
também esta envolvida no reaproveitamento de energia sob a forma de &cidos graxos de
cadeia curta, producdo de vitamina K e absor¢do de nutrientes (LEAHY et al., 2005;
GUARNER e MALAGELADA, 2003).



23

Apesar de a microbiota frequentemente ser associada com a salde do hospedeiro, o
trato intestinal é suscetivel a colonizacdo de patdgenos, como bactérias do género Samonella,
geralmente envolvidas com seérias infecgbes gastrointestinais. Mudancas nos habitos
alimentares, situacGes de estresse, uso de medicamentos e alteracfes climaticas podem
diminuir populagbes de Bifidobacterium e Lactobacillus e, consequentemente, aumentar o
ndmero de micro-organismos patogénicos, como Escherichia coli, Enterobacteriaceae e
Estreptococos podendo levar ao surgimento de doengas como diarreias e infec¢bes do trato
intestinal (HOLZAPFEL et al., 1998).

A evidente importancia da microbiota intestinal corrobora o grande interesse pelo
desenvolvimento de alimentos que preservem ou estimulem o crescimento de micro-

organismos benéficos a saude.

2.6 Bifidobacterium e Lactobacillus como probidticos

Bactérias do género Bifidobacterium e Lactobacillus estdo comumente associadas a
salide do organismo em que habitam e frequentemente sdo alvos da acdo de varios prebioticos
(LEAHY et al., 2005). As bactérias laticas sdo anaerdbicas facultativas, encontradas em
plantas e no intestino de animais, preferem a lactose como fonte de carbono e produzem &cido
latico como resultado da fermentacdo da lactose (TUOHY et al., 2005).

O Lactobacillus acidophilus € o micro-organismo probidtico mais utilizado, que
inibe a proliferacdo de micro-organismos patogénicos, como por exemplo, Staphylococcus
aureus, Salmonella, Candida albicans, Escherichia coli, Clostridium e Klebsiella (ZIEMER e
GIBSON, 1998). Este efeito inibitério se da através da quebra dos alimentos pelo L.
acidophilus que leva a producéo de acido latico, peroxido de hidrogénio e outros subprodutos
que tornam o ambiente hostil para micro-organismos indesejaveis (HOLZAPFEL et al.,
1998).

Muitos autores consideram Bifidobacterium bifidum, habitante natural do coélon
intestinal, como uma das mais importantes bactérias probidticas, pois a producao de acidos,
como latico e acético, faz com que o pH do intestino diminua, impedindo a colonizagéo de
bactérias putrefativas indesejaveis (ZIEMER e GIBSON, 1998). Além disso, B. bifidum
modulam o bom funcionamento hepatico, contribuem para a sintese de vitaminas do
complexo B e estdo relacionadas com a regularidade dos movimentos peristalticos intestinal.

H& também, diversas bactérias do género Bifidobacterium que também estdo presentes na
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flora intestinal, entre elas B. longum, B. adolescentis, B. animalis, B. lactis, B.angulatum e B.
pseudocatenulatum (LEAHY et al., 2005).

Embora o processo de fermentacdo e degradacéo de oligossacarideos ndo digeriveis
seja realizado pela flora intestinal em conjunto, quando o objetivo é avaliar o potencial
prebidtico é de extrema importdncia o conhecimento individual das necessidades e
preferéncias energéticas de cada cepa a ser utilizada (CRITTENDEN et al., 2002; MOURA et
al., 2007).

2.7 Metodos de avaliacao de prebidticos

Para que o prebidtico seja aceito no mercado como um alimento funcional confiavel,
alguns testes devem ser realizados de acordo com os critérios de classificacdo de um
prebidtico j& mencionado previamente: a) apresentar resisténcia a acidez do suco gastrico,
assim como, resisténcia a acdo de enzimas presentes no trato gastrointestinal de animais, b)
ser fermentado pela microbiota intestinal e c) estimular seletivamente o crescimento ou
atividade de bactérias intestinais benéficas a saude. Para avaliar estas caracteristicas algumas

metodologias “in vivo” e “in vitro” foram propostas:

2.7.1 Teste de néo digestibilidade

E utilizado para avaliar se o prebidtico apresenta resisténcia ao suco gastrico e a ago
de enzimas gastrointestinais. Metodologias “in vitro” criam meios quimicamente semelhantes
a acidez do suco gastrico e determinam a hidrdlise dos produtos, adicionando enzimas
salivares, pancreaticas e do intestino delgado (OKU, TOKUNAGA, HOSOYA, 1984,
ZIESENITZ e SIEBERT, 1987).

Em testes “in vivo” um método muito comum para avaliar a digestibilidade, se da
através da administracdo oral do prebidtico a ratos livres de infeccbes ou tratados com
antibidticos para suprimir a flora intestinal, apds este processo sdo recolhidas as fezes e
analisado a digestibilidade do produto administrado (NILSSON e BJORCK, 1988). Existem
alguns métodos mais invasivos que consiste na intubacdo do sistema gastrointestinal de ratos
anestesiados (NILSSON e BJORCK, 1988). Algumas metodologias possibilitam determinar a
digestibilidade em seres humanos, apds ser administrado o prebidtico, sdo feitos exames de
sangue para analisar o aumento ou ndo de taxas glicémicas no sistema circulatorio (MOLIS et
al., 1996; GIBSON et al., 2004).
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2.7.2 Fermentacdo pela microbiota intestinal

Os testes “in vitro” mais frequentes utilizados para determinar a fermentacdo de
prebidticos, sdo baseados em culturas puras de espécies de micro-organismos selecionados
que habitam naturalmente o trato intestinal, ou ainda, com culturas de amostras fecais, ambas
crescidas com o produto a ser testado (GIBSON et al., 2004; ROBERFROID, 2007).

Em teste “in vivo” a fermenta¢do pela microbiota intestinal pode ser estudada em
animais e em seres humanos. Em ratos, o prebiético é administrado via oral, sdo adicionados
nos alimentos ou na 4gua. Amostras fecais sdo colhidas e entdo os animais sdo anestesiados e
mortos para que o contetdo gastrointestinal seja removido para a analise (GIBSON et al.,
2004; ROBERFROID, 2007). Em humanos a fermentacdo de carboidratos pode ser analisada
de maneira indireta ou direta. A primeira consiste na administracao de prebioticos e posterior
medicdo da concentracdo de gases produzidos, principalmente oxigénio. A segunda é
realizada por coleta de amostras fecais e analise da quantidade de prebiotico recuperada nas
fezes apds a administracdo oral (GIBSON et al., 2004; ROBERFROID, 2007).

2.7.3 Estimulacdo seletiva da atividade e/ou crescimento de bactérias

intestinais

Testes “in vitro” podem ser realizados em culturas puras ou em culturas a partir de
amostras fecais. Nas culturas puras alguns micro-organismos que habitam o intestino séo
selecionados, como cepas de Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Bacteroides spp.,
Clostridium spp., Eubacterium spp. e Escherichia coli (GIBSON et al., 2004) e sdo crescidos
em meios onde é adicionado o prebidtico testado como Unica fonte de carbono. Em culturas
com amostras fecais 0s micro-organismos também sdo crescidos em meio contendo o
prebidtico como unica fonte de carbono e posteriormente sdo analisados o efeito seletivo de
estimulacdo de crescimento (GIBSON et al., 2004). Ambos os testes apresentam vantagens e
desvantagens, pois em culturas puras ndo é possivel identificar os efeitos inibitorios de
patogenos pelo crescimento de bactérias benéficas. Entretanto, testes com amostras fecais
apresenta certa dificuldade na identificacdo das espécies presentes, 0 que ndo acontece em
culturas puras (ROBERFROID, 2007). Por esta razdo, os testes “in vitro” de culturas puras de
bactérias probioticas e patogénicas foram os escolhidos para avaliar os XOs e FOs neste
trabalho.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Producéo de xilo-oligossacarideos
3.1.1 Micro-organismos

O fungo Aspergillus fumigatus M51 foi isolado de material lignocelulésico coletado
em S&o Paulo, Brasil. Esta cultura foi depositada na cole¢do de cultura do Laboratorio de
Biotecnologia Industrial (UNESP, campus Assis/SP) e na Colecdo de Cultura Tropical (CCT),
Fundacao André Tosello, (Campinas, SP, Brasil) com o cddigo CCT 7732. A. fumigatus M51
foi depositado e mantido em amostras congeladas em nitrogénio liquido (-270°C) em meio
Potato Dextrose Agar (PDA), pH 4,5 com 10% de glicerol na solucdo para preservacdo das
celulas.

O fungo Trichoderma reesei QM 9414 foi obtido pela Colecdo de Cultura Tropical
(CCT), cedido pela Fundacdo André Tosello, (Campinas, SP, Brasil) com o cddigo CCT
2768. T. reesei foi depositado na colecdo de cultura do Laboratério de Biotecnologia
Industrial (UNESP, campus Assis/SP), e mantido em amostras congeladas em nitrogénio
liquido (-270°C) em meio Potato Dextrose Agar (PDA), pH 4,5 com 10% de glicerol na

solucdo para preservacado das células.

3.1.2 Producéo de xilanases

As linhagens de Aspergilus fumigatus (M51) e Trichoderma reesei QM 9414 foram
cultivadas em Erlenmeyer de 250 ml, contendo 50 ml de meio descrito por Silva e
colaboradores (2013): 3% de capim napier (Pennisetum purpureum) moido, 0,1%
(NH4)2S04, 0,0017% MgSO,4.7H,0, 0,11% K,HPO,, 0,0028% ZnSO,, 0,1% NH4HPO,,
0,06% KCI, 0,1% extrato de levedura e 1% sacarose. O meio foi preparado em pH 4,5 e
autoclavado por 20 minutos a 121°C. O material foi inoculado com 10° esporos por grama
de substrato contados por microscopia em camara de Neubauer. A fermentacdo foi incubada
a 28°C sob agitagdo de 180 rpm, por 144 horas. O material foi filtrado a vacuo, utilizando

papel Whatman n° 1 e posteriormente centrifugado (Heraeus Cryofuge 6000i) a 4000 x g.
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3.1.3 Pré-tratamento por KOH para extracdo de hemicelulose do bagaco
de cana-de-acUcar

Foram feitos alguns experimentos com a finalidade de aperfeicoar a extracdo de
hemicelulose, visando tornar este processo mais econémico. Para efeito comparativo foram
realizados um método j& descrito na literatura e mais cinco tratamentos com variacGes na
quantidade de reagentes e na temperatura durante a hidrélise. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

O método descrito por Zilliox e Debeire (1998) (método ZD) para extracdo de
hemicelulose consistiu em: 8% de bagaco (Usina Agua Bonita - Tarum&/SP) moido, lavado e
seco foi pré-incubado a 60°C por 16 h em 400 ml de 4&gua. Em seguida, o0 mesmo foi drenado.
Apos este processo 0 bagaco foi hidratado para 250 ml de uma solu¢do de KOH (Sigma
Aldrich) (24% m/v) e NaBH,4 (Sigma Aldrich) (1% m/v) por 3 h a 35°C. O extrato foi obtido
por filtracdo em papel de filtro Whatman n° 1. A hemicelulose foi precipitada da fase aquosa
na proporcao de 1,8 volumes de etanol gelado (combustivel) e 0,2 volume de acido acético
glacial P.A. (Synth) para 1 volume de hemicelulose solubilizada. O material precipitado foi
centrifugado (Heraeus Cryofuge 6000i) a 4000 x g por 15 minutos. Posteriormente, o material
foi lavado 4 vezes com uma solucao de 50% de agua, 50% de alcool e 0,5% de EDTA (Sigma
Aldrich), antes de ser seco a 60°C (ZILLIOX e DEBEIRE, 1998; AKPINAR, ERDOGAN,
BOSTANCI, 2009(a)).

Para os tratamentos houve alteracdo de: concentracdo de bagaco, auséncia ou
presenca de pré-incubacdo a 60°C por 16 horas, concentracdo de KOH, tempo e temperatura
da hidrdlise, proporc¢édo de etanol e acido acético utilizado na precipitacdo da hemicelulose e
namero de lavagens. As lavagens foram feitas até obter pH neutro. O KOH foi escolhido para
este trabalho pela possibilidade de recuperacdo e reutilizacdo do mesmo para posteriores
extracGes. As metodologias do método ZD e dos tratamentos estdo descritas resumidamente

na tabela 1.



28

Tabela 1- Tratamentos para extracdo de hemicelulose do bagago de cana-de-agUcar por pre-

tratamento alcalino.

Método ZD
Tratamentol
Tratamento?2
Tratamento3
Tratamento4

Tratamento5

Pré-Tratamento

Bagago
(%0)

Pré-
incubacéo
(60°C/16h)

Sim

KOH
(%0)

24
10

Temp.

(°C)

35
70
70
121
121
121

Tempo

3h

3h

3h
30 min
30 min

30 min

Precipitacio
etanol+acido
acetico:hidrolisado
(vIv)

2:1
2:1
1:1
2:1
2:1
11

NO
lavagens

*

e S

*Lavagem da hemicelulose com &gua, alcool e EDTA.

3.1.4 Hidrolise enziméatica da hemicelulose para a producéo de XOs

Os parametros para producéo de XOs foram previamente desenvolvidos e otimizados

por Carvalho et al. (2015). A reacdo enzimatica foi constituida na mistura de 120U de

enzimas xilanases, produzidas por Aspergilus fumigatus M51, por gramas de hemicelulose

obtidas pelos diferentes métodos de extragdo da hemicelulose (Item 3.1.3 (Tabela 1)) e 20 ml

de suspensdo de hemicelulose (7%) em 100 mM de tampé&o acetato (pH 5,5). Essas misturas

foram incubadas a 50°C com agitacdo de 130 rpm por 24h, sendo coletadas aliquotas com

Oh, 12h e 24h de reacdo. As reacdes de hidrdlise foram paralisadas submetendo-as por 10

minutos em banho de ebulicdo. O mesmo processo foi repetido para a hidrélise enzimatica

com enzimas produzidas por Trichoderma reesei QM 9414. Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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3.2 Digestdo “in vitro” dos oligossacarideos

Os testes “in vitro” foram realizados em triplicata de acordo com Asano et al.,
(2003). Foram utilizados FO comercial (Clariant ORAFTI 95P), XO comercial (Shandong
Longlive Biotechnology CO., LTD 95P) e XOs LABI (produzido com as melhores condicgdes
determinadas nos itens 3.1.3 e 3.1.4). Como controle, XOs LABI, XOs e FOs comerciais
foram incubados nas mesmas condigOes descritas nos subitens seguintes (3.2.1, 3.2.2 e 3.2.3),

porém sem adi¢cdo de enzimas digestivas.

3.2.1 Digestéao por amilase presente na saliva humana

XOs e FOs comerciais e XOs LABI (2%) foram dissolvidos em 50mM de tampéo
maleato de sodio (pH 6,0). A a-amilase (Sigma Aldrich) foi diluida em agua destilada para
uma atividade de 20U/ml (ASANO et al., 2003). A digestao foi iniciada pela adicao de 0,5 ml
de amilase em 1 ml de solugéo de substrato no tubo e incubado a 37°C por 4 horas. Em
seguida o tubo foi mergulhado em banho-maria com &agua fervente por dez minutos para
inativar a enzima. O controle da reacdo foi feito com maltose (Sigma Aldrich). 1U foi
determinada pela liberacdo de 1,0 umol de glicose a partir do amido em 3 minutos, pH 6,0 a

37°C. Os oligossacarideos remanescentes foram avaliados por HPLC.

3.2.2 Digestéo por suco géstrico artificial

XOs e FOs comerciais e XOs LABI (4%) foram dissolvidos em &gua destilada. O
suco géstrico artificial (em 100 ml) foi preparado com 320 mg de pepsina suina (Sigma
Aldrich), 200 mg de NaCl e 2,4 ml de HCI (0,1 M) (ASANO et al., 2003). A reacdo foi
iniciada pela adicdo de 0,5 ml de cada solucdo de substrato em 1 ml de suco gastrico artificial
e posteriormente incubados a 37°C por 4 horas. Em seguida o tubo foi mergulhado em banho-
maria com agua fervente por dez minutos até inativar a pepsina. O controle da reacgdo foi feito

com maltose (Sigma Aldrich). Os oligossacarideos remanescentes foram avaliados por HPLC.
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3.2.3 Digestao por enzimas pancreéticas suinas

As enzimas pancredticas suinas (Sigma Aldrich) foram dissolvidas em tampé&o
fosfato 50 mM (pH 8,0) com atividade da enzima amilase de 70 U/ml (ASANO et al., 2003).
Os XOs e FOs comerciais € XOs LABI (4%) foram dissolvidos em tampdo fosfato. A reacao
foi iniciada pela adicdo de 0,5 ml da solucdo pancreatica em 1 ml da solucdo de substrato e
incubados a 37°C por 4 horas. Em seguida o tubo foi mergulhado em banho-maria com &gua
fervente por dez minutos até inativar a enzima pancreética. O controle da reacédo foi feito com
maltose (Sigma Aldrich). 1U foi determinada pela liberacéo de 1,0 pumol de glicose a partir de
amido em 3 min, pH 6 a 37°C. Os oligossacarideos remanescentes foram avaliados por
HPLC.

3.3 Fermentacao “in vitro” de oligossacarideos
3.3.1 Micro-organismos

Linhagens de Lactobacillus brevis ATCC 367 e Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 utilizadas neste trabalho foram disponibilizados pela Colecdo de Micro-organismos de
Referéncia em Vigilancia Sanitaria - CMRVS (Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, RJ,
Brasil). As culturas foram mantidas no Laboratorio de Biotecnologia Industrial (UNESP —
Assis/SP) em amostras congeladas em nitrogénio liquido (-270°C) em meio MRS, pH 6,0
com 10% de glicerol na solugdo para preservacao das células.

Os micro-organismos do género Bifidobacterium utilizados no estudo foram:
Bifidobacterium animalis BB-12 Christian Hansen (Hoersholm, Dinamarca), Bifidobacterium
lactis BI-07 Danisco (Madison, EUA), Bifidobacterium longum BL-05 Danisco (Madison,
EUA) e Bifidobacterium breve BB-03 Danisco (Madison, EUA). Estas linhagens foram
mantidas no Laboratorio de Biotecnologia Industrial em amostras congeladas em nitrogénio
liquido (-270°C) em meio MRS com cisteina, pH 6,0 e 10% de glicerol na solucdo para
preservacdo das células.

As cepas patogénicas que foram utilizadas neste trabalho sdo micro-organismos
causadores de doencgas do trato gastrointestinal obtidas na colecdo da Fundacdo André
Tosello, (Campinas, SP, Brasil). Foram utilizadas linhagens de Escherichia coli (ATCC 8739)
(CCT 1371) e Salmonella enterica (ATCC 14028) (CCT 1478). As culturas foram mantidas
no Laboratdrio de Biotecnologia Industrial (UNESP-Assis/SP) em amostras congeladas em
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nitrogénio liquido (-270°) em meio Agar Nutriente, pH 7 com 10% de glicerol na solugio para
preservacao das células.

3.3.2 Meios de crescimento

Os meios foram preparados variando a fonte de carbono pelos oligossacarideos
testados (XOs LABI, XOs e FOs comerciais) (MOURA et al., 2007; CRITTENDEN et al.,
2002; MAKELAINEN et al., 2010).

3.3.2.1 Meio de Crescimento para bactérias do género Lactobacillus e
Bifidobacterium

Foi utilizado o meio formulado MRS (DE MAN, ROGOSA, SHARP, 1960), o qual
consistiu de (g/l): glicose 20 g, peptose proteona 10 g, extrato de carne 10 g, extrato de
levedura 5 g, acetato de sddio 5 g, fosfato dissddico 2 g, citrato de amonio 2 g, tween ® 80 1
g, sulfato de magnésio 0,1 g e sulfato de manganés 0,05 g. O meio foi preparado em pH 6 e
autoclavado por 20 minutos a 121°C. As cepas de L. acidophilus foram crescidas a 37°C por
72 horas e as cepas de L. brevis foram crescidas a 30°C por 72 horas.

Para as culturas de Bifidobacterium foi utilizado meio MRS modificado (SYKES e
SKINNER, 1973), que apresenta adi¢do de L-cisteina. A solucdo de cisteina foi filtrada em
membrana Millipore (0,22 pm) antes de ser adicionada ao meio previamente autoclavado
(121°C por 20 minutos) e resfriado a temperatura ambiente. As cepas foram crescidas a 37°C
por 72 horas.

Os XOs (LABI) produzidos no laboratério de Biotecnologia Industrial com as
melhores condig¢Oes definidas nos itens 3.1.3 e 3.1.4 foram utilizados para o teste de
fermentacdo “in vitro”, apresentando um total de 3,9% de carboidratos, sendo 1,7% de XOs e
2,2% de xilose. Para que o meio com XOs LABI apresentasse os 2% de carboidrato total
referente a formulacdo original do meio, foi necessario dilui-lo até apresentar a seguinte
composicgdo: 0,87% de XOs e 1,13% de xilose. Para efeito comparativo foram realizados
testes com meio contendo 1,13% de D-xilose (Serva) como Unica fonte de carbono e meio
contendo 0,87% de D-glicose (Synth) como Unica fonte de carbono.

Além dos testes utilizando XOs LABI 2%, xilose 1,13% e glicose 0,87%, também
foram utilizados meios com 2% de FOs (Clariant ORAFTI 95P), 2% XOs (Shandong
Longlive Biotechnology CO., LTD 95P) e como controle positivo e negativo: 2% de D-
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glicose (Synth) e meio sem carboidrato, respectivamente. Os experimentos de crescimento em
meios contendo diferentes fontes de carbono foram realizados em triplicata.

3.3.2.2 Meio para crescimento de Escherichia coli

Para os cultivos foi preparado o meio Eosin Methilene Blue (EMB) (HOLT-
HARRIS, TEAGUE, 1916) liquido com pequena modificacdo, cuja composicao € (g/l): 10 g
de peptona, 5 g de fosfato dipotéssico, 5 g de lactose e 5 g de sacarose. O meio foi preparado
em pH 7 e autoclavado por 20 minutos a 121°C. Os int6culos foram incubados a 37°C por 48
horas.

Os XOs (LABI) produzidos no laboratério de Biotecnologia Industrial com as
melhores condicdes definidas nos itens 3.1.3 e 3.1.4 foram utilizados para o teste de
fermentacdo “in vitro”, apresentando um total de 3,9% de carboidratos, sendo 1,7% de XOs e
2,2% de xilose. Para que o meio com XOs LABI apresentasse 1% de carboidrato total
referente a formulacdo original do meio, foi necessario dilui-lo até apresentar a seguinte
composicdo: 0,44% de XOs e 0,56% de xilose. Para efeito comparativo foram realizados
testes com meio contendo 0,56% de D-xilose (Serva) como Unica fonte de carbono e meio
contendo 0,44% de lactose (Synth) + sacarose (Synth) como Unica fonte de carbono.

Além dos testes utilizando XOs LABI 1%, xilose 0,56% e glicose 0,44%, também
foram utilizados meios com 1% de FOs (Clariant ORAFTI 95P), 1% XOs (Shandong
Longlive Biotechnology CO., LTD 95P) e como controle positivo e negativo: 1% de lactose +
sacarose e meio sem carboidrato, respectivamente. Os experimentos de crescimento em meios

contendo diferentes fontes de carbono foram realizados em triplicata.

3.3.2.3 Meio de crescimento de Salmonella enterica

Para os cultivos foi preparado o meio Verde Brilhante (BG) (KAUFFMANN, 1935)
liquido com pequena modificacdo, cuja composicao € (g/l): 3 g de extrato de levedura, 10 g de
peptona proteose, 5 g de cloreto de sdédio, 10 g de lactose e 10 g de sacarose. O meio foi
preparado em pH 7 e autoclavado por 20 minutos a 121°C. Os inoculos foram incubados a
37°C por 48 horas.

Os XOs (LABI) produzidos no laboratério de Biotecnologia Industrial com as
melhores condig¢Oes definidas nos itens 3.1.3 e 3.1.4 foram utilizados para o teste de
fermentacdo “in vitro”, apresentando um total de 3,9% de carboidratos, sendo 1,7% de XOs e
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2,2% de xilose. Para que o meio com XOs LABI apresentasse os 2% de carboidrato total
referente a formulacdo original do meio, foi necessario dilui-lo até apresentar a seguinte
composicdo: 0,87% de XOs e 1,13% de xilose. Para efeito comparativo foram realizados
testes com meio contendo 1,13% de D-xilose (Serva) como Unica fonte de carbono e meio
contendo 0,87% de lactose (Synth) + sacarose (Synth) como Unica fonte de carbono.

Além dos testes utilizando XOs LABI 2%, Xilose 1,13% e lactose + sacarose 0,87%,
também foram utilizados meios com 2% de FOs (Clariant ORAFTI 95P), 2% XOs (Shandong
Longlive Biotechnology CO., LTD 95P) e como controle positivo e negativo: 2% de lactose +
sacarose e meio sem carboidrato, respectivamente. Os experimentos de crescimento em meios

contendo diferentes fontes de carbono foram realizados em triplicata.

3.4 Métodos Analiticos

3.4.1 Célculos do rendimento do material extraido do bagaco (Rex),
rendimento de hemicelulose (Rh) e eficiéncia na extracdo de

hemicelulose (Eh).

Os rendimentos do material extraido do bagago, hemicelulose e a eficiéncia estdo

apresentados nas respectivas equacdes (Eq 1, 2 e 3):

Eq 1: % Rex = (Me/Mb)*100 onde, Rex = rendimento do material extraido,

Me = massa seca do material extraido, Mb = massa do bagaco seco utilizado para extracao.

Eq 2: % Rh = ((Me*Mh)/Mb)*100 onde, Rh = rendimento de hemicelulose baseado
no bagaco, Mh = massa de hemicelulose quantificada do material extraido.

Eq 3: % Eh = (Me*Mh)/Mb*Mhb)*100 onde, Eh = eficiéncia na extracdo de

hemicelulose, Mhb = massa de hemicelulose quantificada no bagaco.

A massa seca do bagaco e do material extraido foi obtida a 100-105°C por 24 horas.
A porcentagem de lignina total, hemicelulose e celulose foi obtida de acordo com Sluiter et
al., (2010). Sais totais foram realizados em mufla a uma temperatura de 800°C por 5 horas. A
porcentagem de potassio foi obtida através dos sais totais dissolvidos em HCI com posterior
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leitura em absorcdo atdbmica. Analises estatisticas foram realizadas para comparar a extracdo

de hemicelulose usando ANOVA e teste Tukey pelo software BioEstat 5.0.

3.4.2 Determinacdo da atividade xilanolitica

A atividade da enzima (item 3.1.2) foi analisada a 50°C numa reacédo com 0,1 ml de
enzima previamente diluida e acrescentou-se 0,65 mL de solucéo de substrato em tampéo de
acetato de s6dio 0,25 M, pH 5,0 (CARVALHO et al., 2015). O substrato utilizado foi 0,5% de
xilana de bétula (Sigma Aldrich). A quantidade de agucares redutores foi determinada pelo
método do acido dinitrossalicilico (DNS) (MILLER 1959). Uma unidade (U) de atividade de
xilanase foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de acUcar redutor por

minuto por mL da mistura de reagéo.

3.4.3 ldentificacao e quantificacdo de xilo-oligossacarideos

A identificacdo e quantificacdo dos xilo-oligossacarideos (item 3.1.4) foram
realizadas em HPLC (dispositivo Agilent 1100) e um detector de indice de refracdo. Coluna
Bio-Rad HPX-87C foi usada com temperatura de 65°C, a eluicdo foi realizada em agua mili-
Q. O tempo de eluicdo foi de 20 minutos e a taxa de fluxo mantida a 0,5 ml/min. Os padrdes
utilizados foram: arabinose (Sigma Aldrich), xilose (Sigma Aldrich), xilobiose (Megazyme

International), xilotriose (Megazyme International) e xilotetraose (Megazyme International).

Os rendimentos de XOs e xilose foram determinados pela equacdo 4 e 5
(CARVALHO et al., 2015):

Eq 4: XOs (%) = (XOs total (g)/hemicelulose (g))*100, onde XOs total é a soma de
xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4), xilopentose (X5) e xilohexaose (X6).

Eq 5: Xilose (%) = (Xilose (g)/hemicelulose (g))*100

Analises estatisticas foram realizadas para comparar a producdo de XOs usando
ANOVA pelo software BioEstat 5.0.
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3.4.4 Determinacdo dos oligossacarideos antes e apds digestdo enzimatica

XOs e FOs comerciais e XOs LABI antes e depois da digestdo enzimatica foram
quantificados. Depois da desativagdo de enzimas digestivas (item 3.2), as solugdes de
incubacdo foram diluidas 100 vezes com agua e centrifugadas (Heraeus Megafuge 16R) a
5200 x g por 10 minutos (ASANO et al., 2003). O sobrenadante foi utilizado para analise por
HPLC apos filtragem através de um filtro de membrana de 0,45 pum (Advantec). A
determinacdo de oligossacarideos foi realizada com um dispositivo Agilent 1100 e um
detector de indice de refracdo. Coluna Bio-Rad HPX-87C foi usada com temperatura de 65°C,
a eluicao foi realizada em agua mili-Q. O tempo de eluicdo foi de 20 minutos e a taxa de fluxo

mantida a 0,5 ml/min. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.4.5 Determinacgdo da curva e velocidade de crescimento

As curvas de crescimento de bactérias probidticas e de bactérias patogénicas foram
determinadas por andlise da densidade Optica (O.D.). A absorbancia foi lida a 600 nm em
espectrofotémetro (Fento 700 Plus) (MOURA et al., 2007). Aliquotas de bactérias probidticas
foram tiradas com 0, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. Para as bactérias patogénicas as aliquotas

foram tiradas com 0, 4, 8, 12, 24 e 48 horas. Os crescimentos foram realizados em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extragéo de hemicelulose por KOH

Os testes para extracdo de hemicelulose visaram o aperfeicoamento do pré-
tratamento alcalino (ZILLIOX e DEBEIRE, 1998) com o intuito de tornd-lo um processo
mais econémico e simplificado. Os experimentos foram feitos variando a porcentagem de
KOH (24%, 10% e 5%) e aumentando a temperatura de 35°C para 70°C e 121°C.

O bagaco de cana-de-acucar utilizado no presente estudo apresentou 6% de umidade
(analisada pela massa seca do bagaco). A composi¢do quimica do bagago de cana-de-agUcar
utilizado no presente trabalho foi determinada por Carvalho et al. (2015) e apresentou: 40,3%
de celulose (glucana), 25,1% de hemicelulose (arabinana 1,9%, galactana 0,5%, xilana 21,9%,
manana 0,8%), 25,2% de lignina total (lignina soltvel 1,7% e lignina insoluvel 23,5%) e 4,5%
de cinzas. De acordo com a literatura, 0 bagaco de cana-de-aglUcar apresenta 24-29% de
hemicelulose, 19-25% de lignina total, 38-50% de celulose e 1-7% de cinzas (BRIENZO,
SIQUEIRA, MILAGRES, 2009; GOUVEIA, DO NASCIMENTO, SOUTO-MAIOR, 2009).

O método ZD apresentou 72,1% de hemicelulose no material extraido (Tabela 2). O
rendimento do material extraido (Rex), rendimento de hemicelulose em relagdo ao bagaco
(Rh) e eficiéncia na extracdo (Eh) foi de respectivamente 27%, 19,6% e 78% (Tabela 3). Com
excecdo do tratamento 1 todos os tratamentos apresentaram diferenca estatistica significativa
na concentracdo de hemicelulose (ANOVA e teste Tukey p < 0,05) em relagcdo ao método ZD.
Carvalho et al. (2015) utilizando as mesmas condi¢des do método ZD para extracdo de
hemicelulose do bagaco de cana-de-agucar, obtiveram resultados semelhantes, apresentando
71,9% de hemicelulose e 0 Rex e Rh foi de 25,4% e 18,26%, respectivamente.

Jayapal et al. (2013) também realizaram o pré-tratamento alcalino do bagaco de
cana-de-agucar, porém combinado com explosdo a vapor para a extracdo de hemicelulose. O
rendimento de hemicelulose foi superior utilizando hidréxido de sédio (85%) quando
comparado a extracdo utilizando hidréxido de potassio (53%).

Os tratamentos 1 e 3 apresentaram Rex menores do que 0 método ZD, sendo 24,8% e
25,8% respectivamente, porém ndo foram estatisticamente significativos (ANOVA e teste
Tukey p > 0,05) (Tabela 3). Entretanto a porcentagem de hemicelulose quantificada no
material de ambos os tratamentos foram superiores ao método ZD, destacando-se o tratamento

3 com 76,3% de hemicelulose e 72,9% de eficiéncia no processo de extracdo (Tabelas 2 e 3).
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O tratamento 1 apresentou 72,8% de hemicelulose e a eficiéncia de extracdo de hemicelulose
foi 72% (Tabelas 2 e 3).

O tratamento 2 apresentou o menor rendimento do material extraido com diferenca
estatistica significativa (ANOVA e teste Tukey p > 0,05) e queda de mais de 10% quando
comparado ao método ZD (Tabela 3), portanto ndo foi considerado um resultado satisfatério.
A porcentagem de hemicelulose extraida foi baixa, com apenas 64,8% (Tabela 2). Houve um
aumento na porcentagem de sais totais (22%) e os resultados de rendimento de hemicelulose
em relacdo ao bagaco e eficiéncia na extracdo foram os mais baixos, apresentando 10,3% e
41,3% respectivamente (Tabela 3).

O aumento da quantidade de bagaco para o processo de extracdo no tratamento 4 ndo
aumentou a porcentagem de hemicelulose extraida (69,5%), apresentando somente 50,1% de
Eh e 12,6% de Rh (Tabelas 2 e 3). O rendimento de material extraido no tratamento 4
apresentou diferenca estatistica (ANOVA e teste Tukey p > 0,05) quando comparado ao
método ZD.

O tratamento 5 apresentou um razoavel rendimento de material extraido (23,5%),
sem diferenca estatistica (ANOVA e teste Tukey p > 0,05) em relacdo ao ZD, embora a
concentracdo de hemicelulose tenha sido baixa (65,9%) comparada aos outros tratamentos
(exceto tratamento 2) (Tabelas 2 e 3). Este resultado demonstra a relevancia na proporcéo
utilizada de etanol e acido acético durante o processo de precipitacdo, assim como no
tratamento 2 onde a proporcdo também foi de 1 volume de etanol e 4cido acético para 1
volume de hemicelulose solubilizada, diferentemente dos demais experimentos em que a
proporcao foi de 2:1. Estes dados indicam que a propor¢do de 2:1 é fundamental no processo
de extracdo e separacdo da hemicelulose em relacdo aos outros componentes. Isto justifica a
presenca de um maior teor de sais em ambos 0s tratamentos com proporc¢édo de 1:1, o que fica
mais evidente quando o tratamento 5 é comparado aos demais experimentos realizados com a
mesma temperatura (121°C) e concentracéo de KOH.

O método ZD e o tratamento 1, realizados com mais hidréxido de potassio para a
extracdo da hemicelulose (24% e 10% de KOH, respectivamente), apresentaram altas
concentracOes de potéssio em relagdo aos tratamentos com 5% de KOH (Tabela 2), exceto o
tratamento 2 que apresentou a maior concentracdo de potassio em relacdo aos demais
experimentos. Dentre os experimentos utilizando apenas 5% de KOH, os tratamentos 2 e 5
apresentaram maiores concentragdes de potassio, o que reforga ainda mais a importancia da

proporcao de etanol e acido acético na eliminagdo de impurezas contidas no material.
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Hemicelulose  Glicose Lignina Sais Totais  Potassio
(%) (%) Total (%) (%) (%0)**

Meétodo ZD 72,1+06a* 34+0,2 94+0,7 16,13+0,6 2,27 +0,3
Tratamento 1 728+03a 1,10+0,5 11,2+0,2 1654+05 2,18+0,1
Tratamento 2 648+09 1,08+0,5 7,8+0,2 2209+0,3 249+0,2
Tratamento 3 76,3+04c 240+13 10,3+£0,3 13,06+0,1 1,11+05
Tratamento 4 695+0,2d 2,72+0,6 10,0+ 0,3 12,07+0,3 1,00+x0,1
Tratamento 5 659+06b 48805 8,7+0,1 16,82+0,2 186+%0,2

*Valores seguidos de letras iguais ndo apresentaram diferenga significativa na ANOVA
**Em relacdo aos sais totais.

seguida do teste Tukey.

Tabela 3- Rendimento de material extraido, rendimento e eficiéncia na extracdo de

hemicelulose, baseados na composicao quimica do bagago de cana-de-agucar.

Rendimento do

Re

material extraido

hemicelulose (% Rh)

ndimento de

Eficiéncia na extracao de
hemicelulose (% Eh)

(% Rex)

Meétodo ZD 27,0 £ 1,9a* 19,6 £0,3 78,0+0,2
Tratamento 1 24,8 +£0,9a 18,0+ 0,2 720+0,1
Tratamento 2 16,0 £1,2b 10,3+0,5 41,3+0,3
Tratamento 3 25,8 + 1,6a 18,3+0,2 729+0,1
Tratamento 4 18,0+ 0,2b 12,6 +0,1 50,1+0,1
Tratamento 5 23,5+0,1a 154 +0,3 61,6 £0,2

*Valores seguidos de letras iguais ndo apresentaram diferenga significativa na ANOVA

seguida do teste Tukey.

A tabela 4 mostra a utilizacao de reagentes como alcool e KOH, além do tempo gasto

durante o processo de extracdo de hemicelulose. Os tratamentos 3, 4 e 5 apresentaram mais de

75% de reducdo do uso de KOH por grama de hemicelulose bruta extraida e uma reducéo de

mais de 40% de etanol em relagdo ao método ZD. Para estes tratamentos houve diminuicao de
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27 vezes do tempo gasto na etapa de extracdo quando comparado ao método ZD, devido a
retirada da etapa de pré-incubacdo e a reducéo de 4 lavagens, o que simplificou o processo.
Nos tratamentos 1 e 2 o gasto de tempo foi semelhante ao método ZD, com economia de
apenas 15 minutos proporcionado pela diminuicdo de 1 lavagem.

Embora 0 aumento de temperatura de 35°C (método ZD) para 70°C (tratamentos 1 e
2) e 121°C (tratamentos 3, 4 e 5) resulte em maior gasto de energia, todos os tratamentos
apresentaram economia dos insumos em relacdo ao método ZD, exceto o tratamento 2 que
houve um aumento de 10,8% no consumo de etanol. Por estes motivos, 0s tratamentos
estudados séo mais interessantes pela diminuigdo dos custos com os reagentes utilizados, pois
estes produtos apresentam valores altos no mercado, como por exemplo, o KOH (Sigma
Aldrich) com um preco meédio atual de 470 reais o quilo e etanol (combustivel) com preco

médio de 2,09 reais o litro.

Tabela 4- Insumos utilizados durante o tratamento alcalino para extragdo da hemicelulose.

Etanol/hemicelulose (ml/g)
Reducéo/ Total KOH/ Reducéo

Precipitacdo Lavagem Total Aumento hemicelulose de KOH Temp: ;I'otal
(%) (9/9) (%) "
Meétodo ZD 52,9 73,5 126,4 0 11,76 0 20,25
Tratamento 1 58,7 65,2 123,9 -1,98 5,40 54,1 20
Tratamento 2 40,0 100 140,0 + 10,8 4,16 64,6 20
Tratamento 3 60,0 14,7 74,7 -40,9 2,80 76,2 0,75
Tratamento 4 52,9 14,7 67,6 -46,5 2,45 79,2 0,75
Tratamento 5 27,3 17 44,3 - 65,0 2,84 75,9 0,75

*Considerando pré-incubacéo (0 - 16h), extracdo alcalina (30 min - 3h) e lavagem (15 min/lavagem),

exceto precipitagdo (15 min) e secagem (24h), pois ambos s&o iguais em todos 0s experimentos.

Desta forma, destacam-se os tratamentos 1 e 3, pois apresentaram: a) melhor
rendimento de hemicelulose, b) ndo houve aumento significativo na porcentagem de sais
totais, ¢) além da economia com reagentes utilizados durante a extracdo de hemicelulose, pois
o tratamento 1 reduziu em 54,1% do consumo de KOH e 1,98% do consumo de etanol, e 0

tratamento 3 reduziu 76,2% no consumo de KOH e 40,9% no consumo de etanol (Tabela 4).
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4.2 Producéo de XOs a partir da extracdo de hemicelulose e xilanases fungicas

Os testes com enzimas do fungo T. reesei e de A. fumigatus foram realizados com os

melhores tratamentos para obtencdo de hemicelulose, selecionados no item anterior (item

4.1): hemicelulose contendo 24% de KOH incubada a temperatura de 35°C (método ZD),

hemicelulose extraida com 10% de KOH incubada a uma temperatura de 70°C (tratamento 1)

e hemicelulose com 5% de KOH autoclavada (121°C) por 30 minutos (tratamento 3). A

hidrélise enzimética para a produgdo de XOs com as xilanases dos dois fungos e com os trés

tratamentos para obtencdo de hemicelulose a partir do bagaco de cana-de-agUcar estdo

representados na Figura 3 e Tabelas 5 e 6.
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Figura 3- Comparacdo entre XOs produzidos com enzimas de T. reesei utilizando como
substrato hemicelulose obtida pelos métodos ZD (A), tratamento 1 (B) e tratamento 3 (C) e os
XOs produzidos com enzimas de A. fumigatus utilizando como substrato hemicelulose obtida
pelo método ZD (D), tratamento 1 (E) e tratamento 3 (F). Incubados a 50°C, 130 rpm por 24h.
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Nos experimentos com enzimas de T. reesei, houve uma alta producdo de xilose e
baixa liberacdo de xilobiose (X2) e xilotriose (X3) (grau de polimerizacdo (dp 2-3)) e
praticamente ndo liberou outros XOs (observado em HPLC a auséncia de picos
correspondentes a X4, X5 etc.), independentemente do tipo de processo de extracdo de
hemicelulose utilizado na reacdo (Figura3 A, B e C).

Em todas as reacGes enzimaticas com o fungo T. reesei, a maior porcentagem de
hidrolise da hemicelulose foi em 24 horas de incubacéo. Os efeitos da porcentagem de KOH e
da temperatura de extracdo de hemicelulose influiram nos testes de hidrolise enzimatica da
hemicelulose, visto que no método ZD e tratamentos 1 e 3, as porcentagens de hidrolise foram
respectivamente: 40,3%, 55,5% e 70,6%. Portanto é nitido o aumento da porcentagem de
hidrolise em funcdo do aumento de temperatura e diminui¢cdo de KOH durante o processo de
extracdo da hemicelulose (Tabela 5). Entretanto este aumento da porcentagem de hidrélise
enzimatica esta diretamente ligado & producdo de xilose, pois quanto maior foi a temperatura
e menor a porcentagem de KOH, maior a liberagdo de xilose em 24 horas de reagéo,
apresentando rendimentos de 28,7% no método ZD, 42,5% no tratamento 1 e 54,9% no
tratamento 3.

Para 0 método ZD e tratamento 1 a producdo de XOs (X2 e X3) foi semelhante,
apresentando em 24 horas de reacdo apenas 11,57% e 12,96%, respectivamente. No
tratamento 3, a producgéo de XOs foi um pouco maior apresentando 17,8% e 15,7%, com 12 e
24 horas respectivamente (Tabela 5). Brienzo (2010) utilizando enzimas de T. reesei também
observou a maior producdo de XOs (20%) em pouco tempo de reacdo (6 horas) e concluiu
que aumento do tempo (6-24 horas) favoreceu a liberacéo de xilose.

T. reesei é produtor de enzimas B xilosidase (POUTANEN e PUIS, 1988; GOMEZ et
al., 2001) e de xilanases, 0 que explica a acdo das 3 xilosidases através de sua alta liberagéo
de xilose nas primeiras 24 horas de rea¢do. De acordo com a literatura, estudos com outros
micro-organismos relatam que a alta concentragédo de xilose inibe a atuacdo de xilanases que
converte a hemicelulose em XOs (ARO, PAKULA, PENTILLA, 2005; VAZQUEZ et al.,
2005).
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Tabela 5- Comparacdo entre porcentagem de KOH, temperatura utilizada durante o pré-
tratamento alcalino, porcentagem de hidrdlise enziméatica da hemicelulose, concentracéo e

rendimento de xilose e XOs ap0s hidrdlise por xilanases de T. reesei.

KOH Temp. Hidrdlise Xilose Rendimento XOs Rendimento

T. reesei
(%) (cC)* (%)** (o) Xilose (%)  (g/l) XOs (%)

Método ZD O h 24 35 0 0 0 0 0
Método ZD 12 h 24 35 21,90 4,75 6,79 10,5 15,05
Método ZD 24 h 24 35 40,30 20,11 28,73 8,10 11,57
Tratamento 1 Oh 10 70 0 0 0 0 0
Tratamentol 12h 10 70 21,64 5,10 7,29 10,0 14,36
Tratamentol 24h 10 70 55,50 29,76 42,51 9,07 12,96
Tratamento 30 h 5 121 0,60 0,40 0,60 0 0
Tratamento 3 12h 5 121 26,91 6,36 9,09 12,5 17,83
Tratamento 3 24h 5 121 70,61 38,44 54,91 10,9 15,70

*Pré-tratamento alcalino para extracdo de hemicelulose **Considerando hemicelulose bruta (7%)

Nas hidrolises realizadas com enzimas de A. fumigatus M51 houve melhor producéo
de X2 e X3 (grau de polimerizacdo (dp 2-3)) e praticamente ndo liberou outros XOs
(observado em HPLC a auséncia de picos correspondentes a X4, X5, etc.), e a liberacdo de
xilose foi menor, exceto no método ZD (Figura 3 D, E e F).

No método ZD a maior porcentagem de hidrélise da hemicelulose foi com 24 horas
de reacdo, apresentando 54,9% (Tabela 6). A hidrélise da hemicelulose no tratamento 3 com
xilanases de T. reesei em 24 horas foi de 15,7% superior a hidrolise do método ZD com 24h e
25,77% superior a hidrélise do tratamento 3 com 12h, ambos com xilanases de A. fumigatus.
Porém nas hidrolises utilizando enzimas do fungo T. reesei houve um predominio de xilose.

Nos tratamentos 1 e 3 a maior porcentagem de hidrolise da hemicelulose ocorreu
com 12 horas de reacdo apresentando respectivamente 53,3% e 44,8%. Diferente das
hidrolises anteriores (T. reesei), os resultados com a enzima do fungo A. fumigatus mostraram
que 0 aumento da temperatura e diminuigcdo na porcentagem de KOH durante a extracdo da
hemicelulose diminuiu a porcentagem de hidrélise na reacdo enzimatica. Os maiores
rendimentos de xilose ocorreram nas primeiras 12 horas dos tratamentos 1 (28,3%) e 3
(26,3%) (Tabela 6). O perfil de liberagdo de xilose foi diferente no método ZD, houve baixa

liberacdo nas primeiras 12 horas e um pico de xilose (28,9%) com 24 horas.
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Para todos 0s experimentos, exceto o tratamento 3, a producdo de XOs utilizando
enzimas do fungo A. fumigatus foi superior aos experimentos de hidrélise com enzimas do
fungo T. reesei. O rendimento de XOs no método ZD foi de 25,9% com 24h (Tabela 6). No
tratamento 1 o rendimento de XOs atingiu 27,1% (Figura 4) e no tratamento 3 obteve-se
apenas 18,9%, ambos em 24 horas de reacdo (Tabela 6).

O rendimento de XOs utilizando hemicelulose pelo tratamento 1 e enzimas de A.
fumigatus foi menor do que o obtido por Carvalho e colaboradores (2015), que produziram
XOs utilizando 2% de hemicelulose extraida pelo método ZD a partir do bagaco de cana-de-
acucar com 120-500 U/g de xilanases de A. fumigatus M51 e obtiveram um rendimento de
37,6% com um tempo maior de reacdo (48-72 horas) a 50°C. Outro rendimento maior de XOs
(37,1%) foi observado por Brienzo, Carvalho e Milagres (2010) obtidos com 60U de enzimas
de Thermoascus aurantiascus e 2% de hemicelulose extraida por método alcalino (peréxido
de hidrogénio) a partir do bagaco de cana-de-aglcar em um tempo ainda maior de reacdo
(96h) a 50°C. Jayapal et al. (2013) obteve um rendimento de apenas 8,6% de XOs utilizando
pré-tratamento alcalino para extracdo de hemicelulose do bagaco de cana-de-agicar com
apenas 13,3 U de enzimas de Trichoderma viridae por 8 horas de reacdo. Outro trabalho
utilizando talo de tabaco como substrato para extracdo de hemicelulose por método alcalino
obteve 11,4% de XOs com 20U de enzimas de Aspergilus niger por 24h a 40°C (AKPINAR,
ERDOGAN, BOSTANCI, 2009 (a)).

A hidrélise enziméatica com enzimas do fungo T. reesei mostrou ser mais vantajosa e
econbmica para producdo de xilose, principalmente quando se utiliza hemicelulose tratada
com 5% de KOH a 121°C por 30 minutos como substrato, porém ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos em relacédo a xilose (ANOVA p = 0,18).

Os experimentos com hidrolise enzimatica por enzimas do fungo A. fumigatus
mostraram ser mais eficientes para producdo de XOs, principalmente xilobiose e xilotriose.
Apesar da producdo de XOs com enzima de A. fumigatus ndo ter apresentado diferenca
estatistica significativa (ANOVA p = 0,28) entre as rea¢cdes enzimaticas com as hemiceluloses
extraidas dos diferentes tratamentos, o tratamento que utilizou hemicelulose extraida com
10% de KOH se tornou um processo mais interessante pela eficiéncia na producéo de XOs
com baixa liberacdo de xilose e pela redugdo na quantidade de KOH, resultando em produto

mais puro e em uma economia significativa com este reagente (Tabela 4).
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Tabela 6- Comparacdo entre porcentagem de KOH, temperatura utilizada durante o pré-

tratamento alcalino, porcentagem de hidrélise enziméatica da hemicelulose, concentracéo e

rendimento de xilose e XOs ap0s hidrolise por xilanases A. fumigatus.

A, fumigatus KOH Temp. Hidrdlise Xilose Rendimento XOs Rendimento
(%) (cC)* (%)** (a/h) xilose (%)  (g/l) XOs (%)

Método ZD O h 24 35 0 0 0 0 0
Método ZD 12 h 24 35 17,76 0,02 0,03 12,4 17,73
Método ZD 24 h 24 35 54,91 20,25 28,93 18,2 25,99
Tratamento 1 Oh 10 70 0 0 0 0 0
Tratamentol 12h 10 70 53,34 19,83 28,33 18,1 25,87
Tratamentol 24h 10 70 46,53 13,72 19,60 19,0 27,14
Tratamento 3 Oh 5 121 0,60 0,40 0,60 0 0
Tratamento 3 12h 5 121 44,84 18,43 26,33 13,0 18,51
Tratamento 3 24h 5 121 38,21 13,46 19,23 13,3 18,99

*Pré-tratamento alcalino para extracao de hemicelulose
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Figura 4- Cromatograma dos XOs utilizando como substrato hemicelulose extraida com 10%
de KOH a 70°C e enzima de A. fumigatus. Reacdo por 24h a 50°C.

Sendo assim, para os testes de digestibilidade por enzimas do trato gastrointestinal

(Item 4.3) e fermentagdo “in vitro” de oligossacarideos por bactérias probidticas e patogénicas
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(Item 4.4), foram utilizados os XOs produzidos por enzimas de A. fumigatus utilizando

hemicelulose extraida pelo tratamento 1 (XOs LABI).

4.3 Digestao “in vitro” de oligossacarideos

Os testes de digestibilidade de oligossacarideos teve a finalidade de simular o trato
gastrointestinal para comprovar a resisténcia dos mesmos a acdo de enzimas encontradas no
sistema digestorio (Figuras 5, 6, 7 e 8). Os XOs e FOs foram incubados por 4 horas a 37°C
com amilase salivar humana, enzima pancreatica suina e suco gastrico artificial.

Os testes se mostraram positivos para classificagdo dos XOs LABI como ingrediente
prebidtico, pois estes resistiram a acdo de enzimas amilase, pancreatica e a acidez do suco
gastrico. Houve uma degradacao de apenas 3% de X2 em suco gastrico (Figura 5). Okazaki e
colaboradores (1991) realizaram testes de digestibilidade “in vitro” de XOs com grau de
polimerizacdo (dp 2), também comprovando sua resisténcia as enzimas salivares,
pancreaticas, suco gastrico e mucosa intestinal.

O XO comercial dp 2-4 (xilobiose, xilotriose e Xilotetraose) ndo sofreu nenhuma
degradacdo quando incubado com enzima amilase salivar e sofreu decomposi¢do de apenas
2% em X2 e X3 em 4 horas por pancreatina e 4% de X4 e X3 em suco gastrico (Figura 6). Os
testes comprovam a resisténcia dos XOs a acdo de enzimas digestivas, atendendo a um dos
critérios utilizados para classificacdo de ingredientes prebidticos (OKU, TOKUNAGA,
HOSOYA, 1984).

Os FOs dp 2-3 (kestose (GF2) e nistose (GF3)) também apresentaram resisténcia a
enzima amilase. Sofreu degradacéo de 5% de GF2 em 4 horas por pancreatina suina e 5% de
GF3 em suco gastrico (Figura 7). Estes resultados também foram positivos para classificacao
dos FOs como ingredientes prebidticos. Estudos “in vitro” também demonstraram a nao
digestibilidade de FOs por enzimas salivares, pancreéticas e intestinais (HIDAKA et al., 1986;
ZIESENITZ e SIEBERT, 1987).

A maltose, utilizada como um controle positivo para a enzima alfa amilase salivar,
por sua vez, sofreu decomposicdo de 15% em 4 horas somente nos testes com amilase. E
apresentou resisténcia as outras enzimas (Figura 8).

Estudos anteriores também realizados “in vitro” comprovaram com resultados
semelhantes, a resisténcia de oligossacarideos & acdo de enzimas digestivas, onde mano-
oligossacarideos foram testados. Em amilase ndo houve degradacdo de MOs (manotetraose e

manobiose), entretanto 40% de maltose foi decomposta por esta enzima em 4 horas de
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incubacdo. No suco gastrico ndo houve alteracdo em MOs e em maltose, e apds 4 horas de
incubacdo em pancreatina houve pequena queda de MOs e 10% de degradacdo de maltose
(ASANO et al., 2003).

Sem sofrer digestdo por enzimas, os oligossacarideos alcangam intacteis o intestino e
servem como substrato para o crescimento de bactérias probioticas, os produtos desta
fermentacdo inibem a proliferacdo de bactérias patogénicas presentes no cdélon intestinal
(MUSSATTO e MANCILHA, 2007), por isso a importancia dos testes avaliados.

100 - T
80 -
H Controle
[%2]
Q ®0 1 Amilase
S u2 Suco gastrico
40 -
# Pancreatina
20 -
0

X3 X2

Figura 5- Perfil de digestibilidade de xilo-oligossacarideo LABI por enzimas presentes no

trato gastrointestinal em 4 horas de incubagédo a 37°C. (X3- xilotriose e X2- xilobiose).
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Figura 6- Perfil de digestibilidade de xilo-oligossacarideo comercial por enzimas presentes

no trato gastrointestinal em 4 horas de incubacdo a 37°C. (X4- xilotetraose, X3- xilotriose e

X2- xilobiose).
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Figura 7- Perfil de digestibilidade de fruto-oligossacarideo comercial por enzimas presentes

% FOs

no trato gastrointestinal em 4 horas de incubacdo a 37°C (GF3- nistose e GF2- kestose).
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Figura 8- Perfil de digestibilidade da maltose por enzimas presentes no trato gastrointestinal
em 4 horas de incubacéo a 37°C.

4.4 Fermentacio “in vitro” de oligossacarideos

Os testes com fermentagdo “in vitro” tiveram a finalidade de comprovar a
capacidade de estimular o crescimento de bactérias benéficas dos XOs LABI e comparé-
los com XOs e FOs comerciais.

Como o esperado, todas as bactérias probidticas ndo cresceram em meio sem
fonte de carbono, utilizado como controle negativo (Tabela 7). Os XOs LABI ndo foram
capazes de estimular o crescimento de bactérias probioticas, embora tenha apresentado um
aumento no crescimento de L. brevis e B. breve com 72h (Tabela 7), provavelmente estes
XOs apresentem em sua composicao algum componente que esteja inibindo o crescimento
destes micro-organismos, o que demonstra a necessidade de uma purificacdo do produto.
A purificacdo dos XOs é realizada em cromatografia de filtracdo em gel, que separa 0s
subprodutos (geralmente de baixo peso molecular) dos oligossacarideos (HO et al., 2014).

As linhagens de Bifidobacterium foram capazes de crescer em oligossacarideos
comerciais, com exce¢do do B. animalis que teve um crescimento muito baixo em meio
contendo FOs e XOs comerciais e em XOs LABI (Figura 9 A). B. animalis foi capaz de
fermentar glicose, tendo um desempenho melhor no meio contendo 2% de glicose quando
comparado ao crescimento em meio contendo apenas 0,87% de glicose e xilose (Tabela
7).

B. breve demonstrou preferéncia por XOs comercial, sendo capaz de fermentar os

xilo-oligossacarideos e a xilose com a mesma eficiéncia que utilizou a glicose 2% para
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seu crescimento. Apresentou crescimento em XOs LABI apenas com 72 horas (Tabela 7 e
Figura 9 B). Os meios contendo FOs e glicose 0,87% ndo mostraram bons resultados para
0 crescimento desta linhagem.

B. longum teve bom crescimento nos meios contendo XOs e FOs comerciais,
embora o crescimento tenha sido menor do que nos meio contendo glicose e Xxilose
(Tabela 7 e Figura 10 A). Makeldinen et al. (2010) demonstrou a fermentacdo por B.
longum em meios contendo XOs e FOs comercial, seus resultados apontam uma
preferéncia desta linhagem por FOs, embora seu crescimento ndo tenha sido tdo alto
guanto em meio com glicose. Em 2002, Crittenden et al. apresentou resultados de B.
longum apontando a capacidade desta linhagem fermentar XOs 70 (Suntory, Japdo) e
xilose.

O crescimento de B. lactis foi maior em meios contendo glicose 2%, glicose
0,87% e xilose (Figura 10 B). Esta linhagem né&o foi capaz de utilizar XOs comercial e
XOs LABI. A bactéria cresceu em meio contendo FOs, porém foi pouco inferior ao
crescimento em meio contendo glicose 2% (Tabela 7). Estudos mostram que B. lactis é
capaz de fermentar os XOs (Longlive) e os FOs (Beneo) atingindo um crescimento
relativamente alto (CRITTENDEN et al., 2002; MAKELAINEN et al., 2010), porém este
resultado ndo foi observado no presente estudo.

As linhagens de Lactobacillus também apresentaram capacidade de fermentar
oligossarideos, entretanto, cada linhagem apresentou preferéncia por diferentes
prebidticos (Figura 11 A e B). L. acidophilus teve melhor crescimento em meio contendo
2% de glicose e desempenho um pouco inferior com glicose 0,87% e xilose. Nos XO
comercial e XOs LABI ndo houve um bom crescimento (tabela 7). L. acidophilus foi
capaz de crescer utitilizando FOs com a mesma eficiéncia que utilizou glicose 0,87%.
Makeléinen et al. (2010) também descreveu a preferéncia de L. acidophilus por FOs,
atingindo bons resultados em seu crescimento.

L. brevis cresceu melhor no meio com XOs comercial, obtendo um crescimento
semelhante ao meio contendo glicose 2% (Tabela 7). Isto corrobora estudos anteriores que
indicaram um crescimento satisfatorio de L. brevis em meio contendo XOs comercial
como unica fonte de carbono (CRITTENDEN et al., 2002; MOURA et al., 2007). L.
brevis teve um crescimento inferior em meios com XOs LABI, xilose e glicose 0,87%. O

resultado ndo foi satisfatorio no meio contendo FOs comercial.
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Figura 9- Perfil de crescimento de bactérias probioticas. (A) Bifidobacterium animalis e (B)

Bifidobacterium breve. Os micro-organismos foram cultivados em triplicata utilizando

diferentes fontes de carbono.
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Figura 10- Perfil de crescimento de bactérias probidticas. (A) Bifidobacterium longum e (B)

bifidobacterium lactis. Os micro-organismos foram cultivados em triplicata utilizando

diferentes fontes de carbono.
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Figura 11- Perfil de crescimento de bactérias probidticas. (A) Lactobacillus acidophilus e (B)
Lactobacillus brevis Os micro-organismos foram cultivados em triplicata utilizando diferentes

fontes de carbono.



53

Tabela 7- Crescimento de bactérias do género Bifidobacterium e Lactobacillus em diferentes

fontes de carbono.

Sem Glicose  Glicose FOs XOs XOs Xilose

glicose 2% 0,87%  comercial comercial LABI 1,13%
B. animalis
24 horas + +++++ ++++ + + - o+
48 horas + +++++ ++++ + ++ - FH++
72 horas + +++++ ++++ + ++ + +4+++
B. breve
24 horas ++ +++++ +++ +++ +++++ ++ +++++
48 horas ++ +++++ +++ +++ +++++ +++ +++++
72 horas ++ +++++ +++ +++ +++++ ++++ +++++
B. longum
24 horas + +H+++ A+t ot ot - FH+++
48 horas + +H+++ A+t ot ot - FH+++
72 horas + +H+++ ++++ ++++ + +++++
B. lactis
24 horas + ++++ ++++ ++ + - FH++
48 horas + +++++ ++++ ot ++ - FH++
72 horas + +++++ ++++ ++++ ++ + ++++
L acidophilus
24 horas + +++++ +++ ++++ ++ - +++
48 horas + +++++ ++++ ++++ ++ + ++++
72 horas + +++++ ++++ ++++ ++ + ++++
L. brevis
24 horas + +++ +++ ++ o+ - +++
48 horas + ++++ +++ ++ +4+++ + 4+
72 horas + ++++ +++ ++ ++++ +++ +++

Crescimento “+” e
600nm, onde. “-” =

2,00, “+++++" = > 2,10.

1313

0-0,1, “+” = 0,11-0,50, “++"

representa uma faixa de crescimento obtida pela absorbancia medida a

=0,51-1,00, “+++” = 1,10-1,50, “++++" = 1,60-
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Os prebidticos podem promover o crescimento de bactérias &cido-laticas no intestino
e atuar de forma antagOnica na proliferacdo de Salmonella e E. coli (PATEL e GOYAL,
2012). Nos estudos com E. coli notou-se um baixo crescimento em todos 0s meios com as
diversas fontes de carbono (Figura 12 A). Sendo assim, a E. coli ndo foi considerada
parametro para o estudo.

Conforme a Tabela 8 houve crescimento mais acelerado da S. enterica nas primeiras
horas de incubacdo em meios com e sem frutose e sacarose, ja nos demais (XOs, FOs e
xilose) o crescimento foi inferior. Nos tempos entre 24 e 48 horas o crescimento igualou em
todos os meios e a bactéria entrou na fase estacionaria. Somente no meio contendo XOs LABI
a bactéria ndo cresceu, indicando um possivel efeito bacteriostatico para este micro-
organismo.

O destaque foi nas primeiras 4 horas de fermentacdo, pois a Salmonella enterica
apresentou um melhor crescimento em meios com Xxilose, sem e com frutose e sacarose
(Tabela 8). Entretanto a bactéria ndo cresceu nos meios contendo FOs e XOS comerciais e
XOs LABI, podendo ser um possivel indicativo de que ao alcancar o intestino, os XOs e FOs
ndo sejam fermentados por Samonella, somente por bactérias probioticas, comprovando a
acdo prebidtica dos oligossacarideos comerciais e dos XOs LABI testados no presente estudo
(Figura 12 B). Mékeldinen et al. (2010) também testou o efeito dos prebidticos como fonte de
carbono no crescimento de Salmonella typhimurium em meio TBS (tryptic soy broth) e
observou um crescimento baixo em meios contendo XOs dp 2 e XOs (Longlive), além de
crescimento praticamente nulo em XOs dp 2-10 e FOs (Beneo).

Muitos trabalhos destacam que o efeito inibitério na proliferacdo de bactérias
causadoras de doencas esteja relacionado principalmente a competicdo entre probidticos e
patogénicos por sitios de ligacdo que estdo presentes no intestino. Além de produtos
resultantes da fermentacdo de prebidticos por bactérias benéficas, como por exemplo, a
producdo de &cidos lactico e acético que fazem com que o pH diminua tornando o ambiente
indspito para bactérias patogénicas (ZIEMER e GIBSON, 1998; CRITTENDEN e PLAYNE,
1997; SCHREZENMEIR e DE VRESE, 2001).
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Figura 12- Perfil de crescimento de bactérias patogénicas. (A) Escherichia coli e (B)

Salmonella entérica. As bactérias foram cultivadas em diferentes fontes de carbono.



Tabela 8- Crescimento de Salmonella enterica em diferentes fontes de carbono.
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Salmonella Sem fonte 2% 0,87% FOs XOS XOS Xilose

entérica carbono frutose/ frutose/ comercial comercial LABI 1,13%
sacarose sacarose

4 horas ++ ++ + - - - +
8 horas +++ +++ +++ ++ ++ - +++
12 horas +++++ +++++ ++++ +++ +++ - ++++
24 horas +++++ +++++ +++++ +++++ +++++ - +++++
48 horas +++++ +++++ +++++ +++++ +++++ - +++++

Crescimento “+” ¢ “- representa uma faixa de crescimento obtida pela absorbancia medida a
600nm, onde. “-” = 0-0,1, “+” = 0,11-0,30, “++” = 0,31-0,50, “+++” = 0,51-0,71, “++++"=0,71-

0,90, “+++++7=>0,91.
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5. CONCLUSOES

O aumento da temperatura durante o pré-tratamento alcalino possibilitou a
diminuicdo na quantidade de KOH sem prejudicar a eficiéncia na extracdo de hemicelulose.
Os experimentos que utilizam 10% de KOH a 70°C por 3 horas (Tratamento 1) e 5% de KOH
a 121°C por 30 minutos (Tratamento 3) foram similares no rendimento de hemicelulose em
relagdo ao método ZD, porém foram bem mais econdmicos. O tratamento 1 apresentou
reducédo de 54,1% de KOH e 1,98% de etanol e o tratamento 3 reduziu em 76,2% o KOH e
40,9% o etanol. Este ultimo tornou-se um processo menos trabalhoso pela retirada da etapa de
pré-incubacdo e consequentemente mais rapido, resultando em uma economia de 27 vezes no
tempo gasto durante a reacdo, quando comparado ao método ZD.

A hidrolise com enzimas do fungo A. fumigatus juntamente com substrato de
hemicelulose obtida por hidrolise alcalina utilizando 10% de KOH a 70°C por 3 horas,
apresentou melhor rendimento de XOs com 24 horas de reacdo. A hidrdlise enzimatica com
enzimas do fungo T. reesei mostrou ser mais vantajosas para producdo de xilose,
principalmente com substrato de hemicelulose obtida utilizando 5% de KOH a 121°C por 30
minutos.

Testes de digestibilidade “in vitro” confirmaram a resisténcia dos XOs e FOs
comerciais a acdo de enzimas encontradas no trato gastrointestinal e resisténcia a acidez do
suco gastrico. A fermentagdo “in vitro” dos FOs e XOs comerciais indicaram a capacidade de
Lactobacillus e Bifidobacterium utilizarem estes oligossacarideos como fonte de nutrientes
para 0 crescimento, comprovando o potencial prebidtico dos mesmos. B. breve e L. brevis
demonstraram preferéncia por XOs comercial, enquanto B. lactis e L. acidophilus
demonstraram preferéncia por FOs comercial. B. longum cresceu tanto no XO comercial
como no FO comercial e B. animalis ndo foi capaz de fermentar nenhum dos oligossacarideos
estudados. Os XOs LABI ndo foram capazes de estimular o crescimento da maioria das
bactérias probidticas, provavelmente pela sua pureza inferior ao comercial, o que reforca a
necessidade de mais estudos de purificacdo. Entretanto os resultados indicaram um possivel
potencial prebiotico dos XOs LABI, visto que, apresentaram resisténcia a agdo de enzimas
presentes no trato gastrointestinal de animais e inibiram o crescimento de Salmonella

enterica.
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