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RESUMO

Hemiceluloses séo polissacarideos com ligacfes do tipo -1,4 sendo o principal
tipo encontrado em gramineas as xilanas, estruturas com cadeia principal de xilose. O
pseudocaule de bananeira é um residuo agricola da colheita de banana que apresenta em
média 19,1 % de xilana em sua composi¢do. Xilanas apresentam grande potencial
econdémico e uma importante aplicacdo dessa macromolécula é a producdo de xilo-
oligossacarideos (XOS). XOS sdo oligbmeros de xilose, reconhecidos por seu efeito
prebidtico, além de possuirem diversas propriedades biolégicas que promovem a saude.
A producdo de XOS pode ser realizada por hidrolise enzimética através da acdo de
endoxilanase na cadeia da xilana. No entanto, é importante que a hemicelulose seja
extraida da biomassa lignocelulésica e que o extrato enzimatico seja livre de B-xilosidase,
enzima que hidrolisa XOS a xilose. Tendo em vista 0 aumento da demanda de compostos
que previnem doencas e promovem a saude, o objetivo desse trabalho foi a producéo de
xilo-oligossacarideos, a partir da hidrélise enzimatica de hemiceluloses extraidas de
pseudocaule de bananeira, usando a endoxilanase | de Aspergillus versicolor e avaliar a
acao prebidtica dos compostos produzidos. A xilanase | de Aspergillus versicolor foi
produzida pelo crescimento do microrganismo em meio contendo xilana proveniente de
farelo de trigo. A enzima foi purificada por cromatografia de troca i6nica (DEAE-
Sephadex A-50) e cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex G-75). Previamente a
extracdo de hemicelulose do pseudocaule de bananeira, foram avaliados diferentes pré-
tratamentos/lavagens para remocgdo de extrativos. A extracdo da hemicelulose foi
realizada com peroxido de hidrogénio a 6 % (m/v) em meio alcalino (pH 11,6). Apos a
extracdo da hemicelulose, as amostras foram quimicamente caracterizadas e o rendimento
foi maior ap6s o pré-tratamento alcalino com NaOH. A reacdo de hidrdlise foi realizada
variando-se 0s parametros de carga enzimatica (10 Ul/g, 30 Ul/g, 60 Ul/g, 100 Ul/g e 200
Ul/g), concentracdo de substrato (2%, 4%, 6%, 8% e 10% m/v) e tempo de reacdo (2h,
4h, 6h, 8h, 16h, 24h e 48h), a fim de se obter as melhores condic¢des para producédo de
XOS. A maior quantidade de XOS foi obtida pela hidrélise realizada com carga
enzimatica de 30 Ul/g, 8% de substrato e tempo de reagdo de 24 horas, produzindo 20,51
g/L de XOS, a maioria deles xilopentoses/xilohexoses e ndo houve producao de xilose. A
acdo prebidtica dos XOS produzidos foi avaliada através do crescimento de duas bactérias
probidticas e uma bactéria patogénica em meio contendo XOS como fonte de carbono.
Ambas as cepas probioéticas utilizadas demonstraram habilidade em utilizar XOS de
cadeia longa para seu crescimento, assim como também a cepa patogénica. Dessa
maneira, pode-se afirmar que foi possivel produzir compostos prebidticos (XOS) através
da hidrolise enzimatica de hemicelulose de pseudocaule de bananeira, utilizando a
endoxilanase | de Aspergillus versicolor.

Palavras chave: xilana, pseudocaule de bananeira, xilanase, xilo-oligossacarideos,
prebioticos



ABSTRACT

Hemicelluloses are polysaccharides with -1,4 bonds and the main type found in
grasses is xylan, xylose main chain structures. The banana pseudostem is an agricultural
residue of the banana crop that presents on average 19.1% of xylan in its composition.
Xylans present great economic potential and an important application of this
macromolecule is the production of xylooligosaccharides (XOS). XOS are sugar
oligomers composed of xylose units recognized for their prebiotic effect,
besides having diverse biological properties that promote the health. The production of
XOS can be carried out by enzymatic hydrolysis through the action of endoxylanase on
the xylan chain. However, it is important that the hemicellulose is extracted from the
lignocellulosic biomass and that the enzyme extract is free from B-xylosidase, an enzyme
that hydrolyzes XOS to xylose. Because of the increase demand for compounds that
prevent disease and promote health, the objective of this study was xylo-oligosaccharides
production from the enzymatic hydrolysis of hemicelluloses extracted from banana
pseudostem using Aspergillus versicolor endoxylanase | and evaluate the prebiotic action
of the compounds produced. A xylanase from Aspergillus versicolor was produced by
the growth of the microorganism in medium containing xylan (wheat bran). The enzyme
was purified through ion exchange chromatography (DEAE-Sephadex A-50) and
molecular exclusion chromatography (Sephadex G-75). Pior to the hemicellulose
extraction from banana pseudostem, different pre-treatments/washes were evaluated for
the removal of extractives. The hemicellulose extraction was performed with 6% (m/v)
hydrogen peroxide in alkaline medium (pH 11,6). After extraction, the samples were
chemically characterized and the higher yield of hemicellulose was obtained after alkaline
pre-treatment with NaOH. The hydrolysis reaction was performed by varying the
parameters of enzymatic concentration (10 1U/g, 30 1U/g, 60 1U/g, 100 IU/g and 200
IU/g), substrate concentration (2%, 4%, 6%, 8% and 10%) and reaction time (2h, 4h, 6h,
8h, 16h, 24h and 48h), in order to obtain the best conditions for XOS production. The
final enzymatic hydrolysis was performed with enzymatic concentration of 30 IU / g, 8%
of substrate and 24 hours reaction time, producing 20.51 g / L of XOS, most of them
xylopentaose and xylohexaose and there was no xylose production. The prebiotic action
of the XOS produced was evaluated by the growth of two probiotic and a pathogenic
bacterias in medium containing XOS as carbon source. Both probiotic strains
demonstrated the ability to use long chain XOS for their growth, as well as the pathogenic
strain. It can be affirmed that it was possible to produce prebiotic compounds (XOS)
through the enzymatic hydrolysis of banana pseudostem hemicellulose.

Key words: xylan, banana pseudostem, xylanase, xylo-oligosaccharides, prebiotics
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Introducgéo

1. INTRODUCAO

A expanséo das atividades agricolas e agroindustriais gera grande quantidade de
residuos lignocelul6sicos, fontes renovaveis que tém se tornado interessantes pois podem
ser utilizados para a producdo de novos materiais, deixando de ser subutilizadas. Entre os
constituintes da biomassa, as hemiceluloses sd@o componentes estruturais que
correspondem a até 30% em material seco. Estes polissacarideos podem ser considerados
matéria-prima para producdo de compostos de maior valor agregado. As hemiceluloses
apresentam uma alta organizacao estrutural com a celulose e lignina na parede celular
vegetal, sendo necessario um processo quimico ou quimico-fisico para separar as fracoes
lignocelulésicas. Além disso, a extracdo da porcdo de hemicelulose torna esse
polissacarideo mais acessivel para acdo de enzimas, podendo ser parcial ou totalmente

hidrolisado.

As xilanases sdo enzimas produzidas em grande quantidade por fungos
filamentosos, e sdo conhecidas pela sua capacidade de hidrolisar a xilana, principal
componente da por¢do hemiceluldsica. Apds sua hidrdlise enzimatica, outros compostos
de interesse industrial podem ser produzidos, via fermentacdo, acdo enzimatica ou
modificacdo quimica. A hidrolise enzimatica das hemiceluloses dos residuos para
obtencdo de produtos de maior valor agregado é considerada sustentavel, pois nao produz
substancias secundarias toxicas ao ambiente. Porém o processo de extracdo das
hemiceluloses necessita de melhorias que levem a maior rendimento de extracdo. A
diversificacdo na fonte de biomassa pode ser uma vantagem, colaborando com aumento

no rendimento de extracdo e diversidade no efeito prebiotico.

Entre os produtos derivados da xilana, os xilo-oligossacarideos (XOS) sdo
oligossacarideos ndo digeriveis de baixa massa molecular compostos por unidades de
xilose. Os XOS podem ser obtidos a partir da xilana de residuos agroindustriais, atraves
da hidrolise enzimaética, acida ou auto-hidrolise. Esses oligbmeros possuem grande
potencial prebiotico, diversas propriedades biolégicas que promovem a salde e
caracteristicas fisico-quimicas favoraveis que permitem que sejam adicionados em
alimentos como ingredientes funcionais. Com aumento na preocupac¢do por uma
alimentacdo saudavel, e popularizacdo de alimentos funcionais, os XOS apresentam

tendéncia de aumento de demanda.
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Introducgéo

Os métodos de producdo de XOS a partir de residuos lignocelulésicos tém sido
amplamente estudados a fim de aumentar seu rendimento. A clivagem das ligagdes
existentes entre os compostos que os constituem é relativamente de dificil controle,
limitando a sua producéo. A fim de eliminar essa limitacdo, estudos devem ser realizados

para avaliar os melhores métodos e oportunidades de inovacao nesta area.

Os XOS sdo os unicos prebioticos obtidos atraves de materiais lignocelul6sicos
atualmente no mercado e a Asia tem sido o maior produtor comercial. Os XOS s&o
utilizados como ingredientes funcionais no Japdo, pais cujas normas e cultura alimentar
diferem das da América do Norte e Europa. A producéo estimada de xilo-oligossacarideos
no mundo em 1995 foi de cerca de 300 toneladas, sendo que mais da metade foi
consumida no Japao, e o faturamento no mercado foi de aproximadamente 10 bilhGes de
yen. Ja 0 mercado europeu de prebioticos, foi projetado para atingir U$ 179 milhdes em
2010 (FAO, 2007). No ano de 2018, o valor de mercado dos XOS foi da ordem de US$
30-50 para cada quilograma de produto, sendo que o valor do produto varia em funcéo de

sua pureza.

Tendo em vista 0 aumento da demanda por alimentos que previnem doencas e
promovem a salde, essa pesquisa foi realizada com objetivo de obter compostos de alto
valor agregado a partir de um residuo agricola (pseudocaule de bananeira), os Xxilo-
oligossacarideos. Ainda, avaliar seu efeito estimulador de microrganismos benéficos,
como Lactobacillus fermentum e Lactobacillus plantarum, e inibidor de pat6égenos, como

Escherichia coli, ou seja, sua atividade prebidtica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Residuos agroindustriais

Atualmente, devido ao crescimento das atividades agroindustriais, mundialmente
sdo gerados milhdes de toneladas de residuos lignocelulésicos por ano, a maior fonte de
biomassa do mundo, amplamente disponivel e renovével. Essa biomassa é considerada
um residuo de baixo custo e muitas vezes pode gerar prejuizo consideravel as atividades
econdmicas do setor agroindustrial, através do desperdicio de insumos e pela necessidade
de descarte adequado, e ao meio ambiente. Em contato com corpos hidricos, a grande
quantidade dessa matéria organica pode diminuir a concentracdo de oxigénio presente na
agua e causar a morte de espécies aquaticas (FORSTER-CARNEIRO et al., 2013;
BARRETO; ZANCAN; MENEZES, 2015).

Nesse contexto, biomassa pode ser definida como “toda matéria organica de
origem vegetal ou animal, que é produzida na natureza ou ecossistemas conduzidos
(agricultura, aquacultura, silvicultura), industrialmente transformados ou ndo” (NIGAM;
PANDEY, 2009). A lignocelulose € o maior componente estrutural da biomassa vegetal,
correspondendo cerca de metade da matéria da planta produzida através da fotossintese,
e representando a fonte organica renovavel mais abundante no solo (MADEIRA JUNIOR
et al., 2017). A biomassa lignocelulésica é composta de cadeias de celulose
unidas/organizadas entre si por ligacdes de hidrogénio. Essas longas fibras celuldsicas
sdo, por sua vez, recobertas por hemiceluloses e ligninas. Esses trés componentes estdo
fortemente entrelagados e organizados (OGEDA; PETRI, 2010).

A celulose, principal constituinte estrutural da parede celular vegetal, € um
homopolissacarideo composto por moléculas de D-glicose, unidas através de ligagdes O-
glicosidicas do tipo B-1,4. Em funcdo da linearidade de sua cadeia, as moléculas de
celulose se agregam dando origem as fibras, que s&o embebidas por uma matriz composta
por hemicelulose e lignina (OGEDA; PETRI, 2010; BALAT, 2011). A lignina é um
composto complexo e aromatico, formado basicamente de unidades de fenilpropano. Essa
molécula confere rigidez e resisténcia mecanica a parede celular vegetal, e
impermeabilidade em vasos condutores. Na estrutura da célula vegetal (Figura 1), a
lignina esta ligada aos grupos laterais das hemiceluloses através de ligagdes covalentes,
formando uma matriz complexa que envolve as fibras de celulose (RODRIGUES et al,
2010; FIGUEIREDO, 2016).
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Figura 1. Estrutura da biomassa vegetal mostrando a organizacéo entre celulose,
hemicelulose e lignina.

Hemicelulose

Celulose

Fonte: Adaptado de Santos et al, 2012

A composicdo e proporcao desses compostos varia ndo apenas de acordo com o
tipo de planta, mas também com as condic¢des de crescimento, parte do vegetal escolhida
e idade da planta (OGEDA; PETRI, 2010). Geralmente, na maioria das fibras vegetais,
as porcdes de celulose e hemicelulose representam entre 40-50% e 15-30% da massa seca
das plantas, respectivamente. Esses polissacarideos podem ser clivados em seus
mondmeros através de hidrélise. J& a lignina pode representar cerca de 10-30% da massa
da biomassa (WYMAN et al, 2005; FILHO, 2011).

Nos ultimos anos, o interesse pela utilizagdo de residuos agroindustriais tem
aumentado, o que tem resultado em um importante estimulo ao estudo de novos materiais,
compostos quimicos e energia. Além disso, muitos bioprocessos tém sido desenvolvidos
utilizando esses residuos como substratos para a producdo de moléculas de alto valor
agregado. Dessa forma, uma extensa gama de produtos valiosos e de interesse industrial
tém sido recuperados do que anteriormente era considerado residuo. Esses estudos
englobam uma grande area da biotecnologia microbiana com muitas possibilidades de
pesquisa e cujas descobertas tém demonstrado enorme potencial pratico e econémico
(MADEIRA JUNIOR et al., 2017).
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O desenvolvimento e implementacdo de processos sustentaveis capazes de
converter biomassa em varios produtos, com maior valor agregado, é importante para
aproveitar residuos agroindustriais e gerar menor impacto ambiental (ROSA et al, 2011).
Embora parte destes residuos seja utilizada para producéo de energia e alimentacao
animal, muitas pesquisas visam novas aplicacdes para o0 melhor aproveitamento destes
materiais (BRIENZO, 2010).

2.2. Pseudocaule de bananeira

Dentre os residuos agroindustriais, o pseudocaule de bananeira é produzido em
grande quantidade através da cultura da banana no Brasil, o qual é o terceiro maior
produtor dessa fruta no mundo (EMBRAPA, 2016). Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), na safra de 2016 foram produzidas 6,9 milhGes de
toneladas de bananas, sendo assim a segunda fruta de maior producéo no pais e, as regides
nordeste e sudeste sdo as maiores produtoras, responsaveis por cerca de 60% dessa

producao.

O pseudocaule de bananeira (Figura 2) é o “caule” da planta de banana, o qual
produz um Gnico cacho de banana. E constituido por superposicdes das bainhas das
folhas, as quais nascem enroladas e se abrem gradativamente. Sucessivamente véo
aparecendo folhas dispostas em forma helicoidal e em conjunto, formando o que recebe,
com frequéncia, 0 nome de tronco da bananeira, mas que na verdade é um pseudocaule.
Possui o formato cilindrico, reto e rigido, podendo medir de 1,2 a 6,0 metros de altura por
15 a 50 centimetros de diametro, e sua cor pode variar de verde brilhante a roxo pardo,
dependendo da espécie (MEDINA, 1990; COELHO et al., 2001; FERIOTTI, 2010; MA,
2015).
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Figura 2. Estrutura da bananeira

Fonte: Adaptado de: http://franhelsopiguatuagricola.blogspot.com.br/2011/09/desenho-
da-planta-de-bananeira.html

Em relacdo a sua composi¢cdo quimica, o pseudocaule de bananeira apresenta
umidade de aproximadamente 96% e seu contetdo de celulose, hemicelulose, lignina
pode variar dependendo da espécie, como esta apresentado em relagdo a massa seca na

Tabela 1.

Tabela 1. Composigdo quimica percentual em massa seca do pseudocaule de bananeira.

Celulose  Hemicelulose Lignina

Pseudocaule de bananeira (%) (%) (%) Referéncia
PRGNS 2e ma O
Pseusi%ﬁﬁlﬁ rTl\]/lusa 535 159 117 Rojz} 28(L)OI\2I()eves.
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Apos a colheita das bananas, uma grande quantidade de residuos € gerada, pois
cada bananeira ndo pode ser reutilizada para a proxima colheita. Sendo assim, para cada
tonelada de banana produzida no pais, sdo geradas aproximadamente 3 toneladas de
pseudocaule, que geralmente sdo abandonados no solo. Este material sofre decomposicao
no solo, liberando sulfeto de hidrogénio e gas amo6nia em grandes quantidades, que podem
causar poluicdo ambiental. Portanto, a exploragdo desse residuo para produzir compostos
de maior valor agregado é benéfica para o ambiente, além de gerar produtos de interesse
para o consumo humano e animal (LI et al, 2010; IDREES et al, 2013; DINIZ et al, 2014).

2.3.  Hemiceluloses (xilana)

As hemiceluloses (polioses) sdo o segundo componente mais abundante na
biomassa lignocelulésica, sendo o primeiro a celulose. Diferentemente da celulose, as
hemiceluloses podem ser homopolissacarideos ou hetero-polissacarideos. Essas
moléculas sdo formadas por unidades de piranose e furanose, incluindo D-xilose, D-
manose, D-arabinose e D-glicose. Além disso, as hemiceluloses podem apresentar
cadeias laterais ou grupos pendentes constituidos de acido acético, pentoses, acidos
hexurdnicos e deoxihexoses (Figura 3), 0s quais sdo responsaveis pela solubilidade da
hemicelulose em &gua e em alcalis. Diferentes composicoes e estruturas de hemicelulose
podem ser obtidas de diferentes fontes de biomassa (MENEZES, 2007; LADEIRA, 2013;
FARHAT et al., 2017).
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Figura 3. Carboidratos que comp&em as unidades da hemicelulose.
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Fonte: OGATA, 2013

As hemiceluloses sdo geralmente classificadas de acordo com o principal
monossacarideo presente na sua composicdo como por exemplo Xilana e manana,
formados por xilose e manose, respectivamente. Diferentes subclasses de hemicelulose
podem ser encontradas, dependendo da espécie vegetal, do estagio de desenvolvimento e
do tipo de tecido. As hemiceluloses tém funcao de estabilizar a parede celular através de
pontes de hidrogénio com a celulose e de ligag6es covalentes com a lignina (WYMAN et
al, 2005). A xilana é o polissacarideo mais abundante nas hemicelulose de gramineas,
sendo assim a hemicelulose com maior incidéncia em residuos agricolas e agroindustriais
(GIRIO et al, 2010).

A xilana € um polissacarideo cuja estrutura apresenta uma cadeia composta de
residuos de D-xilose ligados através de ligagdes B-1,4. Além disso, a cadeia da xilana
pode apresentar ramificacdes que contém a-L-arabinose, acidos D-glucurdnico ou 4-O-
metil-D-glucurdnico, e ainda acidos feralicos (Figura 4). Xilanas isoladas de diferentes
plantas apresentam a mesma estrutura principal composta por residuos de xilose, sendo
diferenciados pelos residuos ramificados ou grupos pendentes. (MADEIRA JUNIOR et
al, 2017; ALVAREZ et al, 2017).
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Figura 4. Estrutura geral mostrando as ramificagcdes que podem ser encontradas em uma
variedade de xilanas isoladas da parede celular de plantas (CANN; DODD, 2009).

o-4-Me-GIcUA

HOOCG

H;CO O, Acetate]
-D-Xylopyranose HO CH,
OH O:\/
OH O 0O
o) O ~
HO HO HO
A AN\ A A A=\ A A
o=< OH o o
CHg OH 0

OO sl

HO HO

[ci-L-Arabinofuranose] OH

Ferulic acid
OH

Ferulic acid

Essas macromoléculas possuem massa molecular relativamente alta de 10.000 Da
a40.000 Da, um grau de polimerizacdo de 100-200 e sdo principalmente encontradas nas
paredes primaria e secundaria da planta (DEUTSCHMANN; DEKKER., 2012). O grau
de polimerizacdo, o grau de ramificacdo e os monossacarideos que compdem as cadeias
laterais determinam em grande parte as propriedades bioldgicas da xilana e seu uso na
indUstria (CANTU-JUNGLES et al., 2017).

As hemiceluloses presentes nos residuos agricolas, principalmente a xilana,
apresentam grande potencial econdmico e tém encontrado cada vez mais aplicagoes.
Possibilidades para seu uso consistem na sua extragdo para converté-la em produtos como
prebidticos (xilooligosacarideos), outros polimeros como Xxilofane, compostos de
aplicacdo quimica e farmacéutica, e agucares fermentaveis para a producdo de etanol
(MCKENDRY, 2002; BRIENZO, 2010; ZHANG et al, 2016).

As hemiceluloses se ligam covalentemente com a lignina e ambas estdo
entrelacadas (interagdes fisicas) com a celulose na parede celular vegetal. Portanto, € um
desafio separé-las sem uma mudanca significativa em sua estrutura. Para separar essas

moléculas é necessario um tratamento ou pré-tratamento para romper as ligacOes
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quimicas (SUN et al, 2004; BRIENZO; SIQUEIRA; MILAGRES, 2009; CASTRO,
2009).

2.4.  Extracao da hemicelulose

A extracdo da hemicelulose da biomassa € uma etapa essencial para a produgao
de uma ampla variedade de produtos de maior valor agregado. A hidrolise enzimatica da
hemicelulose presente na biomassa lignocelulosica ¢é limitada pela organizacdo com os
demais componentes como celulose e lignina. Além disso, a solubilizacdo dos
componentes lignocelulésicos depende de fatores do processo, como concentragao de
reagentes, da temperatura, concentragdo de solidos e agitacdo (YILMAZ, 2012).

Diferentes métodos tém sido utilizados para isolar a hemicelulose da biomassa
lignocelulésica. Esses métodos incluem pré-tratamentos com acido diluido, extracao
alcalina, explosédo a vapor, entre outros (FARHAT et al, 2017). Através do tratamento
com acido diluido, a hemicelulose é fracionada em oligossacarideos ou monossacarideos,
uma vez que o cido cliva as ligacdes glicosidicas da cadeia de xilana. A quebra da cadeia
de xilana é aleatoria e depende do tipo de acido e da concentracdo utilizada, alem de

condigdes como tempo de reacdo e temperatura (BRIENZO et al, 2016).

A explosdo a vapor é um método hidrotérmico que modifica a estrutura do
material lignoceluldsico solubilizando oligdmeros e monémeros de xilose. A biomassa é
submetida a um vapor saturado em alta pressao e temperatura, 0 sistema é rapidamente
despressurizado causando a desestruturacao do material. Durante este processo térmico,
a maioria das hemiceluloses é solubilizada, mas o contetdo de hemicelulose e sua
composicdo de ramificacdo determinam a sua estabilidade. Este tratamento é usado
principalmente em biomassa com maior teor de xilana, como residuos agroindustriais
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; PALM; ZACCHlI; 2003).

Dentre os diferentes metodos que podem ser utilizados para isolar a hemicelulose,
a extracao alcalina é bem estudada e conhecida como um método eficiente. As pontes de
hidrogénio entre celulose e hemicelulose sdo rompidas através dos ions hidréxidos
presentes nos reagentes alcalinos, solubilizando o material hemicelulésico. A extracao
alcalina tambeém libera as hemiceluloses clivando as ligacGes éster entre a lignina e a
hemicelulose, removendo a lignina sem degradar os demais componentes. A eficacia

deste tratamento dependeré do teor de lignina na biomassa (FARHAT et al, 2017).
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Solventes organicos, como o etanol, também tém grande potencial para isolar
hemiceluloses, pois sdo capazes de precipitar os polissacarideos da biomassa, separando-
os da lignina em um processo de purificagdo parcial. No entanto, este tratamento deve ser
usado apds a separacdo da celulose. Através deste tratamento, grande parte da
hemicelulose pode ser recuperada, permanecendo em solucdo até a precipitacdo com
etanol (PENG et al, 2012).

As condi¢des Otimas da extracdo de hemicelulose dependem estritamente das
caracteristicas de cada matéria-prima, principalmente sua composi¢do quimica, bem
como do proposito final do préprio processo. Independentemente do método de extracao,
apos sua separacao dos demais componentes da biomassa lignocelulésica, a hemicelulose
deve estar em condicGes desejaveis/qualidades especificas, para poder ser empregada na

conversao em NoOvos produtos.

2.5. Xilanases

A parede celular das plantas é composta por polissacarideos compostos por
unidades de acucares unidas através de ligacBes glicosidicas. As enzimas responsaveis
pela clivagem dessas ligagOes sdo chamadas de glicosil hidrolases (GH) e podem ser

produzidas por diversos micro-organismos (DODD; CANN, 2009).

As principais enzimas responsaveis pela hidrolise da cadeia de xilana sdo as endo-
1,4-R-xilanases e R3-xilosidades (GOSWAMI; RAWAT, 2015). As xilanases séo enzimas
que catalisam a hidrélise das ligac@es glicosidicas B-1,4 da cadeia principal da xilana,
reduzindo seu grau de polimerizacdo (POLIZELI et al., 2005). Dentre o complexo de
enzimas que realizam a hidrélise da xilana, as de maior importancia sdo as endoxilanases.
(BATTAN et al, 2007). As endo-B-1,4-D-xilanases (EC 3.2.1.8) agem sobre a cadeia
principal de xilana e os produtos formados pela sua acdo sdo xilo-oligossacarideos, ja as
B-xilosidases (EC 3.2.1.37) sdo enzimas que hidrolisam xilobiose e xilo-oligbmeros de
cadeia curta, liberando unidades de xilose. (COLLINS et al, 2005; SOMERA et al, 2009).

Geralmente, as endoxilanases apresentam seu pico de maxima/6tima atividade
entre 40 a 80°C e com pH entre 4,0 e 6,5. Porém condic6es 6timas fora dessa faixa podem
ser encontradas na literatura. A molécula de xilana n&o € hidrolisada de forma aleatoria,
os sitios selecionados dependem da natureza da molécula do substrato, do tamanho da

cadeia, do grau de ramificagédo e da presenca de substituintes. Inicialmente, o principal
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produto da hidrolise séo oligdbmeros de xilose, porém mono, di ou trissacarideos de xilose
podem ser produzidos (POLIZELI et al, 2005; BURLACU; CORNEA; ISRAEL-
ROMING, 2016).

Contudo, para que uma molécula de xilana seja completamente e eficientemente
hidrolisada a xilose, sdo necessarias enzimas acessorias para clivar as diversas cadeias
laterais/pendentes da molécula (Figura 5). Algumas dessas enzimas que atuam em
conjunto com as xilanases séo as acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72), que removem 0s
grupos O-acetil, e as ferulosil esterases (EC 3.1.1.73) que hidrolisam as ligacdes ésteres
do acido ferulico nas cadeias laterais da xilana. Além disso, as glucuronidases (EC
3.2.1.139) hidrolisam as liga¢des a-1,2 do &cido glucurénico com os residuos de xilose,
e as a-Larabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), que removem os residuos de L-arabinoses
substituidos na estrutura da xilana (DODD; CANN, 2010).

Figura 5. Estrutura da xilana e sitios de ataque das enzimas xilanoliticas e acessorias.
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Fonte: KALIM et al, 2015.

As glicosil hidrolases (GH) estdo classificadas em familias, sendo a maioria das
xilanases mais estudadas pertencentes as familias 10 e 11. As enzimas pertencentes a
essas familias se diferem quanto a suas propriedades fisico-quimicas, estrutura, modo de
acao e especificidade ao substrato. As xilanases da familia 10 sdo maiores, mais
complexas e hidrolisam as fragdes de xilana e celulose da parede, enquanto que as da

familia 11 sdo menores e altamente especificas, hidrolisando apenas a xilana. Por este
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motivo, as xilanases da familia 11 tém se mostrado bastante interessantes e de potencial
biotecnoldgico, principalmente, para uso industrial. Além disso, as xilanases de ambas
familias sdo capazes de manter a atividade catalitica em temperaturas de 60°C a 80°C ou
superiores, representando um nicho de interesse comercial, pois muitos dos processos
onde as mesmas sdo empregadas devem ocorrer em altas temperaturas (COLLINS;
GERDAY; FELLER, 2005; PAES; BERRIN; BEAUGRAND, 2012; CENSONI, 2013).

A familia GH10 e composta por endo-1,4-B-xilanases e endo-1,3-p-xilanases (EC
3.2.1.32). Essas enzimas sdo altamente ativas em xilo-oligossacarideos de cadeias
menores, indicando um sitio ativo pequeno. Analises estruturais, analises cinéticas da
atividade em xilo-oligossacarideos de varios tamanhos e anélises do produto final da
hidrélise indicaram que as xilanases da familia 10 possuem de quatro a cinco sitios ativos.
As enzimas pertencentes a essa familia geralmente possuem massa molecular elevada,
baixo ponto isoelétrico e uma estrutura formada por dobramento o/f barril (MOTTA;
ANDRADE; SANTANA, 2013).

A familia GH11 é composta apenas por xilanases (EC3.2.1.8), enzimas que sdo
exclusivamente ativas na presenca de substrato que contém D-xilose. Sdo geralmente
caracterizadas por um alto ponto isoelétrico, baixa massa molecular e sua estrutura esta
representada na Figura 6 (MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013).

Figura 6. Estrutura tridimencional de xilanase da familia GH11 produzida por T.
auranticus (JUTURU; WU, 2012)
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As xilanases sdo produzidas principalmente por micro-organismos, e dentre eles,
fungos filamentosos, bactérias terrestres e marinhas, mas também podem ser produzidas
por algas marinhas, protozodrios, caracois, crustaceos e insetos. Geralmente, a produgédo
de xilanases é induzida pela maioria dos micro-organismos durante o seu crescimento em
substratos contendo xilana (PASTOR et al, 2007).

Dependendo do organismo, as enzimas podem permanecer no interior da célula,
na membrana celular ou ser secretada para fora da célula, para o meio extracelular
(PRADE, 1995). Dentre as fontes microbioldgicas, os fungos filamentosos sdo
especialmente interessantes para a producdo dessas enzimas, pois tém a vantagem de
produzi-las de forma extracelular e em quantidade maior que leveduras e bactérias
(POLIZELI et al., 2005; LADEIRA, 2013; GOSWAMI; RAWAT, 2015).

A producdo das xilanases depende principalmente do tipo de substrato no meio de
cultura, sendo que a maioria dos micro-organismos sdo capazes de produzir essa enzima
utilizando a xilana como principal fonte de carbono. Porém, ao utilizar a celulose como
substrato, alguns micro-organismos produzem ambas xilanases e celulases, 0 que ocorre
devido a presenca de tracos de hemicelulose nos substratos celulosicos (GOSWAMI;
RAWAT, 2015). Substratos alternativos como bagaco de cana-de-acUcar, cascas de arroz,
residuos de madeira, entre outros, tém se mostrado eficiente para a produgdo dessas
enzimas (MICHELIN, 2015).

As xilanases sdo enzimas produzidas através da expressdo de genes indutiveis, ou
seja, essas enzimas sé serdo produzidas pelo micro-organismo na presenca de xilana, ou
melhor, na presenca de xilo-oligossacarideos indutores. A molécula de xilana ndo é capaz
de penetrar na célula microbiana, pois possui uma estrutura polimérica. Geralmente,
fragmentos menores como Xilooligossacarideos de baixa massa molecular, sdo formados
pela acdo de pequenas quantidades de xilanases constitutivas secretadas no meio
extracelular, e sdo transportados para dentro da célula, através de permeases, induzindo a
expressdo dos genes envolvidos na sintese de xilanases (ARO et al., 2005; COLLINS et
al., 2005). O nivel de resposta de inducédo da sintese de xilanase em fungos filamentosos
varia para cada micro-organismo. Um mesmo substrato pode induzir a producdo de
xilanase em uma espécie, e inibir sua producdo em outra espécie (FILHO, 2004;
TERRONE, 2013).

O processo que controla a producdo enzimatica extracelular de acordo com a fonte
de carbono presente no meio é influenciado pela disponibilidade de precursores para a
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sintese dessa proteina. Baixas taxas de carbono e nitrogénio no meio podem ser uma das
estratégias para uma producéo de xilanases livre de celulases, porém para alguns micro-
organismos, a presencga de substratos celulésicos no meio é essencial para a maxima
producdo de xilanases (BRIENZO; MONTE; MILAGRES, 2012; GOSWAMI; RAWAT,
2015).

Estudos recentes demonstram que o uso biotecnolédgico de enzimas xilanases tém
sido cada vez maior nas ultimas décadas. As xilanases comecaram a ser utilizadas nos
anos 1980 na preparacao de racdo animal, e posteriormente comegaram a ser aplicadas no
setor de alimentos, téxtil e na industria de papel e celulose. Por conta disso, 0 mercado
dessas enzimas tem crescido significativamente ao longo dos ultimos anos (KALIM et al,
2015; KUMAR et al, 2017; BALA; SINGH, 2018; CHEN et al., 2019).

Um uso importante dessa enzima € para o branqueamento da polpa de celulose
nas industrias de papel, colaborando com a etapa posterior de eliminacdo dos residuos de
lignina presentes (BARLACU; CORNEA; ISRAEL-ROMING, 2016). Elas também séo
utilizadas nas racbes animais, pois aumentam sua digestibilidade diminuindo a
viscosidade no trato intestinal e aumentando a absorcdo dos nutrientes. Na panificacao,
elas podem ser adicionadas para aumentar o volume dos paes e melhorar seu sabor final.
Na industria da cerveja e no processamento de sucos, essas enzimas tém sido utilizadas
para reduzir a formacdo da turvagédo solubilizando as arabinoxilanas de cadeia longa
(POLIZELLI et al, 2005). As xilanases em sinergia com outras hemicelulases e celulases
também podem ser utilizadas para a geracdo de biocombustiveis, a partir da biomassa
lignocelulosica pré-tratada (KUMAR et al, 2017). Outra aplicaco interessante é o uso
dessas enzimas para producdo de xilo-oligossacarideos, por meio da hidrélise da xilana
(BRIENZO; SIQUEIRA; MILAGRES, 2009; BRIEZO et al., 2017). Esses incomuns
oligossacarideos sdo considerados fibras alimentares solGveis ja que se comportam de
forma similar a elas no organismo humano, apresentando atividade prebiética e
favorecendo a melhora das fungdes intestinais. A conversao enzimatica da xilana em XOS
é preferida pela industria alimenticia por conta dos problemas relacionados as tecnologias
guimicas (CARVALHO et al, 2013).
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2.6.  Género Aspergillus e espécie Aspergillus versicolor

O género Aspergillus possui espécies comuns e muito difundidas no ambiente,
onde crescem geralmente na superficie. E definido como um grupo de fungos conidianos,
ou seja, fungos assexuados. As espécies desse género sdo altamente aerobicas e sdo
encontradas em quase todos 0s ambientes ricos em oxigénio. Esses fungos crescem em
substratos ricos em carbono, como monossacarideos (glicose) e polissacarideos (amido),
mas também podem se adaptar e crescer em ambientes dificientes em nutrientes ou com
falta de nutrientes essenciais. As espécies de Aspergillus sdo contaminantes comuns de
alimentos amilaceos, como péo e batata, e também podem ser encontrados em muitas
plantas (BAKER; BENNETT, 2007).

A morfologia é uma parte importante na identificacdo de espécies, principalmente
das espécies do género Aspergillus, sendo feita através da observacdo da tipologia da
col6nia e da morfologia dos conidios e conidiéforos (Figura 7). A cabeca aspergilar situa-
se no topo de um conidi6foro que se dilata na sua extremidade formando a vesicula. As
células produtoras de esporos (fialides) sédo suportadas diretamente pela vesicula ou por
uma camada de células estéreis chamadas métula. As fialides podem cobrir toda a
vesicula ou apenas o seu topo, sendo a sua disposicao uma caracteristica essencial na
identificacdo morfoldgica das diferentes espécies de Aspergillus. A partir da extremidade
das fialides, surgem os conidios cujas dimensdes sdo variaveis dependendo da a espécie.
Na base dos conididforos, sustentados por uma célula basal, encontram-se as hifas
(FRANCISCO, 2017).

Figura 7. Representacdo esquematica da morfologia de Aspergillus spp.
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Fonte: VALENTE, 2014.
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Entre os cientistas que trabalham com esse género de fungos, hd uma continua
fascinacdo pelo seu potencial biotecnoldgico, ja que é capaz de produzir inimeras
enzimas extracelulares, que podem ser Uteis em processos industriais, além de
metabdlitos secundarios de importancia biotecnoldgica. Essas caracteristicas tornam

muitas espécies desse género comercialmente importantes (MACHIDA; GOMI, 2010).

A espécie Aspergillus versicolor € comumente isolada do solo, detritos de plantas
e ambientes marinhos (Figura 8). E um fungo altamente resistente, o que explica sua
ampla distribuicdo global em diferentes condi¢bes ambientais (FOMICHEVA;
VASILENKO; MARFENINA, 2006). Para seu crescimento, a condi¢do ideal de
temperatura é entre 22 e 28°C, porém estudos mostram que essa espécie pode crescer em
uma faixa de temperatura de 4 a 40°C. Quanto ao pH, essa espécie pode tolerar uma ampla
faixa, além de ser particularmente resistente a condic@es alcalinas. A. versicolor pode ser
considerado osmofilo, ou seja, capaz de se desenvolver em ambientes com altas
concentracdes de acUcar (até 40%), além de também conseguir se adaptar a ambientes
salinos (PASANEN et al., 1997; PITT; HOCKING, 1997).

Figura 8. Coldnia e conidioforos caracteristicos da espécie Aspergillus versicolor.

Fonte: TOME, 2011
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Apesar do Aspergillus versicolor ser produtor de sterigmatocistina, um precursor
das aflatoxinas, a toxicidade desse composto é extremamente baixa. Este composto
apresenta baixa solubilidade em agua ou suco gastrico, tornando improvavel que esse

composto possa causar intoxicagdo no homem e em animais (PITT; HOCKING, 1997).

Dependendo as condi¢des de cultivo, as coldnias podem variar em cores e em taxa
de crescimento. A. versicolor é caracterizado como fungo filamentoso anamorfo formador
de conidios e tem se mostrado eficiente produtor de xilanases, mas produz baixos niveis
de celulases. Por outro lado, esta é uma caracteristica interessante para algumas
aplicacdes industriais, como a hidrolise da xilana presente em residuos agroindustriais em
produtos de maior valor agregado (CARMONA et al, 2005; ARAGON et al., 2013).

2.7.  Hidrdlise enzimatica de xilana para a producéo de XOS

A hidrdlise enzimatica € um processo amplamente estudado para materiais
lignocelulosicos, ja que a bioconverséo de residuos agroindustriais, pode gerar moléculas
de maior valor agregado. Pode colaborar também com a reducdo do impacto ambiental
causado pelo acimulo de residuos no ambiente. A hidroélise enzimatica, ao contrario da
hidrolise acida, ndo apresenta reacfes secundarias ou formacdo de subprodutos, além
disso as reacdes ocorrem de forma branda e ndo é necessaria alta temperatura ou pressao
(BRIENZO et al, 2016).

A hidrolise enzimatica das hemicelulose em geral € um processo de reacdo
catalitico complexo de duas fases sélido-liquido, em que as enzimas sdo adsorvidas da
fase liquida para o substrato sélido. As enzimas adsorvidas catalisam a hidrolise do
substrato insolivel na fase sélida, simultaneamente com as enzimas dissolvidas, que
catalisam a hidrdlise do substrato soltvel na fase liquida. A hidrélise da fase sélida
consiste na adsorcao da enzima na superficie do substrato, nas mudangas conformacionais
e na formacédo de um complexo pela interacdo eletrostatica, além da quebra de ligaces e
solubilizacdo de xilo-oligossacarideos de cadeia curta na fase liquida (DUTTA;
CHAKRABORTY, 2015).

A molécula de xilana apresenta uma grande variedade de ligacGes e tipos de
ramificacdes. Estruturas complexas estdo interligadas por ligacfes covalentes e ibnicas,

fornecendo uma barreira fisica, que limita a agdo de algumas enzimas, pois para que a

31



Revisdo de Literatura

reacao ocorra, € necessario um contato direto entre enzima e substrato. A hidrolise
enzimética completa da xilana requer um consorcio de enzimas, que agem nas
ramificagbes da molécula e/ou nas ligagdes glicosidicas internas (SANT’ANNA; DE
SOUZA; BRIENZO, 2014; MOREIRA; FILHO, 2016).

A estrutura do substrato, influenciada pelas caracteristicas do material e as
interacdes da enzima com esse substrato, que depende da natureza e origem do complexo
enzimaético, sdo fatores que podem influenciar na eficiéncia da hidrdlise enzimatica.
Outro fator que deve ser levado em consideracdo é a heterogeneidade do material
lignoceluldsico. Por essa racdo, para melhor acdo da enzima € necessario o isolamento
dos polissacarideos de interesse (BRIENZO et al, 2016).

A producdo de xilo-oligossacarideos (XOS) pode ser realizada em duas etapas
(Figura 9). Primeiramente, as hemiceluloses presentes no material lignocelulésico devem
ser isoladas por exemplo através da extracdo alcalina. Os ions hidréxido presentes nos
reagentes alcalinos quebram as ligagdes de hidrogénio entre a celulose e as hemiceluloses,
solubilizando a por¢&o de hemicelulose do material. Além disso, a extragdo alcalina libera
as hemiceluloses rompendo as ligacdes éster com a lignina, removendo-as com pouca
degradacdo das outras macromoléculas (FARHAT et al, 2017). A etapa seguinte é a
hidrélise enzimética da xilana extraida, que deve ser realizada aplicando a enzima endo-
B-1,4-xilanase, com pouca ou nenhuma atividade da enzima B-xilosidase, tendo em vista
que o objetivo é a producdo de oligbmeros e ndo de monossacarideos, como a Xilose.
Entretanto, xilanases com diferentes especificidades por substratos geram diferentes
produtos de hidrélise, ndo havendo possibilidade de controlar o grau de polimerizacdo
dos XOs produzidos (AKPINAR et al, 2010).
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Figura 9. Representacdo esquematica da producdo de xilo-oligossacarideos a partir da

hidrolise enzimética de materiais lignocelulésicos.
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Fonte: Adaptado de SAMANTA et al., 2015

As xilanases agem sobre a cadeia principal da xilana, gerando XOS de baixo grau
de polimerizacdo. Para a completa hidrolise da hemicelulose, enzimas acessorias que
agem nas ramificacOes das cadeias sdo necessarias, e a presenca ou auséncia delas pode
gerar XOS com ou sem ramificagcdes. Xilo-oligossacarideos ramificados podem ser
produzidos, através da hidrolise enzimatica sem a presenca de enzimas acessorias. As
ramificagbes podem influenciar a taxa de hidrélise da xilana, que depende da quantidade
de grupos pendentes ou ramificacdes (PUCHART; BIELY, 2008; BRIENZO et al, 2016).

As endoxilanases das familias GH 10 e GH 11 se diferem quanto a especificidade
pelo substrato. Aquelas da familia GH 10 sdo menos especificas a xilana como substrato
e sdo capazes de hidrolisar formas substituidas da cadeia de xilana, produzindo

oligossacarideos que contém substituintes no terminal ndo redutor da molécula. As
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endoxilanases da familia GH 11, conhecidas como xilanases verdadeiras, sdo restritas a
hidrdlise da xilana e agem em regi6es ndo ramificadas do polissacarideo. Sendo assim, as
endoxilanases da familia GH 10 produzem XOS com menor grau de polimerizagdo que
as da familia GH 11. (MOREIRA; FILHO, 2016).

As condicBes de hidrolise enzimatica da xilana em xilo-oligossacarideos devem
ser otimizadas a fim de se obter um bioprocesso mais econdmico, visando maior
rendimento. Alguns aspectos microbiolégicos e bioquimicos da hidrélise enzimatica
pelas endoxilanases podem influenciar a producéo de xilo-oligossacarideos, e por esse
motivo, alcancar a concentracao da enzima e do substrato, tempo de reacdo e temperatura
ideais sdo necessarias para otimizacdo desse bioprocesso. Além disso, a auséncia de -
xilosidades é importante para obtengédo de maior concentracdo de XOS e pouca conversao
destes em xilose (CARVALHO et al., 2013; BRIENZO et al., 2016).

2.8.  Bactérias probidticas

O conceito de probioticos foi proposto em 1908, quando Elie Metchnikoff
observou que a ingestdo de alimentos fermentados, particularmente por bactérias laticas,
provocava efeitos benéficos sobre a saide humana, promovendo longevidade. Desde
entdo, varios estudos confirmaram o impacto positivo de cepas probiéticas na satde do
hospedeiro. De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, os probidticos sdo
definidos como micro-organismos vivos que conferem beneficios a salde de seu

hospedeiro quando administrados em quantias adequadas (CREMON et al, 2018).

Uma agao benéfica das bactérias probioticas ¢ o “efeito barreira”, mecanismo de
competicdo usado por essas bactérias para garantir sua sobrevivéncia, impedindo o
crescimento de micro-organismos ingeridos recentemente pelo hospedeiro, incluindo
patogenos. Portanto, pode-se presumir que esse mecanismo de protecdo utilizado pelas
bactérias probidticas, aumenta o numero relativo de bactérias benéficas presentes na
microbiota intestinal (KERRY et al, 2018). Quaisquer alteragfes na diversidade dessa
microbiota, podem resultar em varios transtornos ou doencas, para 0s quais
medicamentos convencionais proporcionam eficécia limitada devido ao surgimento de

micro-organismos patogénicos tolerantes a antibioticos (PAMER, 2016).

Os probidticos também estimulam, modulam e regulam a resposta imune do

hospedeiro, iniciando a ativacdo de genes especificos de células hospedeiras localizadas
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no trato intestinal. Estes micro-organismos desempenham papel significativo na
regulagéo da inflamag&o aguda e cronica da mucosa intestinal causada pela progresséo da
doenga intestinal inflamatoria, pois induzem a producdo de uma proteina que estimula a
formacdo de vasos sanguineos. Além disso, modulam a liberacdo do hormoénio
gastrointestinal e possuem funcdes fisiologicas, que contribuem para o combate ao
sobrepeso e obesidade (CHEN et al, 2013; KOBILIAK et al, 2016).

Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os micro-organismos mais comuns utilizados
como probidticos. Ambos os géneros sdo gram-positivos, fazem parte do grupo de
bactérias produtoras de &cido latico e sdo consideradas seguras como suplementos
probioticos, sendo que suas culturas ativas geralmente sdo adicionadas em alimentos
fermentados, como os iogurtes por exemplo (SINGH et al, 2011). Esses géneros séo
diferentes de outros géneros de bactérias pela maneira particular com que conseguem
fermentar carboidratos das plantas e do leite, sendo benéficos para os seres humanos, que
ndo conseguem digerir esses carboidratos em sua forma natural. A fermentagdo
transforma esses carboidratos em acidos graxos de cadeia curta, os quais sdo a principal
fonte de energia para as células locais. Porém, é importante notar que, apesar desses dois
géneros serem encontrados mais comumente no trato gastrointestinal humano, a
microbiota é formada por centenas de espécies diferentes e o equilibrio entre essas
espécies € a chave para um trato gastrointestinal saudavel (NGUYEN, 2018).

O uso de espécies de Lactobacillus para o tratamento e prevencdo de doencas,
bem como manutencao da salde, ndo é recente. No entanto, nos dltimos anos, houve uma
renovacao do interesse no uso de probioticos, em contraponto aos antibioticos, gerando
centenas de pesquisas que relatam o uso de varias cepas de Lactobacillus como agentes
probidticos (KOBILIAK et al, 2016). Em termos gerais, um grupo de requisitos foi
identificado como propriedades importantes para os Lactobacillus serem considerados
probidticos eficazes. Estes incluem a (1) capacidade de aderir as células; (11) eliminar ou
reduzir a aderéncia patogénica; (I11) persistir e multiplicar; (IV) produzir acidos, peroxido
de hidrogénio e bacteriocinas antagbnicas ao crescimento de patdgenos; (V) ser seguro e,
portanto, ndo invasivo e nao patogénico e (VI) coagregar e formar uma flora intestinal
equilibrada (REID, 1999).

Os Lactobacillus tém sido amplamente usados comercialmente em muitos
produtos lacteos, ja que possuem alta toleréncia a baixos pH, uma caracteristica que

permite a esses micro-organismos se deslocarem através do trato gastrointestinal e
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sobreviverem as mudancas bruscas de pH no sistema intestinal (NGUYEN, 2018).
Portanto, bactérias do género Lactobacillus estdo presentes no trato gastrointestinal
humano produzindo enzimas que degradam carboidratos e fermentando oligossacarideos
ndo-digeriveis e produzindo acidos graxos de cadeia curta que promovem energia
metabolica para o hospedeiro além de ajudar com a acidificacdo do intestino
(MADHUKUMAR; MURALLIKRISHNA, 2011).

Os probidticos possuem importantes atributos funcionais que podem preencher a
maioria dos requisitos basicos de suplementacdo nutricional humana. Em diversas
pesquisas, estes micro-organismos demonstraram resposta positiva ao tratamento clinico
contra varias doengas e disturbios e, também apresentaram contribuicdo na prevencéo e
no tratamento de diabetes, obesidade e doencas relacionadas a micro-organismos
patogénicos. Cada cepa probiotica possui funcbes particulares e especificas, avaliadas
através de testes clinicos e nutricionais, porém todas elas devem apresentar a propriedade
de seguranca e utilidade como alimento e suplemento para a satde humana (KERRY et
al, 2018).

2.9.  Xilo-oligossacarideos e seu efeito prebidtico

Xilo-oligossacarideos (XOS) séo oligbmeros constituidos por unidades de xilose
ligadas atraveés de ligagdes glicosidicas -1,4. Podem ser encontrados em frutas, vegetais,
leite, mel e também nos residuos lignocelulésicos, os quais podem conter em torno de 25-
50% de xilana em sua massa seca (SAMANTA et al, 2015). Variando a fonte de xilana
para producdo de XOS, suas estruturas também serdo diferentes, bem como o grau de
polimerizacdo, ou seja, a quantidade de unidades monoméricas (Figura 10). As xilanas
geralmente apresentam grupos laterais em suas cadeias, como residuos de
arabinofuranosil e grupos acetil, o que pode levar a formacdo de XOS com diversas
propriedades bioldgicas (AACHARY; PRAPULLA, 2010).
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Figura 10. Estrutura esquematica da xilose e Xilo-oligossacarideos.
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Um prebidtico pode ser definido como um “ingrediente seletivamente fermentado
que resulta em mudangas especificas na composi¢do e/ou atividade da microbiota
gastrointestinal, conferindo beneficios sobre a saude do hospedeiro” (GIBSON et al.,
2010). Para ser considerado um prebidtico, o0 composto deve resistir aos processos de
digestéo, absorcdo e adsor¢do do hospedeiro, ser fermentavel pela microbiota presente no
sistema gastrointestinal e seletivamente estimular os crescimento e atividade de pelo
menos uma das bactérias probioticas presentes no trato gastrointestinal (PETROVA;
PETROV, 2017).

Os xilo-oligossacarideos possuem caracteristicas fisico-quimicas favoraveis
principalmente para industrias alimenticias, como resisténcia ao calor, estabilidade em
condicBes acidas e baixo valor caldrico (XUE et al, 2016). Considerados prebioticos,
XOS néo sdo degradados no estdbmago, chegam intactos no intestino gracas a auséncia de
enzimas capazes de realizar a hidroélise ligac6es do tipo  no corpo humano ¢ promovem
a proliferacdo de microrganismos beneficos. A atividade biologica dos XOS ir4 depender
do seu grau de polimerizacao, aqueles que possuem de duas a doze unidades monomeéricas
possuem aplicacOes prebidticas pois promovem a proliferacdo de bactérias benéficas no
trato intestinal humano (CARVALHO et al., 2013).

O principal efeito prebiotico dos XOS, ou seja, promover o0 crescimento de
bactérias probidticas, esta sendo estudado desde 1990 e desde entdo resultados tém

mostrado que essas bactérias crescem mais eficientemente em xilose, Xilobiose e
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xilotetrose do que em outras fontes de carbono. Ainda, os XOS inibem o crescimento de
varias bactérias patogénicas como Clostridium perfringens, E. coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella typhumurium. Dentre as bactérias probioticas, aquelas que melhor
respondem aos XOS sdo as do género Bifidobacterium e Lactobacillus, pois apresentam
significativo aumento em seu crescimento (PETROVA; PETROV, 2017).

A propriedade prebidtica desses oligbmeros é apenas uma das diversas
propriedades bioldgicas que possui (CARVALHO et al., 2013). Essas bactérias utilizam
seletivamente os XOS para seu crescimento resultando na producao de &cidos graxos de
cadeia curta, o que esta relacionado com a prevencdo do cancer de célon (CARVALHO
et al., 2013). Além disso, XOS aumentam a biodisponibilidade do célcio melhorando sua
absorcdo, possuem efeito citotoxico em células de leucemia humana e ainda possuem
atividade antioxidante (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015; JAIN; KUMAR;
SATYANARAYANA, 2015).

Outra utilizagdo para os XOS seria como substituto dos antibioticos na
alimentacdo animal, ja que tém efeitos positivos na saide do animal, similares aos
antibidticos, sem a possibilidade de causar resisténcia a bactérias patogénicas. Podem ser
utilizados também na agricultura, para o desenvolvimento de estimulantes de crescimento
e na industria farmacéutica, para a producdo de farmacos relacionados ao controle da

obesidade e tratamento de infecc¢des gastrointestinais (VAZQUEZ et al., 2000).

Atualmente, o Japdo é o maior produtor e consumidor de xilo-oligossacarideos,
sendo que o mercado e consumo desses prebioticos tem crescido gradualmente no mundo
todo, ja que hd uma preocupacdo cada vez maior com a qualidade de vida e saude,
aumentando o interesse por alimentos que apresentem substancias funcionais (BRIENZO
et al.,, 2016; BARRETO; ZANCAN; MENEZES, 2015). Por apresentarem diversas
atividades bioldgicas, XOS podem ser incorporados como ingredientes em alimentos, a
fim de promover a melhora da saude. Entretanto, sua dosagem deve ser feita de forma
cuidadosa, ja que a quantidade diaria recomendada de consumo € entre 2,0 e 5,0 gramas
(GOBINATH et al., 2010; CARVALHO et al., 2013).

Entre os prebioticos, os XOS ocupam um espaco significativo por conta de suas
diversas influéncias na salde humana, além de sua potencialidade para prevenir
problemas gastrointestinais. Eles sdo produzidos a partir de residuos lignocelulosicos, que
ndo sdo adequados para consumo humano e estdo disponiveis em grande quantidade,

oferecendo uma grande oportunidade para as inddstrias de produtos nutracéuticos, ja que
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a matéria prima é abundante e de baixo custo. Além disso, a conversdo da xilana em
produtos de maior valor agregado atende a necessidade do uso de grande variedade de
residuos agricolas que hoje sao subutilizados (SAMANTA et al., 2015).
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3. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi produzir xilo-oligossacarideos, a partir da hidrélise
enzimatica de hemiceluloses extraidas de pseudocaule de bananeira, usando a endo-f3-
1,4-xilanase | secretada por Aspergillus versicolor, avaliando a acdo prebiotica desses
compostos em bactérias probioticas e bactéria patogénica.

3.1.  Objetivos especificos

Cultivar A. versicolor para producdo de xilanases utilizando farelo de trigo como

fonte de carbono.
Purificacdo da endo-xilanase | produzida por A. versicolor

Estabelecimento das condicGes de lavagem (pré-tratamento) do pseudocaule de

bananeira para remogéo de extrativos.

Extracdo da hemicelulose do pseudocaule de bananeira, em meio alcalino, com

perdéxido de hidrogénio.
Caracterizacdo quimica da hemicelulose extraida do pseudocaule de bananeira.

Determinacdo dos melhores parametros de carga enzimatica, concentracdo de

substrato e tempo de reacdo para producao de Xilo-oligossacarideo

Determinacdo da acdo prebidtica dos xilo-oligossacarideos produzidos atraves de

testes de crescimento com bactérias probidticas e patogénica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Condicbes de manutencao e crescimento de Aspergillus versicolor

A linhagem do fungo, isolada do solo brasileiro, foi mantida em meio sélido de
Vogel (1956), contendo farelo de trigo como fonte de carbono na concentracéo de 1%
(m/v). Foram realizados repiques periodicos em tubos de ensaio, sendo as culturas

incubadas por 7 dias a 28 °C. Apds esse periodo a linhagem foi armazenada a 4 °C.

O meio de cultura sélido para producdo de esporos foi preparado com a solucéo
de sais de Vogel diluida 50 vezes em agua destilada (v/v) suplementada com farelo de
trigo na concentracgdo de 3,0 % (m/v) e agar 1,5 % (m/v). O meio foi distribuido em tubos
de ensaio, autoclavados (20 min, 120 °C, 1 atm) e inclinados. As culturas foram incubadas
nesse mesmo meio por 7 dias a 28°C para producdo de conidios. Os conidios foram
suspensos em agua estéril destilada e a concentragio da suspensado foi ajustada para 107

esporos/mL através de contagem em camara de Newbauer (CARMONA et al, 1997).

4.2.  Condic0es de cultivo para producdo de enzimas

Os meios liquidos para cultivo e producdo enzimatica foram preparados de acordo
com Vogel (1956), contendo 1% (m/v) de farelo de trigo. Frascos erlenmeyers (125 mL),
contendo 25 mL do meio, foram inoculados com 1,0 mL da suspensdo de esporos e
incubados de modo estatico a 30°C por 5 dias (CARMONA et al, 1997).

4.3.  Obtencao das preparacfes enzimaticas

Apos o crescimento em meio liquido, as culturas foram filtradas em sistema a
vacuo em funil de Biichner. Desta forma, foi obtido o filtrado de cultura livre de células

e micélio. O filtrado foi utilizado como preparacdo de proteinas e enzimas extracelulares.

4.4.  Purificacdo da endoxilanase | produzida por Aspergillus versicolor

O filtrado da cultura obtido foi dialisado por cerca de 18 horas em tampéo Tris-
HCI 0,05 mol L pH 7,0. A amostra dialisada foi aplicada em uma coluna DEAE-

Sephadex A-50, equilibrada com 0 mesmo tampao, para realizacdo de cromatografia de

41



Material e Métodos

troca idnica. As fraches que apresentaram atividade xilanase foram reunidas
(CARMONA et al, 1998).

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

45.  Determinagéo da atividade de xilanase

A atividade xilanase foi determinada pelo método proposto por Bailey et al.
(1992) modificado. A enzima (10 a 250 pL) foi incubada a 55°C (pH 6timo - CARMONA
et al, 1997) com 750 pL de substrato de xilana de aveia (Sigma) 1% (m/v) em meio
tamponado com fosfato de sodio 0,05 mol L pH 6,0. Em intervalos de tempos
adequados, aliquotas de 250 pL foram retiradas e a reagdo foi interrompida pela adi¢édo
de 250 pL do reagente de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), para a determinacdo de
acucares redutores, utilizando-se xilose como padrdo. A leitura de absorbancia foi
realizada a 540 nm em espectrofotdmetro (MILLER, 1959). A atividade enzimaética foi

expressa em unidades por volume (U/mL) da enzima.

4.6. Determinacdo de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais foi realizada pelo método
colorimétrico de Lowry et al. (1951). Inicialmente foi preparado o reagente A, que
consiste em adicionar Na2COs a 2% (m/v) em uma solucdo de NaOH 0,1 M, adicionados
de CuSO4 1% e de tartarato de sodio e potassio 1%, nas proporcbes de 100:1:1,
respectivamente. Em tubos de ensaio, as amostras de proteina foram diluidas com agua
destilada a um volume final de 0,5 mL. Aos tubos, foram acrescentados 2,5 mL de solugéo
A para reagdo por 15 minutos. Em seguida foram acrescentados 250 pL de solucao de
Folin diluido em agua destilada (1:1) e mantidos sob rea¢do por 30 min. O padrdo de
proteina utilizado foi soro albumina bovino. A quantificacdo de proteinas totais presentes
em solucédo foi determinada através da leitura de absorbancia, em espectrofotémetro a
660 nm.
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4.7.  Determinacio de atividade f-xilosidase

A atividade da B-xilosidase foi determinada através da quantidade de p-nitrofenol
(pNP) liberada em meio reacional contendo p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNpX)
como substrato (KUMAR; RAMON, 1996). A reacdo foi iniciada pela adi¢cio da enzima
em solucdo de substrato preparada em meio tamponado com fosfato de sédio 0,05 mol L
! pH 6,0 e incubada em banho maria a 50°C por 10 minutos. A cada 5 min, aliquotas da
solucdo foram retiradas e adicionadas a uma solugdo saturada de tetraborato de sddio para
interromper a reag¢ao enzimatica. O p-nitrofenol liberado foi quantificado pela leitura de
absorbancia em espectrofotometro a 405 nm (KERSTERS-HILDERSON et al., 1982).

4.8. Lavagem (pré-tratamento) da biomassa para remocao de extrativos e

metais

O pseudocaule de bananeira foi moido e submetido a quatro pré-tratamentos, que
antecedem a extracdo de sua hemicelulose, para remocao de extrativos e metais. Em todos
o0s pré-tratamentos foram utilizadas amostras de 50,0 g do pseudocaule de bananeira. O
primeiro pré-tratamento foi realizado com etanol 96 % e 4gua em sistema soxhlets, por
um periodo de 8 h para cada solvente. No segundo pré-tratamento, a biomassa foi lavada
em meio alcalino NaOH 1 % (500 mL) a 50 °C por 1 h e, no terceiro pré-tratamento, em
meio &cido &cido H2SO4 1 % (500 mL) a 50 °C por 1 h. O quarto pré-tratamento foi
realizado com solu¢do de &cido etilenodiamina tetracético (EDTA) 0,2 % (500 mL) a 90
°C por 1 h. Apos a lavagem, foi realizada uma filtracdo em papel de filtro a fim de separar
a fracdo liquida (descartada) e sélida, a qual foi lavada com &gua destilada até obter-se
pH da mesma, aproximadamente 5,0. O material foi seco em estufa a 60 °C e armazenado

para posterior anélise.

4.9.  Extracéo da hemicelulose

Amostras pré-tratadas como descrito anteriormente foram utilizadas para extracéo
de hemicelulose. Dez gramas desse material foram colocados em frascos de 1 L, seguido
da adicdo de 200 mL de uma solucédo de peroxido de hidrogénio (H202) a 6 % (m/v). O
pH foi ajustado em 11,6 com NaOH 5 molL™, e 0 meio agitado a 150 rpm durante 24h

sob temperatura de 25°C. Estas condi¢cdes foram otimizadas para bagaco de cana-de-
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acucar (BRIENZO; SIQUEIRA; MILAGRES, 2009), e foram utilizadas como condicdes

iniciais nesse estudo.

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

enzimatica.

4.10. Caracterizacdo quimica do pseudocaule de bananeira

Em frasco Scott de 100 mL, foi pesada aproximadamente 300 mg da hemicelulose
extraida. A massa seca da amostra foi adicionada 3,0 mL de H2SO4 72 % (m/m), sendo a
reacao realizada a 30°C por 1 hora em banho termostatizado. A reacdo foi interrompida
por adi¢do de 84 mL de agua destilada. Essa mistura/suspensao foi autoclavada a 121°C
por 1 hora. O contetdo do Erlenmeyer foi filtrado em filtro de placa porosa de vidro
sinterizado n° 4, previamente tarado. O material retido no filtro foi utilizado para
quantificar a lignina insolavel, por gravimetria. A lignina soltvel foi quantificada através
da leitura da absorbancia da fracdo liquida a 215 nm e 280 nm. A determinacao do teor
de glicose, xilose e arabinose foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (BRIENZO et al., 2009).

4.11. Caracterizacao quimica da hemicelulose

Em frasco Scott de 100 mL, foi pesada aproximadamente 300 mg da hemicelulose
extraida. A massa seca da amostra foi adicionada 3,0 mL de H2SO4 72 % (m/m), sendo a
reacdo realizada a 45°C por 7 minutos em banho termostatizado. A reacdo foi
interrompida por adicdo de 84 mL de agua destilada. Essa mistura/suspensdo foi
autoclavada a 121°C por 30 minutos. O contedo do Erlenmeyer foi filtrado em filtro de
placa porosa de vidro sinterizado n° 4, previamente tarado. O material retido no filtro foi

utilizado para quantificar a lignina insoltvel, por gravimetria. A lignina soluvel foi
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quantificada através da leitura da absorbancia da fracdo liquida a 215 nm e 280 nm. A
determinacdo do teor de glicose, xilose e arabinose foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (BRIENZO et al., 2009).

4.12. Teste de solubilidade

Uma solucdo, contendo 2% de substrato (0,2 g de hemicelulose em 10 mL do
tampé&o), foi aquecida e deixada em agitacdo a 25 °C “overnight”. A fragdo liquida
(hemicelulose soluvel) foi reservada e a fragdo solida (hemicelulose insoltvel) seca em

estufa a 105 °C até massa constante.

4.13. Hidrdlise enzimatica das hemiceluloses extraidas para producao de
XOS

Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio, contendo 5,0 mL de
tampéo fosfato de s6dio 50 mM (pH 6) em banho-maria a 55°C com agitacdo de 120 rpm.
A reacdo foi conduzida com a endoxilanase | de A. versicolor produzida em meio
contendo farelo de trigo e purificada (CARMONA et al, 1998). Cada experimento teve
variacOes de parametros como concentracdo de hemicelulose (2%, 4%, 6%, 8% e 10%
m/v), enzimas (10 Ul/g, 30 Ul/g, 60 Ul/g, 100 Ul/g e 200 Ul/g) e tempo de incubacdo
(2h, 4h, 6h, 8h, 16h, 24h e 48h). Também foi realizada a hidrdlise enzimatica da xilana
insolivel. Em intervalos de tempo apropriados, foram coletados os tubos para o
monitoramento do teor de xilo-oligossacarideos. Apos atingir o tempo reacional, os tubos
foram aquecidos em banho-maria a 100°C durante 5 minutos (adaptado de BRIENZO et
al., 2009). O hidrolisado foi filtrado com filtro de seringa 0,22 pum antes da injecdo em

CLAE para quantificagdo dos XOS.

O célculo da porcentagem de conversdo da hemicelulose em XOS na hidrdlise

enzimaética foi realizado através das seguintes equag&o:

massa de X0S

massa de material (xilana)

X0S (%) = 100 X
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4.14. Determinacdo da concentracao de xilo-oligossacarideos

As concentracBes de oligossacarideos foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, em equipamento WATERS, nas seguintes condi¢des: coluna
BIO-RAD Aminex HPX-87C (300 x 7,8 mm); temperatura de 80°C; eluente: agua
ultrapura com fluxo 0,6 mL/min; volume de amostra: 20 pL; detector: indice de refracdo
(Waters 2414). Foram utilizados como padrdes solucdes de xilose (Sigma) e de xilobiose
(X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4) e xilopentaose (Xs) (BRIENZO, 2010).

4.15. Fermentag¢do “in vitro” de xilo-oligossacarideos
4.15.1. Micro-organismos

Linhagens de CCT 0580 Lactobacillus plantarum (ATCC 8014) e CCT 0559
Lactobacillus fermentum (ATCC 9338) utilizadas nesse trabalho foram disponibilizadas
pelo banco de culturas do Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular —
LAMAM, da UFSCar — Campus Araras. A linhagem do micro-organismo patogénico
Escherichia coli (ATCC 25922) foi cedida pelo Laboratério de Genética Bacteriana —
LGB, da Unesp — Campus Rio Claro.

Durante o experimento, as culturas foram mantidas em placa de Petri contendo

meio adequado e repicadas a cada semana.

4.15.2. Meios de crescimento

Para o crescimento dos Lactobacillus 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 sodio 5 g, fosfato
dissodico 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 autoclavado por 20 minutos a 121°C.

Para o crescimento de Escherichia coli foi preparado o meio Eosin Methilene Blue
(EMB) (HOLT-HARRIS, TEAGUE, 1916) liquido com pequena modificacdo, cuja
composicdo foi (g/L): 10 g de peptona, 5 g de fosfato dipotéssico, 5 g de lactose e 5 g de

sacarose. O meio foi autoclavado por 20 minutos a 121°C.
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4.15.3. Crescimento em meio com Xxilo-oligossacarideos como fonte de

carbono

Os meios de cultura foram preparados substituindo a fonte de carbono pelos xilo-
oligossacarideos, produzidos no presente trabalho atraves da hidrolise enzimatica, e pela
xilose. Como controle, foi utilizado 0 meio contendo glicose como fonte de carbono. As
bactérias foram mantidas em crescimento até que a suspensdo atingisse o valor de
absorbancia 1,0 no espectrofotdmetro, valor equivalente a aproximadamente 108
células/mL para os Lactobacillus e 10° células/mL para E. coli. Essa suspensio de células
foi diluida até se obter 10° células/mL. Para garantir que a quantidade inicial de
celulas/mL dos experimentos era conhecida, foi realizado plagueamento e contagem de

col6nias da suspensdo de células apos a diluicéo.

Foi inoculado 1 mL da suspensdo de células do micro-organismo utilizado,
contendo 10° células/mL, em 9 mL do respectivo meio de cultura. Sendo assim, a
quantidade inicial de células/mL nos experimentos foi de 10°. As cepas de Lactobacillus
foram incubadas a 37°C por 72 horas com agitacdo de 150 rpm. Amostras foram retiradas
apos 0, 12, 24, 48 e 72 horas. O micro-organismo E. coli foi incubado a 37°C por 48
horas, sem agitacdo. Amostras foram retiradas apés 0, 12, 24 e 48 horas.

Apos a retirada de 100uL de cada amostra nos periodos indicados, foi realizada a

contagem das bactérias pelo plagueamento através da técnica “drop plate”.

4.16. Determinacao do crescimento através do plaqueamento “drop plate”

As amostras foram diluidas em tubos com solucéo salina, e 10 pL de cada diluicéo
foi pipetada de 3 a 4 vezes em meio EMB modificado e MRS, conforme o microrganismo
plaqueado. As placas contendo os Lactobacillus foram incubadas a 37°C por 48-72 horas
e aquelas contendo a E. coli foram incubadas a mesma temperatura por 24-48 horas. A

seguir foram contadas as coldnias e os resultados foram expressos em UFC/mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Purificacdo da principal endoxilanase produzida por A. versicolor

A primeira etapa de purificacdo da principal endoxilanase presente do filtrado
bruto de A. versicolor consistiu em uma cromatografia de troca idnica. A amostra foi
aplicada em coluna DEAE-Sephadex A-50 a um fluxo de 60,0 mL h™. A enzima de
interesse, xilanase I, foi eluida da coluna, pois ndo permaneceu ligada a resina utilizada,
sendo a fracao ligada, a xilanase Il. A purificacdo prosseguiu apenas com a xilanase 1, ja
gue em estudos anteriores de Carmona et al (1998) e Carmona et al (2005), a atividade

dessa enzima em relac&o a xilanase 11 € maior, além de possuir maior estabilidade.

A amostra proveniente da cromatografia de troca ibnica foi liofilizada,
ressuspendida em tampé&o fosfato de sddio 0,05 mol L™ pH 7,0 e aplicada em coluna
Sephadex G-75. Pelo perfil cromatografico (Figura 11), verificou-se a presenca de
apenas um pico de atividade xilanase, entre as fracdes 65 e 80, as quais foram reunidas e

essa amostra foi utilizada nos experimentos seguintes.

Apds as duas etapas cromatograficas, a xilanase purificada apresentou um fator
de purificacdo de 14,1 vezes com recuperacao de 22,9% da atividade inicial (Tabela 2).
O resultado obtido por Carmona et al (1998) foi similar, houve uma purificacéo de 18,8
vezes com recuperacdo de 19,9% da atividade inicial. A atividade especifica obtida neste
trabalho, entretanto, se apresentou quase 5 vezes maior que a obtida pelos autores, de 635
U/mg. Isso pode ser devido ao fato de que a quantidade de filtrado bruto preparado no
presente trabalho foi maior, havendo assim uma maior quantidade de proteinas e,

consequentemente, de xilanase, presentes na amostra.
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Figura 11. Perfil cromatogréafico da xilanase | de A. versicolor em coluna de exclusao
molecular Sephadex G-75, equilibrada com tampéo fosfato de sédio 0,05 mol L-1 pH 7,0.

@) Azso, (@) Atividade xilanase. Setas indicam as fracdes reunidas.
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Tabela 2. Etapas de purificacdo da principal endoxilanase de A. versicolor

Atividade Proteina At|V|o,|a}de Recuperacdo Fator de
Et‘?‘Pa de total (U)2 total (mg)P® especifica (%) purificacéo
purificacao (U/mg)
Filtrado bruto  128385,0 616,0 208,4 100,0 1,0
DEAE-

Sephas%ex A- 53805,7 1940 277,3 41,9 1,3
Sephadex G-

75 294127 10,0 2941,3 22,9 14,1

aAtividade medida a 55 °C, usando 1 % de xilana de “Birchwood” em tampao 0,05 mol
L* fosfato de sodio pH 6,0. °Contetido de proteina estimado utilizando método de Lowry.

5.2.  Atividade p-xilosidase

Para o propdsito desse trabalho, ou seja, a producdo de xilo-oligossacarideos, a
presenca da enzima B-xilosidase é prejudicial, ja que esta realiza a hidrélise dos XOS em
xilose, diminuindo o rendimento da producéo de XOS. Por isso, foi realizado o teste de
atividade B-xilosidase da amostra recolhida apds a cromatografia de exclusdao molecular

e ndo foi detectada a atividade dessa enzima na amostra purificada de endoxilanase I.
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5.3.  Caracterizagdo quimica do pseudocaule de bananeira

O pseudocaule de bananeira possui grande teor de umidade, por isso esse material
foi seco em estufa a 45°C antes da caracteriza¢do. Além disso, essa biomassa apresenta
grande quantidade de extrativos, que sdo compostos volateis, sollveis e de baixa massa
molecular, que ndo fazem parte da composicdo da parede celular da planta e podem ser
facilmente extraidos do material. Portanto, para melhor extracdo da hemicelulose com
maior pureza, € importante que esses extrativos sejam removidos antes desse processo.
Através da lavagem, todo composto solivel em meio aquoso pode ser extraido da
biomassa. Os extrativos presentes na biomassa, se em grande quantidade, podem

consumir reagentes nos processos de convers&o.

O pseudocaule de bananeira, obtido ap6s os diferentes pré-tratamentos para
remocao de extrativos, foi caracterizado quanto ao teor de carboidratos e lignina, a fim
de verificar se algum pré-tratamento promoveu alteracdo na composi¢do quimica e qual
foi mais eficiente na remocdo dos extrativos. A lavagem com etanol/agua é um
procedimento que faz parte da metodologia aplicada, pois a remocéo de extrativos deve
ser realizada antes da caracterizacdo quimica (ABNT, 2016). Portanto, nesse caso, a
amostra tratada com etanol/agua foi considerada como controle para caracterizacdo

quimica do material in natura.

A composicdo da biomassa apds os pré-tratamentos esta apresentada na Tabela 3.
O teor de extrativos obtido foi alto, quando comparado com materiais lignoceluldsicos,
sendo equivalente a aproximadamente 1/3 da composicdo quimica do material. Em
estudos realizados por Cordeiro et al (2004) e Rahman et al (2014), o teor de extrativos
obtido foi menor, de 14,1% e 22,8% respectivamente. Porém, esses valores indicam que
a quantidade de extrativos presente na biomassa do pseudocaule de bananeira é maior do
gue em madeiras e similar ao das gramineas, ja que o teor encontrado na literatura varia
de 2% a 3% para madeiras e 21% a 26% para gramineas, segundo Morais, Nascimento &
Melo (2005).
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Tabela 3. Teor de extrativos e caracterizacao quimica do pseudocaule de bananeira (base

massa seca) apos diferentes pré-tratamentos/lavagens.

Pré- Lignina Glucana/celulose Xilana  Arabinana Extrativos  Total
tratamento (%) (%0) (%) (%) (%) (%)
3,04 37,60 14,00 5,82 30,27 90,73

Etanol/Agua +0,3 +1,15 +1,78 +0,55 +0,85 +4,93
2,71 34,37 12,74 5,28 35,25 90,35

NaOH + 0,07 +194 +1,44 +0,37 +0,55 +4,37

3,33 36,55 13,41 5,90 29,00 88,19 +
EDTA + 0,07 +0,35 +0,26 +1,91 + 0,8 3,33
3,31 33,19 11,25 5,14 29,80 82,69

H2S504 + 0,04 +2,31 +1,25 +0,93 +1,23 +5,76
3,12 36,24 13,85 5,72 30,82 89,75

Agua +0,05 +0,97 +1,27 +0,89 +0,93 +4,11

Etanol/Agua: Sistema Soxhlets por 8 horas cada solvente; NaOH: 50°C por 1 hora;
EDTA: 90°C por 1 hora; H,SO4: 50°C por 1 hora; Agua: 50°C por 1 hora.

O contetdo em lignina determinado foi de 3,04% para o0 material in natura e entre
2,71% e 3,33% para os demais materiais pré-tratados (Tabela 3). Este contetdo de lignina
pode ser considerado baixo se comparado com valores encontrados em trabalhos de Li et
al (2010) e Preethi e Murthy (2013), os quais reportaram 10,8% e 17,9% de lignina, 71,8%
e 53,4% de celulose e 11,2% e 14,1% de xilana, respectivamente. O baixo teor de lignina
é uma caracteristica do pseudocaule de bananeira, ja que sua estrutura ndo apresenta muita
rigidez. O conteudo em glucana obtido também foi menor do que o apresentado pelos

mesmos autores. Ja, a quantidade de xilana e arabinana obtidas foram semelhantes.

Os pré-tratamentos utilizados para a remocédo dos extrativos provocaram pouca
modificagdo na composic¢do quimica da biomassa. Entretanto, as amostras tratadas com
NaOH e H2SO4 apresentaram teor de carboidratos ligeiramente menor que o restante das
amostras, uma diferenca média de 6,43% do total de carboidratos quando comparado ao
controle. Provavelmente, isso se deve ao fato de que esses reagentes possuem maior
capacidade de solubilizacdo dos agUcares presentes na estrutura lignocelulosica, podendo

alterar sua estrutura e composicéao.
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5.4.  Extracdo da hemicelulose

A hemicelulose foi extraida do pseudocaule de bananeira através metodologia
otimizada para bagaco de cana-de-agUcar (Brienzo et al., 2009). Foi utilizada uma solucéo
alcalina de perdxido de hidrogénio, e subsequente filtracdo para separar o material rico
em celulose. Posteriormente, houve a neutralizacdo e adigédo de etanol para a precipitacdo
da hemicelulose e sua separacdo da lignina, a qual ficou na solucdo. A Figura 12 mostra
a hemicelulose precipitada ap6s adicdo de etanol. Apds sucessivas lavagens com etanol

70%, a fracdo liquida fica limpida.

Figura 12. Precipitacdo da hemicelulose através da adicdo de etanol (A), e lavagem com

etanol por cerca de 4 vezes (B).

Fonte: Acervo pessoal

A extracdo da hemicelulose foi realizada apds os pré-tratamentos/lavagens e uma
pesagem foi realizada para determinar a quantidade extraida (Tabela 4). Também foi
avaliada a extracdo sem a utilizacdo do pré-tratamento. Considerando a porcao

hemiceluldsica da biomassa representada por xilose e arabinose, foi avaliada a quantidade
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de hemicelulose extraida, e o quanto da mesma foi recuperada, levando-se em

consideracao o teor hemicelulosico total do pseudocaule de bananeira.

Tabela 4. Extracdo da hemicelulose de pseudocaule de bananeira apés diferentes pré-

tratamentos/lavagens.

Hemicelulose (%o, base Hemicelulose (%, base massa

Pré-tratamento massa total de de hemicelulose no

pseudocaule) pseudocaule)

Etanol/Agua 10,23+ 1,6 51,61+ 2,36
NaOH 10,14 £ 0,89 56,17 +4,91
EDTA 7,53 +0,23 38,99 +5,34
H2SO04 3,30 1,27 20,45 + 3,22
Agua 9,17 £ 0,58 46,85 + 2,47

Sem lavagem 8,20 £ 0,76 41,37 £ 3,72

Etanol/Agua: Sistema Soxhlets por 8 horas cada solvente; NaOH: 50°C por 1 hora;
EDTA: 90°C por 1 hora; H2SO4: 50°C por 1 hora; Agua: 50°C por 1 hora.

Apb6s o pré-tratamento acido diluido, a extracdo da hemicelulose foi baixa,
provavelmente devido a capacidade do reagente de solubilizar a hemicelulose através do
rompimento de suas ligacBes glicosidicas. Houve maior extracdo da hemicelulose ap6s
0s pré-tratamentos alcalino e com etanol, atingindo a 51,61% e 56,17% de recuperagdo
da hemicelulose total, respectivamente. Estes pré-tratamentos foram aplicados de forma
branda, ndo afetando provavelmente a hemicelulose, como no caso do pré-tratamento

com &cido diluido.

5.5.  Caracterizagdo quimica das hemiceluloses extraidas

Foi realizada a caracterizacdo quimica das hemiceluloses extraidas, utilizando
metodologia semelhante a caracterizagdo da biomassa, a fim de se determinar a
composicao de cada uma quanto aos agucares presentes e lignina residual. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Caracterizacdo quimica das hemiceluloses extraidas apds cada pre-

tratamento/lavagem.

e Lignina (%) Glicose (%) Xilose (%) Ar‘?ob/ior)‘ose
Etanol  2,63+048 6,88 + 0,12 1714+181  8,82+0,02
NaOH 2,28+ 0,40 263 +0,09 21,66+201 8290+ 0,10
EDTA 1324028 3,80 + 0,02 1023+124  7.46+028
H:S04  6,01+343 7.85+0,30 6974083  263+0,11
Agua 3,47 +1,02 9,59 + 0,06 089+113  520+0,08

Sem lavagem 3,50 £ 0,94 17,30 + 0,37 8,12 £ 0,97 3,28+0,12

Etanol/Agua: Sistema Soxhlets por 8 horas cada solvente; NaOh: 50°C por 1 hora; EDTA:
90°C por 1 hora; H2SO4: 50°C por 1 hora; Agua: 50°C por 1 hora.

Quanto ao teor de lignina residual, as amostras apresentaram quantidades
semelhantes, exceto a hemicelulose extraida ap6s o pré-tratamento acido diluido, que
apresentou maior teor de lignina quando comparado ao restante das amostras. A amostra
sem lavagem apresentou grande quantidade de glicose, enquanto que 0s menores teores
desse acucar foram encontrados nas amostras dos pré-tratamentos com NaOH e EDTA.
Além disso, o teor de agucares provenientes da hemicelulose, xilose e arabinose, presentes

nessa amostra, foi menor.

Né&o foi determinado um alto teor de agucares provenientes da hemicelulose em
nenhuma das amostras, sendo 0 maximo obtido de 30,56%. Isso pode se dever ao fato de
que a metodologia de caracterizacdo quimica foi otimizada para bagaco de cana-de-

acucar, ndo sendo ideal para quantificagdo da hemicelulose do pseudocaule de bananeira.

ApoOs a extracdo da hemicelulose, o ideal é obter um material que contenha alto
teor de xilose e arabinose, e baixo teor de glicose e lignina. Tendo isso em vista, a
hemicelulose extraida apds o pré-tratamento com NaOH (Figura 13) foi a escolhida para
ser utilizada como substrato para hidrélise enziméatica com o objetivo de producéo de
XOS.
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Figura 13. Hemicelulose extraida com H20; 6% (m/v) em meio alcalino ap6s o
tratamento com NaOH.

Fonte: Acervo pessoal

5.6. Hidrdlise enzimética para producao de XOS

A hidrdlise enzimatica foi realizada com a endoxilanase | produzida por
Aspergillus versicolor e purificada através das técnicas de cromatografia de troca idnica
e filtracdo em gel, e com a hemicelulose extraida do pseudocaule de bananeira em meio
alcalino com H202 6% (m/v) apos tratamento com NaOH. Foram realizadas hidrolises
enzimaticas variando os parametros de carga enzimatica, concentracdo do substrato e
tempo de reacdo, a fim de se avaliar as melhores condigdes para a producdo de xilo-
oligossacarideos. Apos a reacdo, as amostras foram fervidas, filtradas e analisadas em
CLAE, para determinar a concentracdo e o tipo de XOS produzidos.

5.6.1. Carga enzimatica

A hidrélise enzimatica foi realizada por 24 horas, com 2% de substrato, apenas
variando o parametro da carga enzimatica. A concentracdo e o tipo de XOS produzidos
nas hidrolises com diferentes cargas enzimaticas estdo apresentados na Tabela 6.
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Em todas as hidrdlises enzimaticas, houve maior producdo de XOS com maior
grau de polimerizacdo, Xilotetrose e xilopentose/xilohexose. Esse resultado é diferente
quando comparado com trabalhos de Akpinar, Erdogan & Bostanci (2009), utilizando
xilanase de fungo do género Aspergillus, e de Brienzo et al. (2010), utilizando xilanase
produzida pelo fungo Thermoascus aurantiacus. Em ambos os trabalhos, houve maior

producdo de XOS com menor grau de polimerizagéo, xilotriose e xilobiose.

Com uma carga de 200 Ul/g da enzima xilanase de Thermoascus aurantiacus e
2% de substrato, foi possivel obter 3,04 g/L de XOS e uma grande quantidade de xilose
apos 24 horas de reacdo (BRIENZO et al., 2010), enquanto que com uma carga de 200
Ul/g de xilanase de Aspergillus niger e 2% de substrato foi obtido 3,10g/L de XOS, apds
24 horas de reacdo (AKPINAR, ERDOGAN & BOSTANCI, 2009). No presente trabalho,
com qualquer uma das cargas enzimaticas utilizadas, a producao de XOS foi maior. Além
disso, nao houve producao de xilose, resultado importante que confirma a auséncia de 3-

xilosidases e a purificagdo eficiente da enzima xilanase.

A producdo de XOS foi maior na hidrolise com carga enzimatica de 200 Ul/g,
porém com cargas enzimaticas menores, a producdo também foi alta. Com carga
enzimatica de 30 Ul, considerada relativamente baixa, foi possivel obter uma boa
quantidade de XOS e bom rendimento, cerca de 11 g/L e 61%, respectivamente. Por esse

motivo, essa carga enzimatica foi utilizada nos experimentos seguintes.
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Tabela 6. XOS produzidos por hidrélise enzimatica com diferentes cargas da enzima

endoxilanase | de A. versicolor com hemicelulose de pseudocaule de bananeira.

Cargaenzimatica v g jetectados  Concentragio (g/L) Conversao (%)

(Ul/g)

10 X2 0,40 + 0,004 2,22 +0,02
X3 0,35+ 0,004 1,94 + 0,02

X4 3,03+ 0,02 16,76 £ 0,10

X5/X6 5,66 + 0,08 31,35+ 0,46

30 X2 0,52+0,01 2,85+ 0,06
X3 0,37 £ 0,04 2,03 +0,08

X4 3,75+0,05 20,77 + 0,30

X5/X6 6,38 + 0,14 35,33+0,76

60 X2 0,55+ 0,05 3,04 £ 0,26
X3 0,44 +0,01 2,45+ 0,04

X4 3,44+ 0,10 19,02 + 0,53

X5/X6 6,05+ 0,22 3350+1,24

100 X2 0,43 +0,01 2,38 £ 0,04
X3 0,53 £ 0,04 2,95+0,20

X4 3,30+ 0,33 18,28 + 1,83

X5/X6 6,06 + 0,38 33,53+ 3,79

200 X2 0,40 +0,01 2,23+ 0,06
X3 0,51+0,09 2,81+0,19

X4 3,48 +0,12 19,29 + 2,54

X5/X6 6,99 + 0,46 36,47 + 3,99

X2: xilobiose; X3: xilotriose; X4: xilotetrose; X5/X6: xilopentose/xilohexose

5.6.2. Concentracdo do substrato

A hidrélise enzimatica foi realizada por 24 horas, com 30 Ul/g de carga
enzimatica, apenas variando o parametro da concentracdo de substrato de hemicelulose
extraida de pseudocaule de bananeira. A concentragdo e o tipo de XOS produzidos nas

hidrolises com diferentes cargas enzimaticas estdo apresentados na Tabela 7.

Assim como na hidrolise enzimatica realizada variando a carga de enzima, houve
maior producdo de XOS com maior grau de polimerizacdo. Além disso, também néo
houve producéo de xilose. Porém, nas concentragfes de 2%, 4% e 6% de substrato, ndo

houve a producdo de xilotriose e a concentragdo de xilobiose obtida foi baixa.
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A concentracdo de XOS produzidos aumentou conforme o aumento da

concentracdo do substrato no meio, porém o rendimento de XOS produzidos diminuiu,

principalmente de xilotetrose. Isso pode ter ocorrido devido a indisponibilidade de

enzimas para hidrolisar o substrato mais concentrado no tempo de reacao de 24 horas.

Tabela 7. XOS produzidos por hidrélise enzimatica (30 Ul/g) com diferentes
concentragOes de substrato (hemicelulose extraida de pseudo-caule de bananeira).

Substrato (%) XOS detectados Concentracao (g/L) Conversao (%)

2 X2 0,11+0,01 0,61 + 0,07
X3 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

X4 3,03+0,20 16,78 + 1,13

X5/X6 4,08 + 0,32 22,60 1,79

4 X2 0,41 + 0,07 1,14 £0,19
X3 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

X4 3,29 £ 0,02 9,10 + 0,06

X5/X6 7,24 £0,29 20,04 + 0,82

6 X2 0,38 + 0,07 0,70+ 0,14
X3 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

X4 3,50 + 0,27 6,46 + 0,49

X5/X6 8,50 + 1,40 15,68 + 2,58

8 X2 0,63 + 0,06 0,87 + 0,08
X3 0,63 + 0,36 0,88 + 0,29

X4 3,99 + 0,38 5,53 +0,52

X5/X6 13,40 £ 1,37 18,56 + 1,91

10 X2 0,94 + 0,05 1,04 £ 0,05
X3 1,15+ 0,37 1,27 + 0,28

X4 4,46 £ 0,36 4,94 + 0,40

X5/X6 15,95+ 2,31 17,66 + 2,56

X2: xilobiose; X3: xilotriose; X4: xilotetrose; X5/X6: xilopentose/xilohexose

Na hidrdlise enzimatica com concentracdo de 2% de substrato, apesar de ter

apresentado uma menor concentracdo de XOS em relacdo as demais concentragoes, 0

rendimento foi maior, e por essa razdo essa concentracdo foi utilizada nos demais

experimentos. A escolha de utilizar a concentracdo de 2% de substrato para hidrolise

enzimatica em maior escala, talvez ndo seria viavel, ja que a quantidade de produto obtida
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seria baixa. Com a concentracéo de 8% e 10% de substrato, foi obtida maior concentragédo

de XOS, porém o rendimento foi menor.

Uma vez que o objetivo para a proxima etapa do trabalho é a producdo da maior
concentracdo de XOS possivel, a concentracdo de 8% de substrato foi considerada a

melhor condi¢do deste parametro.

5.6.3. Tempo de reagdo

A hidrélise enzimatica foi realizada com 30 Ul de carga enzimatica e 2% de
substrato, apenas variando o parametro do tempo de reacdo. A concentracdo e o tipo de
XOS produzidos nas hidrolises com diferentes cargas enzimaticas estdo apresentados na

Tabela 8 e a producdo dos XOS ao longo do tempo esta representada na Figura 14.

A producdo de xilo-oligossacarideos foi semelhante até o tempo de 8 horas de
reacdo e partir das 16 horas, a produgdo aumentou quase quatro vezes. Aparentemente,
ndo houve grande diferencas na producdo de XOS em 24hs e 48hs de reacdo. Destaca-se

que xilose e xilotriose também ndo foram produzidas nessas condicdes.
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Tabela 8. XOS produzidos por hidrélise enzimatica com diferentes tempos de reacédo
utilizando carga enzimatica de 30Ul/g e 2 % de substrato.

Tempo de reacéo (h)

XOS detectados

Concentracéo (g/L)

Conversao (%)

2 X2 0,03+0,01 0,16 + 0,06
X4 0,58 + 0,06 3,22+ 0,33

X5/X6 0,68 + 0,04 3,77+0,19

4 X2 0,03 £ 0,001 0,16 + 0,003
X4 0,53 £ 0,04 2,91+0,24

X5/X6 0,63 +0,05 3,91 +0,27

6 X2 0,02 + 0,002 0,09+0,01
X4 0,55+ 0,03 3,04 +0,16

X5/X6 0,66 + 0,03 3,68 +£0,19

8 X2 0,14+ 0,01 0,77 +0,01
X4 0,58 + 0,04 3,19+£0,15

X5/X6 0,69 + 0,05 3,82+0,10

16 X2 0,20+ 0,01 1,13+ 0,08
X4 2,29+ 0,16 12,68 + 0,36

X5/X6 3,09 +0,28 17,09 + 0,48

24 X2 0,44 + 0,03 2,41+0,12
X4 3,20+ 0,30 17,70 £ 1,69

X5/X6 4,24 +0,21 23,47+ 1,17

48 X2 0,45+0,14 2,47 0,77
X4 3,17+ 0,25 17,57 £1,41

X5/X6 4,36 £ 0,34 24,15+1,88

X2: xilobiose; X4: xilotetrose; X5/X6: xilopentose/xilohexose

No estudo de Aachary & Prapulla (2009), a hidrélise de hemicelulose de espiga
de milho usando endo-xilanase de Aspergillus oryzae produziu aproximadamente 8,2 g/L
de XOS apos 6 horas de reacdo, uma concentracdo mais alta do que a obtida no presente
estudo. Porém, ap0s 24 horas, a concentracdo alcancada foi de 9,71 g/L de XOS, j& que
havia presenca da enzima (3-Xilosidase e 0s XOS foram hidrolisados a xilose. Essa reagéo

ndo ocorreu neste trabalho, a concentragdo de XOS obtida ap0os 24 horas foi de 7,88 g/L.

60



Resultados e Discussao

Figura 14. Grafico de producdo de XOS (g/L) ao longo do tempo (h).

= 4,5
&8 4
8 35
>; 3 X2
o 25
5 X4
g 2
S
T 15 «=lli=—X5/X6
S
S os 2 = = @
’

2 4 6 8 16 24 48
Tempo de reacao (h)

No presente trabalho, a xilotriose ndo foi detectada apds hidrélise enzimatica nas
condicdes apresentadas acima, porém em estudo de Mandelli et al (2014) e Maalej-
Achouri et al (2009) esse xilo-oligossacarideo foi detectado. No primeiro, a hidrolise
enzimatica foi realizada utilizando bagaco de cana-de-acucar, pré-tratado com acido
acetico e peroxido de hidrogénio, como substrato e uma xilanase purificada de E. coli
pelo periodo de 5 horas. Cerca de 20% dos XOS convertidos foram detectados como
xilotriose. No segundo estudo, pelo periodo de 7 horas foi realizada hidrélise enzimatica
utilizando residuos agroindustriais como substrato e xilanase purificada e imobilizada de
Talaromyces thermophilus. Foi observado que durante o periodo inicial de hidrdlise, a
xilotriose foi o produto mais liberado, porém a partir de 6 horas de incubacéo, o produto
final apresentou conteudo rico em xilobiose, indicando que parte da xilotriose foi

convertida em xilobiose.

5.6.4. Hemicelulose soltvel e insoltvel

Foi realizado um teste de solubilidade (Figura 14) para determinar quanto da
hemicelulose extraida de pseudocaule de bananeira com H20. 6% (m/v), apos pré-
tratamento/lavagem com NaOH, é soltvel em solugdo aquosa. O resultado, apresentado
na Tabela 9, mostra que cerca de 79,5% da hemicelulose presente no substrato é sollvel,
sendo a fracdo insoltvel obtida como precipitado. O método utilizado para solubilizacéo

é 0 empregado no preparo de substrato para atividade enzimatica.
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Figura 15. Teste de solubilidade da hemicelulose, podendo-se observar o sobrenadante
(fracdo soluvel) e o precipitado (fracdo insolavel).

Fonte: Acervo pessoal

Tabela 9. Fracdes soltvel e insoltvel da hemicelulose extraida do pseudocaule de
bananeira.

Amostra % (fracao insoluvel) % (fracao soluvel)
1 21,35 78,65
2 19,60 80,40

As amostras 1 e 2 sdo repeticbes contendo 2% de hemicelulose de pseudocaule de

bananeira dissolvido em agua destilada.

Apds o teste de solubilidade, foi feita hidrdlise enzimatica com 2% de substrato,
carga enzimética de 30 Ul/g e tempo de reagdo de 24 h a fim de se avaliar as diferencas
na concentracdo e tipo de XOS produzidos com as fracdes sollvel e insolivel da

hemicelulose. Os resultados estdo dispostos na Tabela 10.

Na hidrolise enzimética da fracdo soltvel da hemicelulose, ndo houve producédo
de xilotriose, e maior producdo de XOS com maior grau de polimerizagdo. Quanto a
concentracdo produzida e o rendimento, foram semelhantes aqueles obtidos com ambas
as fracGes presentes no substrato. Essa reagcdo, em que a enzima e o substrato sdo solaveis,
ocorre em fase homogénea e liquida (SHMAL, 2017).
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Na hidrolise enzimatica da fracdo insoltvel, houve uma maior producdo de
xilotriose, seguida de xilotetrose, porém a producdo de xilobiose e
xilopensose/xilohexose se mantiveram baixas. Nessa reacdo, a enzima é sollvel e o
substrato insoltvel, portanto a hidrolise enzimatica € um processo catalitico heterogéneo
e ocorre em duas etapas, reacdes externas que ocorrem no exterior das particulas e reagdes
internas que ocorrem dentro dos poros das particulas (KATCHALSKI-KATZIR et al.,
1985).

Tabela 10. Hidrolise enzimética com as fragdes sollvel e insolivel da hemicelulose
para producdo de XOS utilizando 2 % de substrato e 30 Ul/g de enzima.

Substrato XOS detectados Concentracéo (g/L)  Converséao (%)
Hemicelulose soluvel X2 0,15+ 0,02 0,83+0,11
X3 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
X4 4,02 £1,04 22,25 +0,58
X5/X6 6,34 £ 0,94 35,12 £ 0,52
Hemicelulose insoltvel X2 0,19 £ 0,02 1,03 £ 0,02
X3 5,84 £ 0,38 32,34 +£0,63
X4 2,34 £0,12 12,94 £ 0,19
X5/X6 0,40 +0,18 2,20 £ 0,09

X2: xilobiose; X3: xilotriose; X4: xilotetrose; X5/X6: xilopentose/xilohexose

5.6.5. Hidrdlise enzimética com as melhores condicGes

Apds as hidrdlises enzimaticas variando os diferentes parametros, foi possivel
avaliar as melhores condi¢des para producdo de XOS. Os parametros utilizados para
hidrolise em maior escala foram: carga enzimatica de 30Ul/g, substrato a 8% e tempo de
reacdo de 24 horas. A hidrélise foi realizada em duplicada, utilizando um volume de
reacdo de 80 mL. Apds a hidrolise, as duas amostras foram reunidas e a concentragdo de

XOS obtida esta apresentada na Tabela 11.
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Tabela 11. Hidrolise enzimatica em maior escala com as melhores condi¢fes dos
parametros de carga enzimatica, concentracao de substrato e tempo de reagéo.

XOS detectados Concentracéao (g/L) Conversao (%)
X2 2,37+0,20 3,70 £ 0,27
X3 0,56 + 0,21 0,88 £0,13
X4 3,55+1,15 5,55+ 0,52
X5/X6 14,03 + 2,18 21,92 + 3,30
Total 20,51 £ 3,74 32,05+4,21

X2: xilobiose; X3: xilotriose; X4: xilotetrose; X5/X6: xilopentose/xilohexose

Assim como nas hidrolises anteriores, houve maior producdo de XOS com maior
grau de polimerizagéo, xilotetrose e xilopentose/xilohexose, e ndo houve producdo de
xilose. O total de XOS obtido foi de 20,51 g/L e uma conversdo de aproximadamente
32%.

As bactérias probidticas conseguem realizar a quebra de XOS de cadeias menores
com maior facilidade do que aqueles que possuem cadeias grandes. Essa mistura de XOS,
em que a maior quantidade é representada por X5/X6, foi utilizada como fonte de carbono

nos experimentos de fermentacdo, para avaliar seu potencial prebidtico.

5.7. Fermentacéo “in vitro” de xilo-oligossacarideos

Algumas espécies e cepas de Lactobacillus sdo conhecidas como micro-
organismos probioticos (AACHARY; PRAPULLA, 2010). O efeito sinergistico de
diferentes enzimas, incluindo B-xilosidase, o-glucuronidase, p-L-arabinofuranosidase,
juntamente com a xilanase, sdo necessarias para a completa degradagdo de XOS de cadeia
longa. Portanto, a habilidade dos micro-organismos probioticos em utilizar XOS depende
da eficiéncia de seu sistema enzimatico xilanolitico. A B-xilosidase e outras enzimas deste
sistema ja foram reportadas em algumas cepas de Lactobacillus (CHAPLA et al, 2012).
Neste trabalho, foi avaliada a habilidade de duas espécies de Lactobacillus e uma bactéria

patogénica de utilizar XOS de cadeia longa como prebidticos.

Os resultados do crescimento das bactérias probioticas Lactobacillus plantarum e

Lactobacillus fermentum e da bacteria patogénica Escherichia coli na presenca de xilo-
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oligossacarideos se encontram nas Figuras 17, 18 e 19. O crescimento no meio contendo
glicose foi considerado como controle, j& que essa fonte de carbono é a usada
normalmente. A contagem das bactérias foi realizada através da técnica de plagueamento
“drop plate” (Figura 16).

O método de “drop plate” pode ser usado para determinar o numero de células
viaveis em uma suspensdo de volume conhecido. Esse método possui algumas vantagens
em relacdo ao plaqueamento comum, ja que menos tempo e esfor¢o sdo necessarios para
dispensar as gotas em uma placa de agar do que espalhar um volume equivalente de
amostra no agar. Ao distribuir a amostra em gotas, a contagem das coldnias pode ser feita
mais rapidamente e até mesmo com maior precisdo. Apesar de ser utilizado em muitos
laboratdrios nos ultimos anos, o método de plaqueamento “drop plate” ainda ndo foi

padronizado (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001).

Figura 16. Crescimento da bactéria E. coli em diferentes dilui¢cbes através da técnica
"drop plate"

A bactéria L. plantarum, conseguiu se adaptar e crescer nos meios contendo xilose
e xilo-oligossacarideos. Apds 72 horas, as contagens nos meios de cultura com XOS e
com glicose foram de 5x10* UFC/mL e 1x10* UFC/mL, respectivamente. No entanto,
com a xilose como fonte de carbono o crescimento foi menor, de 1x10° UFC/mL. Essa
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bactéria atingiu o comeco de sua fase estacionaria apds 48 horas de crescimento em meio
com glicose e xilose. Na presenca de XOS, apds o0 mesmo periodo, o crescimento ainda
se manteve na fase exponencial (Figura 17).

Figura 17. Crescimento de L. plantarum em meios contendo glicose, xilose e XOS
(produzidos na hidrélise enzimatica da hemicelulose do pseudocaule de bananeira) como
fonte de carbono.
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O L. fermentum também foi capaz de crescer em meio contendo xilose e XOS
como fonte de carbono (Figura 18), e assim como L. plantarum, seu crescimento foi
ligeiramente maior na presenca de XOS quando comparado ao controle. Apds 72 horas,
o crescimento foi de 3x10%*° e 8x10'° UFC/mL com glicose e XOS como fonte de carbono,
respectivamente. Apds 48 horas, no crescimento com glicose, a bactéria atingiu o inicio
de sua fase estacionaria. J& no crescimento com xilose e XOS, apds 0 mesmo periodo, 0

crescimento permaneceu na fase exponencial.
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Figura 18. Crescimento de L. fermentum em meios contendo glicose, xilose e XOS
(produzidos na hidrolise enzimética da hemicelulose do pseudocaule de bananeira) como
fonte de carbono.
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O crescimento com a xilose como fonte de carbono se apresentou menor do que
com XOS. Esse mesmo resultado pdde ser observado por Salama et al (2015) e Figueiredo

(2016) utilizando cepas de Lactobacillus brevis.

Utilizando 0,5% de XOS proveniente de farelo de trigo, Madhukumar &
Muralikrishna (2011) obtiveram um bom crescimento de L. plantarum, porém o resultado
ndo foi satisfatdrio ao utilizar XOS da casca de grao-de-bico. Ja em meio contendo 2%
de XOS comercial (Merck), o crescimento de duas cepas de L. plantarum foi avaliado
por Ananieva et al (2012) através da densidade Optica. A partir dos resultados
apresentados foi determinado que as duas cepas tiveram crescimentos semelhantes em

glicose e XOS, assim como no presente trabalho.

Em estudo realizado por Li et al (2015), observou-se o crescimento de diferentes
cepas de L. plantarum e L. fermentum na presenca de diferentes concentragfes de XOS
comercial (LifeBridge International Corporation). Com 25¢/L, a maioria das cepas
apresentou crescimento moderado a intenso, resultado obtido através da comparacdo de
opacidade entre as col6nias. Além disso, segundo Jatap et al (2017), o crescimento de L.
fermentum foi significativamente maior do que de L. plantarum em meio contendo 0,35%
de XOS proveniente de casca de trigo. O mesmo ndo ocorreu no presente trabalho, ja que

o crescimento de L. plantarum foi ligeiramente maior do que de L. fermentum e ambas
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foram capazes de utilizar com sucesso 0s XOS disponibilizados para seu crescimento com

SUCESSO.

Um fendmeno interessante que pode ter ocorrido no crescimento de ambos 0s
Lactobacillus na presenca de XOS € a diauxia, um crescimento ocasionado pela presenca
de duas fontes de carbono no meio de cultura, sendo que uma delas € mais facilmente
metabolizado pela bactéria e é consumida primeiro levando a um crescimento rapido,
seguido de uma nova fase lag em que a segunda fonte de carbono é metabolizada. Como
pode ser observado nos graficos, apos 48 horas o crescimento com XOS aumenta,
enguanto que o crescimento com glicose permanece na fase estacionaria, possivelmente
indicando que os componentes do meio facilmente metabolizaveis foram consumidos

primeiro e apds esse periodo foram consumidos 0s mais complexos como os XOS.

A E. coli também apresentou melhor performance com XOS no meio de cultura,
embora o crescimento da cultura na presenca de lactose/sacarose tenha sido semelhante,
7x10' UFC/mL e 4x10* UFC/mL, respectivamente, e 0 crescimento na presenca de
xilose foi menor (Figura 19). Apds 24 horas, a bactéria atingiu o inicio da fase
estacionaria com todas as fontes de carbono testadas. Resultado semelhante, em que a
mesma bactéria teve melhor crescimento com XOS como fonte de carbono do que
lactose/sacarose, foi obtido por Figueiredo (2016). Até 12 horas, o crescimento foi
semelhante nos trés meios utilizados, o que pode indicar que até esse periodo a bactéria
cresceu as custas dos outros componentes do meio, independente da fonte de carbono

utilizada.

68



Resultados e Discussao

Figura 19. Crescimento de E. coli em meios contendo glicose, xilose e XOS (produzidos
na hidrélise enzimatica da hemicelulose do pseudocaule de bananeira) como fonte de
carbono.
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Apesar da bactéria patogénica ter crescido de forma semelhante as bactérias
probidticas na presenca de XOS, existem estudos como de Ananieva et al (2012), que
demonstram a atividade antimicrobiana de algumas espécies de Lactobacillus como L.
plantarum e L. brevis em relacdo a E.coli e outras bactérias patogénicas quando ambas
sdo crescidas na presenca de XOS, a qual foi determinada através de alo de inibicéo.
Porém, o potencial inibitério dos Lactobacillus ndo foi objeto de estudo no presente
trabalho.

Muitos trabalhos destacam que o efeito inibitorio na proliferacdo de bactérias
causadoras de doencas esteja relacionado principalmente a competigéo entre probidticos
e patogénicos por sitios de ligacdo que estdo presentes no intestino. Além de produtos
resultantes da fermentacdo de prebioticos 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; GIBSON, 1998;
CRITTENDEN; PLAYNE, 1997; SCHREZENMEIR; DE VRESE, 2001;
FIGUEIREDO, 2016).
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6. CONCLUSOES

A extracao de hemicelulose foi maior apos o pré-tratamento/lavagem alcalino com
NaOH, pois a andlise dessas amostras apontou maior rendimento e teor de xilose e
arabinose, o que indica maior quantidade de hemicelulose presente.

E possivel afirmar que a amostra de enzima utilizada estava livre de p-xilosidase,
ja que ndo houve atividade da mesma e producéo de xilose apés as hidrélises. A maioria
dos XOS produzidos em todas as hidrélises enzimaticas realizadas foram de maior grau
de polimerizacdo, como xilopentoses e xilohexoses.

Com uma quantidade de enzima relativamente baixa, de 30 Ul/g, e 2% de
substrato foi possivel obter 11 g/L de XOS e uma conversdo de aproximadamente 61%.
Para se obter maior concentracao de XOS, o substrato (hemicelulose) de 8% foi melhor,
porém o rendimento foi menor que com 2% de substrato, obtendo-se uma conversédo de
apenas 32%. Quanto ao tempo de reacdo, o periodo de 24 horas foi 0 que resultou em
maior conversao. A hidrélise enzimética do substrato soltvel levou a maior producéo de
XOS, principalmente aqueles de maior grau de polimerizagdo como xilotetrose,
xilopentose e xilohexose. Através da hidrolise enzimatica do substrato insoltvel também
foi possivel obter XOS, porém outros tipos, principalmente xilotriose. Apds a hidrélise
utilizando as melhores condi¢des dos parametros estudados, foi possivel produzir cerca
de 20g/L de XOS, a maioria com maior grau de polimerizacéao.

Ambas as cepas probioticas utilizadas, L. plantarum e L. fermentum,
demonstraram habilidade em utilizar XOS de cadeia longa para seu crescimento, e este
foi maior na presengca de XOS como fonte de carbono em comparagdo com oS
monossacarideos. Deste modo fica evidenciada a producdo de compostos prebidticos

(XOS) via hidrolise enzimatica de hemicelulose de pseudocaule de bananeira.
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