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RESUMO

ALMEIDA, Lucas Filipe, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, janeiro de 2022. Producéo
enzimatica de xilooligossacarideos com atividade prebiotica in vitro. Orientadora: Gabriela
Piccolo Maitan-Alfenas.

Os xilooligossacarideos (XOS) sdo ingredientes prebioticos potencialmente valiosos para
alimentos e racGes que podem ser obtidos a partir de biomassas lignoceluldsicas de baixo custo
e abundantes. Para a producédo de XOS, a hidrolise enzimética é comumente preferida pois ndo
produz subprodutos indesejaveis, nem requer condi¢des especiais de temperatura e pressao.
Portanto, diversas técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para a obtencdo de xilanases
com maior eficiéncia catalitica e caracteristicas ideais para a producdo de XOS. Com isso, as
xilanases recombinantes de Orpinomyces sp. PC-2 (SM2), estruturalmente otimizada, e
Aspergillus nidulans (AN1818 e AN3613) sdo potenciais produtoras de XOS a partir da
hidrolise de sabugo de milho, farelo de arroz, casca de soja e residuos de café. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o perfil de producéo de xilooligossacarideos (XOS) via hidrdlise enzimatica
por trés enzimas fangicas recombinantes e um coquetel comercial, individualmente, e estudar
o0 potencial efeito prebidtico in vitro destes aglUcares. Para isso, as biomassas in natura e pré-
tratadas com NaOH 1 % foram caracterizadas quanto a sua composi¢do quimica. Os teores de
extrativos, proteinas, lipidios e cinzas foram determinados por técnicas gravimétricas e
titulométricas, enquanto lignina e carboidratos por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) e
espectrofotometria. A xilanase SM2 foi expressa em Escherichia coli, enquanto AN1818 e
AN3613 em Pichia pastoris e empregadas na sacarificacdo das biomassas por 72 horas a 50 °C.
Aliquotas foram coletadas para avaliar o perfil de XOS por CLAE. Por fim, os XOS obtidos
substituiram as fontes de carbonos em meios de crescimento especificos para Lactobacillus
acidophilus, E. coli e Salmonella enterica serovar Typhimurium. As curvas de crescimento
microbiano foram obtidas por DO em 600 nm, além da quantificacdo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) por CLAE. Entre as biomassas in natura, os residuos de café e sabugo de milho
apresentaram os maiores teores de hemicelulose, 27,85 e 21,37 %, respectivamente. Ja o farelo
de arroz apresentou o maior teor de lignina, 36,69 %. Apds pré-tratamento alcalino, as
biomassas apresentaram teor de recuperacédo entre 46,27 e 64,99 %, com o enriquecimento de
carboidratos e a redugédo de lignina para a posterior etapa de sacarificagdo. A xilanase SM2
apresentou atividade catalitica, 21853,10 (+106,73) U/mL, e rendimentos de XOS equiparaveis

ao coquetel Multifect® XL em todas as biomassas testadas, além de ter sido superior as



xilanases de A. nidulans (AN1818 e AN3613 com 14,37 e 20,41 U/mL, respectivamente) na
producdo de XOS em cada fonte de carbono. Observou-se que, apds 6 h de hidrolise do sabugo
de milho, a liberacéo de XOS totais foram de 6,21 (+0,37) e 7,36 (+0,57) g/L, produzidos pela
xilanase SM2 e pelo coquetel comercial, respectivamente. Apds hidrélise do farelo de arroz, a
xilanase SM2 produziu um perfil mais diversificado de XOS, com xilobiose, xilotriose,
xiliopentose e xiloexose, em 48 h de reacdo. Além disso, o L. acidophilus foi capaz de
metabolizar os XOS produzidos e fermenta-los, parametro indicado pela liberacdo de acidos
graxos de cadeia curta, como acético, propionico e isobutirico. Ja os patdégenos néo tiveram o
crescimento favorecido na presenga dos XOS como fonte de carbono. Com isso, 0s
oligossacarideos sdo fermentesciveis aos probidticos e estimulam o crescimento seletivo de
bactérias benéficas. Portanto, os resultados sdo promissores para um teste in vivo e expandem

as aplicacOes da xilanase SM2.

Palavras-chave: Xilanases recombinantes. Xilooligossacarideos. Prebio6ticos. Biomassas

lignocelulosicas.



ABSTRACT

ALMEIDA, Lucas Filipe, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January, 2022. Enzymatic
production of xylooligosaccharides with prebiotic activity in vitro. Adviser. Gabriela
Piccolo Maitan-Alfenas.

Xylooligosaccharides (XOS) are potential valuable food and feed prebiotic ingredients that can
be obtained from cheap and abundant lignocellulosic biomasses. For XOS production,
enzymatic hydrolysis is commonly preferred because it does not produce undesirable by-
products neither requires special conditions of temperature and pressure. Therefore, several
molecular techniques have been developed to obtain xylanases with greater catalytic efficiency
and ideal characteristics for XOS production. Thus, recombinant xylanases from Orpinomyces
sp. PC-2 (SM2) and Aspergillus nidulans (AN1818 and AN3613) are potential XOS producers
after the hydrolysis of corn cob, rice bran, soybean husk and coffee residues. The aim of this
study was to evaluate the production profile of xylooligosaccharides (XOS) via enzymatic
hydrolysis by recombinant fungal enzymes and a commercial cocktail, and to study the potential
in vitro prebiotic effect of these sugars. For this, in natura and pre-treated biomasses with NaOH
1 % were characterized concerning their chemical composition. Extractives, proteins, lipids
and ash were determined by gravimetric and titrimetric techniques, while lignin and
carbohydrates by high performance chromatography (HPLC) and spectrophotometry. SM2
xylanase was expressed in Escherichia coli, while the xylanases AN1818 and AN3613 were
expressed in Pichia pastoris and they were employed in the saccharification of biomasses for
72 hours at 50 °C. Aliquots were collected to determine the XOS profile by HPLC. Finally,
XOS were able to substitute the carbon sources in specific growth media for Lactobaccillus
acidophilus, E. coli and Salmonella enterica serovar Typhimurium. Microbial growth curves
were performed by OD at 600 nm, in addition to the quantification of short chain fatty acids
(SCFA). Among the in natura biomasses, coffee and corn cob residues showed the highest
hemicellulose contents, 27.85 and 21.37%, respectively. Rice bran had the highest lignin
content, 36.69 %. After alcaline pretreatment, the biomasses showed yields between 46.27 and
64.99 %, with carbohydrate enrichment and lignin reduction for the next saccharification step.
SM2 xylanase showed -catalytic activity, 21853.10 (x106.73) U/mL, and XOS yields
comparable to the Multifect® XL cocktail for all tested biomasses, it also was superior to A.
nidulans xylanases (AN1818 and AN3613 with 14.37 and 20.41 U/mL, respectively) in the
production of XOS in each carbon source. After hydrolysis of corn cob for 6 h, the total XOS



yields were 6.21 (x0.37) and 7.36 (£0.57) g/L by the xylanase SM2 and the commercial
xylanase, respectively. Whereas the hydrolysis of rice bran by SM2 produced a more diversified
profile of XOS, like xylobiose, xylotriose, xyliopentose and xylohexose, after 48 h of reaction.
Furthermore, L. acidophilus was able to metabolize the XOS produced and to fermente them,
which was indicated by the release of short-chain fatty acids, such as acetic, propionic and
isobutyric. On the other hand, pathogens did not have favored growth in the presence of XOS
as carbon sources. Thus, oligosaccharides are fermentable by probiotics and stimulate the
selective growth of beneficial bacteria. Therefore, the results are promising for an in vivo test

and to expand the applications of SM2 xylanase.

Keywords: Recombinant xylanases. Xylooligosaccharides. Prebiotcs. Lignocellulosic
biomasses.



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt sttt es st s et es s st n s 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 13
2.1 ReSidUOS lIGNOCEIUIOSICOS .....c.eeveiiieieiieiie e 13
2.2 XIIANASES ...ttt bbbttt bbbttt b bbb enes 15
P I 1 (010 T [T Tor: U [0 (=T LSS 19
2.4 Aplicacdo biotecnoldgica de xilooligossacarideos (XOS)........cccevevieeiveieieeneeie s 21
BOBUIETIVOS ...ttt ettt bttt s ettt e b e et e e e e be st et neerenrens 22
A METODOLOGIA . ...ttt a e st e e st e e s e e e anbe e e snreeenneeeenes 23
I = 101 B ST OSSPSR 23
4.2 Caracterizac8o quimica das DIOMASSAS .........ccoeririririeiiire e 23
4.2.1 Preparo das @MOSIIAS .........eiiierieieieriente sttt sieeeee et sttt sbe st sn b e b sne i 23
4.2.2 TEON A& UMIUAUE ... .eviitiiiiiiieiieie ettt et snenneas 23
4.2.3 DeterminaGao de eXIratiVOS.......c.ciiiieieeieiee s ettt nre e 23
4.2.4 Determinacao de carboidratos tOtaiS ..........ccveiveiieiiieieeie e 24
4.2.5 Determinacéo de lignina soltivel e insolUvel............cccoviiiiiicic e 25
O SR I=To] g [N ol [ g2 S F OSSR 25
4.2.7 Determinacao de proteinas tOtaIS ........cceeiereiririeise e s 26
4.3 Expressao de Xilanases reCOMDINANTES .........c.cooiriiirieieese e 26
4.3.1 Cultivo e manuteng&o de Pichia pastoris..........ccceoeieiiieneninisieee e 26
4.3.1 Cultivo e manutencdo de Escherichia Coli.........cccooeivveiiiiciiiiicc e 27
4.3.2 Dosagem de proteinas totais e confirmacdo da expressdo das xilanases ................. 28
4.4 Medida da atividade de xilanase pelo método do DNS..........ccccocveiiiieiecie e, 28
4.5 Pre-tratamento alcalino das Diomassas .........c.ccovviiiiiiieieic e 28
4.6 HIdrolise ENZIMALICA ......ccveveiieiieceeeeie ettt srenreene e 28
4.8 Quantificacdo de xilooligossacarideos (XOS) por cromatografia liquida de alta
PEITOrMANCE (CLAE) ...ttt 29
4.9 Teste in vitro do efeito PrebIOtICO........ccviiii i 29
4.9.1 IMIICIOIGANISITIOS ...ttt sttt st sttt e bbbt bbbt e e et e b st et e sbenneas 29
4.9.2 Cultivo dos 0rganismos ProbiOtiCOS..........civiiriiieiiie e 29
4.9.3 Cultivo dos organismos PatOgENICOS. ......c.ccvveirerreeieieerie e e e sre e s 30
4.9.5 Quantificagdo de acidos graxos de cadeia CUMas .........ccceverieeeieierienese e 31
5 RESULTADOS E DISCUSSAQ .......coveeeereieeteeiesee et ssessis s isses s snansen s, 32

5.1 Caracteriza¢do quimica das DIOMASSAS ..........cceviieiiiereie e e 32



5.2 Expressao das xilanases reComMDINANTES............cuiiiiiierireieri s 35

5.6 Hidrdlise enzimatica das biomassas para producdo de xilooligossacarideos (XOS)...... 37
5.6.1 Sabugo de MIIN0.......couiiii e e 37
5.6.2 FArEl0 08 @ITOZ......oiviiviiiiciieeee et bbbt 39
IR O N or- o (- I To ] - SR 41

5.7 Perfil de xilooligossacarideos (XOS) liberados apds sacarificacdo de biomassas

ligNOCElUlOSICAS POI XIHANASE .....c.veeveiiiicieeie et re e 42

5.8 Avaliagdo in vitro do potencial prebiotico dos XOS ........ccccovvviviiviiveieieiese e 46
5.8. 1 AGAO PrébiOtiCa iN VILIO.......cciiuiieiiiieiieisierie e 46
5.8.2 Indicativos de fErmMENtaCAD. ........cceviriiiiieieee e 50

6 CONSIDERACOES FINALIS Lo 53

REFERENCIAS ..o s e s e s e s s e s s e s s s e s st es e s s e s s s s e s s es e s s e s e sen e s s senens 55



11

1 INTRODUCAO

Enzimas s&o, normalmente, proteinas com funcéo catalitica e o seu mercado mundial
foi responsavel por um capital de U$ 9,9 bilhdes em 2019 e projeta-se um crescimento de 7,1
% ao ano até 2027; apenas no Brasil, estima-se um crescimento para este setor de 4,9 % até o
ano de 2025 (GRAND VIEW RESEARCH, 2020). Tais projecOes se justificam pela alta
demanda por estas biomoléculas em diversas areas comerciais, dentre as quais o setor de
alimentos e bebidas lidera o consumo por diferentes enzimas, seguido pelos setores de
biocombustiveis e agropecuaria (SINGH et al., 2016).

Dentre as enzimas, as carboidrases sao proeminentemente solicitadas para diversos fins,
e, entre elas, pode-se destacar as xilanases, justamente pela funcdo de converter o polimero
hemicelulose em acucares soltveis, como xilose e xilobiose, por exemplo. As xilanases podem
ser obtidas por meio da extracdo de tecidos vegetais e animais ou por microrganismos, como
bactérias, fungos filamentosos e leveduras (CHADHA et al., 2019). No entanto, h4 grande
vantagem em se empregar microrganismos para a producdo de xilanases, devido as suas
caracteristicas de facil cultivo e manutencdo do meio de cultura, bem como velocidade de
crescimento relativamente rapida, com destaque para os fungos, que sao capazes de secretar
suas enzimas, o que facilita seu processo de purificagdo (MELLITZER et al., 2012).

Com isso, enzimas flngicas sdo cotadas para serem utilizadas em diversos processos
biotecnoldgicos e industriais, pois apresentam vantagens e versatilidade na preparacao de varios
produtos, principalmente alimenticios, como molhos, cervejas, paes, frutas processadas e outros
itens do cotidiano da populacdo (PESISTENCE MARKET RESEARCH, 2020). Além disso,
pode-se obter produtos de interesse comercial e biotecnoldgico via hidrélise enzimética de
residuos agroindustriais lignoceluldsicos de baixo valor econémico, como casca de soja, palha
de milho, sobras da producao cafeeira, dentre outros.

Em contrapartida, o agronegécio brasileiro tem crescido, principalmente pelo setor
agricola, e tornou-se fundamental para o desenvolvimento do pais. Segundo a Confederacéo
Nacional da Agricultura e Pecuaria (2020), bens e servicos gerados no agronegécio alcangaram
R$ 1,55 trilhdo ou 21,4 % do PIB do pais, e a exportagdo e producdo de grdos com maior
faturamento nos dois Ultimos anos é ranqueada pela soja, milho, cana-de-agucar e café. Com
isso, 0 Brasil tem se destacado como grande produtor de alimentos; no entanto, a abundante
quantidade de residuos gerados durante o processamento de toda matéria-prima vegetal pode
ser um fator complicador. Concomitante a esse problema, a alternativa pode ser o
aproveitamento dessas fontes de carbono de baixo custo em aplicagdes biotecnologicas que

utilizam enzimas para geracao de produtos interesse comercial.
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Estudos apontam o interesse da industria alimenticia para o uso de xilooligossacarideos
de baixo grau de polimerizagcdo, como xilobiose, xilotriose e xilotetraose, como ingredientes
para seus produtos (MANO et al, 2018). Esse fato se deve as propriedades fisico-quimicas de
resisténcia e aos efeitos bioldgicos, como o potencial prebiotico destes oligossacarideos (JAIN
etal., 2015; MANO et al, 2018). Portanto, hd uma necessidade crescente de obtencdo de
novas Xilanases capazes de produzir, via hidrolise enzimética, xilooligossacarideos de baixo
grau de polimerizacdo com bom rendimento e alta especificidade. Tudo isso, atrelado a estudos
de uma estratégia eficiente, de baixo custo, sustentavel e renovavel para uma aplicacdo
biotecnoldgica de interesse social e econémico.

Assim, este trabalho objetivou avaliar o perfil de producdo de xilooligossacarideos a
partir da hidrélise de trés biomassas lignocelulésicas - sabugo de milho, casca de soja e farelo
de arroz - por trés enzimas fungicas recombinantes e um coquetel comercial; e estudar o
potencial efeito prebiodtico destes aclcares para posterior aplicacao biotecnoldgica. Embora, os
residuos de café tenham sido caracterizados quimicamente, ndo foi realizado avalicdo da
producdo enzimatica de XOS, devido a indisponibilidade de biomassa no periodo de

experimentacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Residuos lignocelulésicos

Residuos lignocelul6sicos sdo biomassas ou matérias organicas provenientes da parede
vegetal, diretamente de plantas ou resultantes do seu processamento, constituindo um recurso
amplo e renovavel de fonte de carbono para diversos bioprocessos. A parede vegetal é
constituida de estruturas fibrosas compostas, principalmente, pelos polissacarideos celulose e
hemicelulose, que correspondem a aproximadamente 70 % da massa seca, intercalados por
lignina, uma macromolécula composta de alcoois aromaticos, e também pelo polimero de
pectina e proteinas (BEHERA et al., 2016; OBENG et al., 2017) (FIGURA 1). Essa matriz
molecular complexa forma a estrutura lignocelulésica e apresenta caracteristica inerte e
recalcitrante, que concede ao tecido vegetal resisténcia contra degradacfes e integridade
estrutural (CRAGG et al., 2015; ISKIGOR et al., 2015).

FIGURA 1 - Esquema representativo da estrutura molecular da parede vegetal lignocelulésica.

Celulose

Pectina Microfibrilar

ol Yo Hemicelulose

Lignina
Fonte: Adaptado de Gupta et al., 2016.

A celulose é o polimero mais abundante no residuo lignoceluldsico, compondo cerca de
35 a 50 % da biomassa (GE, et al., 2018). E um homopolissacarideo formado por repeticdes de
mondmeros de D-glicose unidos por ligagdes 3-1,4-O-glicosidicas, dispostos de forma linear
em conformacéo de cadeira, sem ramificacdes. As longas cadeias de celulose se interagem e
séo unidas por ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Essas caracteristicas concedem
a celulose rigidez, estrutura altamente empacotada e cristalina, constituindo uma regido de

dificil acesso por enzimas; porém, ha também regides amorfas, nas quais as fibras se encontram
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mais espagadas entre si e, portanto, mais suscetiveis a hidrélise enzimatica (GE et al., 2018;
LYND, 2002).

Entrelacadas as fibras de celulose, encontram-se as fibras de hemicelulose, que
correspondem de 20 a 35 % da constituicdo da biomassa (GE et al., 2018). Essa porcao é uma
estrutura amorfa presente em todas as camadas da parede vegetal, altamente ramificada e
formada por heteropolissacarideos contendo unidades de D-xilose, D-glicose, D-manose, D-
arabinose ou D-galactose. A cadeia principal da hemicelulose é formada por um monémero
especifico unido por ligagdes B-1,4-O-glicosidicas, que se ramifica com padrdes diferenciados
por grupos laterais curtos de agUcares (GE et al., 2018). A hemicelulose é classificada com base
na constituicdo da cadeia carb6nica principal e dos grupos laterais (PALMA, 2003). A xilana é
o principal polimero constituinte da hemicelulose, sendo composta por unidades de B-D-
xilopiranose unidas por ligagdes do tipo B-1,4 enquanto os substituintes da cadeia lateral sdo
grupos de O-acetil, a-L-arabinofuranosil e 4-O-metilglicurénico (CUNHA et al., 2018;
POLIZELI et al., 2005). O grau de polimerizacdo e os substituintes da cadeia lateral das xilanas
variam entre as biomassas.

Jaalignina, com 10 a 25 % da constituicdo lignoceluldsica, encontra-se covalentemente
unida aos polissacarideos ou interagindo com eles por ligacdes de hidrogénio (GE et al., 2018).
Trata-se de um polimero complexo que contém cadeias de monémeros quimicamente distintos,
derivados de compostos fendlicos e ndo-fendlicos (SUN et al., 2002; WANG et al., 2008). Além
disso, a lignina apresenta resisténcia a degradacao bioldgica, age como um escudo limitando a
taxa de hidrolise das porcdes digeriveis e pode adsorver proteinas importantes do meio
reacional, razdo pela qual € um interferente nos processos de sacarificacdo enzimatica (LI et al.,
2003; YANG et al.; 2014; CHEN et al., 2007; WAGNER et al., 1999). Dependendo da origem
do material lignocelulésico, podem ainda ser encontradas pequenas quantidades de resinas,
acidos graxos, taninos, minerais, entre outros, sendo necessaria uma etapa de remocao desses
interferentes para utilizagdo da biomassa.

A composicdo da biomassa lignoceluldsica é variavel conforme a espécie vegetal,
caracteristicas do solo, clima e safra em que foi colhida, entre outros; portanto uma analise
composicional pode auxiliar na deciséo de trabalho e emprego daquele material. Contudo, os
residuos lignoceluldsicos séo uma fonte renovavel, sustentavel e infinita de insumos e servem
como matéria prima para diversos processos industriais, como producdo de biocombustiveis,
de ingredientes para a industria de alimentos e bebidas, reagentes e precursores para a industria
guimica e farmacéutica (GUPTA et al., 2016). Eles também recebem destaque por

categorizarem uma alternativa de baixo custo, pois sdo subprodutos ou residuos descartaveis de
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processos da agroindustria, tais como a casca de soja, melago da soja, bagaco da cana-de-agucar,
sabugo de milho e diversos outros. Assim, € possivel converter residuos agroindustriais
lignocelul6sicos em produtos de interesse biotecnoldgico e comercial com valor econdmico
agregado (PINTO et al., 2005).

Entretanto, devido & caracteristica de recalcitrancia da biomassa, antes da sua hidrolise
enziméatica, & necessaria uma etapa de pre-tratamento para desconstruir as fibras de
polissacarideos e abrir poros na estrutura fibrosa. Assim, as celulases e hemicelulases podem
penetrar e atuar de forma eficiente na conversao desses polimeros em agutcares fermentesciveis
(JONSSON et al., 2013). Além disso, o pré-tratamento também visa retirar os interferentes das
biomassas, tais como a lignina, e favorecer o enriquecimento da porgédo de carboidratos; por
isso é necessario escolher o melhor tipo de pré-tratamento para o objetivo proposto.

E desejavel que o pré-tratamento aumente a disponibilidade dos monémeros de
acucares, ndo promova sua degradacao, evite a formacao de inibidores enzimaticos e seja de
baixo custo (SUN et al., 2002). Para este fim, os principais pré-tratamentos empregados sdo 0s
que utilizam &cido diluido e o alcalino. O pré-tratamento com acido diluido € empregado para
promover melhor hidrélise da celulose, desmontando as fibras e aumentando a porosidade com
a degradacdo da porcdo hemiceluldsica; entretanto gera inibidores de fermentacdo, como o
hidroximetilfurfural e o furfural (ZEEMAN et al., 2009; KUMAR et al., 2009; Liu et al., 2009).
J& o pré-tratamento alcalino objetiva solubilizar a lignina, promover o aumento da porosidade
da fibra e manter intacta uma fracdo significativa, tanto de hemicelulose, quanto de celulose
(SUN et al., 2002; CARDONA et al., 2010). A grande vantagem é 0 processo com menor
namero de inibidores, embora ainda haja os fendis, e acidos fortes, porém consome consideravel
quantidade de agua para realizar lavagens da lignina e sais da biomassa (CHATURVEDI et al.,
2013). O recomendavel é comparar varios métodos de pré-tratamento para cada tipo de
biomassa e o proposito final do processo, para determinar a metodologia mais adequada para
pré-tratar a fonte de carbono (HARRISON et al., 2013).

2.2 Xilanases

As xilanases sdo classificadas como glicosil hidrolases, pertencentes a sub-classe de
glicosilases, que hidrolisam compostos O- e S-glicosidicos, também denominadas de endo-1,4-
B-xilanases (E.C 3.2.1.8) (VIEIRA, 2007). Estas enzimas, entre as demais de origem
microbiana, apresentam grande relevancia devido a sua variedade de aplicacdo na inddstria,
como de alimentos e biocombustiveis, principalmente pela sua capacidade de biodegradagédo da
xilana (GOWDHAMAN et al., 2019). As xilanases catalisam a hidrolise das ligagoes p-1,4 da

cadeia principal da hemicelulose xilana e liberam como produto oligossacarideos formados por
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unidades de xilose (POLIZELLI et al., 2005; MOTTA et al., 2013). Os microrganismos
fitopatogénicos produtores de xilanases geralmente secretam estas enzimas para degradar a
hemicelulose da parede celular vegetal e liberar acUcares assimilaveis, que permitem ao
patdgeno se desenvolver e infectar a planta (KULKARNI et. al.; 1999).

O banco de dados Carbohydrate-Active Enzymes (CAZy - http://www.cazy.org/)
categoriza as enzimas em familias com base em seus dominios cataliticos e sequéncia de
aminoéacidos, nas quais as xilanases se agrupam, principalmente, em duas importantes familias,
GH10 e GH11. Além dessas, a familia GH30 vem ganhando destaque por agrupar Xilanases
com especificidade para glucuronoxilanas, mas outras especificidades vém sendo relatadas e
diferengas cataliticas tém sido descritas quando obtidas de um procarioto ou um eucarioto
(PUCHART et. al., 2021). As GH30 apresentam maior capacidade de hidrolisar Xxilanas
substituidas, quando comparadas as GH10 e 11 (KARLSSON et al., 2018). As xilanases
pertencentes a familia GH10 sdo que apresentam estruturas mais complexas, com topologia de
barril (B/a) em 8 repetigdes, possuem alguns representantes altamente glicosilados, menores
massas moleculares, apresentam ponto isoelétrico (pl) em torno de 8-9,5 e englobam também
as endo-1,3-pB-xilanases (E.C 3.2.1.32) (BIELY et al., 1997, KULKARIN et al., 1999,
SUBRAMANIYAN et al., 2002; DOOD et al., 2009). Além disso, as enzimas pertencentes a
esta familia tém especificidade mais ampla por diversos tipos de cadeias de xilana, como
arabinoxilana; com isso seu emprego é importante na degradacdo completa, incluindo os
substituintes, da porcdo hemicelul6sica de biomassas (BIELY et al., 1997; MOTTA et al.,
2013). Ja a familia GH11 é composta principalmente por enzimas de maior peso molecular,
com estruturas que apresentam topologia de jellyroll, de menor tamanho, normalmente sem
glicosilagdo, valores de pl em faixas mais baixas de pH, e maior especificidade por xilanas
formadas exclusivamente por residuos de D-xilose (BIELY et al., 1997, DOOD et al., 2009,
VAN DEN BRINK et al. 2011; PAES et al, 2012, MOTTA et al., 2013). A familia GH11,
segundo GOWDHAMAN et al. (2019), possui enzimas que sdo descritas com maior
estabilidade e atividade em diferentes valores de pH e temperatura, tornando-a mais adequada
na escolha para aplicacGes biotecnoldgicas e processos industriais.

As xilanases de ambas as familias realizam a catalise enzimatica por um mesmo
mecanismo de reacdo que ocorre por ataque nucleofilico e envolve dois residuos de glutamato,
78 e 176, do sitio catalitico com retencdo da configuracéo do carbono anomérico (BIELY et al.,
1997, VIEIRA, 2007; MOTTA et al., 2013) (Figura 2). Em comparagéo, as xilanases de ambas
as familias sdo capazes de clivar ligagdes ndo-glicosidicas de grupos laterais de aril-B-

glicosideos na parte aglicona de xilobioses e xilotrioses; porém a familia G11 apresenta fendas
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maiores de ligacdo a carboidratos, o que favorece sua atuacdo em cadeias de
xilooligossacarideos com maior grau de ramificacdo (COLLINS et al., 2005, MOTTA et al.,
2013). J& a familia G10 é composta por xilanases mais ativas em cadeias menores de
xilooligossacarideos, ja que possuem fendas menores e apresentam cerca de 4 a 5 sitios de
ligacdo a carboidratos (BIELY et al., 1997, MOTTA et al., 2013). Devido as particularidades
de cada familia, as xilanases podem ser produzidas para serem empregadas em diversos

bioprocessos e foram escolhidas com base nas suas caracteristicas e facilidade de obtencéo.

FIGURA 2 — Representacdo do mecanismo catalitico de clivagem das xilanases GH10 e GH11 com
formacao de ligacdes covalente transitdrias.

GLU17

5 0 R-OH

GLUT8

Non-covalent intermediate Covalent intermediate

Fonte: Adaptado de MHLONGO et al., 2015.

Alguns fungos filamentosos, principalmente os géneros Penicillium, Aspergilus e
Trichorderma, juntamente com certas bactérias e leveduras sao conhecidos por serem grandes
produtores de xilanases, e os fungos detém a capacidade de secretarem essas enzimas
hidroliticas de interesse comercial para o meio extracelular (FITZPATRICK et al., 2010; VAN
DEN BRINK, 2014). Estudos com o fungo fitopatogénico Chrysoporthe cubensis mostram a
sua capacidade de producdo e secrecdo de xilanases, por fermentacdo em estado solido, mais
termoresistentes e com alta atividade enzimatica (FALKOSKI et al., 2013, GOMES et al;

2016). O extrato composto por xilanases e outras celulases produzidas por este fungo
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apresentou maior capacidade de hidrélise de biomassas lignocelul6sicas para producgdo de
acucares monoméricos do que o coquetel comercial Multifect® CL (FALKOSKI et al., 2013),
inclusive podendo ser empregado para suplementar outros coquetéis enzimaticos comerciais
(MAITAN-ALFENAS et al., 2015).

Algumas ferramentas para producdo de enzimas podem ser empregadas para atender as
exigéncias e a demanda do mercado, tal como a tecnologia do DNA recombinante (POLIZELI
et al., 2005). O uso da engenharia genética para melhoramento de enzimas € uma metodologia
recorrente para obtencdo de enzimas com maior eficiéncia. De acordo com Trevizano et al.
(2012), uma das xilanase mutantes provenientes do fungo Orpinomyces sp. PC-2, a M2 do gene
xynA, foi selecionada a partir de um estudo de evolucéo dirigida, apds seu sequenciamento ela
foi otimizada com a retirada de 27 residuos de aminoacidos da porcdo N-terminal. Por fim, ela
foi clonada e expressa em Escherichia coli e verificou um ganho de atividade e estabilidade
térmica em relacdo a sua versdo selvagem. Essa variante de Xilanase de menor tamanho,
denominada SM2, mostrou grande eficiéncia na hidrolise de arabinoxilana, indicando seu
potencial para aplicacdo em industrias de panificacdo, ja que varias farinhas sdo compostas por
esse polimero (VENTORIM et al., 2018; PASSARINHO et al., 2018). Além de se obter
enzimas melhoradas, também é desejavel a producdo em quantidades consideraveis para
atender as necessidades de consumo da industria.

O emprego de leveduras como hospedeiros de vetores de expressdo heterdloga,
principalmente Pichia pastoris, tornou-se comum para obter xilanases que apresentam um certo
grau de glicosilacdo, jA que seres eucariontes sdo capazes de fazerem modificacGes poés-
traducionais (DALY et al., 2005; AHMED et al., 2009). Além disso, elas apresentam as
vantagens de crescerem em densidades elevadas de células por in6culo e secretarem razoaveis
guantidades de proteinas recombinantes no meio extracelular; com isso, em certos casos,
dispensa-se processos de purificacdo do extrato, o que reduz custos com o processo (TOLNER
et al., 2006; MELLITZER et al., 2012). Maitan-Alfenas et al. (2016) demonstraram que dois
genes de xilanases de Aspergillus nidulans, XInB (GH10) e XInC (GH11), foram clonados em
P. pastoris e as xilanases apresentaram valores de pH e temperaturas 6timos de 7,5 e 60 °C e
6,0 e 50 °C, respectivamente, e com atividade e resisténcia em uma faixa ampla de pH e
temperatura. Além disso, estas proteinas recombinantes mostraram potencial para
suplementacdo dos coquetéis enzimaticos Multifect® CL e Accellerrase® 1500, uma vez que
incrementaram consideravelmente a concentracdo de acucares redutores ap6s a hidrdlise do
bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado alcalinamente (MAITAN-ALFENAS et al., 2016).
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A aplicacdo de xilanases em diversos setores para fins industriais é recorrente e
aumentou notoriamente na Gltima década (KUMMAR et al, 2017). Xilanases,
preferencialmente aquelas com maior estabilidade e eficiéncia catalitica, sdo empregadas em
diversos processos biotecnologicos (QIU, et al., 2010; TAIBI et. al, 2012), tais como:
clarificacdo de sucos e sacarificacdo do amido em processos de panificacdo pela industria de
alimentos (LI et al., 2000; SHI et al., 2013); preparacdo de racdo animal pela industria
agropecudria; branqueamento da polpa de celulose pela inddstria de papel e téxtil
(SUBRAMANIYAN et al, 2002); bioconversdo de matéria lignocelulésica em acUcares
fermentesciveis de interesse tanto do setor de biocombustiveis, quanto do setor de alimentos
(BUTT et al, 2008; HUANG et al.; 2014); e, principalmente, para producdo de
xilooligossacarideos (XOS) com diferentes graus de ramificacdo para industria alimenticia, de
racdo animal, quimica e farmacéutica, devido ao seu potencial prebiotico (FITZPATRICK et
al., 2010; LANFOND et al., 2012; BUCKERDGE et al., 2012). Por fim, sabe-se que uma Unica
xilanase ndo atende a todos 0s requisitos necessarios nos diversos processos industriais e, por
isso, constantes estudos de bioprospeccéo e obtencdo de enzimas com maior eficiéncia catalitica
sdo necessarios (GOWDHAMAN et al., 2019).

2.3 Xilooligossacarideos

Xilooligossacarideos (XOS) sdo produtos provenientes da hidrolise da xilana presente
nas biomassas lignoceluldsicas por acdo de xilanases (WANG et al, 2014), mas também podem
ser adquiridos de fontes naturais, como frutas, vegetais, brotos de bambus, leites e mel.
(VASQUEZ et al., 2000; MOURE et al., 2006; MANO et al.; 2018). Normalmente, estes
oligossacarideos s&o estruturalmente formados por residuos de D-xilose, que podem variar em
grau de polimerizagdo com base no nimero de monémeros que os compbem. Assim,
comecando pelo menor dos XOS, tem-se a xilobiose, formada por duas unidades de xilose,
seguido por xilotriose (3 unidades), xilotetraose (4 unidades), xilopentose (5 unidades),
xiloexose (6 unidades) e assim por diante, até 20 unidades de monémeros de D-xilose, o qual
ainda pode ser considerado como um dos XOS (MAKELAINEN et al., 2010, MONIZ et al.,
2014; SAMANTA et al., 2015). Com isso, as unidades de xilose permanecem unidas por
ligagdes B (1 — 4) O-glicosidicas, 0 que confere a estes aglUcares a caracteristica de néo-
digestibilidade, devido a falta de enzimas capazes de clivar esse tipo de ligacdo no trato
intestinal de animais e humanos (MUSSATO et al, 2007; QIANG et al. 2009; PATEL et al.,
2012, NERI-NUMA et al., 2016).

Além disso, os XOS apresentam propriedades fisico-quimicas que garantem resisténcia

a diversas condigdes, como variagOes de temperatura até 100 °C e mudangas amplas de pH entre
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2,5 a 8,0, sem que estes aglcares sofram alteracfes em sua estrutura, caracteristicas ou funcéo
(MANO et al., 2018). Estas propriedades favorecem sua passagem quase intacta pelo trato
intestinal, exceto pela acdo de microrganismos probidticos, que utilizam destes compostos
como fonte de carbono, para se desenvolverem e assim manterem o equilibrio da microbiota do
trato gastrointestinal (OLIVEIRA, 2014).

Os oligossacarideos ndo-digeriveis agem como prebidticos, pois estimulam o
crescimento seletivo da microbiota intestinal, principalmente bactérias dos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus, que promovem a fermentacao destes acucares para liberacao
de &cidos graxos de cadeia curta, tais como acetato, butirato e propionato, que melhoram a
salde do hospedeiro e inibem a proliferacdo de patdgenos (GIBSON et al., 1995; HUTKINS et
al., 2016, GIBSON et al., 2017). Os acidos graxos de cadeia curta diminuem o pH do lumen
intestinal e influenciam, diretamente, o crescimento de enteropat6genos sensiveis a ambientes
acidos, como E. coli, Salmonella spp., Shigella spp e outras; e, indiretamente, evitam a
producdo de citocinas inflamatérias (CHEN et al., 2012; KRUMBECK et al., 2016; WILSON
et al., 2017). Outros estudos sugerem que os XOS atuam como prebidticos emergentes e
associam esse efeito com a protecdo contra o0 desenvolvimento de cancer do colén, prevencao
de doencas cardiovasculares, prevencao contra distdrbios metabdlicos, imunomodulacéo, acao
antioxidante e moderada atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus e Helicobacter pylori (CHRISTAKOPOULOS et al., 2003; Di BARTOLOMEO et al.,
2013; LAM et al., 2013; SLAVIN, 2013; JAIN et al., 2015).

Para se obter XOS a partir de xilana, trés métodos sdo normalmente utilizados: a
hidrdlise quimica, a auto-hidrélise e hidrolise enziméatica (JAIN et al., 2015; Samanta et
al., 2015). A hidroélise quimica pode ser realizada tanto por clivagem &cida, quanto por extracdo
alcalina, e, apesar de levar a obtencdo de um maior rendimento, normalmente ocorre com a
producdo de mondmeros de xilose e geracdo de co-produtos indesejados, como o
hidroximetilfurfural e furfural (XUE et al., 2016). No processo de auto-hidrolise, os XOS sdo
produzidos sob pressdo e temperaturas elevadas, em contato com a agua, 0 que exige maior
controle do meio reacional e maiores despesas devido ao uso de agua; além disso, este processo
também gera produtos indesejados como lignina insolivel e grande quantidade de
monossacarideos diversos (AKPINAR et al., 2010; HO et al., 2014; KUMAR et al., 2015, XUE
etal., 2016). Por fim, a hidrolise enzimatica consiste na obtencéo de XOS por meio do emprego
de enzimas hemiceluloliticas, principalmente xilanases, e destaca-se pelos beneficios de ser
realizada em condicOes brandas de reagdes, ter alta especificidade e bons rendimentos de
produtos (JAIN et al., 2015, KUMAR et al., 2015). A grande desvantagem deste processo
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consiste na necessidade de um pré-processamento da biomassa, geralmente alcalino, de forma
a permitir uma maior e melhor atuacdo das enzimas sobre o material vegetal (AZEELE et al.,
2016). Contudo, estudos para otimizar esse processo ainda sao necessarios, com o intuito de
torna-lo mais eficiente, simples, sustentavel e de baixo custo, permitindo sua producdo e
aplicacdo em larga escala e de forma atrativa (MORENO et al., 2017).

2.4 Aplicacao biotecnoldgica de xilooligossacarideos (XOS)

Devido a sua propriedade de resisténcia a acidez e as altas temperaturas, os XOS se
tornam mais vantajosos quando comparados com inulina e frutooligossacarideos, acucares
comumente usados como ingredientes prebiodticos pela industria de alimentos. Com esta
estabilidade, os XOS podem ser aplicados em diversos processos do setor alimenticio, como
pasteurizacdo, autoclave e esterilizacdo em baixos valores de pH (VASQUEZ et al., 2000;
COURTIN etal., 2009; WANG et al., 2009). Além disso, com seus potenciais efeitos benéficos
para a salde, os XOS tém sido empregados como prebidticos ndo somente no setor de alimentos
e bebidas, mas também no setor farmacéutico e de cosméticos, na suplementacdo dietética e na
producdo de racdo animal (KOTHARI et al., 2014). Com isso, a aplicabilidade do XOS é
diversa e abre perspectivas para diversas areas.

Considerando os potenciais dos XOS, o mercado global de prebidticos foi estimado em
U$ 4,07 bilhGes em 2017, com perspectivas para um crescimento expansivo, podendo captar
cerca de U$ 10,55 bilhdes até 2025, correspondente a 12,7 % do crescimento do setor
(RESEARCH AND MARKETS, 2017). Além disso, os XOS podem ser obtidos a partir de
residuos agroindustriais lignocelulésicos, sendo esta uma via de producdo de baixo custo e
sustentavel, simultanea & obtencéo de um produto de alto valor agregado.

Alguns estudos com endo- e exo-xilanases recombinantes e nativas de fungos e bactérias
mostraram diferencas nas concentracdes e no perfil de XOS obtidos a partir da hidrolise de
diferentes biomassas (MANO et al., 2018; JAIN et al., 2015). Segundo Mano et al. (2018), XOS
de baixo grau de polimerizacdo, X2, X3 e X4, sdo os almejados pela indUstria devido as suas
propriedades fisico-quimicas e, portanto, a crescente demanda por estratégias mais eficientes
de producéo destes prebidticos requer novos estudos para obtencdo de sistemas de enzimas
xilanoliticas, condi¢bes de reacGes, caracteristicas de biomassas e pré-tratamentos que
otimizem principalmente a producéo de XOS de baixo grau de polimerizacdo, com boa relagdo

custo-beneficio e compativel industrialmente.
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar o perfil de producdo de xilooligossacarideos (XOS) a partir de biomassas
lignocelulosicas pre-tratadas via hidrdlise enzimatica por trés enzimas fangicas recombinantes
distintas e um coquetel comercial, e estudar o potencial efeito prebidtico destes acucares
produzidos.

3.2 ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

> Determinar a composicdo quimica das biomassas utilizadas na sacarificacdo enzimatica
para comparacao da composicdo da biomassa versus perfil de XOS liberados;

> Produzir duas xilanases de A. nidulans expressas em P. pastoris e uma xilanase de
Orpinomyces sp PC-2 expressa em E. coli BL21,

> Comparar 0 uso das xilanases recombinantes com o coquetel comercial Multifect® XL
no processo de hidrélise das biomassas pré-tratadas sabugo de milho, farelo de arroz e
casca de soja;

> Determinar o perfil de produgéo de XOS pela xilanase comercial Multifect® XL e pelas
xilanases expressas em P. pastoris e E. coli BL21 a partir do experimento de
sacarificacdo enzimatica das biomassas;

> Verificar se had uma relacdo entre o perfil de XOS produzidos pelas enzimas empregadas
nas hidrolises;

> Avaliar o potencial prebiotico in vitro dos XOS produzidos pelas hidrolises enziméticas
a partir do cultivo de bactérias probidticas e da analise do perfil de &cidos graxos de
cadeia curta produzidos por estas bactérias;

> Verificar o crescimento microbiano das bactérias patogénicas E. coli e S. entérica na

presenca de XOS como fonte de carbono.
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4 METODOLOGIA

4.1 Biomassas

As biomassas utilizadas no trabalho - casca de soja, farelo de arroz e sabugo de milho -
foram adquiridas no comércio ou agricultura local do municipio de Vigosa - MG. Elas foram
trituradas em moinho de facas e as particulas peneiradas em malha de 20 mesh para as analises
de composi¢do quimica e hidrolise enziméatica. As biomassas que ndo passaram por
processamento quimico apés o moinho foram denominadas de biomassas in natura, enquanto
as demais biomassas foram denominadas de biomassas pré-tratadas.

4.2 Caracterizacdo quimica das biomassas

4.2.1 Preparo das amostras

As biomassas com granulometria inferior a 20 mesh foram secas a 45 °C por 12 horas,
para garantir a padronizacgdo dos tratamentos subsequentes.

4.2.2 Teor de umidade

O teor de umidade da biomassa previamente seca foi mensurado utilizando um
Analisador de Umidade Ohaus MB25 (Cheeselab, Sdo Paulo). Foram pesados 3 g de cada
biomassa em um prato de amostra para analisador de umidade e este foi acomodado no forno
do analisador para secagem por infravermelho a 105 °C. A umidade foi determinada na fungéo
automatica, quando ndo houve variacao superior a 0,5 % do peso durante 60 segundos. O teor
de solidos totais, ou seja, a quantidade de matéria remanescente ap6s 0 aquecimento no forno
do analisador, foi usado para corrigir a massa de cada biomassa antes dos procedimentos
analiticos de cada etapa. O teor de umidade foi mensurado para as biomassas in natura e pré-
tratadas.

4.2.3 Determinacéo de extrativos

A remocdo de extrativos das biomassas in natura e pré-tratadas foi realizada por
extracdo exaustiva com agua quente e etanol, conforme NREL (2008). Para isso, foi pesado 1
g de cada biomassa seca em cartuchos de papel filtro 11 x 5 cm, em triplicata, e estes foram
transferidos para o extrator de Soxhlet. Os valores exatos das massas de biomassas e dos
cartuchos foram registrados.

A extracdo ocorreu por 22 h consecutivas, das quais as primeiras 6 h de extracdo foram
feitas com 200 mL de agua quente e as outras 16 horas usando 200 mL de alcool etilico 96 °GL
como solvente, ambos sobre sistema de refluxo. Apos o término da extracéo, os cartuchos foram

secos a 45 °C por 24 h ou até peso constante.


https://www.cheeselab.com.br/analisador-de-umidade-ohaus-mb25/p
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Os extrativos foram determinados pela diferenca de peso da biomassa antes e apos a
extragcdo, empregando a equacdo 1. Os cartuchos foram resfriados dentro do dessecador antes

da pesagem em balanca analitica devidamente calibrada.

(P1 — P2) x % sdlidos totais
100

% extrativos =

Em que:

P1 = peso do cartucho + amostra inicial

P2 = peso do cartucho + amostra final

% sdlidos totais = obtido no analisador de umidade

As biomassas livres de extrativos foram empregadas na determinacdo de carboidratos
totais, lignina soluvel e insollvel e proteinas.

4.2.4 Determinacao de carboidratos totais

A determinacdo de carboidratos foi efetuada conforme NREL (2012), a partir da
hidrolise acida dos principais polissacarideos componentes da biomassa em seus mondmeros,
geralmente glicose, xilose, arabinose, galactose e manose. A primeira hidrolise &cida foi
realizada com 3 mL de H2SO4 72 % em um tubo de ensaio contendo 0,3 g de biomassa livre de
extrativos em banho a 30 °C, por 1 hora. O meio reacional foi homogeneizado a cada 10 min
por bastdo de vidro. O processo foi realizado para as biomassas in natura e pré-tratadas.

Em seguida, o hidrolisado foi transferido quantitativamente para um Erlenmeyer de 250
mL e diluido com agua deionizada para uma concentracdo de 4 % de H.SOa. Os Erlenmeyer
foram vedados e autoclavados por 1 h a 121 °C.

Apbs resfriadas, as solucdes foram filtradas a vacuo em cadinho de placa sinterizada
previamente pesado. Um volume de 20 mL do filtrado foi vertido em um baldo volumétrico de
50 mL e o volume completado com &gua deionizada. Uma aliquota dessa solucdo foi separada
para determinacédo dos carboidratos totais. Os solidos retidos no cadinho de placa sinterizada e
a solucdo do baldo foram empregados para quantificacao de lignina insoltvel e solGvel.

Os mondémeros de agucares foram quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Para isso, as amostras foram diluidas 10 vezes em agua deionizada e
passadas em filtros de seringa 0,45 um para serem aplicadas no cromatografo. A cromatografia
liqguida de alta performance foi executada no cromatdgrafo modelo CBM-20A/20Alite
(Shimadzu) com detector de indice de refracdo RID - 20A (Shimadzu).

A quantificagdo de agUcares monoméricos apos hidrdlise acida utilizou a coluna
Aminex7 HPX-87H (BioRad) com fluxo 0,6 mL/min, temperatura de forno de 45 °C e eluigdo

isocratica com solugdo de &cido sulfurico 0,005 mol/L, conforme descrito por Ferraz et al.,
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(2000), para separacdo e deteccdo por indice de refragdo. A curva analitica foi construida com
padrbes de glicose, xilose, arabinose, manose, galactose e acido acético em concentracGes de
0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 e 10,0 g/L. Os valores de glicose e xilose foram corrigidos e convertidos
em teor de celulose e hemicelulose pelos fatores 0,9 e 0,88, respectivamente.

4.2.5 Determinacao de lignina solavel e insoluvel

A lignina soltivel em &cido foi determinada por espectrofotometria e convertida em
porcentagem pela equacéo 2, conforme NREL (2008). A solucéo diluida em baldo volumétrico
de 50 mL foi lida no espectrofotdmetro em cubeta de quartzo (caminho 6tico de 1 cm) nos
comprimentos de 215 e 280 nm. Dilui¢des para obter valores de absorbancia entre 0,7 e 1,0
foram realizadas quando necessarias.

(4,53 x Az15) — Azgo eq. 2
100

Liginina soluvel (%) =

Em que:

Axgo = valores de absorbancia da solucéo a 280 nm

Az15 = valores de absorbéncia da solugdo a 215 nm

Os solidos retidos no cadinho de placa sinterizada foram lavados com 30 mL de agua
quente e secos a 105 °C por 12 h antes de aferir o peso. A lignina insoltvel ou lignina de Klason,
ou seja, o residuo retido no cadinho insoltvel em acido apds as duas etapas de hidrolise acida,
foi determinada pela equacéo 3.

m
Liginina inséluvel (%) = m_l x 100 eq. 3

2

Em que:

m1 = massa, em gramas, de lignina Klason insoluvel seca;

m2 = massa, em gramas, de biomassa inicial previamente seca em estufa 105 °C.

4.2.6 Teor de cinzas

Segundo NREL (2008), para a determinacdo do teor de cinzas, devem ser pesados 0,1 ¢
de biomassas livres de extrativos secadas a 105 °C provenientes da hidrélise diretamente no
cadinho. O cadinho, previamente calcinado por 5 h, foi acondicionado na mufla e mantido por
2 ha300 °C, em seguida a temperatura foi ajustada para 575 °C por 4 horas. Por fim, o cadinho
foi resfriado no dessecador e o teor de cinzas calculado pela equagéo 4. O procedimento foi
realizado em triplicata.
(RCfinas — RC) x 100 eq. 4

my

Cinzas (%) =

Em que:

RCrinal = massa, em gramas, do cadinho calcinado na mufla com a amostra.
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RC = massa, em gramas, do cadinho calcinado na mufla sem a amostra.

ma = massa da amostra seca livre de extrativos.

4.2.7 Determinacao de proteinas totais

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de Kjeldahl que quantifica a
concentracdo de nitrogénio total da biomassa. O método, segundo a NREL (2008), considera
que 0 16 % do nitrogénio é proveniente de proteina e adota como fator de conversao o valor
6,25. Caso a biomassa de trabalho tivesse composicado de aminoacidos conhecida, esse fator de
conversdo seria corrigido para o especificado em literatura.

A etapa de digestéo foi realizada com 0,3 g de biomassas livres de extrativos em papel
filtro e acondicionados dentro do tubo de Kjeldahl contendo 10 mL de solucéo catalisadora.
Apbs 2,5 h de digestdo a 340 °C, os tubos foram resfriados e adicionados de 1 mL de perdxido
de hidrogénio seguido por aquecimento a 340 °C por 40 min. O volume da reacdo foi vertido
para tubo de ensaio ao qual foram adicionados 10 mL de &gua destilada em banho de gelo.

O tubo de Kjeldahl foi acoplado ao digestor modelo TE-036E (Tecnal) juntamente com
um Erlenmeyer contendo 25 ml de solu¢éo indicadora e acido bérico 4 % posicionado no bico
do condensador. Em seguida, foi adicionada lentamente a solucao hidroxido de sédio 50 % no
tubo, até a solucdo atingir um tom escuro. A destilacdo foi interrompida apds a mudanca de
coloragéo para verde e o volume atingir a marca de 100 a 125 mL na vidraria, com o intuito de
garantir uma completa destilagdo da amonia.

A titulacéo foi realizada com solucdo de acido cloridrico 0,5 N até o ponto de viragem
do indicador com mudanca de coloracdo da solucdo. A porcentagem de proteinas foi
determinada pela equacao 5.

VxfxNx0,0014 x 6,25

Proteinas totais (%) = — x100 eq. 5
A

Em que:

V = volume, em mL, gasto de HCI 0,05 N

f = fator de correcdo do HCI 0,05 N

N = normalidade da solugéo

Ma = massa, em gramas, da amostra.

4.3 Expressao de xilanases recombinantes

4.3.1 Cultivo e manutencéo de Pichia pastoris

Os clones de P. pastoris contendo os constructos com 0s genes de xilanases de
Aspergillus nidulans, AN1818.2 e AN3613.2, foram crescidos em meio GYPA (peptona 1,0 %;
extrato de levedura 0,5 %; glicose 2,0 % e agar 1,5 %) em BOD a 28 °C por 48 h (Oliveira,
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2015). Um estoque foi preparado a partir destas colonias em glicerol 20 % para ser armazenado
a-80 °C.

Ap0s o crescimento, as col6nias foram pré-inoculadas em 250 mL de meio BMGY
(extrato de levedura 1,0 %; peptona 2,0 %; YNB 1,34 %; glicerol 1,0 %; biotina 4 x 10 %;
tampé&o fosfato de sodio pH 6,0 100 mM) e acondicionadas a 28 °C sob agitacdo de 250 rpm,
por cerca de 16 h. Em seguida, foi aferida a medida de densidade ¢tica (D.O.) a 600 nm e
calculado o volume necessario para obtencao de uma D.O. de 1,0, para um volume final de 250
mL de meio indutor da expressdo (BMGY acrescido de metanol 0,5 % (v/v)). O volume de pré-
inoculo calculado foi diluido e centrifugado a 2500 g por 5 minutos a 20 °C. O pellet foi
ressuspendido e vertido em Erlenmeyers de 1 L contendo 250 mL de meio indutor; em seguida,
eles foram colocados sob agitacdo de 250 rpm a 28 °C, por 72 h. A cada 24 h foram adicionados
1,25 mL de metanol. Decorrido o tempo, o meio foi centrifugado a 2500 g por 5 mina 20 °C e
0 sobrenadante recolhido como sendo o extrato enzimatico foi acondicionado em aliquotas a -
20 °C.

4.3.1 Cultivo e manutencéo de Escherichia coli

O clone de E. coli BL21 contendo o gene otimizado de xilanase de Orpinomyces sp. PC-
2 foi cultivado em meio LB &gar (triptona 1,0 %; extrato de levedura 0,5 %; NaCl 0,5 % e &gar
1,5 %) contendo 0,1 mg/mL de canamicina por 24 h a 37 °C (VENTORIM, 2017). Um estoque
foi preparado a partir destas col6nias em glicerol 20 % para ser armazenado a -80 °C.

Em seguida, uma coldnia isolada foi pré-inoculada em 5 mL de meio LB (triptona 1,0
%; extrato de levedura 0,5 %; NaCl 0,5 %) com 0,1 mg/mL de canamicina e acondicionada a
37 °C sob agitacdo de 180 rpm por 14 h. Apds esse periodo, 1 mL do pré-inoculo foi adicionado
em 40 mL de LB com canamicina em Erlenmeyer de 125 mL e mantido sob agitacdo de 250
rpm por 14 h, a 37 °C. Na sequéncia, 40 mL deste meio foram adicionados em 1 L de meio SOB
(triptona 2,0 %; extrato de levedura 0,5 % e 0,05 % de NaCl), acrescentado de 0,1 mg/mL de
canamicina, 10 mL de KCI 0,25 M, 5 mL de MgSO4 2 M e 100 pL de NaOH 5 M, mantido sob
agitacdo de 250 rpm a 37 °C até a obtencéo da D.O. de 1,0 em 660 nm.

Para a inducdo da expressdo, foi usado soro de leite, contendo 5 mM de agucares
redutores aferidos pelo método do DNS (Miller, 1959), como substituinte do isopropil-p-D-
galactosideo (IPTG). O crescimento continuou sob agitacdo de 250 rpm por 4 h a 37 °C. Apos
o tempo decorrido, 0 meio foi resfriado em banho de gelo por 30 min e centrifugado a 4000
rpm por 30 min a 4 °C. O pellet foi recuperado e ressuspendido com 25 mL de tampé&o fosfato
de s6dio 100 mM pH 6,5. Por ltimo, as células foram levadas ao sonicador, configurado com

20 de amplitude, 10 s de tempo de pulso e 10 s de tempo de parada, por 5 minutos a 13 °C. A
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solucéo foi centrifugada a 4000 rpm, a 4 °C, por 20 min e o sobrenadante foi armazenado a -20
°C como sendo o extrato enzimatico.

4.3.2 Dosagem de proteinas totais e confirmacéo da expressao das xilanases

As proteinas totais dos extratos obtidos foram dosadas conforme descrito pelo método
de Bradford (1976) e a presenca da enzima foi confirmada pela medida de atividade por meio
de uma detecc¢do colorimétrica, o0 método do DNS.

4.4 Medida da atividade de xilanase pelo método do DNS

A atividade de xilanase foi realizada de acordo com o método descrito por Miller (1959),
em tubos de ensaio contendo 230 ul de xilana beechwood 1 % (p/v) diluida em tampéo acetato
de sodio 100 mM, pH 5,0 e 20 uL da enzima diluida ou ndo. Os tubos foram homogeneizados
e incubados em banho a 50 °C por 15 min. A reacdo foi interrompida com 250 uL de &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) e os tubos foram colocados em banho fervente por 5 min. Ao final,
foram adicionados 500 pL de &gua destilada e aliquotados 200 uL da mistura reacional para
microplaca de 96 pocos de fundo chato. A leitura de absorbéncia foi realizada em 540 nm no
espectrometro Multiskan Go (Thermo Scientific).

O ensaio de atividade enzimatica foi realizado em triplicata mais um controle branco,
no qual o DNS foi adicionado no inicio da reacdo enzimatica. A atividade enzimética foi
calculada pela diferenca de concentracdo de aclcar redutor final e inicial multiplicado pelo
volume da reacdo e normalizado pelo tempo de reacdo. Uma unidade enzimatica (U) de xilanase
foi definida como a quantidade de enzima que produz 1 pmol de agutcar redutor por minuto.

A concentracdo de agucar redutor foi obtida pela equacao da curva padrao analitica que
foi construida com concentracGes crescentes de 0 a 1 g/L de solucdo padréo de xilose.

4.5 Pré-tratamento alcalino das biomassas

O pré-tratamento alcalino das biomassas sabugo de milho, casca de soja, farelo de arroz
e residuos do café foi realizado com 10 % de so6lidos em solucdo de NaOH 1 %. Os materiais
foram autoclavados por 1 hora a 120 °C e, em seguida, as biomassas foram lavadas com 4 L de
agua destilada até sua clarificacdo e armazenadas em -20 °C. A massa exata de sélidos antes e
apos o pré-tratamento foi aferida e registrada para o célculo de recuperacédo do método.

4.6 Hidrolise enzimética

A eficiéncia das enzimas recombinantes e do coquetel comercial Multifect® XL na
producéo de xilooligossacarideos (XOS) foi verificada pela sacarificagdo das biomassas pré-
tratadas sabugo de milho, farelo de arroz e casca de soja. A hidrélise enzimatica foi realizada
em tampdo acetato de sédio 100 mM, pH 5,0 e foram adicionados 10 mM de azida de sodio e

40 pg/mL de tetraciclina para evitar contaminacdo microbiana. Os ensaios foram feitos com 10
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% de solidos e 20 U de xilanase por grama de biomassa pré-tratada, em Erlenmeyers de 25 mL
incubados a 50 °C, sob agitacdo de 150 rpm, em incubadora shaker refrigerada M380
(Marconi). A reacdo foi monitorada nos tempos 0, 2, 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 h, em triplicata,
e um controle sem enzimas independente para cada ponto foi realizado para cada uma das
biomassas. Apos cada tempo pré-determinado, a reacdo foi interrompida em banho de &gua
fervente por 5 min e os tubos foram centrifugados a 10000 rpm por 10 min a 8 °C. O
sobrenadante foi estocado a - 20 °C para quantificacdo de xilooligossacarideos (XOS).

4.8 Quantificacdo de xilooligossacarideos (XOS) por cromatografia liquida de alta

performance (CLAE)

As amostras da hidrolise enziméatica foram diluidas 5 vezes em &gua deionizada e
passadas em filtros de seringa 0,45 pum para serem aplicadas no cromatografo. A cromatografia
liqguida de alta performance foi executada no cromatégrafo modelo CBM-20A/20Alite
(Shimadzu) com detector de indice de refracdo RID - 20A (Shimadzu).

A separacdo dos XOS foi realizada pela coluna Aminex 7 HPX-87P (BioRad) a 80 °C
com fluxo 0,6 mL/min e eluicdo com agua deionizada e detectados por indice de refracdo. A
curva analitica foi construida com padrdes de xilobiose, xilotriose, xilotetrose, xilopentose e
xiloexose (Megazyme) em concentragdes de 0,1, 0,5, 1,0, 2,0 e 5,0 g/L.

4.9 Teste in vitro do efeito prebidtico

4.9.1 Microrganismos

Uma cultura pura de bactéria probiotica, gentilmente cedida pelo Laboratério de
Inovacao no Processamento de Alimentos (LIPA - Departamento de Tecnologia de Alimentos
—UFV), de Lactobacillus acidophilus e bactérias patogénicas E. coli BL21 e S. enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, fornecidas pelo Laboratério de Biotecnologia Molecular
(Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular - UFV), foram selecionadas para avaliar o
efeito prebidtico dos XOS.

Esses microrganismos foram crescidos em meios especificos, descritos adiante,
substituindo a fonte de carbono pelos XOS produzidos na etapa de hidrolise enzimatica. As
bactérias patogénicas estavam armazenadas em -80 °C e foram ativados em meio liquido,
enguanto o probidtico foi obtido de capsulas.

4.9.2 Cultivo dos microrganismos probidticos

L. acidophilus foi ativado em caldo MRS comercial (KASVI - peptona especial 10,0
g/L, extrato de carne 10,0 g/L, extrato de levedura 5,0 g/L, glicose 20,0 g/L, fosfato de
hidrogénio dipotassio, 2,0 g/L, acetato de sddio 5,0 g/L, citrato de triamonico 2,0 g/L, sulfato
de magneésio 0,2 g/L) suplementado com glicose 20 g/L (DE MAN, ROGOSA, SHARP, 1960)
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por 24 h a 37 °C; em seguida, um in6culo com 10 mL foi preparado para os testes in vitro. A
partir de 10 mL da cultura ativa, foram realizadas diluicdes seriadas em solucdo salina
peptonada (0,85 % de NaCl e 1 % de peptona) até obtencdo de 0,1 de D.O. a 600 nm.
Considerando o microrganismo probiotico em questao, esse valor de absorbancia equivale a
uma populacdo de 105 UFC/mL o que foi constatado por plaqueamento em agar MRS pelo
método de microgotas (KRIEG & HOLT, 1984).

A curva de crescimento microbiana foi construida em microplaca de fundo chato com
96 pocos por meio de leituras a 600 nm a cada 1 h, por 23 h, a 37 °C, sob agitacdo antes de cada
leitura. Para avaliacdo do potencial prebidtico dos XOS, o meio MRS foi solubilizado em
solucdo de XOS obtida a partir da hidrélise por 6 h do farelo de arroz pela xilanase SM2 e pelo
coquetel comercial Multifect® XL, e a solucdo obtida pela hidrolise do sabugo de milho pela
xilanase SM2. Esses meios foram esterilizados em filtros de membrana de 0,22 pm. Como
controle positivo foi empregado o meio MRS acrescido de glicose 20 g/L, enquanto o controle
negativo consistiu no meio MRS sem adicdo de carboidrato. O branco de cada meio foi
preparado sem a presenca do microrganismo probidtico L. acidophilus. O experimento foi
realizado em duplicata técnica e biologica.

4.9.3 Cultivo dos microrganismos patogénicos

E. coli foi cultivada em meio EMB liquido (glicose 10 g/L, peptona 10 g/L, fosfato
dipotassio 5 g/L, lactose 5 g/L e sacarose 5 g/L — modificado) (HOLT-HARRIS, TEAGUE,
1916) por 16 h a 37 °C. Ja o cultivo de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028
foi realizado em meio BG liquido (extrato de levedura 3 g/L, peptona 10 g/L, cloreto de sodio
5 g/L, lactose 10 g/L e sacarose 10 g/L) (KAUFFMANN, 1935) também a 37 °C por 16 h. As
suspensoes de célula dos patdgenos também foram padronizadas em D.O. de 600 nm, com 0,1
de absorbancia, e o numero de células vidveis foram contabilizadas para garantir o inéculo
inicial de 10° UFC/mL.

Para verificar o efeito dos XOS no crescimento dos patégenos, os carboidratos dos
meios EMB e BG foram trocados pelos XOS produzidos a partir da hidrolise enzimatica do
farelo de arroz pela xilanase SM2 e pelo coquetel Multifect® XL e os XOS obtidos da hidrolise
do sabugo de milho pela xilanase SM2. Os meios contendo os XOS foram esterilizados em
filtros de membrana de 0,22 um, O controle positivo foi realizado com os meios contendo
glicose 20 g/L, o controle negativo foi feito com 0s meios sem carboidratos e 0 branco consistiu
em cada meio sem a presenca do microrganismo patogénico. Assim, a curva de crescimento

microbiana foi construida em microplacas de fundo chato com 96 pocos, por meio de leituras a
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600 nm, a cada 1 h por 23 h, a 37 °C, sob agitacdo antes de cada leitura. O experimento foi
realizado em duplicata técnica e bioldgica.

4.9.5 Quantificacdo de acidos graxos de cadeia curta

Aliguotas do tempo de 23 h dos testes in vitro com o microrganismo L. acidophilus
foram centrifugadas a 3.500 rpm por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante filtrado com filtros de
seringa, porosidade de 0,22 um, para remogdo de células suspensas. Essas amostras foram
usadas na quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta por CLAE. Devido ao pequeno
volume proveniente de cada poco da placa, as duplicatas técnicas e biologicas foram
homogeneizadas e injetadas juntas. Essas amostras foram aplicadas no cromatdgrafo modelo
CBM-20A/20Alite (Shimadzu), com detector de indice de refracdo RID - 20A (Shimadzu). A
corrida cromatogréafica ocorreu com injecdo de 20 pL da amostra na coluna de troca i6nica
Aminex HPX-87H (Bio-Rad, 300,0 x 7,8 mm), usando 0,6 mL.min* de &cido sulfirico 5 mM
no modo isocratico por 40 min a 40 °C (MESQUITA et al, 2013).

A curva analitica foi construida com padrdes de acidos acético, propiénico e butirico
em uma faixa de concentracdes de 0,1 a 8 g/L. J& os &cidos férmico, isobutirico e isovalérico

foram avaliados apenas qualitativamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo quimica das biomassas

O conhecimento da composicao da biomassa possibilita destina-la para um uso de maior
potencial e aproveitamento dos seus componentes (VASSILEV et al, 2010). Com isso, a Tabela
1 apresenta os dados referentes a anélise quimica dos residuos lignocelul6sicos casca de soja,
sabugo de milho, farelo de arroz e residuos do café, que foram escolhidos para serem avaliados
quanto a sua potencialidade como fonte de carbono alternativa para a producao de XOS a partir

de xilanases fungicas.

TABELA 1 - Composigdo das biomassas in natura em base seca livre de extraiveis.

Biomassas in natura

v Cascadesoja  Farelodearroz Sabugo de milho Residuos do café
Lignina total 20,16 (#0,09) 38,69 (¥1,37) 28,53 (x0,06) 26,02 (%0,23)
Lignina soluvel 1,47  (x0,07) 0,26 (x0,26) 2,56 (x0,02) 0,85 (x0,02)
Lignina insolavel 18,73 (x0,17) 38,47 (x1,47) 2598 (+0,12) 25,17 (£0,25)
Carboidratos totais 57,42 nd 41,09 nd 52,14 nd 47,81 nd
Celulose 36,14 (x0,34) 26,52 (¥1,23) 30,77 (x0,30) 19,95 (x0,96)
Hemicelulose 21,28 (#0,16) 14,57 (x1,14) 21,37 (x0,06) 27,85 (%0,81)
Lipidios 0,52 (x0,25) 0,67 (x0,03) 0,30 (#0,5) 0,74 (20,13)
Proteinas 16,50 (x0,15) 4,89 (x0,12) 547 (x0,54) 16,64 (£0,76)
Cinzas totais 428 (#0,01) 15,08 (#0,28) 2,36 (+0,04) 7,48 (0,24)
Cinzas de Klasson 0,00 (x0,000 12,75 (x0,13) 0,27 (¥0,13) 0,05 (%0,02)
Balango de massa 98,37 99,75 88,81 98,68

O desvio padréo esta representado entre parénteses; nd = ndo determinando

E importante ressaltar que a caracterizacdo foi determinada sobre a base seca, afinal a
massa de dgua extra, proveniente da umidade, pode alterar os resultados das analises quimicas,
principalmente pela diluicdo dos reagentes e dos solventes empregados. Além disso, uma
biomassa com alto teor de umidade esta mais suscetivel a deterioragdo por microrganismos
(SLUITER et al., 2008). Portanto, todas as biomassas analisadas apresentaram teor de umidade
inferior a 7 % e a massa inicial em cada etapa analitica foi corrigida para se ter 100 % de solidos
totais.

Também foi realizado um processo de remocdo de possiveis interferentes ou
contaminantes, tais como agrotoxicos, resinas, pigmentos, entre outros componentes derivados
do residuo vegetal (resquicios de galhos, folhas, raizes e solos, por exemplo), denominados de
extraiveis ou extrativos (SILVERIO et al., 2006; SLUITER et al., 2008). Entdo, os valores
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apresentados na tabela acima foram padronizados para biomassas livres de extraiveis. O maior
valor de extraiveis entre as biomassas in natura pertencia aos residuos de café, com 26,01
(£0,40) %, seguido pela casca de soja, 14,08 (£0,10) %, sabugo de milho, 9,04 (x0,55) %, e
farelo de arroz, 6,48 (x1,05) %.

Considerando os objetivos do trabalho, nota-se que os residuos do café constituem a
biomassa mais rica em teor de hemicelulose, seguida pelo sabugo de milho in natura. Afinal,
uma das vias de producdo de XOS € a clivagem da xilana, o principal constituinte da
hemicelulose, por meio da acdo de endoxilanases. Portanto, espera-se que os rendimentos de
producdo de XOS sejam altos quanto maior for a disponibilidade deste polimero de xilose no
substrato de carbono. Logo, avaliando apenas os valores de hemicelulose, os residuos de café e
sabugo de milho sdo duas potenciais fontes para obtencdo de XOS por hidrélise enzimatica, e
espera-se liberacdo de altas concentracdes desses oligossacarideos em relacdo as demais
biomassas.

Contudo, é necessario avaliar a presenca de outros componentes, ja que o sabugo de
milho também apresenta a segunda maior fracdo de lignina total, sendo o farelo de arroz a
biomassa com maior conteldo deste polimero. Diferentemente das vantagens oriundas da
presenca abundante dos polissacarideos, segundo Santos et al. (2019), a lignina constitui uma
barreira ao processo de hidrélise enzimatica uma vez que ela é capaz de inibir a atividade de
celulases e hemicelulases, além de diminuir a eficiéncia catalitica por adsorcéo inespecifica das
enzimas do meio reacional. Além disso, a lignina juntamente com outros componentes
estruturais, tais como lipideos e proteinas, auxilia na formacdo de uma estrutura fechada e
organizada, que age como barreira fisica contra a penetracdo das enzimas e bloqueia seu
caminho até o sitio de clivagem nos carboidratos estruturais (SANTOS et al., 2019).

A determinacdo do teor de proteinas € interessante para avaliar o uso da biomassa como
suplementacdo animal ou humana, além auxiliar no fechamento do balan¢o de massa da
composicdo quimica. Conforme estabelece Townsend et al. (2001), biomassas com valores de
concentracdo superiores 7 % (m/m) de proteinas sdo adequadas e recomendas para uso na
alimentacdo animal. Assim, a casca de soja e os residuos de café seriam interessantes para
suplementacdo alimentar, devido ao alto teor proteico que apresentaram. Entretanto, outros
aspectos devem ser considerados antes da destinacdo para esse fim, tais como a presenca de
fatores antinutricionais.

Por sua vez, as cinzas representam o teor de minerais fixos e podem ser relacionadas
com o crescimento e desenvolvimento microbiano, quando a biomassa é empregada como fonte

de carbono para fermentacéo sélida ou semi-solida. Os minerais sédo importantes fontes de ions
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inorgénicos, essenciais para o metabolismo, j& que atuam com cofatores enziméticos. Desta
forma, observa-se que o farelo de arroz se sobressai no teor de cinzas, com 17,08 (x0,28) %,
enguanto as demais biomassas apresentaram teores inferiores a 10 %.

E importante ressaltar, que o balanco de massa indica o quanto da composicdo do
material em estudo foi caracterizada, sendo comumente inferior a 100 %. Afinal, ha erros
técnicos e caréncia de etapas metodoldgicas mais sensiveis que levam perdas na quantificacéo,
além de componentes que ndo foram avaliados pela metodologia descrita, como a pectina

Considerando apenas as biomassas in natura, a melhor fonte de carbono seria 0s
residuos de café, devido ao alto teor de hemicelulose, enquanto o farelo de arroz apresenta baixo
teor desse polimero. No entanto, um pré-tratamento pode ser aplicado e uma nova avaliagdo
composicional pode apontar uma outra biomassa como potencial para producdo de XOS.

O pré-tratamento alcalino é empregado visando a solubilizacdo de lignina e ao
beneficiamento dos carboidratos da biomassa in natura, principalmente da porcéo
hemicelulolitica (SUN et al., 2002; CARDONA et al., 2010). Apds essa etapa, 0 material sofre
uma reducdo de massa devido as severidades do método utilizado; com isso, as fracdes
recuperadas apds o procedimento de lavagem podem ser aferidas e avaliadas quanto ao seu

rendimento de massa por material (TABELA 2).

TABELA 2 — Rendimento de massa das biomassas lignoceluldsicas ap6s pré-tratamento alcalino com
NaOH 1 %, a 121 °C por 1 h.

% Casca de Soja Farelode arroz Sabugo de milho  Residuos do café
Rendimento 55,37 (+0,59) 51,79 (+2,93) 46,27 (*0,72) 64,99 (nd)

O desvio padréo esta representado entre parénteses; nd = ndo determinando

Analisando os dados da Tabela 2, observa-se que todas as biomassas sofreram perdas
significativas de massa inicial, com destaque para o sabugo de milho que apresentou perda de
aproximadamente 54 g em massa para cada 100 g pré-tratadas. Logo, espera-se que 0 pré-
tratamento tenha sido eficiente para desconstrucdo das biomassas e tenha provocado quedas
significativas no teor de lignina total. No entanto, para confirmar a eficacia do pré-tratamento
alcalino e analisar as alteragBes provocadas nos componentes dos materiais lignocelulésicos foi

realizada uma caracterizagdo quimica das biomassas pre-tratadas (TABELA 3).
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Biomassas pré-tratadas

v Cascadesoja  Farelodearroz Sabugo de milho Residuos do café
Lignina total 10,40 (x1,53) 2546 (¥4,29) 1941 (x0,95) 20,23 (£0,23)
Lignina soluvel 0,17 (x0,02) 0,05 (x0,01) 0,00 (£0,00) 0,2 (£0,02)
Lignina insolavel 10,24 (x2,64) 25,38 (+4,30) 19,41 (x1,57) 19,93 (£1,25)
Carboidratos totais 79,07 nd 54,03 nd 62,45 nd 63,24 nd
Celulose 51,34 (x0,91) 36,37 (x0,80) 30,34 (x0,22) 2593 (x0,92)
Hemicelulose 27,72 (#0,19) 17,67 (x0,50) 32,11 (+0,68) 37,31 (%1,96)
Lipidios 0,13 (0,050 043 (x0,03) 0,28 (%0,18)
Proteinas 1,67 (x0,14) 3,46 (0,200 0,78 (x0,18) 3,79  (x0,06)
Cinzas totais 2,79  (x0,08) 12,71 (#0,23) 1,31 (#0,03) 4,11 nd
Cinzas de Klasson 0,80  (#0,02) 2,92 (#0,00) 0,00 (+0,000 0,19 (0,00)
Balanc¢o de massa 95,06 96,10 84,24 91,38

O desvio padréo esta representado entre parénteses; nd = ndo determinando

Nota-se que todas as biomassas pré-tratadas tiveram uma reducdo de varios
componentes, como lipideos, proteinas e, principalmente, lignina total. Entéo, ao perder alguns
componentes estruturais, a porcdo de carboidratos foi concentrada, conforme observado nos
teores de carboidratos totais em todas as biomassas. Ainda, os teores de hemicelulose foram
enriquecidos no sabugo de milho e nos residuos do café, sobressaindo aos valores de celulose.
J& os teores de hemicelulose da casca de soja e do farelo de arroz foram favorecidos em relagéo
a biomassa in natura, observa-se que eles passaram de 21,28 (+0,16) % e 14,57 (+1,14) % para
27,72 (x0,19) % e 17,67 (£0,50) %, respectivamente. Logo, pode-se dizer que o pré-tratamento
quimico alcalino foi eficiente, pois foi capaz de reduzir, perceptivelmente, a lignina em todas
as biomassas pre-tratadas. Além disso, favoreceu os teores de hemicelulose, que é o polimero
de maior interesse para os objetivos deste trabalho, quando se compara os teores deste
polissacarideo entre as biomassas in natura e pré-tratadas.

Por fim, as biomassas pré-tratadas apresentaram potencial para serem utilizadas como
substratos devido a presenca de hemicelulose para uma possivel hidrélise enzimatica para
producéo de XOS. Entéo, espera-se uma boa conversdo da xilana das biomassas pelas xilanases
fangicas recombinantes, fornecendo altos rendimentos de XOS, sobretudo a partir do sabugo
de milho e dos residuos do café pré-tratados.

5.2 Expressao das xilanases recombinantes
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O principal empecilho nos processos industriais que utilizam biocatalisadores como
enzimas é a obtencdo dessas biomoléculas, pois trata-se um processo oneroso (CHEN, 2012).
Portanto, os estudos e as propostas de metodologias que diminuam gastos e tempo na producao
de enzimas sdo interessantes para tornar seu uso mais atrativo e competitivo em relacao a outras
metodologias e produtos disponiveis no mercado.

As enzimas recombinantes de fungos filamentosos obtidas neste trabalho mostraram
atividades significativas em até 72 h de inducdo, com destaque para a SM2, uma Xxilanase

mutante otimizada, cuja maior atividade se deu no menor periodo de expressdo (TABELA 4).

TABELA 4 — Expressdo heteréloga das xilanases recombinantes de Aspergillus nidulans (AN 1818 e
AN 36123) e Orpinomyces sp. PC-2 (SM2).

AN1818 AN3613 SM2
U/mL 14,37 (+0,01) 20,41 (+20,41) 21853,10 (+106,73)
U/mg 98,59 (+0,04) 126,43 (+0,16) 3551,77 (+17,35)
Tempo de inducéo (h) 72 72 4

O desvio padréo esta representado entre parénteses.

A Tabela 4 demonstra que as xilanases de A. nidulans apresentaram alta atividade
especifica. A atividade especifica € um dos parametros para avaliacdo das etapas de um
processo de purificacdo, ja que relaciona a quantidade de proteinas totais presentes no extrato
em um dado volume com a atividade enzimatica de interesse. Ou seja, quanto maior a atividade
especifica, mais pura se encontra a enzima no extrato, e maior seré sua atividade catalitica por
quantidade de proteina. Afinal, a quantidade de proteinas foi recuperada do sobrenadante, o que
indica que esse sistema de expressdo secreta pouca proteina e apresenta a vantagem de uma
facil recuperacdo da proteina de interesse.

Além disso, a atividade da xilanase SM2 é equiparavel aquela do coquetel comercial
Multifect® XL, cujo valor é 27704,15 U/mL. Segundo MAITAN-ALFENAS et al (2015), esta
mistura enzimatica comercial apresenta outras hemicelulases, celulases e enzimas acessérias
que complementam a acdo de xilanase em um processo de hidrélise enzimatica. Em
contrapartida, embora a atividade de SM2 seja menor em valores absolutos, observa-se que
ambas estdo na mesma ordem de grandeza, e a atividade de xilanase de SM2 é proveniente de
um extrato puro, ou seja, ausente do cooperativismo de outras enzimas. Portanto, a xilanase

SM2 é um potencial candidata para ser empregada em um bioprocesso como alternativa de



37

baixo custo e rapida obtencdo para a producdo de XOS a partir da hidrélise de residuos
lignocelul6sicos.

5.6 Hidrolise enzimatica das biomassas para producdo de xilooligossacarideos

(X0S)

A hidrolise enzimatica das biomassas pré-tratadas foi realizada por cada uma das
xilanases recombinantes obtidas e pelo coquetel comercial Multifect® XL. O perfil de XOS
produzidos pelas xilanases apos sacarificacdo de cada umas das biomassas foi avaliado ao longo
de 72 h de reacdo e mostrou-se diverso em termos de concentragdo e composicdo dos
oligossacarideos.

Conforme demonstrado anteriormente, os residuos do café seriam um potencial
candidato para avaliacdo da producdo de XOS, devido a quantidade de hemicelulose desta
biomassa. No entanto, devido a sazonalidade das culturas de café, ndo foi possivel continuar o
trabalho com essa biomassa devido a baixa disponibilidade no periodo dos experimentos. Por
este motivo, ela ndo consta nesta etapa do trabalho.

5.6.1 Sabugo de milho

A biomassa que mais se destacou para a producao de XOS, em termos de concentragdes
liberadas, foi 0 sabugo de milho, conforme ja era esperado, visto que esta biomassa apresentou
maior teor de hemicelulose quando comparada as demais (FIGURA 3). Além disso, a maior
diversidade no grau de polimerizagéo de XOS foi obtida a partir do sabugo de milho hidrolisado
pelo coquetel comercial e pela xilanase SM2 (FIGURA 3 — C e D). Ressalta-se que as enzimas
recombinantes expressas em leveduras nao foram capazes de liberar concentracfes perceptiveis

dos XOS a partir da sacarificacdo do sabugo de milho.
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FIGURA 3 — Producgdo de XOS a partir do sabugo de milho pré-tratado (32,11 % de hemicelulose,

30,34 % de celulose e 19,41 % de lignina total) ap6s hidrdlise pelas xilanases: A — AN1818; B —
AN3613; C — SM2 e D — Multifect® XL.
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O coquetel Multifect® XL foi capaz de liberar em apenas 6 h de reacdo, 4 dos 5 XOS
avaliados, mas as concentracdes de todos estes agucares decairam apos esse tempo. Como essas
espécies continuaram disponiveis no meio reacional, acredita-se que houve um avanco para
uma monomerizacdo ao longo do tempo, com a producédo de xilose. A concentracdo de xilose
era de 6,63 g/L no tempo de 6 h e cresceu ao longo da reacdo, atingindo 15,02 g/L ao final das
72 h de reacdo. Por outro lado, a SM2 também foi capaz de produzir xilobiose, xilotriose e
xiloexose em concentragcdes elevadas, e manteve os valores de concentracdo crescentes ou
constantes ao longo das 72 h de reagé&o.

As xilanases AN1818 e AN3613 ndo apresentaram resultados significativos na
producdo dos XOS a partir da hidrélise do sabugo de milho, tanto em termos de concentracdes,
quanto no tipo de oligossacarideo analisado, embora tenham sido capazes de liberar uma
pequena quantidade de xilopentose (FIGURA 3 — A e B). Assim, pode-se apontar que essas
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enzimas sdo mais seletivas quanto ao seu substrato, ou ndo conseguiram acessar efetivamente
a hemicelulose presente no sabugo de milho.

Ressalta-se que a xilopentose foi um dos agucares ndo produzidos pela SM2 e liberado
em menor quantidade pelo Multifect® XL, contudo foi totalmente consumido em 48 h de
reacdo. Com isso, um estudo do sinergismo entre essas enzimas poderia apresentar uma
complementacdo na produgdo de XOS, pois as xilanases de Aspergillus nidulans
suplementariam acdo da SM2 ou do coquetel comercial. Assim, espera-se que haja uma
cooperacdo entre as enzimas (ALVIRA et al, 2011; ROBAK & BALCEREK, 2020) favoravel
a liberacdo de todos os XOS, ja que as enzimas SM2 ou Multifect® XL realizariam o trabalho
de clivagem direta da hemicelulose, enquanto a AN1818 ou AN3613 teriam melhor acesso e
disponibilidade para atuarem em substratos de menor tamanho e grau de polimerizacdo com
consequente liberacdo de xilopentose.

Em suma, o sabugo de milho pré-tratado alcalinamente mostrou-se uma potencial fonte
de carbono de baixo custo para producdo dos XOS, principalmente com o0 emprego da xilanase
SM2 e do coquetel comercial Multifect® XL. Ja nas primeiras 6 horas de reacdo, observa-se a
liberacdo de quase todos os oligossacarideos analisados pela xilanase SM2, portanto esta
enzima é uma alternativa interessante pelo baixo tempo de formagéo dos produtos de interesse,
baixo grau de monomerizagdo dos XOS e baixo custo de obtencdo da enzima.

5.6.2 Farelo de arroz

A hidrolise enzimatica do farelo de arroz produziu o segundo maior rendimento de XOS,
embora esta biomassa tenha apresentado o menor teor de hemicelulose quando comparada as
demais (FIGURA 4). Com isso, pode-se inferir que as xilanases tiveram uma boa acessibilidade
ao polissacarideo e conseguiram uma conversao significativa da xilana em XOS de baixo grau

de polimerizacdo, formados por 2 a 6 residuos de xilose.
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FIGURA 4 —Producdo de XOS a partir do farelo de arroz pré-tratado (17,67 % de hemicelulose, 36,37

% de celulose e 25,46 % de lignina total) apds hidrdlise pelas xilanases: A — AN1818; B — AN3613; C
— SM2 e D — Multifect® XL.
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Observa-se que as maiores concentracdes e diversidade de oligossacarideos foram
liberadas pela hidrolise realizada pela xilanase SM2 e pelo coquetel Multifect® XL, porém néo
foi detectada a presenca de xilotetraose no periodo e condi¢des avaliados (FIGURA 4 - C e D).
Além disso, a eficiéncia da hidrélise foi novamente equiparavel entre a xilanase recombinante
e o0 coquetel comercial, conforme também observado na sacarificagdo do sabugo de milho. No
entanto, ndo houve uma tendéncia de consumo do XOS com o decorrer do tempo pela mistura
Multifect® XL na reacdo de sacarificacdo do farelo de arroz, enquanto uma possivel
monomerizacgdo da xilopentose pela SM2 pode ser observada a partir de 48 h de reagdo. No
entanto, as concentragfes de xilose durante a hidrdlise do farelo de arroz permaneceram
praticamente constantes ao longo das 72 h de reacdo. Esse fato permite teorizar uma possivel
atividade de sintese de XOS com polimerizag&o superior a 6 unidades de residuos de xilose. No
entanto, carece de outras metodologias para avaliar e comprovar essa atividade, que pode ter

ocorrido ap6s um tempo devido a alta disponibilidade de XOS presentes no meio reacional.
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Nestes experimentos também foi possivel observar que as concentragdes de xiloexose
obtidas pelas hidrolises do farelo de arroz foram superiores as concentra¢fes dos demais XOS,
seguido pela xilobiose, xilotriose e xilopentose, durante as primeiras 48 h de reacdo. Entretanto
isso ndo foi observado anteriormente, pois o perfil de XOS obtidos pelas hidrolises do sabugo
de milho foi diferente (FIGURA 3). Para a sacarificacdo do sabugo de milho a maior
concentracgéo foi obtida para a xilobiose, seguida pela xiloexose, apenas nas primeiras horas de
reacao.

As xilanases recombinantes de A. nidulans mantiveram uma baixa atividade catalitica,
também observada na hidrolise do sabugo de milho. Embora a concentracdo de acucares
liberados ndo ultrapassou 0,3 g/L em ambas as biomassas hidrolisadas por essas enzimas, 0
acucar predominante liberado do farelo de arroz foi a xiloexose pela acdo da AN3613; em
contrapartida a xilopentose foi o0 agUcar proeminente ap6s ac¢do da enzima no sabugo de milho
(FIGURA 4 — A e B). Esse resultado pode indicar uma certa capacidade das enzimas AN1818
e AN3613 em produzir preferencialmente XOS com 5 ou mais residuos de xilose.

Assim, o farelo de arroz também se apresentou como uma fonte de carbono alternativa
para producdo de XOS, dentre as biomassas testadas, com destaque para a¢do do coquetel
Multifect® XL e da xilanase SM2. Além disso, a xilanase SM2 foi capaz de liberar xilopentose
a partir de 6 até 36 h de reacdo, exibindo, portanto, uma vantagem em relacdo a sua hidrdlise
do sabugo de milho, em que xilotetraose e xilopentose ndo foram detectadas.

5.6.3 Casca de soja

A hidrélise enzimatica da casca de soja obteve os valores mais baixos de rendimento e
diversidade na producdo dos XOS, embora esta biomassa tenha apresentado alto teor de
hemicelulose, maior do que o farelo de arroz (FIGURA 5). Além disso, houve uma ruptura da
tendéncia observada nas sacarificacdes anteriores, pois o coquetel comercial Multifect® XL e
a xilanase SM2 ndo foram capazes de gerar um perfil de XOS diversificado, mas suas
eficiéncias na clivagem permaneceram similares, com liberacdo de aproximadamente 1,0 g/L
de xilobiose e xilotriose (FIGURA 5 — C e D). N&o houve deteccdo dos demais XOS nos tempos

analisados para essas enzimas.
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FIGURA 5 — Producdo de XOS a partir da casca de soja pré-tratada (27,72 % de hemicelulose, 51,34
de celulose e 10,40 % de lignina total) apds hidrdlise pelas xilanases: A — AN1818; B — AN3613; C -
SM2 e D — Multifect® XL.
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De modo geral, as xilanases recombinantes de A. nidulans liberaram as maiores
concentracdes de agucares, em comparacdo om as suas hidrolises anteriores. Também, as duas
xilanases seguiram a tendéncia de gerar XOS com 5 ou mais residuos de xilose, e a enzima
AN1818 rendeu concentracfes mais elevadas de xiloexose, em torno de 1,5 g/L. Enquanto isso,
a xilanase AN3613 foi capaz de produzir xilopentose e xilotetraose, em baixas concentracdes,
além da xilobiose.

Com isso, a casca de soja mostrou-se uma fonte promissora de carbono renovavel para
producéo de xiloexose por meio da hidrélise enzimatica pela xilanase AN1818, em um curto
tempo de reacdo. O rendimento desse agucar foi 0 segundo melhor entre todas as condigdes de
hidrolise, sendo inferior apenas ao observado apos a hidrolise do sabugo de milho pela xilanase
SM2 (FIGURA 6 - C).

5.7 Perfil de xilooligossacarideos (XOS) liberados apos sacarificacdo de biomassas

lignocelul6sicas por xilanase
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A producdo de XOS via hidrolise enzimatica é crescente no mercado, com grande
interesse das inddstrias alimenticia e farmacéutica em aplicar esses compostos funcionais nos
seus produtos (VALLS et al., 2018; WU et al., 2019). Logo, importantes trabalhos buscam
correlacionar o perfil de XOS produzidos com as biomassas utilizadas para obtencdo destes
oligossacarideos e ainda com os microrganismos produtores das xilanases empregadas, que
geralmente séo provenientes de fungos (ALMEIDA & MAITAN-ALFENAS, 2021). A Tabela
5 apresenta algumas dessas xilanases e o grau de polimerizacdo dos XOS que elas

preferencialmente liberam ap0s hidrdlise de diferentes substratos.

TABELA 5 — Produgdo de xilooligossacarideos (XOS) por enzimas xilanoliticas fangicas*

Fungo Substrato Principais XOS
Aspergillus flavus Xilana de Beechwood Xilobiose e xilopentose
] ] ) ) Xilobiose, xilotriose, xilotetraose e
Aspergillus foetidus Espiga de milho )
xilopentose

Trichoderma inhamatum Xilana Oat Spelts Xilobiiose, xilotriose e xilotetraose
Penicillium funiculosum Arabinoxilana de trigo Xilotetraose, xilopentose e xiloexose
Talaromyces amestolkiae Xilana de Birchwood Xilobiose e xitetraose

*Adaptado de ALMEIDA & MAITAN-ALFENAS, 2021.

No entanto, hd uma dificuldade em tracar esse perfil, pois existem varios fatores que
afetam a producgdo dos XOS. Por exemplo, o substrato utilizado ira influenciar na liberacéo
desses acgUcares durante a hidrélise, uma vez que cada enzima tem sua seletividade por um tipo
de xilana. Além disso, quando se trata de residuos lignocelul6sicos, tais como o sabugo de
milho, farelo de arroz e casca de soja, a complexidade é ainda maior, pois nestas biomassas ha
diversos componentes estruturais; inclusive alguns destes compostos precisam ser removidos
para garantir a acessibilidade das enzimas ao residuo durante a reacdo, conforme discutido na
secdo de caracterizacdo quimica.

A influéncia do tempo que decorre a agdo enzimatica também deve ser considerada, pois
esse fator interfere diretamente nas concentragdes de cada um dos XOS liberados. Como ja foi
observado anteriormente, os rendimentos de aglcares podem aumentar, permanecer constantes
ou diminuir com o decorrer da reacdo de hidrolise (FIGURA 1 a 3).

Portanto, para correlacionar qualitativamente as xilanases empregadas nas hidrolises
efetuadas neste trabalho com o perfil de XOS produzidos por biomassa, considerou-se 0 menor

tempo de reacdo propriamente, 6 h, e estipulou-se a concentracéo de 1 g/L como ponto de corte,



44

ou seja, apenas valores acima de 1 g/L foram considerados para comparagdo dos resultados
obtidos (TABELA 6).

TABELA 6 — Perfil qualitativo dos principais xilooligossacarideos (XOS) produzidos pelas xilanases
recombinantes e pelo coquetel comercial Multifect® XL a partir da hidrélise de biomassas

lignocelulosicas.

) Biomassas
Xilanases . .
Casca de soja Farelo de arroz Sabugo de milho
AN1818 Xiloexose - -
AN3616 - - -
o ) Xilobiose, xilotriose
SM2 Xilotriose Xiloexose ]
e xiloexose
] Xilobiose e Xilobiose, xilotriose
Multifect® XL - ) )
xiloexose e xiloexose

Assim, percebe-se que a xiloexose foi 0 oligossacarideo majoritariamente liberado pelas
xilanases recombinantes e pelo coquetel comercial, enquanto nenhuma parece ter preferéncia
pela producéo de xilotetraose nas condigdes avaliadas. E importante ressaltar que esse resultado
ndo exclui a formacdo de outros XOS, afinal eles podem ter sido liberados e simultaneamente
consumidos pelo meio reacional. Por exemplo, a xilotetraose pode ter sido liberada e clivada
em 2 moléculas de xilobiose ou em 1 molécula de xilose e uma de xilotriose, e, portanto, ndo
foi detectada. Ainda, eles podem também simplesmente ndo ter sido formados em
concentracdes detectaveis no tempo avaliado.

O maior rendimento total de XOS no intervalo de 6 horas de reacdo, foi obtido pelo
Multifect® XL, seguido pela xilanase recombinante SM2, a partir da hidrélise do sabugo de
milho e do farelo de arroz (FIGURA 6). Ap0s a sacarificacdo da casca de soja, a liberagdo de
XOS total pela xilanase SM2 superou o coquetel comercial em termos de concentracdo, porém
ambas as fontes enzimaticas produziram apenas xilobiose e xilotriose a partir deste substrato
(FIGURA5-CeD).
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FIGURA 6 — Rendimento total de xilooligossacarideos (XOS) apds 6 horas de hidrélise enzimética das
biomassas lignocelulésicas.
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As xilanases de A. nidulans, AN 1818 e AN 3613, apresentaram menor capacidade em
converter as biomassas em XOS. Em contrapartida, a xilanase SM2 e a mistura enzimatica
Multifect® XL liberaram as maiores concentracfes desses agucares apés hidrdlise de todas as
biomassas, além da maior diversidade de XOS. Assim, observa-se que os resultados foram
favoraveis a xilanase SM2, ja que se trata de uma proteina otimizada e com alta atividade
catalitica, que foi eficiente na hidrélise dos trés residuos lignoceluldsicos testados.

Alguns trabalhos demonstram a produgé@o de XOS com bons rendimentos, por meio de
outros métodos, em comparagdo ao de hidrélise enzimatica, no entanto algumas ponderacGes
podem ser feitas. Segundo Buruiana et al. (2017), é possivel obter até 11,67 g/L de XOS a partir
de pré-tratamentos hidrotérmicos sequenciais da palha de milho. Contudo, foram necessarias
etapas posteriores de purificagdo, tanto para recuperar e concentrar o produto de interesse,
quanto para retirar os coprodutos formados durante o processo. E importante ressaltar que o
acréscimo de operacgdes no processo de produgdo de XOS pode ser desfavoravel para a planta
industrial, j& que encarece a aplicagdo do método em larga escala. Assim, o emprego de
xilanases para a reacao de hidrolise é vantajosa por torna-la especifica e seletiva, o que reduz a
formacgédo de subprodutos, além de ser executada em condi¢des brandas de temperatura e
pressdo (CARVALHO et al. 2013; CHAPMAN et al., 2018).

JA& Amorim et al. (2018), conseguiram produzir XOS em uma Unica etapa de
fermentacdo do bagaco de malte por Bacillus subtilis 3610. O microrganismo modificado

geneticamente contendo o gene xyn2 de uma xilanase de Trichoderma reesei foi capaz de gerar
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27,5 (£0.8) mg/g de agtcar total, em 12 h de fermentagdo, em um meio otimizado. A grande
desvantagem do processo foi a manutencdo do microrganismo, que necessitou de meio de
cultura especifico para o crescimento inicial, além de outros fatores associados a metodologia,
como o risco de contaminacéo bioldgica, necessidade de um método de esterilizacdo, maior
tempo para obtengdo do produto, formacéo de inibidores do crescimento, entre outros (BAI et
al, 2008; SRIVASTAVA et al, 2019). Portanto, o processo de hidrolise utilizando enzimas
recombinantes puras apresenta a vantagem de operacdo simplificada e melhores rendimentos
em intervalos inferiores ao tempo de crescimento microbiano.

Também foi relatada a obtencdo de XOS por hidrdlise enziméatica com uma mistura de
endo-xilanase e o-L-arabionfuranosidase de Aspergillus niger (GH11 e GH5I1,
respectivamente) e feruloil esterase de Clostridium thermocellum (CE1) com rendimentos de
10,23 (x 0,56) g/L, a partir da palha de cana e 8,45 (£ 0,65) g/L a partir da casca de café, em 48
h de reagdo (AVILA et al, 2020). Embora os rendimentos sejam superiores aos valores
apresentados neste trabalho, Avila et al (2020) utilizaram enzimas comerciais e consideraram
no seu somatério de XOS as concentracbes de xilose. No entanto, trata-se de um
monossacarideo, ou seja, a Xilose ndo deveria fazer parte dos XOS, por definicdo. Em
comparacao, a producdo de XOS pela xilanase SM2, tanto pela hidrélise do sabugo de milho,
quanto do farelo de arroz, ainda se mostrou mais vantajosa devido ao menor tempo de hidrolise,
com rendimento em torno de 4 g/L a partir da sacarificacdo do sabugo de milho, sem
contabilizar a xilose, além do baixo custo e rapida obten¢do desta xilanase recombinante.

Portanto, a xilanase recombinante de Orpinomyces sp. PC-2 expressa em E. coli
destacou-se na liberacdo de XOS a partir da hidrolise do sabugo de milho e do farelo de arroz,
com um perfil diversificado e rendimentos comparaveis aos apresentados pelo coquetel
comercial Multifect® XL. Entdo, trata-se de uma potencial alternativa de baixo custo e alta
atividade enzimatica para producdo de XOS com propriedades prebioticas para serem aplicados
na industria, principalmente alimenticia e farmacéutica.

5.8 Avaliacdo in vitro do potencial prebidtico dos XOS

Os testes in vitro sdo interessantes ferramentas avaliativas para confirmar uma hipotese,
pois além de mitigar os riscos financeiros, apresentam menor onerosidade e diminuem o uso de
animais (ARGYRI et al, 2013; GHALLAB, 2013). Embora apresentem algumas desvantagens
relevantes, ja que ndo mimetizam as interagdes que ocorrem no modelo in vivo, s&o uteis como
prova de conceito e sdo utilizados para indicar o potencial prebidtico dos compostos
(GHALLAB, 2013).

5.8. 1 Agdo prébidtica in vitro
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Os prebidticos sdo definidos como compostos nédo-digeriveis que estimulam o
crescimento de microrganismos benéficos ao hospedeiro, os entdo denominados probidticos.
No entanto, um prebidtico necessita preencher alguns requisitos para ser classificado como tal,
sdo eles: a estimulacdo seletiva de microrganismos probioticos, ser fermentescivel para as
bactérias benéficas & salde do hospedeiro e apresentar resisténcia a degradacdo pelo trato
intestinal do animal (BINNS, 2014; GIBSON et al., 2017).

A avalicéo das propriedades prebidticas foi realizada com base na curva de crescimento
microbiano da bactéria L. acidophilus na presenca dos XOS produzidos pela hidrolise do farelo
de arroz pela xilanase SM2 e pelo coquetel Multifect® XL e pela hidrolise do sabugo de milho
pela xilanase SM2 (FIGURA 7). Os oligossacarideos produzidos pela xilanase SM2
substituiram as fontes de carbono convencionais do meio rico na concentracdo 0,24 % (m/v)
para o farelo de arroz e 0,62 % (m/v) para o sabugo, enquanto os XOS produzidos pelo
Multifect® XL a partir do farelo de arroz foram empregados na concentragéo de 0,38 % (m/v).
Esses valores correspondem a concentracdo maxima obtida a partir da sacarificacdo de cada

uma das biomassas pelas xilanases avaliadas, apos 6 h de hidrélise.

FIGURA 7 — Crescimento do microrganismo Lactobacillus acidophilus na presenca dos XOS
produzidos na etapa de hidrélise enzimética por xilanases. A sigla MRS se refere ao meio comercial de
cultura especifico para bactérias laticas. Os nomes SM2 e Multifect® XL (MXL) se referem as xilanases
empregadas na hidrélise, enquanto as siglas FA e SM sdo farelo de arroz e sabugo de milho,

respectivamente.
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Todos os XOS avaliados foram capazes de estimular o crescimento do probidtico, com
destaque para os agUcares obtidos a partir da hidrdlise do farelo de arroz pela xilanase SM2.

Observa-se que o tempo de crescimento para atingir a fase estacionaria foi menor que o controle
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positivo para o probidtico e quase o dobro da populacdo. Ressalta-se que mesmo na presenca
de uma concentracdo de 2 % de glicose do controle, superior as concentragdes dos XOS
utilizadas, os oligossacarideos foram preferiveis na absorcdo pelo L. acidophilus e mais
eficientes em induzir o crescimento microbiano.

Os microrganismos probiéticos séo capazes de colonizar o trato intestinal nas regides
de microvilosidades e se adaptam as fontes de carbono disponiveis na dieta do hospedeiro.
Estudos elucidaram o metabolismo de prebioticos em certas espéecies bacterianas e mostraram
a existéncia de proteinas transportadoras, normalmente permeases transmembranas especificas,
para a entrada destes oligossacarideos (ANDERSEN et al., 2011; GANZLE, 2015, BINTSIS,
2018). Além disso, ha hidrolases endocelulares capazes de catalisar a quebra das ligacGes
glicosidicas desses acUcares incorporados ao metabolismo e promover a fermentacdo. Segundo
Bintsis (2018), o género Lactobacillus € capaz de consumir hexoses e pentoses via fermentacéao
homolatica para geracdo de energia, enquanto algumas espécies do género também utilizam
pentoses no processo fermentativo utilizando a via da fosfocetolase. No Ultimo, a espécies séo
consideradas heterofermentativos.

Uma outra caracteristica desses organismos é a fermentacdo de hexoses, em que
bactérias e leveduras geralmente ocorre pela via Emden—Meyerhof, na qual a glicose é
preferencialmente absorvida e transportada pelo sistema de fosfotransferases (PTS) (GANZLE
& FOLLADOR, 2015). Ja em bactérias laticas (BAL), o metabolismo de oligossacarideos é
preferido ao mondmero e o sistema PTS normalmente no € funcional (GANZLE et al., 2015).
Também sdo descritas diferencas metabdlicas entre as BAL homo e heterofermentativas no
catabolismo de pentoses para obtencdo de energia (GANZLE, 2015; WANG et al., 2021).
Todas essas particularidades garantem a esses microrganismos caracteristicas Unicas e
diferenciais que sdo importantes para proporcionarem suas propriedades funcionais na
alimentacdo. Essas caracteristicas também favorecem seu desenvolvimento no epitélio
intestinal a partir do aproveitamento de fibras alimentares ndo-digeriveis, em detrimento dos
patogenos (WANG et al., 2021).

Portanto, avaliou-se a capacidade de estimulo seletivo dos XOS obtidos perante a
presenca de enteropatdégenos, como E. coli e S. enterica. A Figura 8 apresenta a curva de
crescimento destes patdogenos quando a fonte de carbono disponivel foi exclusivamente
constituida pelos XOS produzidos pelas xilanases SM2 e Multifect® XL a partir da hidrélise

do farelo de arroz e do sabugo de milho.
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FIGURA 8 — Crescimento dos patdégenos na presenca dos XOS produzidos na etapa de hidrdlise
enzimatica por xilanases. A — E. coli BL21 B - S. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. As
siglas EMB e BG se referem aos meios seletivos para E. coli e Salmonella, respectivamente. Os homes
SM2 e Multifect® XL (MXL) se referem as xilanases empregadas na hidrélise, enquanto as siglas FA

e SM séo farelo de arroz e sabugo de milho, respectivamente.
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Os XOS produzidos a partir do farelo de arroz foram escolhidos para serem avaliados
por apresentarem maior diversidade quando comparados aqueles obtidos a partir da hidrélise
do sabugo de milho (FIGURAS 3 e 4), contudo o sabugo produziu maiores concentracdes de
XOS totais (FIGURA 6). E nenhum dos XOS avaliados foi capaz de aumentar o crescimento
das bactérias patogénicas dentro do prazo de 23 horas, em compara¢do ao controle. Também é
importante ressaltar que mondmeros e outros agucares podem ser produzidos durante a
hidrolise, como glicose e xilose, portanto também podem ser metabolizados pelas bactérias
patogénicas. Isso explicaria o porqué de S. enterica ter crescido na presenca dos hidrolisados
de biomassas, ja que os produtos das hidrdlises enzimaticas foram usados diretamente nesta
avaliacdo, sem nenhuma estratégia prévia de purificacao.

Para que os XOS sejam aplicados na industria alimenticia, é requerido um certo grau de
pureza, pelo menos superior a 75 %, 0 que pode ser obtido por técnicas cromatograficas como

a gel filtracdo, ou filtragdo por membrana, com o intuito de remover produtos indesejaveis e
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recuperar XOS com baixo grau de polimerizacdo (GULLON et al., 2010; NACHARY &
PRAPULLA, 201: SANTIBANEZ, et al. 2021). Observa-se, na Tabela 7, que o farelo de arroz
apresentou uma concentracdo inferior de agucar redutor total quando comparado ao sabugo de
milho, apesar de serem muito proximas as concentracdes de XOS totais produzidos. A menor
diferenca entre a quantidade de agucar redutor total e XOS totais indica uma menor quantidade
dos demais carboidratos que ndo sdo XOS. Assim, a solugdo de XOS produzida a partir da
hidrolise do farelo de arroz pela xilanase SM2 se mostrou vantajosa, por apresentar menor
quantidade de agucar redutor, ou seja, maior pureza quando comparada as demais solucées de

XOS, o que provavelmente diminui a acdo de interferentes na avali¢do in vitro.

TABELA 7 — Concentracdo de agucar redutor total nas solugdes de XOS obtidas a partir da hidrdlise

das biomassas empregadas nos testes in vitro.

Farelode arroz+  Farelode arroz+  Sabugo de milho +
SM2 Multifect XL SM2
Acgucar redutor (g/L) 3,81 (x0,13) 4,62 (0,22) 13,63 (x0,85)

Pode-se também concluir que mesmo em solucdo de XOS com concentragdes de aglcar
redutor superiores as de XOS totais (FIGURA 6), ndo foi observado aumento na curva de crescimento
dos patogenos E. coli ou Salmonella em comparagédo ao controle positivo. Portanto, os oligossacarideos
foram seletivos, pois favoreceram o crescimento dos probidticos em detrimento do crescimento de
patdgenos, em todas as condicdes testadas.

Com isso, os XOS obtidos a partir do sabugo de milho e farelo de arroz possuem um
dos principais requisitos de prebidticos: o estimulo seletivo no crescimento apenas de bactérias
benéficas. Ressalta-se que esses compostos com propriedade prébidtica sdo emergentes
biomoléculas solicitadas no combate a infec¢bes e reducdo do uso de antibidticos na pecuéaria
(JAIN etal., 2015; SOLIS-CRUZ et al., 2019), uma vez que a proliferacdo de probioticos, como
algumas espécies de bactérias laticas, dificultam a colonizacdo do tecido por patdgenos
(PATEL & GOYAL, 2012).

5.8.2 Indicativos de fermentacao

As bactérias laticas apresentam vias metabdlicas importantes, tais como de degradacao
de proteinas, lipolise, glicolise e via de fermentacdo do citrato, que promove a fermentacao e
libera compostos de interesses em diversos bioprocessos. Esse catabolismo associado a
liberacdo de &cidos concede a esses microrganismos um grande valor biotecnolégico, como a
producéo de alimentos, producdo de flavorizantes, vitaminas, alcoois e outros componentes

organicos de interesse econdmico (BINTSIS, 2018).
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Observa-se que o probidtico L. acidophilus foi capaz de desenvolver-se no substrato
contendo XOS e promoveu maior liberacdo de &cidos graxos de cadeia curta no meio
suplementado com XOS produzidos pela xilanase SM2 a partir da hidrélise do sabugo de milho
(TABELA 8).

TABELA 8 — Acidos graxos de cadeia curta liberados em 23 h de fermentagio dos XOS pela bactéria

L. acidophilus em cada condi¢cdo de meio suplementado com XOS.

Acidos graxos de cadeia curta

L. acidophilus (g/L)*
Acético  Butirico  Propionico
XOS obtidos do farelo de arroz pela xilanase SM2 2,73 0,00 0,53
XOS obtidos do farelo de arroz pelo coquetel Multifect®
2,56 0,00 0,19
XL
XOS obtidos do sabugo de milho pela xilanase SM2 2,82 0,00 2,60
Controle positivo - MRS com glicose 1,99 0,00 0,26
Controle negativo - MRS sem glicose 1,70 0,00 0,00

*Os valores sdo referentes a uma mistura homogénea das replicatas.

O prébiodtico também foi capaz de produzir acido isobutirico em todos os meios
suplementados com XOS, além do controle positivo com glicose. No entanto, ndo houve
deteccdo da presenca de acido butirico, isovalérico ou formico em nenhuma das amostras.
Também € possivel observar que os XOS produzidos pelas enzimas recombinantes
apresentaram maior capacidade de induzir a liberagdo de &cidos graxos de cadeia curtas no L.
acidophilus, principalmente de acido acético e propidnico, do que os XOS produzidos pela
xilanase comercial. Contudo, a presenca de acido acético no meio MRS sem glicose precisa ser
investigada, ja que pode consistir em produtos vindo de vias catabolicas de outros compostos,
como oxidacao de lipideos. Para confirmar a inducdo da fermentacéo sera necessario investigar
a liberacdo de &cido latico, um produto advindo direto do processo homofermentativo a partir
de hexoses ou pentoses (BINTSIS, 2018).

Comumente, o efeito inibitdrio do crescimento de patdgenos pelo uso de prebidticos é
associado ao estimulo do crescimento dos probidticos, que competem por espago no epitélio do
intestino e evitam a proliferacdo dos patogenos (HOOPER, LITTMAN & MACPHERSON,
2012). Entretanto, este efeito inibitorio também pode estar associado a liberacdo de acidos
graxos de cadeia curta, que abaixam o pH do limen intestinal e proporcionam um ambiente

indspito para os enteropatdgenos de maior ocorréncia (JAIN et al., 2015, MANO et al., 2018).
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Portanto, os XOS obtidos de biomassas lignocelulésicas, que sdo fontes de carbono
alternativas, a partir da acao de xilanases fungicas recombinantes se mostram competentes no
processo de fermentacdo do probiotico L. acidophilus. Com isso, os resultados criam a
perspectivas de diversas aplicagbes biotecnoldgicas, tais como a direta incrementacdo da
funcionalidade de alimentos e bebidas para alimentacdo animal e humana, a obtengédo de
compostos organicos de interesse econdmico por microrganismos suplementados com XOS ou

sua aplicacdo no uso preventivo de infeccdes intestinais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os XOS apresentam grande interesse econdmico e podem ser obtidos a partir de
residuos lignoceluldsicos, fontes de carbono de baixo valor econdmico e abundantes devido a
sua alta geracdo proveniente da cadeia primaria de producdo, como sabugo de milho, com alto
teor de xilana, residuos de café, farelo do arroz e casca de soja. Neste trabalho, mostrou-se que
o0 sabugo de milho (entre as biomassas testadas na hidrdlise enzimatica), apos o pré-tratamento
quimico alcalino, apresentou o maior enriquecimento da fracdo hemicelulésica, se mostrando
um grande potencial para obtencdo de XOS a partir da acdo de xilanases flngicas
recombinantes.

As xilanases de alto poder catalitico sdo visadas nos processos industriais pelas suas
caracteristicas de termoestabilidade, resisténcia ao pH, capacidade de clivar polimeros e gerar
acucares fermentesciveis. Assim, xilanases recombinantes, como a SM2 proveniente do fungo
Orpinomyces sp. PC-2, e expressa em sistema de procarioto de forma otimizada, é uma
alternativa para atender a alta demanda por XOS, com menor tempo e custo de producéo e alta
eficiéncia. Neste trabalho, foi demonstrado que essa proteina recombinante apresentou
atividade enzimatica comparavel ao coquetel enzimatico Multifect® XL, com a mesma
capacidade de clivagem e geracdo de XOS na hidrolise das biomassas testadas.

A hidrolise do sabugo de milho pela xilanase SM2 apresentou 0s maiores rendimentos
do produto, enquanto a sacarificagdo do farelo de arroz trouxe o perfil mais diversificado de
XO0S, com o segundo melhor rendimento entre as xilanases recombiantes. Ja as xilanases
recombinantes de A. nidulans, AN1818 AN3616, mostraram-se mais eficientes na obtencédo de
xiloexose a partir da hidrolise da casca de soja, biomassa com menor rendimento de XOS totais.
Com isso, pode-se teorizar que estudos de sinergia entre essas xilanases seriam capazes de
melhorar os rendimentos de XOS com baixo grau de polimerizacdo, na qual uma enzima
poderia suplementar a deficiéncia da outra. Por isso é importante avaliar o perfil de XOS e
correlaciona-lo ao tipo e fonte de enzima utilizada, para permitir sua melhor empregabilidade
em bioprocessos.

A xilanase SM2 foi capaz de gerar o segundo melhor rendimento de XOS totais na
hidrélise das trés biomassas em comparacgdo as xilanases AN1818 e AN3613 e gerou maior
concentracdo de XOS do que a mistura comercial apds hidrélise da casca de soja. Ainda, a
xilanase SM2 forneceu concentragdes de XOS equivalentes em diversidade ao do coquetel
comercial e com maior grau de pureza, ou seja, menor concentracdo de agucar redutor total, que

apresentaram potencial prebi6tico nos testes in vitro com L. acidophilus.
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Os XOS obtidos pela xilanase SM2, tanto na hidrélise do sabugo de milho, quanto do
farelo de arroz, foram capazes de estimular de forma seletiva o crescimento do probidtico no
prazo de 23 horas e os patdgenos ndo responderam da mesma forma a nenhum dos XOS
avaliados. Além disso, os oligossacarideos obtidos pela xilanase SM2 apos hidrdlise do farelo
de arroz foram capazes de induzir uma melhor liberacdo de &cidos graxos de cadeia curto do
que o coquetel enziméatico comercial.

A liberacéo de acidos graxos de cadeia curta € um indicio que a bactéria latica foi capaz
de metabolizar os XOS e liberar produtos importantes para aumentar a funcionalidade e
producdo de alimentos, melhorar a sadde intestinal e combater infeccdes. Com isso o trabalho
deixa perspectivas para uma avaliacdo in vivo do efeito prebiotico destes agucares, na qual serd
possivel avaliar as interacdes que ocorrem entre 0os XOS, a microbiota e fisiologia do animal.
Além disso, expande-se as possibilidades de processos para aplicacdo da xilanase SM2 nas

industrias alimenticia e farmacéutica.
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