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Xilooligossacarideos (XOS) sao reconhecidos pelo seu potencial prebidtico relevante para diversos setores industriais
e foram obtidos apds o pré-tratamento hidrotérmico da biomassa lignoceluldsica residual de galhos de eucalipto.
Subprodutos inibitérios sdo gerados durante o processo de solubilizacdo dos oligossacarideos e acabam comprometendo
a utilizacdo do licor em microrganismos. Neste trabalho, o processo de destoxificagdo, hidrélise enzimatica e atividade
estimulantes de crescimento da bactéria Staphylococcus xylosus foram estabelecidos. Os resultados mostraram que a
adsor¢do com carvao ativado em pd removeu cerca de 55% do acido acético e mais de 90% do acido férmico, compostos
fendlicos, lignina soluvel, furfural e 5-hidroximetilfurfural, e que a soma dos oligossacarideos xilobiose (X2) e xilotriose
(X3) foram maximizadas de 0,57 g/L para 1,21 g/L com 110 U/gys da enzima endoxilanase e 6,3% do licor destoxificado
na hidroélise enzimatica. O consumo de cerca de 63% de X2 e de 46% de X3 pela bactéria em meio basal deficiente em
fontes de carbono, mas acrescido com os oligbmeros, proporcionou maior crescimento celular em relacdo aos meios
basais com alta composi¢ao de carbono, com e sem XOS, revelando seu potencial prebidtico pelo efeito estimulante de
crescimento.

Palavras-chave. Xilooligossacarideos, Carvao Ativado, Prebidtico, Eucalipto, Biomassa.

Xylooligosaccharides (XOS) are recognized for their prebiotic potential relevant to several industrial sectors and were
obtained after hydrothermal pretreatment of residual lignocellulosic biomass from eucalyptus branches. Inhibitory by-
products are generated during the solubilization process of oligosaccharides and end up compromising the utilization
of the liquor in microorganisms. In this work, the detoxification process, enzymatic hydrolysis and growth stimulating
activity of Staphylococcus xylosus bacteria were established. The results showed that adsorption with powdered activated
carbon removed about 55% of acetic acid and more than 90% of formic acid, phenolic compounds, soluble lignin,
furfural, and 5-hydroxymethyl furfural and the sum of the oligosaccharides xylobiose (X2) and xylotriose (X3) were
maximized from 0.57 g/L to 1.21 g/L with 110 U/gy.s of the enzyme endoxylanase and 6.3% of the detoxified liquor in
the enzymatic hydrolysis. The consumption of X2 and X3 were about 63% and 46%, respectively, by the bacteria in basal
medium deficient in carbon sources, but in medium added with the oligomers, provided higher cell growth compared
to basal medium with high carbon composition, with and without XOS, revealing its prebiotic potential by its growth-
stimulating effect.
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O Brasil é referéncia mundial no cultivo de arvores de eucalipto e estd entre os principais produtores
de papel, celulose e madeira serrada no mundo. Entre os milhdes de toneladas de residuos sélidos florestais
gerados, 12,5% sdo mantidos em campo para protecdo e adubagao do solo e apenas 8,9% sao reutilizados em
outros setores industriais. O uso desses residuos como matéria-prima para fabricacao de novos produtos
agrega valor, cria oportunidades por meio da inovagdo e reduz a pressao por novos recursos'. A partir
da hidrolise das xilanas presentes nas fragdes hemicelulésicas das biomassas lignoceluldsicas de eucalipto,
obtém-se uma importante classe oligossacarideos denominados xilooligossacarideos (XOS).

Os XOS sao definidos como oligdbmeros formados por 2 a 10 unidades de xilose conectados por
ligagdes B-1,4-glicosidicas?, sendo um ingrediente prestigiado pelas industrias cosméticas, farmacéuticas
e de alimentos, devido, principalmente, as suas propriedades prebidticas**, sendo bons estimuladores de
microbianos naturais, responsaveis por aumentar a atividade da microbiota saudavel’ e contribuir de forma
sustentavel para a saude do hospedeiro. Além disso, em formulag¢oes cosméticas podem ser utilizados como
estabilizadores, agente de volume e antioxidantes’.

Durante o pré-tratamento para desconstruir a estrutura lignocelulésica e solubilizar a hemicelulose
na forma de oligbmeros e monomeros, as altas temperaturas e condi¢des severas empregadas geram
subprodutos considerados inibitérios que comprometem a utilizacao do licor em fermentagoes e etapas
sucessores. Destacam-se as formagdes de produtos de degradagdo, como o furfural e 5-hidroximetilfurfural
(5-HMEF), gerados a partir da desidratacao de pentoses e hexoses da hemicelulose e celulose, respectivamente,
acido férmico, os compostos fendlicos derivados da decomposi¢ao da lignina, e o acido acético resultante
da hidrolise dos grupos acetil hemiceluldsicos®’.

Varias estratégias sao utilizadas para remover ou reduzir esses compostos presentes no licor, como

11 purificacdo por resinas de troca idnica'? e

a filtracdo por membrana®, adsor¢do com carvao ativado
floculagao por polimeros vegetais'. Entre elas, a adsor¢do com carvao ativado se apresenta como uma técnica
relevante para diminuir efetivamente as concentragdes desses compostos sem alterar significativamente a
concentragao dos compostos valiosos. Como vantagens, destacam-se as propriedades como a area superficial,
capaz de acomodar seletivamente as moléculas de interesse, alta porosidade, baixa reatividade, ser facilmente
regenerado e por apresentar baixo custo quando comparado com os outros métodos™.

A composi¢ao elementar de um carvao ativado caracteristico é formada por mais de 85% de carbono
(C), seguido de elementos como oxigénio (O), enxofre (S), nitrogénio (N), hidrogénio (H) e cinzas organicas'.
Esses atomos podem formar moléculas na superficie do material, impedindo o acesso aos poros. Para melhorar
a acessibilidade do material, algumas técnicas podem ser aplicadas, como a carbonizagao, a qual ¢ capaz de
eliminar substancias volateis e gases leves, como metano, gas hidrogénio, diéxido e monéxido de carbono
para contribuir na formagdo da estrutura porosa do adsorvente, e a ativagdo fisica e quimica, as quais sdo
responsaveis por desobstruir os poros internos. Enquanto a ativagao fisica envolve fluxos de gases oxidantes ou
de vapor de agua a altas temperaturas, a ativagdo quimica utiliza agentes ativadores para remover as impurezas
do material, como acido fosférico (H,PO,), acido sulfurico (H,SO,), hidréxido de potassio (KOH), hidréxido
de sédio (NaOH) e cloreto de zinco (ZnCl,)'¢. Cada agente causa diferentes efeitos no produto final, como por
exemplo, o ZnCl, leva a formacdo de uma elevada area superficial contendo mais estruturas de microporos,

enquanto a utilizagdo de H,PO, gera uma distribui¢ao de poros mais heterogénea'*"’.
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Diversas referéncias destoxificaram licores oriundos de biomassas vegetais com carvao ativado para
reduzir a concentragdo das moléculas nocivas sem alterar a concentragdo de acucares fermentéaveis'®'®,
Outras, combinaram a adsor¢do com carvao ativado com filtragdes prévias do licor®?, ja que a alteragao
do pH por um reagente alcalino seguida da sua redu¢dao com um reagente acido precipitava compostos
aromaticos®”. A aplica¢ao do método de destoxificagao, por separagdo ou purificagdo, depende do grau de
toxicidade do licor, o qual varia de acordo com a matéria prima e condigdes de pré-tratamento empregadas.
Assim, faz-se necessario investigar e avaliar o melhor método para cada trabalho.

Seguir com a hidrolise enzimatica apos a destoxificagdo é uma alternativa para garantir maior
formagao de XOS com menores graus de polimerizagao, como 2 e 3, (XOS, ), ja que as reagdes catalisadas
por enzimas especificas permitem que moléculas maiores deem origem a moléculas menores sem a
formagdo de subprodutos indesejaveis'®®. As enzimas xilanases sdo os catalisadores preferidos para a
hidrolise das xilanas, as quais sdo capazes de formar seletivamente XOS, ; sem gerar significativamente
monomeros de xilose**.

Xilobiose (X2) e xilotriose (X3) sdo os principais candidatos para aplicagdes prebidticas, pois
seus tamanhos sdo mais facilmente consumidos por bactérias seletivas e benéficas a saide humana**.
Uma microbiota saudavel exerce fungoes a favor da prote¢do da barreira cutinea, através de mecanismos
por crescimento competitivo entre bactérias benéficas e patogénicas ou por excre¢io de moléculas
antimicrobianas por parte dos microrganismos benignos, atuando diretamente na defesa natural da pele.
Como por exemplo, doengas como dermatite atdpica, acne, rosacea e disturbios na pele estdo associadas as
perturbagdes na composi¢ao da microflora®.

Staphylococcus xylosus é uma bactéria residente da pele, que se desenvolve geralmente em ambientes
quentes e umidos, como axilas, pés e virilha, e pode ser comumente encontrada em culturas iniciadoras para
desenvolvimento de cor e sabor em alimentos de origem animal*. Ha poucos estudos sobre os mecanismos
de acao de prebidticos nessa bactéria na literatura, entretanto, no geral, sdo consideradas produtoras de
bactericidas peptidicas que impedem a agdo de patogenos®?’.

O presente estudo teve como objetivo remover compostos inibidores de crescimento microbiano
por adsor¢ao com carvao ativado em batelada e converter os XOS de maiores GP em XOS, ; por hidrélise
enzimatica, ambos presentes no LBy para avaliar a atividade estimulante dos oligossacarideos no
crescimento da bactéria S. xylosus, e assim, contribuir com as pesquisas para a conversao de residuos de
eucalipto abundantes, acessiveis e renovaveis, em ingredientes qualificados pela industria, garantindo um

reaproveitamento efetivo e novas aplicagoes.

Matéria Prima

O licor bruto (LBg;) de galhos residuais de eucalipto da espécie Eucalyptus grandis foi gentilmente
fornecido pelo Laboratério de Engenharia Bioquimica, Biorrefinaria e Produtos de Origem Renovavel
(LEBBPOR) da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
A caracterizagdo e a preparagdo do material foram feitas em trabalho anterior por Tamayo-Pena et al*,
sendo sua composi¢do quimica: 1,44 + 0,16 g/L de xilose, 8,70 + 0,01 g/L de XOS totais, 0,98 + 0,07 g/L de
compostos fendlicos, 0,58 + 0,05 de acido férmico, 0,44 + 0,16 g/L de acido acético, 0,13 £ 0,11 g/L de furfural,
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0,04 £ 0,02 g/L de 5-HMF e (0,22 £ 0,01) x10" de lignina soltvel. O LBy; foi obtido por pré-tratamento
hidrotérmico com 10% (m/m) de carga de sdlidos e 175 °C durante 20 minutos, e valor de pH 3,2.

Os carvoes utilizados nos experimentos foram carvao ativado granulado (Cg,,,), com 8x30 mesh,

Gran

gentilmente cedido pelo Laboratdrio de Bioprocessos e Engenharia Metabdlica (LEMeB) da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da UNICAMP, e carvao ativado em pd P.A. (C,;) comercial (Synth - Lote 235611).

Destoxificacao do licor bruto com carvao ativado

O LBy foi destoxificado por adsor¢do com os carvdes ativados 4% (m/v) em agitador orbital shaker a
150 rpm e 30 °C durante 2 horas. As amostras foram centrifugadas (4200 rpm por 30 minutos a 4 °C) e
entdo filtradas em papel filtro qualitativo para reten¢do do carvao. Em seguida, uma nova centrifugacao foi
aplicada sob as mesmas condigdes. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente com o auxilio de pipetas
Pasteur e armazenado para analises quantitativas pelos métodos analiticos.

A porcentagem de remogao dos compostos adsorvidos (i) foi calculada segundo a Equagio 1 a seguir:

% Remoc¢ao = % x 100 (1)

0,i
C,, ¢ definido como a concentragao inicial do composto i (g/L) e C, como a concentragdo do
composto i ao final da adsor¢do (g/L), em que i corresponde aos compostos fendlicos, furfural, 5-HME,
lignina soluvel, 4cido acético ou acido férmico.

Tratamentos dos carvoes ativados

Para avaliar a efetividade da remogdo dos compostos fenoélicos, inibidores, dcidos orgénicos e lignina
soltvel no LBy, foram testados trés diferentes tratamentos no Cg,,,, de acordo com metodologias descritas
por Heylmann et al® e Ramos et al'®. O C,, ndo recebeu nenhum tipo de tratamento preliminar, ja que seu
grau analitico garante maior confiabilidade.

Os tratamentos empregados no C,,,, foram: carvao ativado granulado sem tratamento prévio (Cg 1),
carvao ativado granulado carbonizado em cadinhos de porcelana a 700 °C por 10 minutos em mufla (Cg_,)
e carvao ativado granulado quimicamente tratado com solu¢do 33% (m/v) de ZnCl,, na proporgao 1:1,
durante 24 horas e carbonizado (Cg ;) sob as mesmas condigdes anteriores. Neste ultimo, o material foi
lavado primeiramente, com uma solu¢ao de acido cloridrico (HCI) 2,5% (v/v) para remogao dos residuos
de ZnCl, e desobstrugdo dos poros formados, e com dgua destilada até obten¢ao do pH da agua de lavagem.
Em seguida, o material foi seco em estufa a 100 °C durante 1 hora.

Filtracao do licor bruto

A remocgao de impurezas e compostos solidos do LBy, foi feita de acordo com a metodologia
adaptada estabelecida por Alves et al'®, a qual envolve duas etapas: aumento do pH para 8,0 com dxido de
célcio (CaO) seguida de filtragao com papel filtro qualitativo; redugao do pH para 5,2 com acido fosforico
(H,PO,) seguida de uma nova filtragdo. Ao final deste processo, o licor filtrado (LF) e o LBy, foram
submetidos a adsor¢ao com o C; de melhor desempenho para comparagio.
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Enzima comercial e ensaios de atividade enzimatica

A enzima e o substrato empregados nos ensaios enzimaticos foram a endo-1,4-P-xilanase de
Neocallimastix patriciarum (GH11) e o arabinoxilano de trigo, ambos obtidos comercialmente da Megazyme®.

A atividade da enzima foi determinada colorimetricamente através de um espectrofotometro
UV/Vis a 540 nm a partir da quantidade de agucares redutores liberados®. Uma curva de calibragao foi
previamente construida com padrdes de concentragdes conhecidas de xilose. As reagdes contendo 50 uL de
substrato (0,5% p/v) e 50 pL da enzima, ambos diluidos em tampao acetato de sédio 0,1 M pH 5,0, foram
incubadas a 50 °C durante 20 minutos em termociclador e interrompidas pela adi¢ao de 100 uL do reagente
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), seguido do aquecimento imediato até a ebuligdo por 5 minutos. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol
de agticares redutores do substrato por minuto. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Produ¢iao de XOS com baixo grau de polimeriza¢ao

O licor destoxificado (LD) foi submetido a hidrélise enzimatica para aumentar a proporg¢ao de XOS, ,
e formar o hidrolisado (H). Os ensaios foram executados em frascos Erlenmeyer contendo 6,3% do LD,
enzima na dosagem 110 U/g,. e tampao citrato fosfato 50 mM e pH 6,0 para integrar o volume final 10
mL. As amostras foram incubadas sob agitacdo continua a 160 rpm e 50 °C durante 48 horas. Em seguida,
foram aquecidas a 90 °C por 10 minutos em banho maria, centrifugadas (4200 rpm por 15 minutos a 4 °C)
e armazenadas para determina¢ao da concentragao XOS por HPLC.

Microrganismos e condi¢des de cultivo

A bactéria S. xylosus (ATCC 29971) foi adquirida da Colegdo de Culturas Tropical (CCT) da
Fundag¢do André Tosello, em Campinas (Sao Paulo, Brasil).

As bactérias criopreservadas foram ativadas pelo cultivo dos microrganismos em meio de cultura
caldo nutriente (C), previamente esterilizado a 121 °C por 20 minutos, contendo: 1 g/L de extrato de carne,
2 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona A e 5 g/L de cloreto de sédio (NaCl), na propor¢ao de 1,5 mL
de criotubo para 50 mL de meio C. O pH do meio foi ajustado para 7,2 + 0,2 e as amostras foram incubadas
por 17 horas a 250 rpm em agitador orbital shaker a 37 °C.

Apés a ativagdo, o cultivo foi escalonado para 150 mL, na proporgdo de ativagdo 30% (v/v), para a
formagdo do pré-inéculo e incubadas por 24 horas sob as mesmas condi¢oes. Em seguida, mantendo-se a
mesma propor¢do e condi¢des, o pré-inoculo foi transferido para o indculo, de volume final de 250 mL, e
incubado novamente por 24 horas. Esse escalonamento garantiu a quantidade necessaria de indculo para
os ensaios de crescimento da bactéria com o H.

Crescimento da bactéria Staphylococcus xylosus

A estimulagao do crescimento da bactéria foi estudada a partir de quatro diferentes meios de
culturas esterilizados: meio caldo nutriente (C) e caldo nutriente com 0,47 g/L de XOS, ; (CX), caldo
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nutriente diluido 4x com agua (D) e caldo nutriente diluido com 0,64 g/L de XOS, , (DX). Os ensaios foram
conduzidos em fracos Erlenmeyer em duplicata, com volume final de 10 mL, sendo 30% (v/v) do indculo.
As culturas foram incubadas a 37 °C e 250 rpm e amostras foram retiradas nos tempos 0, 1, 2, 3 e 6
horas para determinagao da concentragio celular e pH. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (4500 rpm
por 10 minutos a 4 °C) para remogao das células e os sobrenadantes foram devidamente diluidos, filtrados com
filtros PVDF 0,22 um e utilizados para a quantificacdo do consumo dos XOS, , por HPLC. O crescimento celular
foi monitorado a partir da densidade 6ptica a 600 nm em espectrofotémetro, a qual foi correlacionada com seu
peso seco correspondente. Uma curva de calibragdo foi previamente preparada a partir do indculo da bactéria.

Analises de agucares monoméricos, acidos organicos e inibidores

Agucares monoméricos foram quantificados por High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
equipada com coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) a 55 °C e detector de indice de refragdo Waters
410 com temperatura de 40 °C. Acido sulfurico (H,SO,) 5 mM foi utilizado como eluente a vazio de 0,6 mL/min.

Acidos organicos foram analisados por HPLC de troca iénica com detector por condutividade. A
coluna Metrosep Organic Acids (300 x 7,8 mm) foi utilizada para as anélises a 30 °C. Acido sulftrico 0,5 mM e
supressor de cloreto de litio (LiCl) 50 mM foram utilizados como fase mével com vazao a 0,5 mL/min.

As concentragdes dos inibidores, furfural e 5>-HME, foram determinadas por HPLC equipada com coluna
C18 Thermo (50 x 2,1 mm) a 30 °C e detector de Arranjo de Diodo (PDA) com comprimento de onda de 280
nm. Acido fosférico 2 mM contendo acetonitrila 2,5% foi utilizado como eluente com vazio de 100 uL/min.

Anailises de compostos fendlicos e lignina soluvel

Compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu, conforme
preconizado por Arruda et al”. O teor de lignina soltvel foi determinado por UV-Spectroscopy a 280 nm e
calculada conforme descrito por Rocha et al*'.

Analises de xilooligossacarideos

Xilobiose (X2), Xilotriose (X3), Xilotetraose (X4) e Xilopentaose (X5) foram quantificados por
HPLC com detector amperométrico, coluna e pré-coluna CarboPac PA100 (4 x 50 mm). A composi¢ao da
fase movel consistiu em um sistema de gradiente de solvente composto por: A (agua deionizada), B (NaOH
80 mM e acetato de sédio 500 mM) e C (NaOH 500 mM) com vazdo de 1,0 mL/min.

A concentragao de XOS totais foi determinada utilizando o NREL/TP-510-42623 descrito por Sluiter et al*>.

Destoxificacao do licor bruto

O LBy contém subprodutos inibitdrios como os compostos fenolicos, furfural, 5-HME, éacido
acético, acido férmico e lignina solavel, que afetam o crescimento e atividade celular de microrganismos'®*.
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Antunes et al** reportaram que concentragdes abaixo de 1,5 g/L de acido acético ndo inibem o metabolismo
de cepas de Scheffersomyces shehatae e Candida tropicalis durante etapas de fermentacdo, enquanto Costa-
Trigo et al'® relataram que concentragdes a partir 0,5 g/L de compostos fendlicos inibem a produgdo de
acido latico por bactérias. Wikandari et al*® também observaram que a mesma concentragdo de acido
acético de 1,5 g/L foi suficiente para causar diminuigdo no rendimento e produtividade de etanol, a partir
da fermentagdo da levedura Pichia stipitis, além da concentracao de 0,5 g/L para os inibidores furfural e
5-HME Assim, a destoxificagdo por adsor¢do em carvao ativado garante que os ensaios de crescimento
com a bactéria S. xylosus e com o LB, nao sejam prejudicados.

Efeitos dos tratamentos dos carvoes ativados na adsor¢ao

Para aumentar a eficiéncia adsortiva do carvao ativado é necessario garantir que seus poros estejam
desobstruidos e disponiveis para que as moléculas inibidoras de interesse possam ser acomodadas em sua
superficie”. Diferentemente dos carvdes ativados em po, os carvoes ativados granulados podem necessitar
de mais processos para sua formagdo, ja que o tamanho de sua particula influéncia diretamente na
capacidade de adsor¢ao™.

De um modo geral, observa-se na Figura 1 que os carvoes que receberam algum tipo de tratamento,
Cq.ca € Cg.qp promoveram uma maior remogao dos compostos propostos, exceto para os inibidores furfural
e 5-HME os quais foram efetivamente removidos em todos os casos (> 99%). Além disso, nota-se que os
tratamentos ndo influenciaram significativamente na remogao do acido férmico, sendo as porcentagens de
remogao de 90,9%, 89,9%, e 89,1% Cg_cx» Cq.sr € Cg.qp respectivamente.

BCcqr ®WCcca W Cost

Acido acético —
o e

% Remogdo

Figura 1. Remogio de compostos inibidores no LBRE a partir dos carvoes: Cg_g; (sem tratamento), carvao Cg_c, (carbonizado) e
carvao Cg_or (quimicamente tratado) apds 2 horas de adsor¢ao

7/19



Moreira MG, Pefa JAT, Franco TT. Estratégias para recuperagdo de xilooligossacarideos do licor de residuos de eucalipto para avaliagdo do seu
efeito estimulante em Staphylococcus xylosus. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2023;82:1-19,e38777.

A ativagao feita no Cg_4; ndo favoreceu a remogao de lignina soltvel, 63,2%, fendis totais, 94,4%, e
acido acético, 46,9%, em relagdo ao carvao Cg,, 70,2%, 95,2% e 53,7%. A ativagdo quimica do material
tem como objetivo basico aumentar a area superficial do adsorvente. O ZnCl, como ativador ¢ capaz de
remover impurezas e compostos organicos residuais do material, aumentando sua capacidade adsortiva®.
Entretanto, Vargas et al*® afirmaram que pode haver o colapso da estrutura porosa do material adsorvente
por excesso do agente ativador ao observar que a capacidade de adsor¢do do carvao ativado granulado de
caroco de palmeira africana diminuiu com o aumento da concentragdo do ZnCl,, ficando evidente que
neste estudo, concentragdo de impregnacgao pode ter afetado as propriedades do Cg,,,.

Sendo assim, o C ¢, apresentou os melhores resultados para a remogao dos compostos inibitérios e
foi utilizado para os experimentos de observa¢ao do efeito da filtracao do licor bruto. Além disso, este tipo

de tratamento favorece a redugdo de reagentes, dgua e energia em relagdo ao Cg_or.

Efeito da filtra¢ao do licor bruto

A adicdo de um reagente basico no LB;;, como o CaO, permite que alguns compostos sejam
precipitados na forma de 6xidos e removidos por filtragdao, segundo Alves et al”®. Diversas referéncias na
literatura'>***** aplicam esse processo prévio a adsor¢ao com carvao ativado para garantir maior remogao
dos compostos fendlicos presentes nos licores de diferentes biomassas lignocelulésicas.

As concentragdes finais dos compostos inibidores para o LF correspondente ao LBy, filtrado
previamente a adsorcao, foram de: 0,243 g/L para o acido acético, 0,059 g/L para o acido férmico, 0,008 g/L
para a lignina solavel, 0,027 g/L para os compostos fendlicos e concentragdes inferiores a 0,001 g/L para
turfural e 5-HME Ja para o LB, que foi submetido direto a adsor¢do, o LD, os resultados foram 0,202 g/L
de d4cido acético, 0,053 g/L de acido férmico, 0,007 g/L de lignina soluvel, 0,047 g/L de compostos
fendlicos e inferiores a 0,001 g/L de furfural e 5-HME. Os valores foram calculados a partir de duplicadas e
apresentaram erros inferiores a 5%.

A partir dos resultados, observa-se que as filtracdes prévias ndo influenciaram nos resultados de
adsorcao do furfural, 5-HMF e acido férmico sendo que todos os resultados apresentaram porcentagem de
remogao superior a 90,0%. Além disso, para o acido acético a porcentagem de remogdo no LD foi maior,
53,7%, do que para o LF, 44,4%.

Para a lignina soluvel, enquanto a filtragdo combinada a adsor¢ao com Cg, removeu 62,6%,
a aplicagdo direta do LBy, a adsor¢ao removeu 70,2%. De acordo com Evstigneyev et al*” e Horvath*, a
solubilidade da lignina aumenta com o aumento do pH da fase liquida. Desta forma, manter o pH acido do
LBg; garantiu a maior afinidade das macromoléculas pelo adsorvente em relagao a fase liquida, justificando
sua menor concentracio ao final da adsor¢éo.

Em ambos os casos, nota-se que os compostos fendlicos foram altamente removidos, sendo de 97,3%
e 95,2%, respectivamente, nos LF e LD. Como o esperado, a adi¢do de CaO no LB, causa a precipitagao
de compostos aromaticos na forma de 6xidos, permitindo que os mesmos sejam removidos por filtragao’,
justificando a ligeira maior remogdo desses compostos, e relagdo ao LBy, que foi diretamente adsorvido.
Entretanto, esta etapa de filtragdo prévia como alternativa para aprimorar a adsor¢ao nao beneficiou
significativamente a retirada dos fendlicos, assim como a remogdo das impurezas sélidas do LBy, indicando
que somente a adsor¢ao com o carvao ativado foi suficiente para retirar efetivamente os compostos propostos.
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\

Para este estudo com galhos de eucalipto residuais, filtrar o licor previamente a adsor¢do ndo
promoveu redugoes significantes nas concentragdes dos compostos inibidores, e por essa razdo, essa
condi¢ao nao foi empregada nos ensaios seguintes. Além disso, preservar o pH do LBy evita o consumo de
reagentes e equipamentos e perdas de matéria prima que sdo geradas durante a filtragao.

Comparacao entre C,, e C .,

A Tabela 1 apresenta os resultados da adsor¢do empregando-se os carvoes em po (Cy,) € o carvao
ativado granulado de melhor desempenho, o carbonizado (Cg_,). Além das menores particulas de carvao
ativado conferirem menor taxa de difusdo das moléculas do adsorvato no adsorvente, como consequéncia
da menor resisténcia gerada no meio, o material em p6 também proporciona uma maior area de contato
com a fase liquida, aumentando os efeitos da adsor¢ao'*~

Tabela 1. Concentragdes finais dos compostos inibitorios, xilose e XOS totais apds duas horas de adsor¢ao
com Cg ., € Cpy

Concentragao (g/L)

Inibidores LBy LD - Cgcu LD - Cy
Furfural 0,125 + 0,114 < 0,001 < 0,001
5-HMF 0,040 + 0,019 < 0,001 < 0,001
Fendis totais 0,979 £ 0,070 0,048 + 0,001 0,063 + 0,001
Acido férmico 0,579+ 0,050 0,053 = 0,001 0,041 £ 0,002
Lignina soltvel 0,022 + 0,001 0,007* < 1,000x10-5
Acido acético 0,436 £ 0,156 0,202* 0,197 £ 0,002
Xilose 1,436 = 0,162 1,204 + 0,074 1,297 + 0,003
XOS totais 8,698 £ 0,005 5,879 £ 0,001 7,785 £ 0,001

* Valores de duplicatas com erros inferiores a 5%

Apesar do C, ter removido maiores quantidades de lignina soluvel (99,9%) em rela¢ao ao C .,
(70,2%) e ligeiramente mais acido férmico e dcido acético (93,0% e 55,0% contra 90,9% e 53,7%), observou-
se que o carvao granulado adsorveu um pouco mais dos compostos fenélicos (95,2%) em relacao ao em po
(93,6%) e que a granulometria ndo influenciou na adsor¢do do furfural e 5-HME sendo que estes foram
eficientemente removidos em ambos os casos (> 99,0%).

Em comparagao, Mussatto e Roberto!! avaliaram a remocao de inibidores em licor de palha de arroz
com diferentes granulometrias de carvoes ativados a 2,5% por uma hora e mostraram que o carvao ativado
em pd de maior drea superficial removeu 26% de compostos fendlicos, 42% de furfural e 93% de 5-HME,
enquanto o carvao granulado de 8x30 mesh removeu 12%, 54% e 39%, respectivamente. Apesar da adsor¢ao
ser fortemente dependente da concentra¢do dos adsorvatos na fase liquida, esses estudos se assemelham
pelo fato de que o carvao ativado em pé obteve melhor éxito para a remog¢ao dos trés compostos e que
o acido acético foi o composto menos adsorvido. A razdo para essa tendéncia do acido acético pode ser
atribuida pela falta de sitios ativos necessarios para uma alta concentragao inicial de acido acético, além de
sua competi¢ao com os outros compostos, levando a uma menor remog¢ao®.
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Apesar dos resultados estarem de acordo com o esperado para o C,, nota-se que a carbonizagio do
C
remogoes de agucares também foram observadas para ambos carvoes, sendo que o C ., retirou mais xilose
e XOS totais (16,2% e 32,2%) em relacao ao Cy; (9,7% e 10,5%). Perdas de actcares também foram relatadas
em outros estudos'>'®. Desta forma, o carvao C,; foi escolhido para os experimentos de adsor¢ao antes do

Gran

também gerou um material eficaz para a remogdo dos compostos inibidores propostos. Entretanto,

estudo de caso por ser capaz de remover eficientemente os compostos inibitdrios, nao exigir tratamentos
prévios e gerar menores perdas dos XOS.

Aplicacao de endoxilanase para aumentar xilobiose e xilotriose no licor destoxificado

XOS com GP 2 e 3 sdo reconhecidos como agticares fermentaveis qualificados para microrganismos
benéficos e especificos no corpo humano, por possuirem tamanho adequado e por auxiliar no controle
da microbiota®”. A principal vantagem de aplicar a hidrélise enzimatica em polissacarideos ¢ atribuida
a alta especificidade da reagdo, a qual garante a conversdo em produtos com baixo GP, sem a formagao
de subprodutos***. Para aumentar a concentragdo desses oligomeros no LD, a hidrdlise enzimatica com a
enzima comercial endoxilanase GH11 foi aplicada.

A composi¢do de oligdmeros e mondmeros no licor destoxificado era de 0,23 g/L de X2, 0,34 g/L
de X3, 0,84 g/L de X4+X5 e 1,30 g/L de xilose. As enzimas endoxilanases da familia GH11 apresentam alta
seletividade pelo substrato e eficiéncia catalitica, gerando menos mondmeros e atuando preferencialmente
nas cadeias mais longas*. Apds 48 horas, as concentragdes aumentaram cerca de 134%, 97%, 51% e 7%,
respectivamente, para X2, X3, X4+X5 e xilose, atingindo concentra¢des de 0,54 g/L, 0,67 g/L, 1,27 g/L e
1,39 g/L, ficando evidente que as cadeias mais longas dos XOS foram convertidas principalmente em X2 e
X3 durante a hidrélise enzimatica.

Efeito do X2 e X3 na S. xylosus

Nos microrganismos, os compostos inibidores prejudicam o crescimento e atividades celulares por
atuarem diretamente na membrana. Enquanto os compostos fenolicos sao responsaveis pelas perdas de potassio,
acido glutamico, RNA e entre outros compostos da barreira seletiva, o furfural e 5-HMF sao capazes de impedir
a formagdo das enzimas das vias metabolicas centrais, como as fermentativas, e levar ao rompimento da
membrana. Além desses, os acidos organicos também afetam o crescimento da célula através de mecanismos de
acidificagdo intracelular®. Neste estudo, com excegdo da lignina soluvel e seus derivados, compostos fendlicos,
nota-se que as concentrages do furfural, 5-HMF dos acidos organicos estdo abaixo dos limites considerados
inibitdrios no LBy, conforme descrito anteriormente, para outros microrganismos. Considerando que os limites
inibitdrios desses compostos ndo tenham sido reportados pela literatura para a bactéria S. xylosus e que pode
haver efeito sinérgico entre eles'®*, a adsor¢ao do LB, com o carvao ativado se fez necessdria para garantir que o
crescimento da bactéria e a avaliagdo do consumo de X2 e X3 ndo fossem prejudicadas.

Ensaios para avaliar o efeito dos XOS, ; no crescimento da S. xylosus foram feitos em diferentes meios
de culturas. Para avaliar efetivamente o crescimento da S. xylosus pelo consumo de XOS, , é importante analisar
se as bactérias consomem, preferencialmente, os oligossacarideos ou as fontes de carbono provenientes dos
meios basais, ja que estes sdo meios complexos e ricos em bons nutrientes. Com isso, a Tabela 2 apresenta as
composigoes dos meios basais ricos em nutrientes sem (meio C) e com XOS, ; (meio CX), e os meios deficientes
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em nutrientes sem (meio D) e com XOS, , (DX) a partir das concentragdes totais e das concentragdes de carbono
(Cearbono)> €m g/L, de cada componente, sendo a ultima calculada pela fragdo massica de carbono em cada um*~°.

Tabela 2. Concentragdes totais e concentragdes de carbono (C,,,,.,) de cada componente para cada meio de
cultura, sendo os meios ricos em nutrientes com XOS, , (meio CX) e sem XOS, ; (meio C) e os deficientes
em nutrientes com XOS, ; (meio DX) e sem (meio D) XOS, ,

Concentragao (g/L)

mz::ii:‘ode Meios deficientes em nutrientes Meio rico em nutrientes
Componentes Carbono  Meio C Meio CX Cipone Meio D  Meio DX Ci,pono
Extrato de Levedura 50% 2,00 2,00 1,00 0,50 0,50 0,25
Extrato de Carne 50% 1,00 1,00 0,50 0,25 0,25 0,13
Peptona 50% 5,00 5,00 2,50 1,25 1,25 0,62
XOS,; 43% - 0,47 0,20 - 0,64 0,28

No geral, apds 6 horas de ensaio, observa-se que a alta disponibilidade de carbono do meio basal
nos meios C e CX, calculada a partir da soma de C,,,,, de cada componente, sendo de 4,00 g/L e 4,20 g/L,
respectivamente, fez com que a bactéria crescesse continuamente, diferentemente dos meios deficientes de
nutrientes basais, D e DX, com concentragdes de carbono de 1,00 g/L e 1,28 g/L, na devida ordem, em que
a concentragao celular diminuiu ap6s duas horas de ensaio. Entretanto, para o tempo de 2 horas, destaca-se
o maximo crescimento da bactéria no meio deficiente de nutrientes, porém acrescido de XOS, , (meio DX).
A incorporagdo de XOS, ; no meio basal escasso quase dobrou sua concentragao celular em relagao ao meio
sem os oligossacarideos, indo de 0,80 g/L (meio D) para 1,55 g/L (meio DX). Além disso, o crescimento do
meio DX também superou os crescimentos da bactéria nos meios basais abundantes em nutrientes, os quais
apresentaram 1,26 g/L (meio C) e 1,15 g/L (meio CX) de concentrag¢ao celular, conforme Figura 2.

- =¥ C X

M
—a—

Crescimento celular (g/L)

0,50

1 2 3 6
Tempo (1)

Figura 2. Concentragio celular de S. xylosus durante 6 horas de fermentagdo nos meios C (caldo nutriente) e CX (caldo nutriente
com 0,47 g/L de XOS, ;), D (caldo nutriente diluido 4x) e DX (caldo nutriente diluido 4x com 0,64 g/L de XOS, ;)
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Em relagdo ao consumo dos oligossacarideos para o tempo de 2 horas, quando os XOS, , estavam
mais acessiveis no meio, causado pela menor disponibilidade de nutrientes do meio basal escasso (meio
DX), a bactéria consumiu cerca de 63,0% de X2 e de 46,0% de X3 e apenas 19,6% e 5,0%, respectivamente,
para os meios oligdmeros no meio CX, indicando que os XOS, , sdo bons estimuladores de crescimento
para esta bactéria S. xylosus, ja que o consumo dos oligossacarideos permitiu que a bactéria crescesse mais
em relagdo aos meios basais com altas concentragdes de carbono.

Ja para as 6 horas de ensaio, a S. xylosus consumiu apenas 22,4% de X2 e de 9,7% de X3 no meio CX
contra 64,4% e 46,8%, na devida ordem, para os mesmos oligossacarideos do meio DX, ficando evidente
que, para o meio basal rico em nutrientes, a bactéria consumiu primeiramente e preferencialmente,
as fontes de carbono do meio basal em rela¢do aos XOS, ;. Além disso, enquanto a bactéria consome
gradualmente os oligdbmeros ao longo do tempo no meio CX, para o meio DX, o consumo ¢ feito
bruscamente durante a primeira hora, o qual se correlaciona com o maximo crescimento apds 2 horas de
ensaio, como apresentado na Figura 3.

Muitos trabalhos afirmam que a inibigdo de bactérias patogénicas por bactérias probidticas esteja
relacionada com produgédo de acidos metabolicos, como os acidos graxos de cadeias curtas, que impedem
o crescimento dos microrganismos nocivos por competi¢do, provocando uma queda caracteristica no pH
do meio®*®. Entretanto, neste estudo, foi observado o aumento do pH de 7,2 para 8,5 no meio CX, e de 7,2
para 7,9 para o meio DX, apds as 6 horas de ensaio.

Além da glicose, os microrganismos também sao capazes de catabolizar outros carboidratos,
lipideos e proteinas para a producao de energia. Entre eles, as proteinas sao formadas por unidades de
grupos carboxilas de um aminodacido que se conectam, através das ligagcdes peptidicas, com o grupo amina
de outro aminoacido subsequente, sendo 6timas fontes tanto de carbono quanto de nitrogénio®. Em meios
complexos compostos por extratos de carne, extrato de leveduras e peptonas, formados principalmente
por proteinas, o pH tende a aumentar devido a formag¢iao de ions amoénio (NH,") em solu¢do a partir
da liberagao do grupo amina dos aminodcidos. Para que a bactéria consiga catabolizar as proteinas,
primeiramente, enzimas sdo excretadas para decompor as macromoléculas em aminoacidos. Em seguida,
estas sdo convertidas em moléculas aceitas pelo ciclo de Krebs. Um dos mecanismos envolvidos nesta

A) Meio CX B) Meio DX

mOh m1h m2h ®3h =6h Oh m1h m2h m3h mGh
03 0,4

0,35 z
025
03
0.2
025

0,1s%

Concentragdo X0S2-2(g/L)
=

Concentracio X052-2 (g/L)

0,05

0
X2 X3 X2 X3

Figura 3. Perfil de consumo de xilobiose (X2) e xilotriose (X3) do hidrolisado durante 6 horas de fermenta¢do da bactéria
Staphylococcus xylosus para os meios A) CX (caldo nutriente com 0,47 g/L de X2+X3) e B) DX (caldo nutriente diluido 4x com
0,64 g/L de X2+X3)
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segunda etapa ¢ a desaminagdo, em que o grupo amina é removido do aminodacido para que somente o
hidrocarboneto entre no ciclo. Por esta razdo, também se nota que o pH do meio CX, o qual possui maiores
concentragdes dos nutrientes complexos, aumenta mais do que o do meio DX.

Para investigar o efeito probiotico da bactéria S. xylosus em pele através de mecanismos de excrec¢ao
de moléculas antimicrobianas acidas para combater espécies patogénicas, mais pesquisas seriam necessarias
em meios menos complexos. Entretanto, Leroy et al”’ observaram que cepas dessa bactéria conseguiram
inibir ou reduzir a formagdo de biofilmes pela espécie Staphylococcus aureus, bactéria patogénica da pele
responsavel por infecgdes hospitalares, a partir da excrecao de peptideos antimicrobianos. Neste presente
estudo, os resultados de crescimento celular e consumo de X2 e X3 indicaram que os XOS do licor obtido
dos residuos de eucalipto apresentaram potencial prebidtico para a bactéria em questdo, embora sua

aplicagdo topica ainda seja insuficientemente investigada.

A integracdo entre a destoxificagdo por adsor¢ao de carvao ativado e a hidrélise enzimatica aplicada
no LBy, de residuos de eucalipto formou um licor rico em xilobiose e xilotriose com baixas concentragdes
de compostos inibidores. Apesar da carboniza¢ao do carvao ativado granulado (Cg ,) gerar um material
eficaz para a remogao dos compostos propostos, a adsor¢do com o C,, foi empregada para obtengdo do LD,
pois além de evitar tratamentos prévios adicionais, adsorveu ligeiramente mais efetivamente os inibidores
e gerou menores perdas de XOS na fase liquida. Os ensaios de crescimento da S. xylosus mostraram que,
apesar da bactéria consumir, preferencialmente e primeiramente, as fontes de carbono do meio basal,
na escassez dos mesmos, a bactéria se mostrou habil em consumir XOS, ,, pela maior acessibilidade dos
oligossacarideos no meio, e apresentou maximo crescimento evidenciando os XOS, ; como bons candidatos
para estimulagdo da bactéria S. xylosus. Esse estudo também propde uma abordagem sustentavel que
incentiva o uso de biomassas lignoceluldsicas como fonte de potenciais ingredientes prebidticos com valor

agregado e prestigiados pelas industrias farmacéuticas e cosméticas.
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