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Resumo

A atividade agricola e agroindustrial gera uma grande quantidade de
subprodutos, entre eles, residuos lignocelulésicos. Entre os componentes destes
residuos estdo as xilanas, polissacarideos formados por uma cadeia principal
composta por unidades de xilose, que fazem parte do grupo das hemiceluloses. A
hidrélise desses polissacarideos da origem aos xilo-oligossacarideos (XOS),
compostos por 2 a 7 unidades de xilose e sdo oligossacarideos nao digeriveis
(NDO) por vertebrados, devido as ligagdes B-(1—4) presentes entre os agucares.
Quando ingeridos, chegam ao intestino de forma integra e podem ser utilizados
como substratos pelas bactérias que o colonizam. O potencial prebidtico dos
XOS, ou seja, o potencial de ser usado seletivamente por bactérias benéficas,
vém sendo estudado nas ultimas décadas e estes oligossacarideos ja sao usados
como ingredientes em alimentos voltados para saude intestinal no Japao desde a
década de 90. O interesse pelo consumo de prebidticos e alimentos contendo
prebidticos como ingredientes, considerados alimentos funcionais, vém crescendo
principalmente devido a conscientizacdo dos consumidores sobre a relagdo entre
saude, bem estar e alimentacdo. XOS possuem a vantagem de poder ser
produzido utilizando residuos, que sdo uma matéria prima abundante e de baixo
custo. Podem ser produzidos pela auto-hidrélise da biomassa, hidrélise acida ou
hidrélise enzimética. A hidrélise enzimatica apresenta vantagens, como a
especificidade e a operacdo em condicdbes brandas. Antes da biomassa
lignocelulésica ser submetida a hidrélise por enzimas xilanoliticas, em geral, é
realizado um pré-tratamento para facilitar o acesso das enzimas e tornar o
processo mais eficiente. No caso da producdo de XOS a partir de residuos
agricolas, o pré-tratamento mais usado é o quimico, que pode ser alcalino ou
acido. A escolha do residuo, que deve ser preferencialmente rico em xilana, as
condi¢cdes empregadas no pré-tratamento deste residuo e na hidrolise enzimatica,
sdo fatores importantes que influenciam na quantidade de XOS obtidos no

processo.
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1 Introducéao

A atividade agricola e agroindustrial € uma das principais bases da economia do
Brasil e 0 pais se destaca mundialmente nesse setor, tendo uma grande area cultivavel
de gréos, cereais, frutas e cana-de-acucar (SOCCOL; FRANCA; REZENDE, 2016).
Essas atividades geram uma grande quantidade de subprodutos, entre eles, residuos
da colheita e do processamento. Esses residuos representam uma fonte de biomassa
lignocelulésica abundante e de baixo custo, muitas vezes subutilizada, sendo em
alguns casos aproveitada como alimentacdo animal e na geracdo de energia
termoelétrica e em outros, queimados ou deixados para decompor no campo
(FERREIRA-LEITAO et al., 2010; MASSOLA; MAZIERO, 2017). Quando queimados
em locais inadequados, poluem o ar e as sobras do processo de queima podem
contaminar o solo e a agua (BENTO; CASARIL, 2012).

Além dos possiveis problemas ambientas, o0 ndo aproveitamento desses materiais
representa um desperdicio de matéria prima e energia. Empregando as tecnologias
adequadas, essa biomassa residual tem potencial para ser usada na producédo de uma
grande variedade de produtos biotecnoldgicos, como por exemplo, biocombustiveis,
enzimas, acidos organicos e intermediarios para sintese de outros produtos (PEREIRA
et al., 2012; SOCCOL; FRANCA; REZENDE, 2016). Entre os produtos que podem ser
produzidos com base nesses materiais encontram-se os Xxilo-oligossacarideos (XOS),
oligbmeros de xilose com potencial prebidtico, que podem ser aplicados como
ingredientes em alimentos funcionais (AACHARY; PRAPULLA, 2011; SAMANTA et al.,
2015a; VAZQUEZ et al., 2000).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho serd realizar uma revisdo da
literatura cientifica abordando os XOS e sua producdo a partir da biomassa
lignocelulésica. Entre os objetivos especificos, serdo abordados na referida revisao os

segu intes assuntos:

e Os componentes da biomassa lignocelulésica, em especial as xilanas, que
dao origem aos XOS, e os residuos lignoceluldsicos (focando em residuos
relacionados as culturas agricolas mais produzidas no estado do Rio Grande
do Sul);



Os XOS e suas propriedades, seu potencial como prebiético e uso como

ingrediente em alimentos funcionais;

Formas de producdo dos XOS, em especial a producdo pelo meétodo
enzimatico; as enzimas envolvidas nesse processo e como sao produzidas,
0s pré-tratamentos que podem ser empregados nos residuos antes da

hidrolise para produzir os XOS e a hidrélise enzimatica em si.



2 Biomassa Lignoceluldsica

O termo biomassa lignocelulésica compreende o material de origem vegetal
composto principalmente por celulose, hemiceluloses e lignina (SOCCOL; FRANCA;
REZENDE, 2016). Esses compostos constituem a parede celular das plantas e as
propor¢cdes em que sdo encontrados podem variar de acordo com a espécie, tecido e
estagio de desenvolvimento (PAULY; KEEGSTRA, 2010). Formam uma matriz
complexa e recalcitrante, que evoluiu para resistir a degradacdo (ISIKGOR; BECER,
2015). A Figura 2.1 mostra uma representacdo da estrutura espacial formada na

parede celular vegetal.
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Figura 2.1: Representacéo do arranjo espacial da celulose, hemiceluloses e lignina na parede
celular (U.S. DEPARTMENT OF ENERGY OFFICE OF SCIENCE, 2007)
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A celulose é o principal componente da biomassa lignoceluldsica (30 a 50%) e
também o material polimérico mais abundante na natureza; é um polissacarideo linear
composto por unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas 3-(1—4) (SOCCOL,;
FRANCA; REZENDE, 2016; ZHANG et al., 2013).

A lignina € um polimero aromatico formado por estruturas fendlicas: alcool p-
cumarilico, éalcool coniferilico, alcool sinapilico e seus derivados. E um complexo
altamente recalcitrante a degradacao quimica e bioldgica e representa cerca de 10 a
30% da biomassa lignocelulésica (SILVA, 2014; SOCCOL; FRANCA; REZENDE,
2016).

As hemiceluloses sdo um grupo heterogéneo de polissacarideos e compbe em

torno de 15 a 35% da biomassa lignocelulésica; sdo compostas por polimeros de



acucares de 5 carbonos (xilose e arabinose), e de 6 carbonos (galactose, glicose,
frutose e manose) (SCHELLER; ULVSKQOV, 2010; SOCCOL; FRANCA; REZENDE,
2016). A maior parte das hemiceluloses sdo heteropolisscarideos, e sdo nomeadas
(apesar da presenca de outros substituintes) com base nos aglcares mais comuns no
polimero (xilanas, glicomananas e xiloglicanas, por exemplo) (LINARES-PASTEN;
ARONSSON; KARLSSON, 2018; STEPHEN, 1983).

2.1 Xilanas

As xilanas, principais componentes da hemicelulose, sdo polissacarideos com uma
cadeia principal composta por unidades de D-xilopiranose (D-xilose) unidas por
ligacoes B-(1—4) em plantas terrestres, com grau de polimerizagao (GP) variando entre
150 e 200. Além da xilose, as xilanas podem conter, dependendo de sua origem
biologica, substituintes como arabinose (Araf), acido glicurénico (MeGIcA e GIcA) e
grupos metil ou acetil (CHAKDAR et al., 2016; SAHA, 2003; SAMANTA et al., 2015a).
Os xilo-oligossacarideos (XOS) sao produtos da hidrolise desses polissacarideos.

Na parede celular, a celulose, hemicelulose e lignina interagem através de ligacdes
covalente e ndo-covalentes, sendo a xilana encontrada na interface entre a lignina e a
celulose, onde acredita-se ser importante para a coesao das fibras e para a integridade
da parede (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

As xilanas podem ser divididas em 6 subgrupos: homoxilanas, glicuronoxilanas,
arabinoglicuronoxilanas, arabinoxilanas, glicuronoarabinoxilanas e heteroxilanas.

As homoxilanas sé@o polimeros lineares muito pouco substituidos formados por
unidades de xilose unidas por ligagdes B-(1—3), B-(1—4) ou mistas B-(1—3, 1—-4).
Homoxilanas com ligacbes B-(1—3) sdao encontradas em algas marinhas verdes e
vermelhas; homoxilanas com ligacboes B-(1—4) e com ligagdes mistas foram isoladas
em casos muito raros em plantas terrestres (EBRINGEROVA, 2006).

As glicuronoxilanas (GX) possuem substituintes de acido 4-O-metil-a-D-glicurénico
(MeGlcA) elou acido 2-O-a-D-glicurdnico (GlcA) ligados na posigdo 2 de xiloses da
cadeia principal (Figura 2.2). GX representam entre 15 a 30% em massa seca das
madeiras duras e sdo o0s polissacarideos nao-celulésicos dominantes nas paredes
celulares secundarias de dicotiledéneas (como a soja, o feijao e o amendoim, por

exemplo). Em geral, contém entre 3,5 a 7 grupos acetil a cada 10 unidades de xilose



(GIRIO et al., 2010). A proporcdo molar MeGlIcA:Xilose varia entre 1:4 e 1:16, sendo
em média 1:10 (EBRINGEROVA, 2006; SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
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Figura 2.2: Estrutura quimica da glicuronoxilana (GX) (Adaptado de EBRINGEROVA, 2006)

As arabinoglicuronoxilanas (AGX) possuem uma estrutura muito parecida com as
GX, contendo substituintes MeGIcA e GIcA, mas também unidades de a-L-
arabinofuranosil (Araf) ligadas ao carbono 3 das unidades de xilose da cadeia principal
(Figura 2.3). Séo tipicas de madeiras macias (de coniferas, por exemplo) e de tecidos
lignificados de gramineas e plantas anuais (culturas agricolas) (EBRINGEROVA;
HEINZE, 2000). A raz&o tipica Araf:MeGIcA:Xilose é de 1:2:8 (GIRIO et al., 2010)
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Figura 2.3: Estrutura quimica da arabinoglicuronoxilana (AGX) (Adaptado de EBRINGEROVA, 2006)

As arabinoxilanas (AX) sdo as principais xilanas presentes em graos de cereais e
possuem unidades de xilose monossubstituidas com a-L-arabinofuranosil (Araf) nas
posicdes 2 ou 3 ou dissubstituidas em ambas posicoes (Figura 2.4). Também podem
estar presentes grupos acetil como substituintes (EBRINGEROVA, 2006; GIRIO et al.,
2010; SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Uma caracteristica importante das AX de
gramineas e outras monocotileddneas, é a presenca de algumas cadeias laterais de
Araf carregando ésteres de acido ferulico (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
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Figura 2.4: Estrutura quimica da arabinoxilana (AX) (Adaptado de EBRINGEROVA, 2006)

As glicuronoarabinoxilanas (GAX) sdo as hemiceluloses dominantes em tecidos
lignificados de gramineas e cereais (como palhas, hastes, caule, talos e pericarpo
externo de grdos). GAX isolados de diferentes vegetais mostraram variacdes
consideraveis nas propor¢cdes MeGIcA:Xilose:Araf de 3-9:10:1-10. Em contraste com as
AGX, mencionadas anteriormente, as GAX possuem também xiloses dissubstituidas
por unidades de Araf (Figura 2.5) (EBRINGEROVA, 2006).
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Figura 2.5: Estrutura quimica da glicuronoarabinoxilana (AGX) (Adaptado de EBRINGEROVA, 2006)

As heteroxilanas (HX) sdo o grupo mais diverso estruturalmente e ja foram isolados
de cereais, sementes e mucilagens. Possuem a cadeia principal de B-(1—4)-D-
xilopiranose bastante substituida, com uma variedade de ramificagdes de sacarideos e
oligossacarideos contendo unidades de xilose, arabinose (Araf) e galactose, além de
ésteres de &cido ferdlico (EBRINGEROVA, 2006; EBRINGEROVA; HEINZE, 2000).



2.2 Residuos agricolas

Os residuos agricolas podem ser divididos em duas categorias: os residuos de
colheita e os residuos agroindustriais. A primeira categoria engloba os restos de
plantas que permanecem no campo apos a colheita; ja os residuos agroindustriais sao
aqueles gerados durante o processamento de produtos agricolas (LIM et al., 2012).
Estes residuos de colheita e agroindustriais incluem materiais como palhas, cascas,
caules, folhas, sementes, bagacos, graos e restos de legumes e cereais. Sao residuos
gerados em grandes quantidades durante todo o ano e sdo o recurso renovavel mais
abundante do planeta (TANDON, 2015). Grande parte dos residuos gerados nas
atividades agricolas e agroindustriais sdo compostos principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina, sendo considerados como biomassa lignocelulosica.

O Rio Grande do Sul, tradicionalmente, apresenta-se como um estado que se
destaca pela sua producdo agricola e pecuaria. Segundo a FEE, Fundacdo de
Economia e Estatistica Siegfried Emanuel Heuser, a soja, o arroz e o milho constituem
as principais culturas agricolas praticadas no estado em termos de &rea plantada e
guantidade produzida. Por esse motivo, residuos lignocelulésicos associados a colheita

e processamento desses produtos serdo abordados neste trabalho.

2.2.1 Arroz

O arroz, graminea do género Oryza, € um dos alimentos mais importantes para a
nutricio humana, sendo a base alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas. E o
terceiro cereal mais produzido no mundo, perdendo apenas para o trigo e o milho
(BINOD et al., 2010; SOCIEDADE SUL-BRASILEIRA DE ARROZ IRRIGADO, 2016).

A Asia concentra cerca de 90% da producéo do grdo. O continente americano é
responsavel por 5% da produ¢do mundial, sendo o segundo maior produtor. Deste, 0
Brasil € o maior produtor e entre os estados brasileiros, o Rio Grande do Sul se
destaca na producgdo de arroz em casca, sendo responsavel por mais de 50% do total
nacional (8,73 milhdes de toneladas na safra 2016/2017) (CONAB, 2018; FERREIRA-
LEITAO et al., 2010; IRGA, 2018; SPGG, 2016a).

ApoOs ser colhido, seco e limpo, o arroz € encaminhado para inddstrias de

beneficiamento onde € descascado. As cascas, que cobrem e protegem os graos,



correspondem de 20 a 33% do peso do grao com casca. Esse residuo ndo é usado na
alimentacdo animal pelo baixo valor nutritivo e elevado teor de silica e também possui
baixo valor comercial (CARVALHO, 1992; RAMBO, 2013).

A palha do arroz € um residuo lignocelulésico da colheita deste cereal. A cada 1 kg
de arroz com casca colhido, entre 0,41 e 3,96 kg de palha sédo produzidos. Em
contraste com a casca de arroz que é obtida durante o processamento do grdo, a
obtencdo da palha para aproveitamento é mais dificil e varios aspectos logisticos
devem ser considerados, como o0 manuseio e coleta no campo (DELIVAND; BARZ;
GHEEWALA, 2011; LIM et al., 2012).

2.2.2 Soja

A soja (Glycine max) é a principal oleaginosa cultivada no mundo. O gréo € muito
versatil, da origem a produtos e subprodutos muito usados pela agroindustria, industria
quimica e de alimentos (ARRIEL et al., 2014; EMBRAPA, [s.d.]).

O continente americano é responsavel por cerca de 88% de toda soja produzida no
mundo; entre os paises, o Brasil € o segundo maior produtor de soja e produz
aproximadamente 28% do total mundial. Dos estados brasileiros, o Rio Grande do Sul
€ o terceiro maior produtor de soja em grao (18,7 milhdes de toneladas produzidas na
safra 2016/2017), superado apenas pelo Mato Grosso e Parana. A producdo tem como
destino principal o mercado externo e € o item de maior destaque da pauta de
exportacdes gauchas (CONAB, 2018; SPGG, 2016b).

As cascas do gréo de soja sdo o principal residuo lignocelulésico gerado do seu
processamento e constituem cerca de 8% do gr&o inteiro. E um residuo agroindustrial
de baixo valor agregado, sendo amplamente utilizada como racdo animal, na forma
solta ou peletizada (RAMBO, 2013; ROJAS, 2012).

Outro residuo lignocelulésico relacionado a soja € a palha. Segundo Carvalho
(1992), representa o equivalente a 120 a 150% do peso do gréo produzido.

2.2.3 Milho

O milho (Zea mays) € um cereal versatil, que apresenta uma vasta gama de
utilizagbes, desde o consumo direto, na forma de milho verde, até a producdo de

subprodutos por grandes industrias de areas diversas, como: quimica, farmacéutica,



bebidas e de combustivel. O milho é fonte de energia, proteina, gordura e fibras e é o
cereal mais cultivado nas américas, sendo os Estados Unidos responsavel por quase
metade da producdo mundial. O Brasil € terceiro maior produtor, responsavel por
aproximadamente 8% da producdo mundial (REGITANO-D’ARCE; SPOTO,;
CASTELLUCCI, 2015; SPGG, 2016c).

Segundo a Embrapa, o milho é cultivado praticamente em todo o territdrio nacional;
entre os estados brasileiros, o Rio Grande do Sul € o sexto maior produtor de milho em
grao (6,03 milhdes de toneladas produzidas na safra 2016/2017), superado pelos
estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias, Parana e Mato Grosso (CONAB,
2018; SPGG, 2016c).

O sabugo, parte central da espiga de milho onde os grdos ficam presos, € um
residuo lignocelulésico gerado ap6s o milho ser debulhado e €, em geral, aproveitado
na producdo de racdo animal (AACHARY, 2009). Segundo Carvalho (1992), a
producédo de sabugos corresponde a 22% do peso de graos produzido.

Os residuos da colheita (palha, folhas e colmo) ndo possuem um uso definido e, na
maior parte dos casos, sao deixados no campo (SANTOS, 2014). Segundo Ferreira-

Leitdo et al. (2010), representam o equivalente a 78% do peso de gréaos produzido.

2.2.4 Composicao dos residuos

Para determinar a adequacdo dos residuos agroindustriais e de colheita para
producédo de xilo-oligossacarideos (XOS) é importante estudar a composicdo desses
materiais (OTIENO; AHRING, 2012). Na Tabela 2.1, estdo reunidos os dados
encontrados em diferentes estudos para as quantidades de celulose, hemicelulose e
lignina nos residuos citados anteriormente, e na Tabela 2.2 estdo reunidos os dados
para quantidade de xilana especificamente.

Com base apenas na comparacdo dos dados de composicao, € possivel observar
gue entre os residuos considerados, o que apresenta maior potencial para producao de

XOS é o sabugo de milho, com mais de 30% de sua massa composta por xilanas.
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Tabela 2.1: Composigéo quimica de alguns residuos lignoceluldsicos

Residuo Celulose Hemicelulose Lignina Referéncia
35,62% 11,96% 15,38% (SAHA et al., 2005)
Casca de arroz 33,47% 21,03% 26,70% O ARG 0B
42,2% 18,47% 19,4% (BANERJEE et al., 2009)
e a2 27% 129 | ARNLKERRDoNA
37% 24% 14% (FERREIRA-LEITAO et al., 2010)
39,7% 25,5% 9,1% (CASSALES et al., 2011)
Casca de soja 38,3% 19,5% 6,5% (MENEZES; ROSSI; AYUB, 2017)
35,8% 23,1% 9,1% (ROJAS, 2012)
24,99% 11,91% 17,64% (XU etal., 2007)
Palha de soja
34,09% 16,05% 21,6% (WAN; ZHOU; LI, 2011)
37, 7% 39,6% 7,3% (PEREIRA et al., 2012)
Sabugo de milho 35,4% 26,9% 18,0% (SANTOS, 2014)
33,7 -41,2% 31,9-36% 6,1-15,9% (ISIKGOR; BECER, 2015)
33,5% 24.9% 7,8% (PEREIRA et al., 2012)
Palha de milho 36,7% 34,2% 14,0% (SANTOS, 2014)
35 -39,6% 16,8 — 35% 7-18,4% (ISIKGOR; BECER, 2015)

Tabela 2.2: Quantidade de xilana presente em alguns residuos lignocelulésicos

Residuo Xilana Referéncia
16,2% (FERREIRA-LEITAO et al., 2010)
Casca de arroz
13% (MOON; JEONG; KIM, 2012)
24,5% (OTIENO; AHRING, 2012)
Palha de arroz
20,6% (KARIMI; KHERADMANDINIA; TAHERZADEH, 2006)
Palha de soja 11,43% (WAN; ZHOU; LI, 2011)
35% (TAN et al., 2008)
Sabugo de milho
31,9% (AACHARY, 2009)
18,9% (TEMPLETON et al., 2009)
Palha de milho
23% (MACLELLAN et al., 2017)
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3 Xilo-oligossacarideos

3.1 Definicao e propriedades

Xilo-oligossacarideos (XOS) sédo oligbmeros constituidos de unidades de xilose
(uma aldopentose) unidas por ligagdes B-(1—4), com grau de polimerizagao variando
de 2 a 7. Ocorrem naturalmente em brotos de bambu, frutas, vegetais, leite e mel e
podem ser produzidos em escala industrial a partir de biomassa lignoceluldsica rica em
xilana (SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015; VAZQUEZ et al., 2000).

Na Figura 3.1 esta representada a xilobiose, constituida por duas unidades de

xilose.
OH 0
O OH

Figura 3.1: Xilobiose (Adaptado de EBRINGEROVA, 2006)

XOS séo considerados oligossacarideos nao digeriveis (NDOs) devido ao fato de
gue, quando ingeridos, ndo séo digeridos pelas enzimas secretadas por vertebrados
devido ao tipo de ligagdo presente (B-1,4-xilosidica) e chegam ao intestino
estruturalmente integros (SAMANTA et al.,, 2015a). Por serem associados a efeitos
positivos na microbiota intestinal, sdo considerados prebiéticos emergentes (PINEIRO
et al., 2008).

Dependendo dos tipos de xilanas (abordados no capitulo anterior) presentes no
material lignoceluldsico (MLC) utilizado como matéria prima para obtencdo de XOS e
do processo e condicfes utilizadas na producédo, estes podem manter as ramificacoes
do substrato, unidades de arabinose, grupos acetil, metil e 4cido glicurdnico, que por
sua vez, podem influenciar na fermentabilidade e conferir algum efeito biol6gico além
do efeito prebidtico (MAKELAINEN; JUNTUNEN; HASSELWANDER, 2009; VAZQUEZ
et al., 2000). Em um estudo recente, XOS produzidos a partir de glicuronoxilanas
mostraram ter alta atividade antioxidante, aparentemente associada a ramificacdes do
tipo MeGIcA (VALLS et al., 2018). Também ja foi relatado, por exemplo, que a ingestao
de XOS contendo acido glicurénico como ramificacdo preveniu a formacéo de lesdes

tipo dermatite atépica na pele de ratos (OHBUCHI et al., 2010) e apresentaram efeitos
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inibitérios sob gastrite inflamatdria induzida por estresse de ratos (YOSHINO; HIGASHI,
KOGA, 2006).

3.2 XOS como ingredientes alimentares

321 Potencial prebiotico e beneficios a saude

O termo prebiotico foi definido pela primeira vez por Gibson e Roberforid (1995)
como um ingrediente alimentar que afeta beneficamente o hospedeiro, estimulando
seletivamente o crescimento e/ou atividade de um ou de um numero limitado de
bactérias ja residentes no colon. Este conceito sofreu diversas atualizagbes ao longo
do tempo, acompanhando o desenvolvimento cientifico e novas descobertas na area.
Mais recentemente, em 2016, um painel de especialistas em microbiologia, nutricdo e
pesquisa clinica foi convocado pela Associacdo Cientifica Internacional para
Probidticos e Prebidticos para revisar a definicho e o escopo dos prebiodticos. A
definicdo do termo foi entdo atualizada para “um substrato que é seletivamente
utilizado por microrganismos do hospedeiro conferindo um beneficio a saude” (GIBSON
et al., 2017).

A microbiota intestinal € composta por diversos tipos de bactérias e tem um papel
importante na saude e bem-estar do hospedeiro. De uma forma geral, os efeitos
positivos dos prebidticos nos individuos que 0s consomem sdo provocados
indiretamente, com base na estimulacdo das bactérias benéficas presentes no
organismo (WANG, 2009). O estimulo destas bactérias, principalmente dos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus, tem o potencial de protecdo contra microrganismos
patogénicos, prevenindo e diminuindo a duracdo e seriedade de infecgbes
gastrointestinais, reforco da funcdo de barreira do epitélio e estimulo da imunidade
(CHARALAMPOPOULOS; RASTALL, 2012; ROBERFROID et al., 2010). Prebidticos
também vém sendo associados ao aumento na absor¢cdo de minerais, particularmente
célcio, e na diminuicdo de alergias (CARLSON et al., 2018; ROBERFROID et al.,
2010).

Experimentos in vitro mostram o potencial dos XOS de melhorar a microbiota
intestinal, j& que influenciam positivamente o crescimento de bactérias benéficas,
particularmente algumas espécies do género Bifidobacterium (MANISSERI; GUDIPATI,
2012; MOURA et al., 2007; SAMANTA et al., 2012). O efeito bifidogénico dos XOS
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também foi observado em estudos em ratos e camundongos (MAKELAINEN;
JUNTUNEN; HASSELWANDER, 2009).

Dados de experimentos com humanos sao limitados e poucos estudos foram
publicados (AACHARY; PRAPULLA, 2011; MAKELAINEN; JUNTUNEN;
HASSELWANDER, 2009); Okazaki et al. (1990a) estudaram o efeito da ingestdo de 5 g
de XOS diariamente por 3 semanas em homens saudaveis e relataram um aumento
significativo na quantidade de bifidobactérias em amostras fecais; outro estudo dos
mesmos pesquisadores mostrou que um aumento também foi observado nas amostras
de fezes de individuos que consumiram doses menores, de 1g e 2g diarias (OKAZAKI,
FUJIKAWA; MATSUMOTO, 1990a). Em um estudo com mulheres que sofriam de
constipacao, lino et al. (1997) relataram que com a dose diaria de 0,4g de XOS por 4
semanas foi constatado um aumento na frequéncia de evacuacgcOes e aumento de
bifidobactérias em amostras fecais j& na segunda semana de ingestdo. Chung et al.
(2007) realizaram um estudo com individuos idosos saudaveis e o efeito da
suplementacao diaria com 4g de XOS durante 3 semanas foi avaliada; de forma similar
aos outros estudos comentados, este também mostrou como resultado o amento na
populacdo de bifidobactérias, além de aumento do teor de umidade fecal, e ndo foram
observados efeitos adversos no estado nutricional dos idosos. Mais recentemente,
Finegold et al. (2014) realizaram um estudo com adultos saudaveis com ingestdo de
doses de 2,8g e 1,49 de XOS diarias. Os resultados mostraram aumento nas
contagens das bactérias do género Bifidobacterium e nenhum efeito colateral foi
observado, mostrando que a ingestdo de XOS pode trazer beneficios a microbiota
gastrointestinal, sendo mais efetivo na dose de 2,8¢.

Outra informacéo relevante € que os estudos presentes na literatura cientifica
relatam que a ingestdo de XOS mostra efeitos positivos em doses mais baixas em
comparacao com outros prebidticos: a dose minima de fruto-oligossacarideos (FOS)
gue causa efeito bifidogénico significativo é de 10 a 20g diarias e de galacto-
oligossacarideos (GOS) é de 10g diarias (BOUHNIK et al., 1999; FINEGOLD et al.,
2014; ITO et al., 1990).
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322 Aplicacdo em alimentos funcionais

A aplicagdo mais importante dos XOS em termos de demanda atual e potencial no
mercado € a de ingrediente em alimentos funcionais (AACHARY; PRAPULLA, 2011).

O conceito de alimentos funcionais surgiu no Japdo no final dos anos 1980 e é
usado para descrever alimentos contendo ingredientes com a capacidade de conferir
beneficios a saude e reduzir o risco de doencas (ASHWELL, 2002; STANTON et al.,
2001). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define como
alimentos funcionais aqueles que produzem efeitos metabdlicos ou fisioldgicos através
da atuacdo de um nutriente ou ndo nutriente no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e em outras funcées normais do organismo humano. Ainda segundo a
ANVISA, para um alimento veicular alega¢cdes de propriedades funcionais, este deve
atender diretrizes que visam a seguranca do alimento e a comprovacao cientifica do
efeito alegado. As alegacdes de propriedade funcional sdo regulamentadas pela
Resolucdo n.18/1999 e pela Resolucao n.19/1999 (BRASIL, 2016).

Entre as alegacdes de propriedade funcional aprovadas pela ANVISA nao existe
uma categoria especifica para prebidticos, apenas uma categoria para fibras
alimentares. Fibra alimentar € definida como qualquer material comestivel que ndo seja
hidrolisado pelas enzimas enddgenas do trato digestivo humano (BRASIL, 2003) e,
apesar de todos prebiodticos serem fibras alimentares, nem toda fibra alimentar é um
prebidtico (SLAVIN, 2013).

Além do potencial prebiético, os XOS também tém caracteristicas tecnoldgicas
favoraveis para aplicacdo em alimentos, como estabilidade em uma ampla faixa de pH
(2,5 a 8,00 e em altas temperaturas, sendo mais resistentes ao processo de
pasteurizacdo que outros oligossacarideos nao digeriveis (fruto-oligossacarideos
(FOS), por exemplo) (KOCABAS; OZBEN, 2014; SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015;
WANG et al., 2009). XOS podem ser usados como adocantes em alimentos de baixa
caloria e para consumo de individuos com diabetes (NABARLAZT; FARRIOL;
MONTANE, 2004; VAZQUEZ et al., 2000). A xilobiose possui sabor doce equivalente a
30% da sacarose e XOS com outros graus de polimerizagdo possuem dogura
moderada e n#do apresentam off-taste (VAZQUEZ et al., 2000). XOS n&do s&o
cariogénicos por ndao serem utilizados pela microbiota oral (CARVALHO et al., 2013;
VAZQUEZ et al., 2000).
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XOS nédo sdo mutagénicos, ndo apresentam toxicidade aguda e sua seguranca foi
confirmada também em um estudo de toxicidade subcronica de 90 dias com ratos
(MAKELAINEN; JUNTUNEN; HASSELWANDER, 2009). A dose maxima de ingest&o
gue ndo causa sintomas gastrointestinais, como diarreia, é de 0,12g/kg de massa
corporal (OKU; NAKAMURA, 2002; SAMANTA et al., 2015a). No Japéo, onde os XOS
sdo considerados ingrediente funcional aprovado, a dose recomendada é de 1 a 3g
diarias (MAKELAINEN; JUNTUNEN; HASSELWANDER, 2009).

XOS com grau de polimerizacdo (GP) entre 2 e 5 sédo preferiveis em alimentos
funcionais devido a melhor utilizacdo por microrganismos probidticos. XOS com GP de
2 e 3 apresentam cinética de fermentacdo mais rapida e promovem um ambiente
intestinal mais favoravel (GULLON; SALAZAR, 2011; UCKUN KIRAN; AKPINAR;
BAKIR, 2013).

3.23 Alimentos funcionais contendo XOS e estudos recentes

O mercado japonés foi pioneiro na incorporacdo de XOS em alimentos (STANTON
et al., 2001; VAZQUEZ et al., 2000). O primeiro produto simbiético, que contém
prebidticos e probidticos, foi langcado em 1993 pela empresa Suntory; “Bikkle” € uma
bebida lactea que contém, entre outros ingredientes, bifidobactérias e xilo-
oligossacarideos e se tornou bastante popular no Japéo.

Segundo Vazquez et al. (2000), no ano 2000 no Japdo, haviam 60 empresas
utilizando XOS em 100 produtos, varios deles sendo classificados como FOSHU
(Foods for Specified Health Uses). A categoria FOSHU foi criada em 1991 para
englobar alimentos que contém ingredientes com funcdes benéficas a saude e com
efeitos fisiologicos comprovados (STANTON et al., 2001). Para um alimento ser
comercializado como FOSHU, a seguranca e eficacia deste devem ser avaliadas e
deve ser aprovado pelo Ministério da Saude, Trabalho e Bem-estar do Japao
(YAMADA et al., 2008).

E possivel encontrar alguns estudos recentes que analisam a incorporacéo de XOS
em produtos alimenticios como iogurte (MUMTAZ et al., 2008; PENKSZA et al., 2018),
alméndegas chinesas (WU; LIN, 2011) e biscoitos (AYYAPPAN et al., 2016). Ferréo et
al. (2018) investigaram a adicdo de XOS em produto de queijo processado tipico do

Brasil, o requeijao cremoso. Produtos desse tipo apresentam altos niveis de gordura e
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sédio e quando esses teores sdo reduzidos, o resultado sdo produtos com menor
cremosidade, espalhabilidade e aceitacdo. Alguns prebidticos podem ser usados como
substitutos de gordura por mimetizarem propriedades organolépticas e fisicas desses
lipideos (FERRAO et al., 2016). No estudo citado, foi relatado que a adicdo de XOS
resultou no aumento da viscosidade aparente, elasticidade e firmeza do produto,
resultando em um requeijao reduzido no teor de gordura semelhante ao requeijao full-
fat. Quando adicionado junto com extrato de levedura (como real¢cador de sabor), foi
observado um efeito sinérgico que proporcionou melhorias nas propriedades
reoldgicas, fisico-quimicas e nas caracteristicas sensoriais. No geral, foi possivel obter
um requeijao cremoso com reducéo de 50% no teor de sodio, 80% no teor de gordura,
com potencial prebidtico e com caracteristicas similares ao produto convencional (full-
fat e sem reducado de sédio) pela adicdo de 3% (m/m) de XOS e 1% (m/m) de extrato
de levedura (FERRAO et al., 2018).

324 Informacdes de mercado e aspectos econémicos

O mercado mundial de alimentos funcionais vem crescendo rapidamente,
principalmente devido a conscientizacdo dos consumidores sobre a relagdo entre
salde, bem estar e alimentacdo e ao interesse dos fabricantes no aumento do valor
agregado causado pela adicdo de ingredientes funcionais (AACHARY, 2009). Esse
crescimento também é estimulado por inovacdes tecnolégicas e desenvolvimento de
novos produtos (OTIENO; AHRING, 2012).

O mercado de alimentos funcionais é bastante dindmico. De acordo com uma
pesquisa da empresa Euromonitor, provedora global de inteligéncia estratégica de
mercado, de 2007, os paises que se destacam nesse ramo sdo o Japao, os Estados
Unidos e alguns paises da Europa (Reino Unido, Alemanha, Franca e Itélia) (FAO,
2007). A América Latina é considerada como um mercado emergente. Segundo dados
de levantamentos mais recentes (2017) também da Euromonitor, o Brasil € o quinto
maior mercado de alimentos e bebidas saudaveis (onde estdo incluidos alimentos
funcionais) e esse mercado ainda deve crescer 20% nos proximos 5 anos
(EUROMONITOR, 2017a, 2017b, 2018).

XOS sdo predominantemente usados na Asia (Jap&do, China, Coréia do Sul,

Vietnam e Taiwan). Entre 1997 e 2009, 32 produtos foram lancados contendo XOS
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como ingredientes, sendo 38% suplementos alimentares, 25% laticinios, 16% doces,
13% bebidas ndo alcodlicas e o restante composto por alimentos para bebés e sopas.
O Japao foi responsavel por mais da metade dos produtos lancados no periodo citado
(MAKELAINEN; JUNTUNEN; HASSELWANDER, 2009).

Segundo publicado pela empresa de pesquisa de mercado chinesa QY Research
Reports em 2017, os principais produtores de XOS sdo empresas chinesas (Shandong
Longlive Biotechnology, Kangwei, HFsugar, Henan Shengtai, ShunTian). Ainda
segundo essa mesma fonte, o mercado global de XOS foi avaliado em 88,09 milhdes
de dolares em 2016, e deve chegar a 119,62 milhdes de dolares até o final de 2022,
crescendo a um CAGR (Compound Annual Growth Rate, ou taxa composta anual de
crescimento) de 5,23% entre 2016 e 2022 (QY RESEARCH REPORTS, 2017).

XOS estéo disponiveis no mercado em diferentes formas (além de em alimentos
funcionais): em capsulas, em p6 (concentracdes: >95% XOS, >35% XOS, >20% XOS)
e na forma de xarope (AACHARY, 2009). Nos Estados Unidos, a empresa AIDP Inc.
(City of Industry, CA) comercializa o produto PreticX™, composto por XOS produzidos
pela Life Bridge International (Riverside, CA) a partir de sabugo de milho, nas formas
PreticX™ 70% com maltodextrina e PreticX™ 95%, indicado para uso em capsulas e
tabletes e também na forma PreticX™ liquido, indicado para uso em alimentos e
bebidas funcionais (AIDP INC, 2015a, 2015b). E possivel encontrar suplementos
alimentares no mercado americano que utilizam esse produto em sua COmpoSiCao
(PureLean® Fiber da empresa Pure Encapsulations, XOS+GOS da Jarrow Formulas e
Prebiotic Powder XOS da Protocol For Life Balance®). Nao foi possivel encontrar
informag@es sobre alimentos que utilizem o PreticX™ como ingrediente.

Singh, Banerjee e Arora (2015) realizaram uma pesquisa com fornecedores e
relataram que o valor de venda de XOS varia entre 1 e 200US$/kg, dependendo do
nivel de pureza, que é mais alto em comparacdo com outros oligossacarideos como 0s
fruto-oligossacarideos (1 a 20US$/kg), galacto-oligossacarideos (5 a 100US$/kg) e
inulina (10 a 100US$/kg). Taniguchi (2004) apresenta dados sobre todos os
oligossacarideos produzidos no Japao, onde os XOS produzidos pela empresa Suntory
Limited, apresentam uma producao anual de 650 toneladas e preco de venda de 2500
ienes/kg (aproximadamente 22US$/kg). Dos 13 oligossacarideos comparados, os XOS

apresentavam o preco de venda mais alto.
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4 Processo de producéao

XOS podem ser produzidos a partir de biomassa lignocelulésica rica em xilana por
auto-hidrolise, combinacdo de pré-tratamento basico seguido por hidrélise éacida,
hidrolise enzimatica direta ou por combinacdo de pré-tratamento acido ou basico
seguido por hidrélise enzimatica (AKPINAR et al.,, 2010; MOURE et al.,, 2006;
SAMANTA et al., 2015a).

No processo de auto-hidrolise ou hidrotermolise, o material lignocelulésico (MLC)
rico em xilana é colocado em contato com agua e aquecido em equipamento especial
(reator Parr ou autoclave). Quando o material em contato com agua € aquecido, ions
hidrénio, resultantes da auto ionizacdo da &gua, causam a despolimerizacdo das
xilanas (produzindo XOS e xilose) e também a clivagem dos grupos acetil (substituinte
presente nos diferentes tipos de xilana). A clivagem destes grupos resulta na formacgéao
de Aacido acético, que também contribui para a despolimerizacdo (GARROTE;
DOMINGUEZ; PARAJO, 2002; SAMANTA et al., 2015a). Sob condi¢cdes severas de
processamento, a xilose pode ser desidratada produzindo furfural, que pode ainda ser
convertido em outros produtos indesejados (GARROTE; DOMINGUEZ; PARAJO,
2002). A auto-hidrélise tem como resultado duas fracdes: fase liquida rica em
hemicelulose e solidos precipitados, ricos em celulose e lignina (CARVALHO et al.,
2013).

A hidrolise acida pode ser usada para produzir XOS e ocorre de maneira parecida
com a auto-hidrolise, com a clivagem de ligac6es de forma aleatéria, sendo produzida
uma grande quantidade de mondmeros e produtos indesejados. Como a biomassa
lignocelulésica pode apresentar certa resisténcia a hidrolise, um pré-tratamento com
bases pode ser empregado anteriormente para extrair a xilana (AKPINAR et al., 2010).

A producédo de XOS também pode ser realizada pela hidrolise de xilana por enzimas
especificas chamadas xilanases. Devido ao acesso das enzimas, em geral, ser
dificultado pela matriz complexa formada pelos componentes da biomassa
lignocelulésica, a hidrolise enzimatica direta somente é indicada em substratos
suscetiveis, como cascas de frutas citricas (AACHARY; PRAPULLA, 2011; VAZQUEZ
et al., 2000). Em substratos como residuos agricolas, a estratégia mais utilizada é o

emprego de um pré-tratamento quimico para melhorar a acessibilidade e
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degradabilidade da xilana, seguido pela hidrélise enzimatica (ISIKGOR; BECER, 2015;
VAZQUEZ et al., 2000).

Pela reduzida formacéo de produtos de degradacado indesejados, especificidade e
operacdo em condi¢Bes brandas, métodos enziméticos sédo preferiveis para aplicacfes
na industria farmacéutica e na industria de alimentos (AACHARY; PRAPULLA, 2011;
MORAIS; CONTESINI, 2018; QING, QING; HONGJIA, LI; KUMAR, RAJEEV; WYMAN,
2013; SAMANTA et al., 2016). Como o foco deste trabalho é a producao de XOS para
aplicacdo em alimentos, o restante desse capitulo sera voltado para esse método.

Como mencionado, em geral, a producdo de xilo-oligossacarideos pelo método
enzimatico é composta por duas etapas principais: pré-tratamento do substrato seguido
pela hidrolise enzimética para producdo de XOS. Antes do pré-tratamento, o MLC pode
também passar por um processamento fisico (moagem, fragmentacdo ou trituracao)
para reducdo do tamanho das particulas. Esse processamento é recorrente em estudos
da producédo de XOS, e resulta no aumento da area superficial do material e facilita a
transferéncia de massa (BRODEUR et al., 2011). A Figura 4.1 mostra um fluxograma
geral simplificado do processo.

Apbs a hidrélise enzimatica, os XOS obtidos devem ainda passar por uma etapa de
purificagdo antes de poderem ser utilizados. Centrifugacao, floculagéo, troca idnica,
adsorcao em carvao ativado e evaporacao a vacuo sdo alguns dos processos utilizados
nessa etapa, dependendo do nivel de pureza desejado (OTIENO; AHRING, 2012). No
entanto, neste trabalho, a etapa de purificacdo ndo sera estudada.

A Tabela 4.1 contém informacfes sobre estudos que serdo citados como exemplos
nas secdes seguintes e alguns adicionais. Além de informac¢des sobre o processo
empregado, estdo também a concentracao obtida de XOS no meio reacional (Cxos) € 0
rendimento obtido com base na massa de substrato bruto (Rxos/substrato), para os artigos
nos quais esses valores foram informados ou que puderam ser calculados com os
dados fornecidos. Casos onde o rendimento foi calculado com base na massa de
substrato pré-tratado estdo marcados na tabela. Grande parte destes estudos utilizam
0 sabugo de milho, provavelmente por terem uma maior quantidade de xilanas em sua
composicdo que os demais residuos (Tabela 2.2), resultando em rendimentos mais

altos.
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Tabela 4.1: Comparativo de estudos utilizando o método enzimético para producdo de XOS.
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z L S C R -
Substrato Pré-tratamento Hidrélise Enzimética X0s XOsiSubstrato | paferéncia
[mg/mL] [mg/g]
Pré-tratamento alcalino do substrato moido Endo-xilanase nao purificada de Streptomyces 2213 115 (BOONCHUAY et
(KOH 5%, 90°C, 1h) thermovulgaris TISTR1948 (CS 15%, pH 6,2, 54°C,12h) ' al., 2018)
Extracdo alcalina de hemiceluloses do cald imatico b d lidi h hil )
substrato moido (KOH 24%. Tambiente aldo enzimético bruto de Scytalidium thermophilum 456 1721 (KOCABAS;
2ah) ' ' (30U/mL, CS 1%, pH 7, 45°C, 6h) ’ ' OZBEN, 2014)
. . . Endo-xilanase néo purificada de Streptomyces
Pre ”atam(irgzal'%%/';“‘ig&é“tﬁ; alo moido |y ermouigaris TISTR1948 (129,43U/g de substrato, CS . 162,97 B
: : 15%, pH 6,17, 53,8°C, 12h) N

Extracéo alcalina Endo-xilanase parcialmente purificada de Aspergillus 6.73 107.7* (CHAPLA; PANDIT;

(NaOH 1,25 M, 3h, 37°C) foetidus MTCC 4898 (20U, CS 1% (xilana), 45°C, 8 h) ' ' SHAH, 2012)

Sabugo de Sem pré-tratamento (substrato apenas . . . o (AACHARY;
milho moido) Endo-xilanase comercial (Bioxyl P40) (CS 3%, pH 5, 50°C) 2,06 68* PRAPULLA, 2009)

Pré-tratamento alcalino do substrato moido i . . o R * (AACHARY;
(NaOH 2%, Tambiente, 12-15h) Endo-xilanase comercial (Bioxyl P40) (CS 3%, pH 5, 50°C) 5,8 193 PRAPULLA, 2009)

Pré-tratamento acido do substrato moido i . . o R ¥ wx (AACHARY;
(NaOH 2%, Tambiente,12-15h) Endo-xilanase comercial (Bioxyl P40) (CS 3%, pH 5, 50°C) 2,7 90 PRAPULLA, 2009)

Pré-tratamento acido do substrato moido (AACHARY:

(H2S040,1% 60°C,12h) e cozimento (135- | Endo-xilanase comercial (Bioxyl P40) (CS 3%, pH 5, 50°C) 3,7 123* ** y
. PRAPULLA, 2009)

140°C, 30min)
Pré-tratamento alcalino do substrato moido Endo-xilanase néo purificada de A. oryzae MTCC 5154 10.2 340* ** (AACHARY;

(NaOH 2%, Tambiente,12-15h)

(14U/mL, CS 3%, pH 5, 50°C, 14h)

PRAPULLA, 2009)

*Para fins de comparagao, os resultados apresentados nos artigos consultados que nao estavam apresentados no formato “massa de XOS obtida [mg]/massa de substrados [g]”
foram convertidos utilizando os dados informados no proprio artigo.
**Rendimento por grama de substrato pré-tratado.




Continuacado da Tabela 4.1:
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Substrato Pré-tratamento Hidrélise Enzimética Cxos Rxosisusrato | peferancia
[mg/mL] [mg/g]
Pré-tratamento acido do substrato . — .
10 Sabqgo de (H>S04 0,1% 60°C.12h) e cozimento (135- Endo-xilanase de Penicillium coryloprlllum (10U/g de i 235,6+ (YANG et al., 2005)
milho 140°C, 30 min) sabugo amassado, pH 4,5, 50°C, 24h)
1 Sem pré-tratamento (substrato apenas Producao simultanea de xilanase e XOS, Aspergillus ) 17.6 (MENEZES et al.,
moido) brasiliensis BLf1 (FES, 48h) ! 2018a)
12 Sem pré-tratamento (substrato apenas Producéo simultéanea de xilanase e XOS, Aspergillus _ 239 (MENEZES et al.,
moido) nidulans XynC A773 (FES, 48h) ! 2018a)
Casca de
arroz , Extrato enzimético bruto (caldo concentrado) de
13 Sem pre-tratament9 (substrato apenas Aspergillus brasiliensis BLf (1000U/g de xilana, pH 5, - 37,25 (MENEZES etal,
moido) 50°C, 3h) 2018b)
. Extrato enzimatico bruto (caldo concentrado) de
14 Sem pré tratamfnrg?d(os)ubstrato apenas Aspergillus nidulans XynC A773 (1000U/g de xilana, pH 5, - 75,92 (MENZEOZliﬁ)et al.
50°C, 24h)
Palha de Extracdo alcalina do substrato moido Endo-xilanase comercial (Nutrase) (1000U/g de substrato, *
o arroz (NaOH 4%, 85°C, 3h) CS 10%, pH 6.5, 35°C, 6h) - 58 (WANG et al., 2011)
Palha de Pré-tratamento alcalino (NHz 15%, 90°C, Endo-xilanase comercial X2753 (4 g/g de substrato, CS N
o m||h0 12—24h) 5%, pH 5, 50°C, 72h) 8,754 175,1 (ZHU etal., 2006)
17 Xilana} ) Endo-xilanase de Clostridium BOH3 imobilizada em 2374 474 8* éRH':?\IAI\VIGUC();ZQ/IEAI\_TJ
comercial alginato de célcio (20U, CS 5%, pH 5,5, 50°C, 24h) ’ ' YANG, 2016)
5| Xilana ] Endo-xilanase de Clostridium BOH3 (20U, CS 5%, pH 5,5, 33.87 — éRHA;\\}]\lAMGu%%LEALTf;
comercial 50°C, 24h) ' ' YANG, 2016)
19 Sabugo de Pré-tratamento alcalino do substrato Endo-xilanase de S. olivaceoviridis E-86 imobilizada em 7.1* 178,2% ** (Al et al., 2005)

milho

moido (NaOH 2%, Tambiente, overnight)

Eudragit S-100 (600U, CS 4%, pH 6,3, 55°C, 24h)
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41 Pré-tratamento

A hidrélise enzimética de biomassa bruta, sem tratamento prévio, para sintese
de bioprodutos € considerada ndo pratica e ndo viavel a nivel comercial por
alguns autores (OTIENO; AHRING, 2012). O material lignocelulésico, em virtude
de sua estrutura resistente a degradacdo, apresenta obstaculos para utilizacéo
direta. A etapa de pré-tratamento, também chamada de etapa de pré-hidrolise,
tem como objetivo facilitar o acesso a xilana, no caso da producéo de XOS, e é
importante para tornar a hidrélise enzimatica mais eficiente (OTIENO; AHRING,
2012). Ainda assim, é possivel encontrar estudos onde a producdo enzimatica de
XOS é realizada sem nenhum tratamento prévio na biomassa e os resultados
obtidos sdo considerados satisfatérios (itens 13 e 14 da Tabela 4.1).

O pré-tratamento da biomassa pode ser usado para extrair e fracionar seus
principais componentes (celulose, hemiceluloses e lignina) ou para apenas
modificar a estrutura, desordenar e expor seus constituintes, facilitando a hidrélise
enzimética (ISIKGOR; BECER, 2015; KUMAR; SHARMA, 2017). Para a producao
de XOS, as estratégias mais recorrentes sdo de pré-tratamento quimico (alcalino
ou acido) brando para facilitar o acesso das enzimas ao substrato (AACHARY;
PRAPULLA, 2009; BOONCHUAY et al., 2014, 2018; CHAPLA; PANDIT; SHAH,
2012) e a extracdo alcalina das xilanas (KOCABAS; OZBEN, 2014; UCKUN
KIRAN; AKPINAR; BAKIR, 2013; YANG; YANG; LIU, 2007). Dependendo se o
pré-tratamento for utilizado para extrair ou apenas modificar a estrutura do
material, o substrato que passara pela hidrolise serd a xilana extraida ou o MLC
tratado (Figura 4.2). Se o0 processo de extracao € realizado, além da fase liquida
contendo a hemicelulose ao final do pré-tratamento também existird um solido
residual contendo celulose e lignina. No caso do pré-tratamento sem extracao, o
MLC tratado é submetido & hidrélise enzimatica e ao final, os XOS estardo na
fase liquida e havera um sdlido residual contendo celulose e lignina.
Independente da etapa em que for gerada, essa fracdo soélida pode ser
aproveitada para producdo de outros produtos (BOONCHUAY et al.,, 2018;
NASCIMENTO et al., 2017).
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MLC _| Pré-tratamento _| Xilana = Hidrélise » XOS
moido o quimico | extraida | enzimatica g/
v
Celulose e
Lignina
MLC _| Pré-tratamento | MLC _ Hidrélise »| x0s
moido - quimico | tratado "| enzimatica I
\
Celulose e
Lignina

Figura 4.2: Duas possiveis variagdes do processo.

411 Pré-tratamento alcalino

O uso de pré-tratamentos quimicos é bastante relatado. No pré-tratamento
alcalino, geralmente sdo usados hidréxido de sédio, hidroxido de potassio ou
hidroxido de calcio. As primeiras reacfes que ocorrem sao a solvatacdo e
saponificacdo, o que provoca um estado timido (inchado) da biomassa, e a torna
mais acessivel as enzimas e até mesmo ao ataque microbiano (KUMAR,;
SHARMA, 2017; NASCIMENTO et al., 2017). Uma das vantagens do emprego de
pré-tratamento alcalino é que, em geral, resulta na menor degradacdo dos
acucares e possibilidade de ser realizado a pressdao e temperatura ambiente
(CHEN et al., 2017; KUMAR; SHARMA, 2017; NASCIMENTO et al., 2016).

Diferentes variagbes do procedimento sao relatadas na literatura, para
diversos substratos, variando o tempo de imersdo, reagente e temperatura
adotados. Boonchuay et al. (2014), por exemplo, realizaram o pré-tratamento
alcalino de sabugo de milho moido e peneirado (<100 mesh) pela imersdao em
uma solucado de KOH (10% m/v), a 100°C por 1h. Em seguida, o pH foi ajustado
para 7 com uma soluc¢do de acido sulfdrico (5% m/v) e os solidos foram lavados

com agua, filtrados e secos em forno de ar quente (84°C, 48h). A biomassa pré-
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tratada foi usada como substrato para producdo de XOS por hidrélise com endo-
xilanase néo purificada de Streptomyces thermovulgaris (item 3 da Tabela 4.1).

A extracdo das xilanas também € usada como etapa anterior a hidrdlise
enzimatica. Utilizando hidréxido de potassio (KOH) e mantendo a temperatura
baixa (temperatura ambiente ou mais baixa) € possivel extrair de forma seletiva
as xilanas (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Kocabas e Ozben (2014) realizaram a
extracdo de hemicelulose (xilanas, principalmente) para posterior hidrélise
enzimatica seguindo o procedimento que consistiu na moagem e peneiramento do
residuo lignocelulésico, que em seguida foi colocado (10g) em 250mL de agua
destilada para inchar (15 minutos) e filtrado. A biomassa inchada foi colocada em
85mL de uma solucdo de KOH (24% m/v) a temperatura ambiente, e agitada
durante 24h. Apés esse tempo, a mistura foi filtrada e centrifugada para remover
os particulados. A hemicelulose extraida foi precipitada da solucéo alcalina pela
adicdo de uma solugdo de etanol-acido acético (10:1, v/v). O precipitado foi
filtrado, seco a temperatura ambiente e submetido a hidrélise enzimatica (item 2
da Tabela 4.1).

412 Pré-tratamento acido

O uso de acidos na etapa de pré-tratamento € bem menos recorrente na
literatura para producdo de XOS. A principal reacdo que ocorre durante o pré-
tratamento acido é a hidrélise das hemiceluloses, especialmente as xilanas. As
hemiceluloses solubilizadas (oligdmeros) podem ainda ser submetidas a reacdes
hidroliticas, produzindo monémeros, furfural, hidroximetilfurfural e outros produtos
volateis em meio acido (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Para que esses produtos
indesejados sejam removidos sao necessarias etapas adicionais ao processo,
como evaporacao a vacuo ou nandfiltracdo (ZHANG; XU; YU, 2017).

Yang et al. (2005) realizaram um pré-tratamento embebendo o sabugo de
milho em acido sulfarico (H2SOa4 (0,1% m/v)), a 60°C por 12h, seguido por uma
lavagem e cozimento a 135-140°C por 30 minutos. O sabugo pré-tratado foi
amassado e hidrolisado com xilanase (item 10 da Tabela 4.1). Analisando
imagens do substrato obtidas por microscopia eletrbnica de varredura, 0s autores
observaram que apdés ser embebido em acido diluido por 12h, a estrutura xilana-

lignina havia sido apenas ligeiramente alterada; jA apds o cozimento, a estrutura
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havia sido modificada permitindo o acesso as xilanas pela enzima (YANG et al.,
2005)

Aachary e Prapulla (2009) compararam o rendimento obtido com pré-
tratamento &cido (com H>SOg4), pré-tratamento acido seguido por cozimento
(seguindo a metodologia de Yang et al. (2005)) e pré-tratamento basico (com
NaOH), seguidos pela hidrélise enzimatica com uma xilanase comercial de grau
alimenticio. Realizando apenas o pré-tratamento com o &cido, a hidrdlise
enzimatica foi menos eficiente, como ja era esperado. Com a adi¢cdo da etapa de
cozimento, o rendimento foi mais alto (resultados na Tabela 4.1, itens 6-9).
Mesmo assim, entre os métodos testados, o pré-tratamento basico se mostrou
mais eficiente.

O &acido acético, sendo um acido fraco, € menos corrosivo aos equipamentos
do processo e ainda apresenta vantagens pela facilidade no manuseio e
armazenamento (ZHANG; XU; YU, 2017). A empresa Shangdong Longlive
Biotechnology, que produz XOS a partir de sabugo de milho, utiliza em seu
processo um pré-tratamento com acido acético glacial. As informacdes presentes
em um relatorio disponivel sdo de que o sabugo em po6 é misturado com agua na
razdo 1:6, aquecido a 75°C e o &cido acético é adicionado (0,2 a 1,5% por peso
de matéria prima). Essa mistura € mantida entre 155 e 180°C, 0,5 a 0,7MPa,
durante 30 a 120 minutos. A producao de XOS é feita pela adicdo de xilanases
isoladas de Streptomyces olivaceoviridis e incubacao por 4 a 10h, 45 a 60°C, pH
5 a 6 (ajustado com &cido cloridrico ou hidréxido de sédio) (NUTRASOURCE,
2013).

4.2 Hidrdlise enziméatica

Com base nos estudos presentes na literatura abordando a produgédo de XOS
pelo método enzimético, é possivel observar que as enzimas sao adicionadas ao
meio reacional de forma direta purificada, parcialmente purificada ou como extrato
bruto (exemplos na Tabela 4.1) e ainda podem ser adicionadas na forma
imobilizada (que serd abordada na subsecédo 5.3.1).

XOS produzidos pelo método enzimatico sdo mais comumente xilobiose,
xilotriose e xilotetraose. O padréo de oligossacarideos obtidos na hidrélise pode
variar dependendo das enzimas adicionadas e da estrutura do substrato
(ramificaces presentes ou no) (LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON,
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2018). As condicbes de processo como temperatura, pH, tempo de reacédo e
concentracdo enzimatica, também podem influenciar no rendimento de XOS
(CHEN et al., 2009; LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018;
SAMANTA et al., 2015b)

Em geral, a hidrélise do residuo tratado (ou das xilanas extraidas) é conduzida
misturando o substrato em um tampdo com o pH adequado para a enzima
empregada, na propor¢cao solido/liquido escolhida. As enzimas sédo adicionadas
na concentracdo escolhida e a mistura € mantida em uma determinada
temperatura e agitacdo (em alguns casos o processo também pode ser conduzido
de forma estatica), por um determinado tempo. Boonchuay et al. (2018) por
exemplo, realizaram a hidrolise de sabugo de milho moido pré-tratado em um
reator tipo STR de 5L (com um volume reacional de 3,5L) com uma carga de
sélidos de 15% (m/v) em tampdo fosfato de potassio (pH 6,2). Uma endo-xilanase
de S. thermovulgaris foi utilizada na concentracdo de 100U/g e a mistura foi
mantida a 54°C por 12h. Por fim, a mistura foi filtrada com filtro de papel
(Whatmann n°4) resultando em uma fracdo soélida, contendo as fracGes do
substrato que ndo foram hidrolisadas (rica em celulose) e uma fracao liquida,
contendo os XOS produzidos. Neste estudo (item 1 da Tabela 4.1), além de 115
mg de XOS/g de sabugo, ainda foi produzido bioetanol (138mg/g de sabugo) a
partir do solido residual mencionado via sacarificacdo e fermentacdo simultanea
com uma cepa de levedura termotolerante. Os resultados foram considerados
promissores pelos autores, demonstrando que esse processo integrado pode ser

uma alternativa mais rentavel para a valorizacéo do residuo.

421 Xilanases

As enzimas que hidrolisam a cadeia principal de xilanas com diferentes
substituicbes (glicuronoxilanas (GX), arabinoglicuronoxilanas (AGX),
arabinoxilanas (AX), glicuronoarabinoxilanas (GAX) e heteroxilanas (HX)) séo

chamadas xilanases. Essas enzimas pertencem ao grupo das glicosidases,
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também chamadas de glicosideo hidrolases (GH, EC 3.2.1.x)! (LINARES-
PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018).

Xilanases possuem ampla gama de aplicacbes industriais e biotecnologicas:
sdo usadas na panificacdo para melhorar a manipulagéo e qualidade de massas,
na producgéo de ragdes para melhorar a digestibilidade, na clarificagdo de sucos
de frutas, na industria de papel e celulose no processo de branqueamento da
polpa e na producéo de produtos derivados das xilanas: XOS, xilose e xilitol (BEG
et al.,, 2001; CHAKDAR et al., 2016; KAMBLE; JADHAV, 2012; UCKUN KIRAN;
AKPINAR; BAKIR, 2013).

As xilanases podem agir de forma “endo”, hidrolisando liga¢gdes no interior do
polimero gerando oligossacarideos menores (endo-1,4-B-xilanases, EC 3.2.1.8)
ou de forma “exo”, hidrolisando a cadeia de xilana pela extremidade n&o redutora
(extremidade constituida pela molécula de xilose que ndo possui um grupo OH
livre ligado ao carbono anomérico, pois esta ligado ao carbono 4 da molécula
anterior), liberando monémeros de xilose (B-xilosidades, EC 3.2.1.37) (FONSECA,
2015; LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018). No caso da
producdo de XOS, é preferivel que o complexo enzimatico utilizado possua alta
atividade de endo-1,4-B-xilanases e baixa atividade de [-xilosidades para
minimizar a producédo de monossacarideos (CARVALHO et al., 2013).

As enzimas GH séo classificadas em familias com base na similaridade da
sequéncia de aminoacidos. As endo-1,4-B-xilanases sao encontradas nas familias
5,7, 8, 10, 11, 26 e 43 e até o0 momento, as enzimas usadas em processos de
producdo de XOS pertencem, predominantemente, as familias GH10 e GH11
(JUTURU; WU, 2012; LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018).

Géneros bacterianos, tais como Bacillus, Cellulomonas, Micrococcus,
Staphylococcus, Paenibacillus, Arthrobacter, Microbacterium,
Pseudoxanthomonas e Rhodothermus séo relatados como produtores de
xilanases (CHAKDAR et al., 2016). Entre o grupo de actinomicetos, Streptomyces,
Actinomadura, Nonomuraea também séo citados como produtores (PRAKASH et
al., 2013). As endo-1,4-B-xilanases bacterianas sédo frequentemente produzidas
de forma recombinante (LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018).

1 A 1UBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) desenvolveu uma
nomenclatura para enzimas, que consiste em uma sequéncia de 4 nuameros, precedidos pelas
letras “EC”, que significam Enzyme Comission. O primeiro ndmero representa a reacao que a
enzima catalisa (classe), o segundo a subclasse, o terceiro a sub-subclasse e o quarto € o nUmero
que identifica a enzima dentro da sua sub-subclasse.
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Xilanases fangicas sdo mais comumente obtidas de cepas de Aspergillus
(Aspergillus foetidus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus versicolor)
e produzidas por microrganismo selvagem. Uma variedade de outras espécies
fungicas também ja foi usada para obtencéo de xilanases de forma recombinante
ou por microrganismo selvagem, como Paecilomyces themophila, Penicillium
occitanis, P. funiculosum, Pichia stipites, Pseudozyma hubeiensis, Sporotrichum
thermophile, Talaromyces thermophilus, Trichoderma reesei, and T.
longibrachiatum, entre outras (LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON,
2018).

Os microrganismos xilanoliticos geralmente produzem varios tipos de
xilanases simultaneamente, que podem diferir em especificidade, sequéncia
primaria de aminoacidos, estrutura e rendimento. (UCKUN KIRAN; AKPINAR;
BAKIR, 2013). Como foi mencionado anteriormente, as xilanas de plantas
terrestres possuem estruturas heterogéneas e variadas, o que significa que nem
todas as ligacBes xilosidicas da cadeia principal sdo igualmente acessiveis.
Assim, a producdo de diferentes formas dessas hidrolases, com funcGes
especializadas, pode ser considerada como uma forma de aumentar a eficiéncia e
extensdo da hidrélise (LIAO et al., 2015; WONG; TAN; SADDLER, 1988). Aléem
disso, existe a possibilidade de que o significado funcional da producdo de
multiplas xilanases esteja na capacidade de funcionarem sob diferentes
condicdes, jA& que suas propriedades fisico-quimicas podem variar
substancialmente (WONG; TAN; SADDLER, 1988).

422 Enzimas desramificantes

Devido a complexa e variada estrutura das xilanas, a hidrolise completa
desses compostos requer uma Vvariedade de enzimas agindo de forma
cooperativa. Os microrganismos xilanoliticos podem produzir, além das endo-1,4-
B-xilanases e as B-xilosidases, enzimas conhecidas como desramificantes, que
catalisam a clivagem dos grupos laterais. a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55),
liberam arabinose (Araf), a-D-glicuronidases (EC 3.2.1.139) liberam as
ramificacbes de acido glicurdnico (GIcA e MeGIcA), acetil xilana esterases (EC
3.1.1.72) removem substituinte acetil e esterases de acido ferulico ou feruloil

esterase (EC 3.1.1.73) removem o acido ferdlico ligado a substituintes Araf,
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permitindo a obtencdo de uma maior quantidade de monossacarideos
assimilaveis para seu crescimento e manutencdo (UCKUN KIRAN; AKPINAR;
BAKIR, 2013). A presenca de sistemas completos de enzimas incluindo essas
atividades é bastante difundida entre fungos, actinomicetos e outras bactérias
(BEG et al., 2001; COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). A Figura 5.2 mostra a

representacdo de uma xilana substituida e a acdo das enzimas nas diferentes

ligacoes.
a-D-Glicuronidases |
H-CO ’ Acetil esterases I
3 -
/O% ‘ Endo-1,4-B-xilanases } Hy CY/
| wv& o7t
0] O O
O 5 OH O i
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H.CO a-L-Arabinofuranosidases
3

o OH

” |

Feruloil esterases |

Figura 4.3: Esquema mostrando as enzimas envolvidas na hidrélise de diferentes ligages
presentes possivelmente presentes nas xilanas (Adaptado de ROGOWSKI et al., 2014)

No caso da producdo de XOS, a aplicacdo dessas enzimas acessorio, como
sdo conhecidas, em conjunto com as endo-1,4-B-xilanases, tem o potencial de
otimizar a hidrélise de xilanas heterogéneas, aumentando o rendimento do
processo. Por outro lado, a remocdo excessiva das ramificacdes resultaria
principalmente em XOS lineares, enquanto alguns tipos de ramificacbes podem
trazer efeitos bioldgicos desejaveis, além do efeito prebidtico.

Ainda existem poucos estudos sobre a sinergia entre enzimas na producédo de
XOS (LINARES-PASTEN; ARONSSON; KARLSSON, 2018). O uso de uma
mistura de enzimas para a producdo desses oligossacarideos foi relatado por
Wan Azelee et al. (2016) que utilizaram uma combinacdo de a-L-
arabinofuranosidases e endo-1,4-B-xilanases para hidrolisar caule de kenaf
(planta herbacea). Os autores observaram vantagens no uso da mistura,
resultando numa maior producdo do produto de interesse em compara¢cdo com a

hidrolise usando apenas uma enzima. Uckun Kiran, Akpinar e Bakir (2013)
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investigaram a co-utilizacdo de enzimas xilanoliticas em varios substratos. Foram
utilizados dois preparos enzimaticos comerciais contendo endo-1,4-3-xilanases, a-
L-arabinofuranosidases, B-glucosidase e B-xilosidase em diferentes quantidades e
uma mistura dos dois preparos. A aplicacdo das misturas mostrou rendimento
maior que o esperado, que foi associado a agéo sinérgica, e foi observado que o
preparo com menor atividade B-xilosidase seria mais apropriado para producédo de
XOS ja que menos mondmeros sao produzidos.

Em geral, os estudos que abordam a producdo de XOS ndo mencionam a
atividade de enzimas além de endo-1,4-B-xilanases, mesmo 0s que aplicam
caldos enzimaticos de fermentacdo brutos ou parcialmente purificados, onde,
potencialmente, poderia haver outras enzimas xilanoliticas. Por esse motivo, nos

tépicos seguintes o foco sera o uso de endo-1,4-B-xilanases apenas.

423 Uso de enzimas imobilizadas

A aplicacdo de métodos enziméaticos para a producdo de oligossacarideos a
partir de biomassa € um processo geralmente considerado caro a nivel comercial
(OTIENO; AHRING, 2012). O processo de imobilizagdo de enzimas oferece
diversas vantagens, como: possibilitar a reutilizacdo das enzimas, facilitar a
purificacdo, melhorar a estabilidade da enzima e permitir a producdo de forma
continua em reatores de leito recheado. Todas vantagens citadas tém potencial
de reduzir o custo de producdo de XOS (CHEN et al., 2010). Além disso, a
imobilizacdo pode aumentar a estabilidade térmica e tolerancia a diferentes pHs
(RAJAGOPALAN; SHANMUGAVELU; YANG, 2016).

Diversos métodos de imobilizacdo de xilanases ja foram relatados para
producdo de XOS (Al et al., 2005; ARAGON et al., 2013; DE OLIVEIRA et al.,
2018; RAJAGOPALAN; SHANMUGAVELU; YANG, 2016). Ai et al. (2005)
imobilizaram uma endo-xilanase de Streptomyces olivaceoviridis em um suporte
composto por um polimero comercial (Eudragit S-100) e utilizaram para produzir
XOS pela hidrolise de sabugo de milho pré-tratado (item 18 da Tabela 4.1). A
enzima imobilizada manteve 81% de sua atividade mesmo apos ser reciclada 4
vezes, considerada adequada para producdo de XOS pelos autores.

Rajagopalan, Shanmugavelu e Yang (2016), por exemplo, realizaram a

imobilizagéo de endo-xilanase de uma cepa de Clostridium em gel de alginato de
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calcio e utilizaram para produzir XOS a partir de xilana de Beechwood comercial
(tem 17 da Tabela 4.1). A enzima imobilizada pode ser usada por 7 ciclos,
detendo mais de 62% de sua atividade. Os autores também relataram que foram
observadas diferencas quanto ao perfil de XOS produzido: a enzima livre produziu
XOS com grau de polimerizagdo de 2 a 5 e a enzima imobilizada produziu apenas

xilobiose e xilotriose.

424 Enzimas como coadjuvantes de tecnologia

No caso da producdo de XOS como ingrediente alimentar, as enzimas
aplicadas na etapa de hidrélise podem ser consideradas coadjuvantes de
tecnologia. Coadjuvante de tecnologia € toda substancia, excluindo os
equipamentos e os utensilios utilizados na elaboracdo e/ou conservagdo de um
produto, que ndo se consome por si sé como ingrediente alimentar e que se
emprega intencionalmente na elaboracdo de matérias-primas, alimentos ou seus
ingredientes, para obter uma finalidade tecnolégica durante o tratamento ou
fabricacdo (BRASIL, 1997).

Existem duas resolucdes da ANVISA publicadas em 2014, RDC n° 53 e RDC
n® 54, que dispdem sobre o uso de enzimas com essa funcdo. A RDC n° 54
apresenta 0s principios gerais de uso de enzimas como coadjuvantes de
tecnologia em alimentos, requisitos de composicdo da preparacdo enzimatica e
outros procedimentos relacionados. Desta, é importante ressaltar, no contexto
deste trabalho, que as enzimas de origem microbiana devem ser obtidas a partir
de cepas estaveis, seguras, ndo patogénicas e nao toxigénicas, por métodos e
condicbes que garantam a fermentacdo controlada e que impe¢am a introducao
de microrganismos capazes de originar substancias toxicas ou indesejaveis
(BRASIL, 2014a).

A RDC n° 53 contém a lista de enzimas com suas respectivas fontes de
obtencdo, aditivos alimentares e veiculos autorizados em preparacdes
enzimaticas (incluindo as substancias que podem ser usadas como suportes em
enzimas imobilizadas) para uso como coadjuvante de tecnologia na producédo de
alimentos em geral. A enzima xilanase consta na lista de enzimas permitidas de

origem microbiana tendo como fonte microrganismos como Aspergillus oryzae,
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Aspergillus niger, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Humicola insolens, entre
outros (BRASIL, 2014b).

Para que enzimas, suportes e qualquer outro tipo de coadjuvante de
tecnologia que ndo constem na resolucdo citada sejam usados, € necessario

submeter & ANVISA seu pedido de inclusdo ou extensao.

4.3 Producéo de enzimas para aplicagcdo na producao de XOS

A producéo das enzimas usadas no processo de hidrélise enzimatica pode ser
feita por fermentacdo em estado solido (FES) ou fermentacdo submersa (FSm)
(MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013; SHIV; SHIKHA; MANJUL, 2016). A FES é
definida como um processo no qual o cultivo microbiano e formagéo de produtos
acontecem na superficie de substratos solidos na presenca de umidade suficiente
para manter o crescimento e o metabolismo dos microrganismos (KOSSEVA,
2013). J4 a FSm € um processo no qual as células produtoras se desenvolvem no
seio do meio de cultivo, geralmente agitado e aerado (no caso de fermentacdes
aerdbicas) (NASCIMENTO et al., 2017).

A FSm tem a vantagem de permitir um maior controle das condicbes de
processo durante a fermentacdo e é, em geral, preferivel quando se deseja
enzimas mais purificadas. Entre 80 e 90% das xilanases comerciais Sao
produzidas por esse método (LOERA CORRAL; VILLASENOR-ORTEGA, 2010).

As condi¢des da FES sdo mais adequadas para o cultivo de fungos (LOERA
CORRAL; VILLASENOR-ORTEGA, 2010); esse método possui vantagens como
baixo investimento inicial, baixo custo de operacdo e menor risco de
contaminacgao por microrganismos indesejados (BEG et al., 2001; SHIV; SHIKHA;
MANJUL, 2016). E mais adequado que a FSm quando é desejado um efeito
sinérgico, ou seja, uma preparagdo enzimatica composta por um conjunto de
enzimas que degradem as xilanas (LOERA CORRAL; VILLASENOR-ORTEGA,
2010).

O rendimento na produgédo de xilanases € uma funcdo de diversos fatores:
microrganismo escolhido, fatores nutricionais e condicdes empregadas. A selecao
de um microrganismo que seja eficiente na producdo da enzima de interesse e
um meio nutritivo e substrato apropriado sdo de grande importancia para a

producédo bem-sucedida de xilanases. Parametros como pH do meio, temperatura
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de incubacdo, agitacdo e concentracdo inicial de indculo também podem
influenciar a producdo durante o processo de fermentacdo (CHAKDAR et al.,
2016).

Sintese enzimatica

[y
Inducao B-xilosidases
Xilo-oligossacarideos Xilose
'y
Citoplasma
Membrana
Permeases plasmatica

y ;‘ﬁ Xilo-oligossacarideos

Endo-1,4-B-xilanases
\ Xilana

Figura 4.4: Esquema hipotético simplificado da regulacdo das enzimas xilanoliticas envolvendo
endo-xilanases e B-xilosidases (Adaptado de POLIZELI et al., 2005).

O substrato tem como fungcdo ndo somente ser fonte de carbono e energia,
mas também de servir como indutor na sintese das enzimas de interesse
(SHARMA, 2017; VELKOVA; GOCHEVA, 2007). O uso de xilanas puras como
substrato indutor aumenta o custo de producdo e por isso substratos como
residuos lignoceluldsicos, ricos em xilana, também vém sendo explorados para
esse fim (KNOB et al., 2014). De uma forma geral, a inducdo da producéo de
xilanases é um fenbmeno complexo e a resposta, em termos de producao
enzimatica, varia para cada microrganismo, pois um indutor que leva a maxima
atividade em uma espécie pode ser o inibidor da atividade em outra (KULKARNI;
SHENDYE; RAO, 1999; PALMA, 2003). A inducdo de complexos enzimaticos por
polissacarideos, como as xilanas, foi questionado por pesquisadores por um certo
tempo, pelo fato de essas macromoléculas ndo serem capazes de entrar na célula

e influenciar a regulacédo génica (POLIZELI et al., 2005). O mecanismo sugerido
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por alguns autores, de forma simplificada, € que endo-xilanases constitutivas
(sintetizadas constantemente independente do estado metabdlico) sao
responsaveis pelo inicio da hidrdlise de xilanas, produzindo xilo-oligossacarideos
que sao transportados para dentro da célula por enzimas chamadas permeases.
Dentro da célula, esses oligbmeros desencadeiam a expressdao dos genes
relacionadas a enzimas xilanoliticas (esquema representado na Figura 5.3)
(JOSHI; KHARE, 2012; KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; POLIZELI et al.,
2005). Na Figura 5.3, B-xilosidases estao representadas de forma intracelular mas
também séo expressas de forma extracelular (BAJPAI, 2014a).

Realizada a fermentacdo, as xilanases produzidas podem passar por uma
série de etapas de purificacdo, dependendo da aplicacdo. Para realizar a
purificacdo sao utilizadas técnicas como filtracdo convencional, centrifugacao,
ultrafiltracdo, precipitacdo, cromatografia de troca i6nica e cromatografia de gel
filtracdo (BAJPAI, 2014b). No caso da producdo de XOS, é possivel encontrar
estudos onde séo realizadas etapas de purificacdo e casos onde as enzimas sao
usadas nao purificadas, como extrato bruto, apenas separadas dos sélidos e
células presentes no cultivo. Kocabas e Ozben (2014), por exemplo, produziram
xilanases de Scytalidium thermophilum utilizando sabugo de milho moido como
fonte de carbono. Apos 5 dias de cultivo, a cultura foi filtrada (filtro de papel
Whatmann n°1) e centrifugada. O sobrenadante foi usado como caldo enzimético
para a producdo de XOS (item 2 da Tabela 4.1).

Um processo onde a producdo de XOS e xilanases € feita em uma etapa, de
forma simultanea, também ja foi relatada na literatura (MENEZES et al., 2018a).
Neste estudo, foram avaliadas a producdo por duas cepas de Aspergillus
utilizando FES com casca de arroz moida, sem nenhum pré-tratamento, como
substrato. Os autores relataram que a maior concentracdo de XOS foi observada
com 48h de cultivo, enquanto a maior atividade de xilanase foi em 120h. Essa
alternativa apresenta vantagens pois utiliza menos etapas, podendo ser mais
econdmica; no entanto, o rendimento obtido nesse caso €& mais baixo em
comparacdo com o método mais comum, onde as xilanases sdo produzidas por
fermentacdo e depois aplicadas na hidrolise enzimatica de substratos contendo
xilana, como € possivel observar comparando os resultados de outro estudo dos
mesmos autores, utilizando os mesmos microrganismos (itens 11, 12, 13 e 14 da
Tabela 4.1).
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5 Conclusao

Pelo seu potencial prebidtico e caracteristicas tecnologicas favoraveis, os XOS
sdo substancias com um grande potencial para serem aplicados como
ingredientes em alimentos funcionais. Esses oligossacarideos vém sendo
explorados e estudados por pesquisadores ao redor do mundo e ja sdo usados
comercialmente em alguns paises.

Os XOS ainda possuem a vantagem de poderem ser produzidos a partir de
residuos agricolas, agregando valor a estes materiais. Entre o0s residuos
abordados neste trabalho, escolhidos por estarem relacionados as culturas
agricolas mais cultivadas no estado do Rio Grande do Sul, o sabugo de milho é o
mais recorrente na literatura como substrato para a producdo de XOS por seu
elevado teor de xilanas, inclusive ja sendo empregado para producdo em escala
comercial por empresas chinesas. Residuos relacionados ao arroz e a soja ainda
sdo pouco estudados neste contexto. Entre os residuos agricolas, os residuos
agroindustriais, gerados durante o processamento (como cascas e sabugo), séo
mais explorados provavelmente por serem mais facilmente obtidos. Os residuos
de colheita, como as palhas, sado produzidos em maior quantidade, mas precisam
ser recolhidos no campo, o que dificulta seu aproveitamento.

O substrato escolhido, o tipo e as condi¢cBes usadas no pré-tratamento, as
enzimas empregadas, na forma livre ou imobilizada, e condi¢cdes de hidrélise, séo
variaveis que podem influenciar o rendimento obtido na produgédo de XOS, como
foi visto neste trabalho. Estudos avaliando diferentes condi¢cbes, matérias primas
e enzimas produzidas por diferentes microrganismos sdo importantes para
entender e melhorar o processo, tornando-o mais econémico, eficiente e viavel.
Além disso, é importante mencionar que trabalhos futuros sdo necessarios para
abordar a etapa de purificacdo do produto e realizar um estudo da viabilidade

técnica e econdmica do processo como um todo.
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