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RESUMO

Milhdes de toneladas de residuos sélidos de eucalipto sdo gerados no Brasil
atualmente. Esta matéria-prima lignoceluldsica apresenta cerca de 18% de fragdo
hemiceluldsica, sendo composta majoritariamente por polissacarideos de xilanas, os quais
apresentam grande potencial econdmico proporcionado por sua bioconversdo em
acucares fermentdveis e oligossacarideos com valor agregado na inddstria, como os
xilooligossacarideos (XOS). Além do produto de interesse, subprodutos inibidores siao
formados durante o processo de pré-tratamento para descomplexar a estrutura da
biomassa, fazendo-se necessdria a adicdo de etapas para remocdo efetiva desses
compostos para ndo prejudicar a utiliza¢do do licor hemicelulésico rico em XOS. Neste
estudo, a destoxificagdo do licor por adsorcdo de carvdao ativado comercial em pé
removeu mais de 90% dos compostos fendlicos, 4cido férmico, furfural, 5-
hidroximetilfurfural e lignina solivel, e cerca de 55% de 4cido acético. Em seguida, a
maximizacdo XOS>.3de 0,57 g/L para 1,21 g/L foi alcangada por hidrélise enzimética
empregando-se 110 U/gxos de enzima xilanase comercial e 6,3% de licor destoxificado.
A atividade prebidtica dos XOS23 foi avaliada pelo crescimento da bactéria
Staphylococcus xylosus ao longo de 6 horas de ensaio em meios de cultura enriquecidos
com os oligossacarideos. Esta € uma bactéria presente na microflora da pele e pode
favorecer a protecdo da barreira cutdnea. Os ensaios mostraram que quando os XOS»3
estavam mais disponiveis no meio basal escasso de fontes de carbono, a bactéria cresceu
e consumiu mais X2 (63,0%) e X3 (46,0%) em relacdo aos meios basais com altas

composi¢des de carbono, indicando boa estimulacao para o crescimento da bactéria.

Palavras-chave: xilooligossacarideos, eucalipto, prebidticos, carvao ativado, hidrélise

enzimatica.



ABSTRACT

Millions of tons of solid eucalyptus wastes are currently generated in Brazil. This
lignocellulosic raw material presents about 18% of hemicellulosic fraction, being
composed mostly of xylan polysaccharides, which have great economic potential
provided by its bioconversion into fermentable sugars and oligosaccharides with added
value in the industry, such as xylooligosaccharides (XOS). In addition to the product of
interest, inhibitory by-products are formed during the pretreatment process to decomplex
the biomass structure, making it necessary to add steps for effective removal of these
compounds to not impair the use of hemicellulosic liquor rich in XOS. In this study, the
liquor detoxification by adsorption with commercial powdered activated carbon removed
more than 90% of the phenolic compounds, formic acid, furfural, 5-
hydroxymethylfurfural, and soluble lignin, and about 55% of acetic acid. Then, the XOS,-
3 maximization from 0.57 g/L to 1.21 g/LL was achieved by enzymatic hydrolysis using
110 U/g of XOS of xylanase enzyme and 6.3% of detoxified liquor. The XOS,.3 prebiotic
activity was evaluated by Staphylococcus xylosus bacteria growth over 6 hours of assay
in culture media enriched with the oligosaccharides. This is a bacterium present in the
skin microflora and can contribute to the protection of the skin barrier. The assays showed
when XOS2.3 was more available in the basal medium scarce carbon sources, the bacteria
grew and consumed more X2 (63.0%) and X3 (46.8%) compared to the medium with
high carbon compositions from the basal medium, indicating good stimulation for the

bacteria growth.

Keywords: xylooligosaccharides, eucalyptus, prebiotics, activated charcoal, enzymatic

hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

Em razao dos avangos tecnoldgicos, aumento populacional e efeitos das alteracdes
climdticas, a demanda pela substituicdo de recursos fésseis por métodos alternativos
sustentdveis e renovaveis vém pressionando a busca por mais estudos sobre o potencial
de biomassas vegetais para a conversao em biocombustiveis, bioenergia e bioprodutos
(BRENELLI et al., 2020; MOSIER et al., 2005). Nesse contexto, as plantacdes florestais
de eucalipto sdo destaque no pais, pois além de terem um desenvolvimento acelerado,
também possuem alta capacidade de adaptacdo em diversos ambientes. O uso
diversificado de suas drvores proporciona alto potencial econdmico do eucalipto, pois
além de viabilizar a produ¢do de madeira para atender outros mercados com base
sustentdvel, também diminui a pressdo sobre as florestas nativas (OLIVEIRA; J fJNIOR,

2021).

Entretanto, milhdes de toneladas de residuos sélidos florestais sdo gerados todos
0s anos em campo e nio possuem reaproveitamento industrial (IBA, 2021). A obtencio
de bioprodutos a partir da biomassa lignoceluldsica, como os residuos de eucalipto,
envolvem etapas de pré-tratamento para descomplexar a estrutura recalcitrante composta
por celulose, hemicelulose e lignina. A fragdo hemiceluldsica pré-tratada contém uma
diversidade de macromoléculas e aguicares fermentdveis, monoméricos ou oligoméricos,
que podem ser utilizados em diversas aplicacdes no mercado, entre elas, os

xilooligossacarideos (XOS) (CHANDRA et al., 2007; POLETTO et al., 2020).

Por outro lado, o principal problema relacionado a aplicagao do pré-tratamento é
a geracao de compostos inibidores na fase liquida, como os compostos fendlicos, furfural,
S-hidroximetilfurfural (5-HMF) e 4cidos orgéanicos. Esses subprodutos sdo gerados a
partir da degradacao dos componentes estruturais da biomassa e impactam negativamente
alguns bioprocessos, como a inibi¢do do crescimento celular e reducdo dos rendimentos
de fermenta¢des industriais (JIA et al., 2016; MISRA; RAGHUWANSHI; SAXENA,
2013). A literatura cita diversos processos para destoxificacdo, os quais sdo baseados em
métodos de separacdo e purificacdo, com o intuito de reduzir os efeitos nocivos no licor.
Entre eles, a adsor¢do com carvao ativado se destaca pelas excelentes propriedades
adsortivas como drea superficial, porosidade, grupos funcionais, baixa reatividade,

estabilidade térmica e baixo custo (NASCIMENTO et al., 2014).
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A hidrélise enzimdtica apds a destoxificacdo do licor hemicelulésico é uma
alternativa interessante para aumentar a concentragdo dos oligdmeros de XOS com menor
grau de polimerizacdo (GP), como a xilobiose (X2) e xilotriose (X3), j4 que indmeras
referéncias (BRENELLI et al., 2022; DE FREITAS; CARMONA; BRIENZO, 2019;
JAIN; KUMAR; SATYANARAYANA, 2015) apontam, principalmente, atividade
prebidtica em XOS com GP 2 e 3 (XOS:.3). A catdlise enzimatica pelas enzimas xilanases
hidrolisa as cadeias de xilanas extraidas da fracdo hemiceluldsica da biomassa vegetal,

formando um licor hidrolisado rico em acticares fermentaveis.

Os XOS, oligdmeros formados por unidades de xilose, sdo promissores candidatos
para diversos setores industriais, principalmente para as industrias farmacéuticas e de
cosméticos, devido sua aplicacdo prebidtica benéfica a satide humana (AHMAD:;
ZAKARIA, 2019; OTIENO; AHRING, 2012; VAZQUEZ et al., 2000). Como
prebidticos, podem estimular o crescimento e atividades de bactérias a favor do
hospedeiro, por fornecer substratos seletivos, e assim, atuar na defesa da saide dérmica e

géstrica (GIBSON, 2017).

A aplicac@o de XOS oriundos de residuos de eucalipto como prebidticos demanda
que novos processos sejam elaborados para a sua conversdo em ingredientes qualificados
pela industria, e assim, garantir seu reaproveitamento efetivo, ainda mais por serem
considerados abundantes, acessiveis e renovaveis. Neste estudo, a remocdo dos
compostos inibidores por adsorcao em batelada com carvao ativado e a a¢ao da hidrélise
enzimadtica sobre os XOS de cadeias maiores presentes no licor bruto de residuos de
eucalipto (LBrg) foram avaliadas visando a médxima recuperagcdo de XOS,3 para serem
testados quanto a atividade estimulante de crescimento de uma bactéria presente na pele

humana.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo remover compostos inibidores de crescimento
microbiano por adsor¢cdo com carvao ativado e converter os XOS de maiores GP em
XOS23 por hidrélise enzimdtica, ambos presentes no LBrg, para avaliar a atividade

estimulante dos oligossacarideos no crescimento da bactéria Staphylococcus xylosus.
2.2. Objetivos especificos

e Adsorver furfural, 5-HMF, compostos fendlicos, lignina solivel e 4acidos

organicos presentes no LBrg em duas granulometrias de carvdes ativados;

e Avaliar a influéncia dos tratamentos prévios fisicos e quimicos do carvao ativado

granulado;
e Auvaliar o efeito da filtragao prévia de componentes do LBrg antes da adsor¢ao;

e Avaliar a melhor relacdo enzima/substrato para converter XOS de maiores GP em

XOS2-3 por hidrdlise enzimtica;

e Avaliar o crescimento celular da bactéria S. xylosus e o consumo de xilobiose e

xilotriose do hidrolisado em quatro diferentes meios de cultura.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Residuos de Eucalipto

O Brasil se destaca internacionalmente ndo sé por suas vastas florestas nativas e
tropicais, mas também por possuir grandes plantios de florestas homogéneas com
espécies especificas capazes de assistir as necessidades do mercado mundial. Em 2020, o
pais atingiu 9,55 milhdes de hectares de arvores plantadas, sendo as espécies de eucalipto
responsdveis por 78% deste total (IBA, 2021). Os investimentos no setor florestal
representaram cerca de 1,3% do PIB e 6,9% do PIB industrial do pais em 2018,
mostrando-se evidente a sua importincia socioecondmica para o pais, uma vez que
também acaba contribuindo para a geracdo de empregos, reducdo do €xodo rural e

estimulagcdo de economias locais (IBA, 2019).

Além do cendrio brasileiro se apresentar como privilegiado para o plantio, por
possuir condi¢des climaticas, topografia e recursos hidricos favordveis, o investimento no
setor de base florestal também inclui pesquisas voltadas para o melhoramento genético e
aprimoramento de processos tecnoldgicos. Estes elevam a posi¢do do pais ao topo de
rankings mundiais, uma vez que classificam as plantacdes de eucaliptos nacionais como
uma das mais sustentdveis, inovadoras e produtivas do mundo. A produtividade média
dessa espécie atingiu o valor de 36,8 m3/ha.ano em 2020, sendo destinadas principalmente
para atividades econdmicas no ramo da construcdo, 27%, fabricagao de méveis, 25% e

para compor produtos de madeira, 15% (IBA 2021).

No Brasil, o cultivo de eucalipto abrange predominantemente os estados de Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul e Sao Paulo, responsaveis por 60,8% do total, sendo as
espécies mais cultivadas Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus urophylla
e Eucalyptos viminali (OLIVEIRA; JUNIOR, 2021; IBA, 2021). As vantagens de se
cultivar o eucalipto estio representadas na Figura 1 a seguir (OLIVEIRA; JUNIOR,
2021).
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Figura 1. Principais vantagens do cultivo de Eucalipto
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Fonte: Autor, 2022.

Entretanto, enquanto 216,6 milhdes de m3? de eucalipto sdo produzidos e
empregados em diversos setores no segmento industrial, milhdes de toneladas de residuos
s6lidos sdo gerados ao longo dos anos (IBA 2021). Segundo Crittenden e Kolaczkowski
(1995), residuo, no setor madeireiro, € tudo que ndo é considerado matéria prima segundo
as especificacdes, sendo constituidos, principalmente, por cascas, gravetos e folhas, com
altas quantidades de matéria organica (apud BARBOSA; CONCEICAO, 2016). Quando
o eucalipto € colhido, os residuos s@o majoritariamente deixados em campo para reciclar

os nutrientes e proteger a superficie do solo (FOELKEL, 2008).

As espécies comerciais de eucalipto de reflorestamento sdo constituidas
aproximadamente por 18% de galhos, os quais sdo formados majoritariamente por
componentes estruturais como a celulose, hemicelulose e a lignina, assim como a maioria
das biomassas vegetais lignoceluldsicas, como o bagaco de cana de acucar, espiga de

milho, cascas de arroz e entre outros (FOELKEL, 2010).

A ampla disponibilidade deste residuo, a grande quantidade de substincias
importantes que fazem parte de sua composi¢ao e as novas perspectivas de mercado com

base em sustentabilidade sugerem o reaproveitamento dos residuos lignoceluldsicos de
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eucalipto como matéria-prima de baixo custo para fabricacdo de produtos alternativos e
com valor agregado na indistria, saindo do &mbito que sdo designados, ganhando novas

possibilidades de mercado e reduzindo pressdes por novos recursos.
3.2. Composicao da biomassa lignoceluldsica

O conceito de biomassa, segundo Omachi et al. (2004), compreende todo material
organico e ndo féssil que tenha conteido de energia quimica no seu interior. Sdo
caracterizados por serem materiais de baixo custo e com baixo impacto ambiental, ja que
nao emitem gases do efeito estufa, sendo o recurso biologico renovavel mais abundante
da terra (SANTOS et al., 2012; VO, 2021). Desta forma, as biomassas vém sendo
amplamente estudadas para serem empregadas como alternativas para a producido de
biocombustiveis, bioenergia e para extracdo de moléculas com valor agregado no

mercado.

Entre os inumeros exemplos de biomassa, como residuos de origem animal e
vegetal, a biomassa lignocelulésica oriunda de residuos agroindustriais € composta,
geralmente, por 40-50% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-25% de
lignina e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos, dependendo da espécie vegetal
(ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014; SANTOS et al., 2012). Estes componentes sao
intimamente e fortemente conectados entre si, formando um complexo celular na parede
da célula vegetal, conforme representado na Figura 2. Essas caracteristicas morfoldgicas
sdo responsdveis pela rigidez, impermeabilidade e conferéncia de resisténcia mecanica e

microbioldgica aos tecidos vegetais deste tipo de material.
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Figura 2. Estrutura da biomassa lignocelulésicas vegetal e seus componentes
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Fonte: Adaptado de Santos et al. (2012 apud KONDO, 1997).

A celulose, descoberta em 1837 pelo quimico francés Anselme Payen (HON,
1994), é o biopolimero renovdvel mais encontrado na natureza, sendo comumente
utilizada para a producao de papel, fibras e bioenergia nas industrias quimicas atualmente.
E composta por mondmeros de glicose organizados linearmente e conectados por ligacdes
B-1,4-glicosidicas, possuindo férmula molecular (C¢H10Os)s, em que n representa o GP
da molécula, podendo conter até dez mil unidades de glicose, conforme Figura 3
(BARRETO; ZANCAN; MENEZES, 2015). Sua estrutura forma as ligacdes de
hidrogénio, as quais conferem propriedades de rigidez, integridade linear e organizacao

cristalina ordenada (CHEN, 2014).
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Figura 3. Estrutura da cadeia de celulose
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Fonte: Autor, 2022.

A lignina, classificada como uma macromolécula heterogénea com estrutura
amorfa, é composta por trés diferentes principais blocos construtores: dlcool cumarilico,
alcool coniferilico e dlcool sinapilico, derivado dos mondmeros hidroxifenil (H), guaiacil
(G) e siringil (S), respectivamente, como representado na Figura 4 (DUVAL; LAWOKO,
2014). Espacialmente, a lignina envolve a celulose formando uma estrutura complexa e
resistente, em que se faz necessaria a utilizacdo de métodos e tratamentos quimicos para
que haja o rompimento desta natureza para a conversio em produtos de interesses,
fazendo surgir oportunidades de aproveitamento destes residuos e recursos (OTIENO;

AHRING, 2012).

Figura 4. Estrutura da lignina e seus dlcoois formadores
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Fonte: Adaptado Duval; Lawoko (2014).

A hemicelulose consiste em uma classe de polimeros heterogéneos formados por
hexoses, pentoses e dcidos organicos conectados por ligagdes B-1,4 (OTIENO; AHRING,

2012). Sua nomenclatura depende primordialmente da composicdo da cadeia linear,
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composta por um monossacarideo majoritario, como Xxilose nas xilanas, manose nas
mananas e etc. (Figura 5), e das ramificagdes, as quais se associam com a celulose,
conferindo uma maior estabilidade e flexibilidade a biomassa correspondente (SANTOS
et al., 2012). Por possuir menor cristalinidade, sdo mais suscetiveis a despolimerizagcao
do que a celulose, e, consequentemente, a hidrélise sob condi¢des térmicas e quimicas,
oferecendo maior acessibilidade a seus derivados (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD,
2014).

Figura 5. Mondmeros constituintes da hemicelulose
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Fonte: adaptado Ahmad; Zakaria (2019).

De modo geral, as xilanas sdo os componentes mais abundantes na fragcao
hemiceluldsica, sendo formadas por uma estrutura 1,4-B-D-xilose com cadeias
ramificadas de 4cido 4-oximetilglicorénico (CHEN, 2014). De toda a hemicelulose
presente em uma biomassa vegetal, cerca de 65 a 85% sdo formadas por xilanas, seguido
da arabinose (9-11%) (OTIENO; AHRING, 2012). A partir deste componente, é possivel

sintetizar classes importantes de oligossacarideos, como xilose, xilitol ¢ XOS (AVILA et
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al., 2020a).

Outros componentes também sdo encontrados em menores concentracdes na
biomassa vegetal lignocelul6sica, os extrativos e cinzas. Os extrativos correspondem aos
compostos organicos, 0s quais sdo responsdveis por um quinto da composi¢do das
madeiras vegetais e suas principais fungdes na biomassa lignoceluldsica € proporcionar
defesa contra microrganismos e insetos e servir como reserva de energia. Sao formados
por proteinas, amidos, resinas, gorduras, fendlicos, pectinas, gomas e 6leos essenciais,
podendo ser extraidos através de métodos por extracdo por solventes (MOHAN,
PITTMAN, STEELE, 2006). J4 os contetidos de cinzas correspondem aos residuos
inorganicos que surgem apds a queima da biomassa, e sdo formados por diversos
elementos minerais na forma de 6xido, como cobre, calcio, magnésico, sodio, silicio e
entre outros. Esta composicdo das cinzas depende do tipo da biomassa e de seu ambiente
de crescimento, uma vez que esses elementos sdo absorvidos do solo, responsdveis por

diversas atuacOes durante o crescimento do vegetal (CHEN, 2014).

Apesar de todas as biomassas lignoceluldsicas vegetais apresentarem esses
constituintes, a sua composicdo quimica € diferenciada para cada tipo de material e
fortemente dependente de sua origem, espécies e etapas de crescimento. Como exemplo,
Xu et al. (2018) determinaram que a madeira de Eucalyptus grandis possui em sua
composi¢ao 40,1% de celulose, 18,2% de hemicelulose, 29% de lignina totais e 12,7% de
cinzas e extrativos, enquanto Silva Morais, Sansigolo e Neto (2016) encontraram valores
de 40,8% para celulose, 39,9% para hemicelulose, 21,9% para lignina e o restante para
cinzas e extrativos. Em comparagdo com outras biomassas do mesmo género, tem-se que
a serragem de madeira de Eucalyptus urograndis, possui um pouco mais de celulose e
hemicelulose, 42,8% e 43,4%, respectivamente, seguindo de 23,2% de lignina e apenas

1,81% de extrativos, de acordo com Morais, Sanigolo e Neto (2016).

O conhecimento da distribuicdo quimica das biomassas vegetais pode ser
considerado um fator importante para a conversao destes materiais em biocombustiveis e
bioprodutos, como 4cidos organicos, acucares fermentdveis, biopolimeros e entre outros,
pois permitem prever métodos necessdrios para o rompimento e descomplexacdo da
estrutura lignoceluldsica. Desta forma, a utilizac@o desse tipo de material € reconhecida
como uma alternativa sustentdvel para o reaproveitamento desses compostos,

minimizacdo de desperdicios e criacdes de novas matérias-primas, por serem capazes de
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gerar produtos com em diversos segmentos industriais.
3.3. Pré-tratamento de biomassas vegetais

O aproveitamento dos residuos lignoceluldsicos para a producdo de materiais com
valor agregado no mercado € atraente devido ao menor custo em relacdo aos recursos
fosseis, sua abundancia e por serem renovaveis. Em razdo das fortes ligagdes,
cristalinidade, GP e a complexidade entre os elementos que compde a biomassa
lignocelulésica, € imprescindivel a utilizacdo de metodologias que atuem sobre a

separacdo de sua estrutura, para que a obten¢do dos produtos de interesse seja realizada

com facilidade e eficiéncia (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014).

O pré-tratamento € responsavel por alterar a estrutura da biomassa lignocelulésica,
através da diminuicdo da cristalinidade da celulose, separacdo da hemicelulose da
celulose e rompimento e remocdo da estrutura da lignina, como representado na Figura
6. Além disso, € capaz de reduzir os tamanhos das particulas e aumentar o tamanho dos
poros dos substratos para facilitar o processos posteriores, reduzindo a recalcitrancia da

mesma (CHANDRA et al., 2007; MOSIER et al., 2005).

Figura 6. Representago da aplicacdo do pré-tratamento em materiais lignocelul6sico
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Fonte: Adaptado de Mosier et al. (2005).

Atualmente, hd uma vasta gama de tecnologias que podem ser utilizadas em uma



27

alta variedade de matérias primas oriundas de biomassas. Os pré-tratamentos podem ser
classificados em processos quimicos, como a hidrdlise 4cida e alcalina, fisicos, os quais
utilizam martelos ou bolas de moagem, biol6gicos, em que enzimas ou microrganismos
sdo aplicados no processo, fisico-quimicos, como o hidrotérmico ou &cido diluido, e
também por combinacdes entre essas abordagens (CHANDRA et al., 2007; POLETTO
et al., 2020).

Entre todas as técnicas apresentadas, o pré-tratamento hidrotérmico, também
denominado como dgua quente ou auto-hidrélise, € amplamente indicado para biomassas
vegetais por apresentar condi¢cdes mais brandas de operacdo e ser menos agressivo ao
meio ambiente (HUANG et al., 2017). A técnica também se qualifica por melhorar a
acessibidade do material, tornando-o mais apto para ataques enzimdticos ou tratamentos
posteriores (SANTOS et al.,, 2012). Estudos feitos por Cebreiros et al., (2020)
apresentaram maxima recuperacdo de agucares a partir da serragem de espécies de
eucalipto em auto-hidrdlise realizada a 180°C durante 45 minutos e carga de sélidos de
8%. Foram produzidos 7,5g/100gserragem de acucares derivados da xilana, sendo 75% na
forma oligomérica. Além disso, foi observado a formacao de produtos inibitérios como o
acido acético (2,3g/100gserragem) € o furfural (1,3g/100gserragem), que poderiam vir a

comprometer a utiliza¢do do licor em etapas futuras.

A principal desvantagem dos pré-tratamentos € atribuida a formagdo de
subprodutos inibidores, sendo necesséria a adi¢ao de etapas de purificacio e separacao,
aumentando, consequentemente, o custo de producdo. Visto que essas moléculas sdao
constantemente produzidas ao decorrer do pré-tratamento, investigar metodologias de
baixo custo para remog¢do destes compostos € uma alternativa atrativa para a conversao

da biomassa no produto de interesse.
3.4. Compostos inibidores

A aplicacdo do pré-tratamento para descomplexar a estrutura das biomassas
lignoceluldsicas leva a formacao de compostos inibidores que prejudicam o uso do licor
em etapas sucessoras. A severidade do processo determina a concentracao formada dos
compostos indesejaveis, j4 que condi¢des extremas de altas temperaturas e pressdes
favorecem a formagdo desses produtos de degradacdo (ANTUNES et al.,, 2019;
ARRUDA, 2008).
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Destacam-se as formagdes de furfural, 5-HMF e 4cido férmico, gerados a partir
da desidratacdo da hemicelulose (pentoses) e celulose (hexoses), os compostos fendlicos,
resultantes da decomposicao da lignina, e dcido acético, formado através da hidrélise dos
grupos acetil presente no fragmento hemicelulésico (JIA et al., 2016; MISRA;
RAGHUWANSHI; SAXENA, 2013), como representado na Figura 7. Essas moléculas
inibem o crescimento microbiano, reduzindo a atividade celular e os rendimentos de
fermentagdes industriais. Sua acdo inibitéria depende das concentragdes no meio, bem
como seus efeitos sinergéticos (ARRUDA, 2008; COSTA-TRIGO et al., 2020).

Figura 7. Geragdo das fracdes lignoceluldsicas e subprodutos formados, como 5-HMF, furfural, 4cido
férmico, dcido acético e compostos fendlicos, a partir de pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas
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Fonte: adaptado Basak et al., (2020).

A concentracdo dos compostos inibidores influencia diretamente a atividade

celular, j4 que comprometem o desempenho dos microrganismos e reduzem a eficiéncia
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da fermentacdo. Enquanto os compostos fendlicos danificam a barreira seletiva da
membrana e a levam a morte celular pelas perdas de potdssio, d4cido glutimico, RNA e
outros compostos, os dcidos organicos, como o acido acético e o férmico, podem produzir
acidificacdo intracelular e gerar acimulo de compostos reativos que afetam diretamente
o crescimento celular. Além disso, o furfural e o 5S-HMF podem agir inibindo enzimas
das vias metabdlicas centrais, como as fermentativas, comprometendo a integridade da
membrana e causar seu rompimento (ABDUL MANAF et al., 2022; GARCIA-RUIZ et
al., 2008). Desta forma, explorar etapas adicionais de purificacdo ou de separacdo para
eliminar ou reduzir os efeitos inibitérios no licor hemiceluldsico é uma estratégia
fundamental para que garantir que a aplicagdo dos bioprodutos oriundos das biomassas

lignocelulésicas ndo seja prejudicada.
3.5.Remocao de compostos inibidores do licor hemicelulésico

Para superar os efeitos inibitérios dos produtos nocivos presentes no licor
hemicelul6sico, técnicas de destoxificagdo podem ser aplicadas. Esses processos sao
baseados em métodos de separacdo e purificacdo, sendo sua efetividade dependente da
composicao do licor hemiceluldsico, da matéria prima utilizada e dos limites inibitérios
do microrganismos empregados (DO NASCIMENTO et al., 2020; PANIAGUA-
GARCIA et al., 2018).

Diferentes processos quimicos e fisicos vém sendo empregados para favorecer a
aplicabilidade do licor pela remogdo desses compostos considerados toxicos. A
evaporacao a vacuo, que a0 mesmo tempo que € capaz de remover compostos voléteis,
acaba aumentando consideravelmente a concentragdo dos compostos ndo volateis
(MUSSATTO; ROBERTO, 2004b). Ja a filtracdo por membrana, é capaz de separar as
particulas e moléculas de interesse através de uma barreira fisica seletiva (CAO; XU,
2019). Outras técnicas como precipitacdes e filtracdes (PANIAGUA-GARCIA et al.,
2018), combinacgdo de filtracdo com adsor¢cdo com carvao ativado (ANTUNES et al.,
2019; MUSSATTO; ROBERTO, 2004a), purificacdo por resinas de troca idnica (VAN
ZYL; PRIOR; DU PREEZ, 1991) e floculagdo por polimeros vegetais (ARRUDA, 2008)

também sdo comumente encontradas na literatura.

A adsor¢do como estratégia para remog¢ao de compostos indesejdveis se destaca

por sua facilidade de operagao, alta eficiéncia, possibilidade de aumento de escala e pela



30

flexibilidade de uso de diversos adsorventes, como carvao ativado, resinas organicas,
aluminas, argilas e adsorventes siliciosos (ARRUDA, 2008). Trata-se de um fendmeno
fisico-quimico, em que os componentes de uma fase fluida migram para a superficie do
adsorvente solido através do gradiente de concentracdo que se manifesta como forca
motriz (NASCIMENTO et al., 2014). Esta técnica € amplamente utilizada para remog¢ao
de odor e de coloracdo no tratamento e purificagdo de &dguas, Oleos, produtos

farmacéuticos e efluentes de processos.

Materiais que possuem superficies porosas acessiveis e capazes de acomodar
seletivamente solutos de uma fase liquida ou gasosa sao chamados de adsorventes. Entre
eles, o carvdo ativado se destaca por apresentar propriedades adsortivas singulares,
estabilidade térmica, ser pouco reativo e de baixo custo. Pode ser de origem sintética,
produzidos a partir de polimeros artificiais, ou de origem natural, formados a partir
lignite, residuos de petréleo, materiais lignoceluldsicos e residuos agricolas, gerando uma
vasta gama de possibilidades de carvoes ativados e custos (AHMEDNA; MARSHALL;
RAOQO, 2000).

A composicao elementar de um carvao ativado caracteristico compreende mais de
85% de carbono (C), seguido de elementos como oxigénio (O), enxofre (S), nitrogénio
(N), hidrogénio (H) e cinzas organicas (BANSAL; GOYAL, 2005). As caracteristicas
adsortivas do material dependem principalmente da sua area superficial, porosidade e
composi¢do quimica de superficie, as quais sdo consequéncias dos materiais precursores
e dos modos de processamento, os quais podem ser quimicos ou fisicos (NASCIMENTO

et al., 2014).

A produgdo e preparacdo carvao ativado envolve dois processos principais: a
carbonizacdo e a ativacdo. Enquanto a primeira é responsavel por eliminar gases leves e
substancias voldteis como metano, monéxido e diéxido de carbono e gés hidrogénio que
sdo geradas durante a degradacdo da matéria, para auxiliar na formacao da estrutura
altamente porosa sob altas temperaturas, a ativagdao € capaz de desobstruir os poros
internos, por métodos fisicos e quimicos. Na ativacdo fisica, um fluxo de vapor de dgua
ou de gases oxidantes combinados com altas temperaturas, de 700 a 1000°C € utilizado.
Ja a ativacdo quimica utiliza agentes ativadores capazes de remover impurezas do
material sendo os mais comumente utilizados, acido fosférico (H3POs), acido sulftirico

(H2SOy4), hidréxido de potassio (KOH), hidréxido de sédio (NaOH) e cloreto de zinco
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(ZnCl2) (RAMOS et al., 2009). Cada agente apresenta diferentes efeitos no produto final,
como por exemplo, o ZnCl; leva a formacgado de elevada drea superficial contendo mais

estruturas de microporos, enquanto a utilizacdo de H3PO4 gera uma distribui¢ao de poros

mais heterogénea (YAGMUR; OZMAK; AKTAS, 2008).

A estrutura do carvao ativado estd representada na Figura 8. A presenca de
carbonos e outros atomos nas bordas de sua estrutura dao origem a compostos de
superficie, como carbono-hidrogénio e carbono-oxigénio, permitindo que reacdes
quimicas gere como resultado a presenca de grupos funcionais em sua superficie. Estes
arranjos influenciam diretamente na polaridade, densidade, acidez e em outras
propriedades do material. Embora as estruturas quimicas exatas variem e ndo sejam
sempre conhecidas com certeza, sugere-se que as estruturas mais frequentemente
presentes em carvoes ativados sdo dcido carboxilico, hidroxilas fendlicas, peréxidos

ciclicos e entre outros (BANSAL; GOYAL, 2005; NITS, 2022).

Figura 8. Representacdo da estrutura do carvado ativado e exemplos de grupos funcionais presentes em
sua superficie

Acido carboxilico  Iidroxilas Peroxidos { stk
fendlicas ciclicos

Fonte: adaptado NITS (2022).

A adsor¢do com carvao ativado pode ser realizada em colunas de leito fixo ou

através de processos em batelada (VAZQUEZ et al., 2005). Enquanto o sistema em
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batelada opera de maneira descontinua e em regime fechado, o sistema convencional de
leito fixo apresenta comportamento dindmico e é composto basicamente por uma bomba
e uma coluna, sendo sua eficiéncia descrita a partir da concentracdo do efluente pelo
tempo ou volume de liquido tratado (NASCIMENTO et al., 2014). Em ambos os casos,
o processo de adsor¢do ocorre nos sitios ativos presentes na superficie do carvao ativado,
em que o adsorvente e o soluto se ligam seletivamente através de mecanismos de
fisissorcdo, em que hd uma adsor¢do fisica sem alteracdo da natureza quimica dos
envolvidos, através de forcas de van der Waals, ou por quimissor¢do, causada por uma
reacdo quimica entre as espécies envolvidas, podendo ocorrer a transformacdo do

adsorvato (NASCIMENTO et al., 2014; WAR, 1995).

Meétodos de destoxificagdo com carvdo ativado podem ser encontrados na
literatura com o intuito de reduzir a concentracao de moléculas nocivas no licor oriundo
das biomassas vegetais, sem alterar quantitativamente e qualitativamente a presenca de
compostos valiosos, como a adsor¢do em batelada ou a técnicas de filtragdo combinada a
adsorcdo (ANTUNES et al., 2019; BASAK et al., 2020; COSTA-TRIGO et al., 2020; DO
NASCIMENTO et al., 2020; PANIAGUA-GARCIA et al., 2018). Segundo Alves et al.
(1998), a elevagdo do pH do licor hemicelulésico por um reagente alcalino, como o 6xido
de célcio ou hidréxido de sddio, seguida da sua reducido com reagente dcido, como 4cido
fosforico ou 4cido cloridrico, precipita compostos na forma de 6xidos, os quais podem

ser removidos por filtragdes simples, favorecendo a adsor¢ao posterior.

Como a adsorc¢do € resultado de forgas fisicas e quimicas, e depende da natureza
do adsorvente e do adsorvato, inimeros fatores podem influenciar diretamente no
processo de separacdo, como a drea superficial, temperatura do sistema, pH do meio,
propriedades do adsorvente e tamanho dos poros (NASCIMENTO et al., 2014). Desta
forma, avaliacdes prévias a adsorcdo, como alteragdo de pH e filtracdes de compostos
sOlidos da fase liquida, tratamentos adicionais aos carvdes ativados adsorventes e a
temperatura do sistema, podem ser testadas como forma de garantir que os compostos

indesejdveis sejam eficientemente removidos.
3.5.1. Isotermas de adsorcao

A adsorcdo de solutos em soélidos, em uma temperatura constante, pode ser

descrita a partir de equacdes matemadticas definidas como isotermas de adsor¢ao. Quando
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a superficie do adsorvente entra em contato com o adsorvato liquido, considera-se que o
equilibrio de adsor¢do foi atingido quando n@o hd mais variacdes da concentragdo do
soluto na fase liquida. Este fendmeno pode ser avaliado através de testes experimentais,
em que diferentes massas de adsorvente sdo adicionadas a uma determinada quantidade
de soluto com concentracdo inicial conhecida, nos quais obt€ém-se curvas que indicam

como o soluto sera adsorvido no material adsorvente (NASCIMENTO et al., 2014).

A Figura 9 apresenta a classificacdo IUPAC (Internacional Union of Pure and
Applied Chemistry) para isotermas de adsorcdo. Esses graficos relacionam a variagdo da
concentracdo de equilibro do soluto em solu¢do (Ce) com a capacidade de adsor¢do na
superficie do adsorvente (qe), expressa como massa de adsorvato por massa s6lida de
adsorvente, a uma dada temperatura constante. Além disso, fornecem uma estimativa da
capacidade maxima do adsorvente e informacdes sobre favorecimento da adsor¢do, sendo
dependentes do tipo de adsorvente, tipo do adsorvato e intera¢des entre o soluto com a

superficie.

Figura 9. Perfis de isotermas de adsorcao

Quantidade adsonvica
—

—
Pressdo relativa

Fonte: adaptado de Donohue e Aranovich (1999).

Em resumo, enquanto as isotermas do tipo I sdo reconhecidas por sélidos
microporosos que apresentam superficies relativamente pequenas, isotermas dos tipos II
e III descrevem a adsor¢do em superficies macroporosas com fortes e fracas interacoes
entre o adsorvente e o adsorvato, respectivamente. J4 as isotermas dos tipos IV e V

ocorrem em adsor¢des com histerese, e a tipo VI quando a adsor¢do acontece em etapas
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(DONOHUE; ARANOVICH, 1999; THOMMES et al., 2015).

Modelos matemdticos foram propostos para descrever isotermas de adsorg¢do,
como Langmuir, Freundlich, Temkin, Dubinin-Radushkevich, Ridlich-Peterson e entre
outros (NASCIMENTO et al., 2014), sendo os dois primeiros os mais utilizados para
andlises experimentais, pois permitem descrever o comportamento dos dados e prever a

capacidade maxima de adsor¢do do material a partir de apenas dois parametros.

O modelo de Langmuir baseia-se na hipétese de distribui¢do uniforme da
superficie do adsorvente, com monocamada das moléculas adsorvidas. Além disso,
assume-se que nao existe interagdo entre os adsorvatos, que hd um ndmero definido de
sitios e que cada sitio pode comportar apenas uma molécula (LANGMUIR, 1916 apud
NETHAIJI; SIVASAMY; MANDAL, 2013). J4& o modelo proposto por Freundlich
compreende uma distribuicdo exponencial que justifica as considera¢des de adsor¢do em
multicamadas e superficie s6lida heterogénea com diferentes energias adsortivas para os
sitios ativos. Desta forma, considerara-se que sitios energéticos possuem ligacdes mais
forte com o soluto em relacdo aos sitios menos energéticos (FREUNDLICH 1906 apud

NASCIMENTO et al., 2014).

As Equagdes 1 e 2 representam a isoterma de Langmuir e Freundlich,
respectivamente. Seus parametros podem ser determinados a partir de dados
experimentais juntamente com a linearizagdo das equagdes.

_ QmaxKLCe
de = 1-31( C (1)
Lte

qe = KFCel/n (2)

Em que qe: quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio
(mg/g), qmix: capacidade mdxima de adsor¢do (mg/g), Ki: constante de interacdo
adsorvato/adsorvente de Langmuir (L/mg), Ce: concentragdo do adsorvato no equilibrio
(mg/L), 1/n: constante relacionada com a heterogeneidade da superficie e Kr: constante

da capacidade de adsor¢do de Freundlich (mg/g).
3.6. Hidrodlise enzimética

A hidrélise enzimdtica é uma reagcdo quimica catalisada por enzimas, em que
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moléculas maiores sdo quebradas dando origem a moléculas menores sob condig¢des
adequadas. Conduzida pelo fendmeno de transferéncia de massa, o substrato se conecta
seletivamente aos sitios ativos das enzimas por difusdo, formando complexos
responsdveis pela catdlise da reacdo (ZHANG; HAN; DONG, 2021). Pode ser utilizada
para reduzir especificamente as cadeias dos polimeros lignoceluldsicos ao invés de

converté-los quimicamente em outros produtos.

A hidrdlise de polissacarideos de xilana favorece a formacdo de produtos com
menor GP, como os X0OS,.3, devido a alta especificidade da reacdo enzimdtica, evitando
reacOes secunddrias e subprodutos indesejdveis. As ligacdes quimicas dos substratos a
serem hidrolisadas, bem como as condi¢des reacionais, como temperatura, concentracao
enzima/substrato € pH do meio, dependem da enzima, do tipo de substrato, seu
comprimento da cadeia, grau de ramificacdo e da presenca de substituintes (BRENELLI

et al., 2020; CHANDRA et al., 2007; POLIZELI et al., 2005).

7z

Aprimorar as condi¢des reacionais € uma acdo imprescindivel, j4 que o
escalonamento para processos industriais requer grandes volumes de enzimas e condi¢des
adequadas (AVILA et al., 2020a; TRAMONTINA et al., 2020; ZUBIETA et al., 2020).
A otimizagcdao do método e a selecdo de enzimas de alto desempenho em um processo
eficiente sdo fundamentais para garantir a redug¢do dos gastos gerados pela a utilizagdo e
producdo da enzima e para garantir um processo economicamente atraente para seu uso.
A combinacdo entre um método de pré-tratamento quimico seguida da hidrdlise
enzimadtica, pode beneficiar a formacdo dos XOS com menores GP, uma vez que o
primeiro estdgio aumentard a acessibilidade do material lignoceluldsico ao ataque
enzimatico do segundo estagio. Esta estratégia viabiliza o uso comercial das matérias
primas vegetais, devido a maior facilidade de conversao em produtos com valor agregado
industrial (CHANDRA et al., 2007; O'DWYER et al., 2007; POLIZELI et al., 2005). A

Figura 10 apresenta a producdo de XOS a partir de métodos quimico-enzimaticos.
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Figura 10. Representacdo da produg@o de XOS a partir dos pré-tratamentos quimico e enzimatico
aplicados na biomassa lignoceluldsica
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Fonte: adaptado Poletto et al. (2020).

A classe de enzimas responsavel por romper as ligagdes glicosidicas de cadeias
de xilana sdo conhecidas como xilanases. Estas enzimas sdo agrupadas em familias de
glicosil hidrolase (GH) e dependem da sequéncia de aminoicidos que as formam. As
xilanases t€ém sido amplamente utilizadas em vdarios ambitos industriais, como
apresentado na Figura 11 (CONESSA et al., 2021; KALIM et al., 2015; POLIZELI et al.,
2005). Atualmente, existem cerca de 167 familias GH, sendo as familias GH10 e GHI11
responsdveis pelas enzimas endoxilanase altamente ativas em XOS (COLLINS;

GIBSON, 1999; CONESSA et al., 2021).
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Figura 11. Principais aplica¢Ges da enzima xilanase nos setores industriais
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Fonte: Autor, 2022.

As endoxilanases sdo os catalisadores preferidos para a hidrdlise das xilanas
devido a especificidade da rea¢do, bem como as condi¢des brandas que a acompanham e
a perda insignificante de substrato. Endoxilanases pertencentes a familia GH11 exibem
maior afinidade pelo substrato, eficiéncia catalitica e adaptabilidade em amplas faixas de
pH e temperatura em relacdao as enzimas GH10 (MALUNGA; BETA, 2015; PAES;
BERRIN; BEAUGRAND, 2012). Além disso, a enzima GHI1 consegue atacar
preferencialmente as cadeias mais longas de xilana, conseguindo reduzir
consideravelmente o grau de polimerizacgdo das moléculas, sem produzir
significativamente monomeros de xilose, em relacdo a enzima GH10, em que maiores
quantidades de xilose podem ser formadas (SANTIBANEZ et al, 2021).
Especificamente, endo-1,4-B-xilanases (GH11) sdao capazes de quebrar as ligacdes
glicosidicas das cadeias de xilanas, reduzindo o GP do substrato, como representado na
Figura 12, sendo que, no geral, esta enzima mostra atividade maxima em temperaturas
entre 40 e 80°C e pH entre 4,0 e 6,5 (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; POLIZELI
et al., 2005).
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Figura 12. Atuacdo da enzima endo-1,4-B-xilanase nas cadeias de xilanas hemicelul6sicas
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Fonte: adaptado Kalim et al., (2015).

Uma vasta gama de organismos € capaz de produzir xilanases, entre eles, fungos
dos géneros Trichoderma, Aspergillus e Fusarium, bactérias como Bacillus e
Streptomyces, alguns protozodrios, algas marinhas, insetos, semente de plantas e entre
outros. Fungos filamentosos vém sendo amplamente estudados por serem capazes de
secretar a enzima em niveis elevados para aplicacdes alimenticias e farmacéuticas de
forma segura, com potencial de melhoramento de processos em variedades industriais
(POLIZELI et al., 2005; SANTIBANEZ et al., 2021). O custo da hidrélise enzimatica
pode limitar a viabilidade do processo, amplificando a necessidade pela melhoria e

reducgdo do custo da producdo de xilanases por microrganismos qualificados.

O mecanismo das reagdes enzimaticas evidencia que, inicialmente, a enzima se
conecta reversivelmente ao substrato, formando o complexo enzima-substrato (E-S). A
inibicdo da enzima no sistema ocorre com excesso de substrato ou presenca de moléculas
inibidoras (que também se ligam a enzima) presentes no meio reacional. Enquanto altas
concentragdes de substrato irdo prejudicar a difusdo das moléculas durante a formacao
dos complexos, a falta de substrato faz com que a enzima ndo atinja sua atividade
potencial formacao do complexo E-S (SHULER; KARGI, 2002). Assim, aplicar relagdes
6timas de E-S e investigar previamente os fatores sdao a¢des fundamentais para minimizar

materiais, reducao de custos e bons rendimentos das moléculas de interesse.
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3.7. Xilooligossacarideos e suas aplicacoes prebidticas

Xilooligossacarideos sdao definidos como oligobmeros formados por 2 a 10
unidades de xilose conectados por ligacdes B-1,4-glicosidicas, obtidos a partir da hidrélise
parcial das xilanas hemiceluldsicas como representado na Figura 13 (AHMAD;

ZAKARIA, 2019; AVILA; MARTINS; GOLDBECK, 2020).

Figura 13. Estrutura molecular da xilose e xilooligossacarideos com diferentes GP
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Fonte: Adaptado de Freitas; Carmona; Brienzo, (2019)

Por apresentarem caracteristicas como a ndo digestibilidade em humanos, nao
cancerigeno, alta estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura, solubilidade em 4dgua
e auséncia de coloracdo e odor (AMORIM et al., 2019; BARRETO; ZANCAN;
MENEZES, 2015), os XOS sao utilizados em diversos setores industriais como na
agricultura, pecudria, alimentos, farmacéutico e cosméticos (AHMAD; ZAKARIA, 2019;
POLETTO et al., 2020; VAZQUEZ et al., 2000). Além disso, sdo facilmente encontrados
em frutas, vegetais e brotos de bambu, além de residuos agricolas de materiais lenhosos,
como sabugos de milhos, casca de arroz e améndoas, graos de cereais, galhos de eucalipto

e entre outros (PETROVA; PETROV, 2017).

Em 1995, Gibbs e Roberfroid (apud GIBSON, 2017) introduziram o conceito de
prebioticos como sendo “Ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta beneficamente o
hospedeiro, estimulando seletivamente o crescimento e/ou atividade de um ntimero
limitado de bactérias no c6lon humano, e assim, melhora a satide do hospedeiro”. O termo

prebidtico faz referéncia a carboidratos responsaveis por fornecer substratos fermentéaveis
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para bactérias benéficas presente no organismo do hospedeiro (BARRETO, ZANCAN,
MENEZES, 2015; SINGH, BANERJEE, ARORA, 2015). Além disso, segundo Collins
e Gibson (1999), para um composto quimico ser considerado um prebidtico, ele deve se
apresentar como um substrato seletivo para um nimero limitado de bactérias comensais
presentes no organismo, estimulando o seu crescimento para tornd-los metabolicamente
ativos. Para isso, ndo devem ser absorvidos e nem hidrolisados no trato gastrointestinal,

e devem auxiliar na alteragao da microflora em direcao a uma composicao mais sauddvel.

O conceito de prebidtico foi originalmente formulado para aplicagdes voltadas as
acoes no intestino de um individuo, porém pode ser devidamente aplicado a composicdo
de qualquer populacido microbiana, incluindo a microflora da pele. A utilizagdo dos XOS
como prebidticos em cosméticos vém sendo amplamente explorada devido a linha t€nue
existente entre as industrias farmacéuticas e cosméticas, as quais vém procurando
fornecer propdsitos benéficos a saide da pele pela incorporacdo de compostos naturais
contendo substancias bioativas, dando origem aos dermocosméticos (BARBOSA;

CONCEICAO, 2016).

Nesse setor, além de poderem atuar como antioxidantes, na presenca de derivados
fendlicos como 4cido ferdlico, cumdrico e entre outras ramificacdes, estabilizadores,
como agentes de volume e ainda participar de formulacdes emolientes (AHMAD:;
ZAKARIA, 2019; SAMANTA et al., 2015), os XOS também podem atuar na defesa
natural da pele, através da estimulag¢ao de antimicrobianos naturais na epiderme, ajudando
a proteger e fortalecer a integridade da barreira cutdnea e contribuindo também para a
melhora na retencdo de dgua (GIBSON, 2017). A Figura 14 a seguir descreve algumas

aplicacdes dos XOS no setor cosmético.
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Figura 14. Principais aplica¢des dos XOS na industria cosmética
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Fonte: Autor, 2022.

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos (ABIHPEC), o Brasil é o quarto maior mercado de beleza e cuidados pessoais
do mundo. Apesar de companhias internacionais terem sidos pioneiras na inclusdo de
prebidticos em produtos cosmecéuticos, atualmente, indmeras industrias brasileiras
estudam e ja utilizam os prebidticos em suas mercadorias para tratamento da pele
(SEBRAE; ABIHPEC, 2018). O setor de dermocosméticos no Brasil expandiu 57,5% nos
tltimos anos, atingindo mais de R$ 2,4 bilhdes de reais em 2019. No mercado global, o

valor atinge cerca de US$ 14,4 bilhdes durante o mesmo periodo.

A demanda incessante por produtos inovadores e com novas propriedades
incentivou a utilizacdo dos residuos lignocelulésicos ricos em bioativos, j4 que podem
impactar o desenvolvimento de novos produtos com valor agregado, por apresentar
op¢oes de tratamento a pele enquanto realiza sua funcao original voltada a vaidade. Além
disso, a popularidade de cosméticos sustentdveis de origem vegetal promove a inser¢ao

dos oligossacarideos neste setor com crescente potencial de desenvolvimento, o vegano.

A qualidade do prebidtico depende do GP do oligobmero, sendo que os mais
comumente utilizados sdo X2 e X3, pois se tratam de oligbmeros com tamanho adequado
para serem manipulados pelas bactérias benéficas (AVILA et al., 2020b; BRENELLI et
al., 2020; OTIENO; AHRING, 2012). Entretanto, diversas referéncias (BRENELLI et al.,
2022; DE FREITAS; CARMONA; BRIENZO, 2019; JAIN; KUMAR;
SATYANARAYANA, 2015) descrevem atividade prebidtica em XOS com GP até 6.
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As pesquisas possuem um papel essencial para garantir que as necessidades do
mercado prebidtico sejam atingidas, j4 que auxiliam no desenvolvimento de processos e
de produtos ndo convencionais com maior eficiéncia e rendimento. O uso da biomassa
lignoceluldsica como estratégia para conversdao em produtos com alto valor agregado e
prestigiados pelo setor industrial de cosméticos, pode ser atraente devido ao seu baixo
valor econdmico, fécil acessibilidade e pelas caracteristicas naturais e sustentdveis.
Apesar da alta disponibilidade de residuos agroindustriais lignocelulésicos, esses
materiais ainda sdo pouco explorados nesse setor, mas merecem aten¢do devido ao

impacto positivo que pode ser gerado (BARBOSA; CONCEICAO, 2016).
3.8. Microrganismos presentes na pele

A pele € considerada o maior 6rgdo do corpo humano, responsavel pelo seu
revestimento. Por estar em contato direto com o meio externo, e ser constituida por altas
concentracdoes de sais, lipidios e proteinas, esse tecido abriga uma vasta gama de
microrganismos, que integram a chamada microbiota da pele (ERIN CHEN;
FISCHBACH; BELKAID, 2018). A composi¢io da populacdo microbiana em
determinados locais cutineos ird variar de acordo com fatores externos, como temperatura
e contato com superficies, e fatores intrinsecos do hospedeiro, como grau de umidade,

idade e sexo (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).

Usualmente, ha quatro filos dominantes estdveis de bactérias resistentes na pele
humana: Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes. Outros géneros,
como Staphylococcus, Propionibacterium e Corynebacterium, também sao considerados
dominantes, porém relativamente estaveis, sendo a composi¢do geral, variavel para cada
individuo (GRICE, 2014). Por natureza, esses microrganismos sao considerados benignos
ao hospedeiro sob populagdes controladas, comportando-se como comensais ou
mutualistas em condi¢des de estado estacionario. Uma microbiota presente numa pele
sauddvel € caracterizada pela diversidade destas bactérias (BYRD; BELKAID; SEGRE,
2018).

Muitos distirbios que ocorrem na pele sdo associadas as perturbacdes na
composicao da microbiota, pois além de servirem como uma barreira fisica contra agentes
patégenos, desempenham outras funcdes essenciais a favor da prote¢do do individuo pela

interacdo com o sistema imunolégico, degradacdo de alguns componentes do suor,
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produzindo peptideos antimicrobianas patdgenas e entre outros (BYRD; BELKAID;
SEGRE, 2018; FARfAS; KOLBACH, 2011). As explosdes de populacdes bacterianas
patogénicas podem desencadear uma séria de doencas cutaneas, como no caso da acne
vulgar causada pela principal bactéria associada a doenga, a Propionibacterium acnes,
dermatite atdpica caracterizada pelo aumento da colonizacdo bacteriana com
Staphylococcus aureus, rosicea, psoriase e entre outras doencas. Além disso, outras
adversidades da pele também sdo atribuidas ao desequilibrio da microbiota, como a pele

sensivel, odor corporal e aparéncia visual (EGERT; SIMMERING; RIEDEL, 2017).

A Figura 15 abaixo apresenta a diferenca entre a microbiota normal e a microbiota

alterada quando hé a perturbacio da pele.

Figura 15. Representacdo da alteracdo da microbiota cutanea

Microbiota cutéanea Microbiota cutdnea
normal alterada
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Derme —

Citocinas pro-inflamatarias

Formadas em condicfes patoldgica. Participam
ativamente da resposta inflamatéria

Fonte: Adaptado de Lee, Verma e Thanabalu (2021).

Estudos feitos por Seité, Zelenkova e Martin (2017) sugeriram que a aplicagdo
de um emoliente associado a uma fonte de carbono prebidtica, a manose, € uma
abordagem terapéutica que permite alterar e equilibrar o sistema imunoldgico da
microbiota cutinea, exibindo melhoras das doencas de pele como acnes e rosiceas, por

promover o crescimento de bactérias benéficas sobre as patogé€nicas. As estratégias para
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manipular a microbiota da pele compreendem basicamente o uso de antibidticos ou
aplicacdes de prebidticos. Enquanto o primeiro atua diretamente na eliminacdo de
microrganismos especificos patogénicos, o segundo tem a capacidade de potencializar,
restaurar e conservar a microbiota da pele em diferentes formas, como por competicdo
por crescimento entre bactérias patogénicas e benéficas ou através da excrecdo de
moléculas antimicrobianas por parte dos microrganismos benignos (KRUTMANN, 2009;

TORTORA, 2017).

Considerando a sensibilidade da microbiota cutdnea perante as condi¢cdes de
mudancas e variacdes as perturbacdes geradas, pesquisas sdo necessdrias para identificar
cepas probidticas, ou seja, microrganismos que conferem beneficios a satude, e também
substratos prebidticos que possam vir a beneficiar a saide da pele, ja que a interacdo

singular entre ambos pode levar a diferentes atividades responsivas.
3.8.1. Staphylococcus xylosus

A Staphylococcus xylosus é uma bactéria presente na microflora da pele e se
desenvolve geralmente em ambientes quentes e imidos, como axilas, pés, virilhas, dobras
de cotovelos e joelhos e mucosas. Na industria, € habitualmente empregada como cultura
iniciadora para desenvolvimento de cor e sabor em alimentos de origem animal, e por
esta razdo, também € frequentemente encontrada em leite cru, queijos, carnes e salsichas

(LEROY et al., 2020; STAVROPOULOU et al., 2018).

Assim como a maioria das bactérias Staphylococci coagulase-negativa (SCN), a
S. xylosus é considerada um patégeno oportunista, pois a0 mesmo tempo que pode
promover diversos mecanismos favordveis a protecdo da barreira cutinea, em
quantidades excessivas, pode desencadear infec¢des devido sua capacidade de formacado
de biofilmes, especialmente em pessoas com sistema imunoldgico comprometido, que
utilizam cateteres permanente ou que passaram por procedimento hospitalar (BECKER;
HEILMANN; PETERS, 2014; ERIN CHEN; FISCHBACH; BELKAID, 2018; MA et al.,
2011).

No ecossistema da pele, as bactérias Staphylococci, no geral, sdo produtoras de
bactericidas peptidicas para impedir a a¢do de patégenos (EGERT; SIMMERING;
RIEDEL, 2017). Em estudos realizados por Leroy et al. (2020), cepas de S. xylosus foram
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capazes de alterar a composi¢cdo da pele e inibir ou retardar a formacao de biofilmes de
espécies S. aureus, a partir da excrecdo de peptideos antimicrobianos, a qual € responsavel
por uma grande diversidade de infeccdes no setor médico hospitalar, ocasionando
doencas como intoxicagdo alimentar, dermatite atdpica, furiinculos e doengas mais sérias
quando penetram em ossos e corrente sanguinea (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018;
ERIN CHEN; FISCHBACH; BELKAID, 2018; LEROY et al., 2020).

Ainda hé poucos estudos na literatura sobre os mecanismos de a¢ao de prebidticos
em bactérias S. xylosus para controle e manutencdo da microbiota da pele. Assim, a
investigacao desse cendrio se mostra promissora para o setor cosméticos provenientes de
recursos naturais. Em formulacdes cosméticas, por exemplo, prebidticos podem ser
aplicados como bioativos de tratamento diretamente na pele e aumentar seletivamente a
atividade da microbiota cutanea sauddvel, contribuindo para a saide do hospedeiro de

forma sustentavel.
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4. MATERIAIS E METODOS

A Figura 16 apresenta um resumo das etapas experimentais deste trabalho para a
destoxificacdo do licor bruto de residuos de eucalipto (LBrg) e formacdo de XOS.3 para
os ensaios de crescimento da bactéria S. xylosus.

Figura 16. Resumo da metodologia desenvolvida neste trabalho para destoxificacdo, hidrélise enzimatica
e crescimento da S. xylosus

Licor Bruto de residuos de eucalipto
(LBge) Y
Carvoes ¢ Filtracao

CPé

C(}ST >

Adsor¢ao com Licor filtrado (LF)

carvao ativado

Coca
Coqr l'

Licor Detoxificado
(LD)

Hidrolise enzimatica

|

Hidrolisado (H)

.

Ensaios de crescimento
da S. xviosus

Fonte: Autor, 2022.

4.1. Materiais

O LBge fo1 gentilmente fornecido pela doutoranda Jenniffer Andrea Tamayo Pena
do Laboratério de Engenharia Bioquimica, Biorrefinaria e Produtos de Origem
Renovavel (LEBBPOR) da FEQ/UNICAMP, sob o marco do projeto temético
FAPESP/BBSRC “An integrated approach to explore a novel paradigm for biofuel
production from lignocellulosic feedstocks” processo (15/50612-8), coordenado pela
professora Telma Teixeira Franco. O material foi obtido por pré-tratamento hidrotérmico

N

dos galhos de eucalipto pertencentes a espécie Eucalyptus grandis. As condicdes
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operacionais 6timas foram descritas como 175°C, 20 minutos de tempo reacional e 10%

(m/m) de carga de solidos (TAMAYO-PENA; J.A. et al., 2020).

Os carvoes utilizados na adsor¢do do LBrg foram carvao ativado granulado (Cg),
com 8x30 mesh, gentilmente cedido pelo Professor Marcus Soares Forte, do Laboratério
de Bioprocessos e Engenharia Metabdlica (LEMeB) da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da UNICAMP, e carvao ativado em p6 P.A. (Cps) fornecido pela Synth (Lote:
235611).

A enzima empregada nos ensaios enzimaticos foi a endo-1,4-B-xilanase de

Neocallimastix patriciarum (GH11) da Megazyme®.
4.2. Adsorc¢ao com carvoes ativados

4.2.1. Tratamento do Carvao ativado granulado

Foram testados trés diferentes tratamentos para o Cg para avaliar a remog¢ado dos
compostos inibidores, como compostos fenodlicos, furfural, 5-HMF, lignina soluvel, 4cido
acético e dcido férmico, presentes no LBRrg, de acordo com metodologias descritas por
Heylmann et al., (2021) e Ramos et al., (2009). J4 o Cps ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento preliminar, j& que seu grau analitico garantiu maior grau de pureza e
confiabilidade, conforme Figura 17. Em seguida, os carvoes foram empregados para a

avaliacdo da adsorc¢ao dos compostos propostos do LBRE.

As diferentes estratégias utilizadas no Cg foram: carvdo sem tratamento prévio
(Cag-st), carvao carbonizado em cadinhos de porcelana a 700°C por 10 minutos em mufla
(Co.ca), € carvdo quimicamente tratado e carbonizado (Cg.qr), em que o material foi
mantido em contato com uma solucdo de cloreto de zinco 33% (m/v), na proporcao 1:1
(ZnCly:carvao) por 24 horas. Neste tratamento, também foi feita uma lavagem com
solucdo de 4cido cloridrico (HCl) 2,5% (v/v) para eliminagdo dos ions zinco e
desobstru¢do dos poros, lavagem com &dgua destilada até obtengcdo do pH da dgua de

lavagem, e entdo secagem em estufa a 100°C durante 1 hora.
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Figura 17. Carvdes ativados utilizados na adsor¢a@o do licor bruto

Carvao ativado comercial em p6 sem
tratamento prévio

Carvao ativado granulado sem tratamento
prévio

Carvao ativado granulado carbonizado a 700°C
por 10 minutos

Carvao ativado granulado quimicamente
tratado com ZnCl,

Fonte: Autor, 2022.

4.2.2. Filtracao do Licor Bruto de residuos de eucalipto

A remocio de impurezas e compostos solidos do LBrg foi feita de acordo com a
metodologia adaptada estabelecida por Alves et al., (1998), a qual envolve duas etapas:
aumento do pH para 8,0 com 6xido de célcio (CaO) seguida de filtracdo com papel filtro
qualitativo; reducdo do pH para 5,2 com &cido fosférico (H3POs) seguida de uma nova
filtragdo (Figura 18). Ao final deste processo, o licor filtrado (LF) e o LBre (pH 3,2)

foram submetidos a adsor¢cao com o Cg de melhor desempenho para comparacao.

Figura 18. Metodologia para filtragdo prévia do LBrg antes da adsor¢do com carvao ativado

LBgg + Ca0 H;PO, LBgr
v 4 !
Agitacao > Filvacio—» Agitacdao _» Filtragto)» Licor Filtrado " Adsorcio com

pH 8,0 pHS5.2 (LF) carvio ativado

Fonte: Autor, 2022.
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4.2.3. Experimentos de adsorcao

O LBge foi destoxificado por adsor¢cdo com os carvoes ativados 4% (m/v), o Cps
e os Cg. As amostras foram agitadas em shaker a 150 rpm e 30°C durante 2 horas,
centrifugadas por 30 minutos a 4200 rpm e entdo filtradas em papel filtro qualitativo para
retencao do carvao. Em seguida, outra centrifugacio foi feita sob as mesmas condi¢des
anteriores. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente com o auxilio de pipetas Pasteur

e armazenado para andlises.

O mesmo procedimento foi utilizado para a construgdo da isoterma de adsor¢ao
do 4cido acético. Experimentos simultineos foram executados variando-se as
concentracdes de Cg.ca, para o volume fixo de 25 mL de LBrg, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Massa e porcentagem de carvio ativado para experimentos de isoterma de adsor¢do do acido
acético

% Co-ca Massa (g)

2% 0,5
4% 1,0
6% 1,5
8% 2,0
10% 2,5

A porcentagem de remog¢ao dos compostos adsorvidos (i) foi calculada segundo a

Equacdo 3 a seguir.

%Remocao = @ x 100 (3)

0,
Em que:

Co,i = concentrac¢do inicial de composto i (g/L); Ct;i = concentragdo do composto i
ao final da adsorcdo (g/L). Sendo i = compostos fendlicos, furfural, 5-HMF, lignina

soluvel, 4cido acético ou acido férmico.
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4.3. Metodologia analitica
4.3.1. Determinac¢ao da concentracio de compostos fendlicos

A concentracdo dos compostos fendlicos totais foi determinada pelo método de
Folin-Ciocalteu, descrito por Singlenton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999 apud
ARRUDA, 2008). Em tubos de ensaio, foram adicionados 3 mL de LBre com dilui¢do
apropriada, 0,2 mL de reagente de Folin e, ap6s 5 minutos, 0,8 mL de uma solucdo 15%
(m/v) de carbonato de sédio (NaxCO3). As amostras foram agitadas em vortex por 30
segundos e entdo mantidas no escuro por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram
lidas em espectrofotdmetro a 760 nm. Um fluxograma resumido do processo pode ser

observado na Figura 19.

A concentracdo dos fendis totais foi determinada a partir de uma curva de
calibragdo previamente construida, em concentracdes de 1, 2,5, 5, 10, 15, 20, 25 e 30
ppm, utilizando-se 4cido gilico como padrao.

Figura 19. Metodologia para determinacéo da concentracdo de compostos fendlicos totais pelo método
de Folin-Ciocalteu

3 mL -
licor diluido
L Rep.rouso Agitacao em vortex __, Manter noescuro Espectrofotometro
5 minutos 30 segundos 30 minutos 760 nm
0.2 mL
reagente de Folin | 0,8 mL solugdo NaCO; 15%

Fonte: Autor, 2022.

4.3.2. Determinacao de lignina solivel

A concentracdio de lignina solivel foi quantificada utilizando-se baldes
volumétricos de 20 mL contendo a aliquota LBre em dilui¢do adequada (entre 20x e 30x).
Em seguida, o pH do meio foi ajustado entre 12 e 13 com NaOH 6,5 N. As amostras
foram analisadas em espectrofotdometro a 280 nm, com o auxilio de cubetas de quartzo.
A concentracdo de lignina soldvel presente nas fragcdes do LBrg foi determinada segundo

as Equacdes 4 e 5 abaixo (ROCHA et al., 2012).
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CLs = 4,187.1072(A,80 — Arumr) — 3,279.107* (4)
Em que,

Af,HMF = (Cfurfuralgfurfural) + (CHMFSHMF) (5)

Sendo Cis: concentracdo de Lignina Solivel (g/L); Axso: absorbancia da solucao
de lignina em 280 nm; Afnwmr: absorbancia de furfural e HMF a 280 nm; Crurfural:
concentracdo de furfural (g/L); determinada previamente por HPLC; Cumr: concentragdo
de HMF (g/L); determinada previamente por HPLC; &furfurai: absortividade do furfural
igual a 146,85 (g.cm)'], enmr: absortividade do HMF igual a 114,00 (g.cm)'].

4.3.3. Determinacao de furfural e 5S-hidroximetilfurfural

Furfural e 5-HMF foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) utilizando-se 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 vazao de 100 uL/min e volume de
injecdo de 20 uL. Os valores de concentracdo foram obtidos a partir de curva de

calibracdo previamente construida.

4.3.4. Determinacao de acido acético e acido férmico

As concentracdes dcido acético e acido férmico foram determinadas por HPLC de
troca id6nica com detector por condutividade. A coluna Metrosep Organic Acids (300 x
7,8 mm) foi utilizada para as andlises a 30°C. Acido sulfdrico 0,5 mM e supressor de
cloreto de litio (LiCl) 50 mM foram utilizados como fase mével com vazio a 0,5 mL/min
e volume de injecdo de 196 pL. Curvas de calibragdo foram previamente preparadas com

0s seus respectivos padroes.

4.3.5. Determinacao de aciicares monoméricos

Acticares monoméricos, glicose e xilose, foram quantificados por HPLC
utilizando-se coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) a 55°C e detector de
indice de refracio Waters 410 com temperatura de 40°C. Acido sulfdrico 5 mM foi
utilizado como eluente a vazao de 0,6 mL/min e volume de injecao de 20 uL. Curvas de
calibracio foram previamente construidas com padrdes para determinagdo dos valores de

concentracdo das amostras.
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4.3.6. Determinacio de XOS

Xilobiose (X2), Xilotriose (X3), Xilotetraose (X4) e Xilopentose (X5) foram
quantificados por HPLC com detector amperométrico, coluna e pré-coluna CarboPac
PA100 (4 x 50 mm). A composi¢do da fase mével consistiu em um sistema de gradiente
de solvente composto por: A (dgua deionizada), B (NaOH 80 mM e acetato de s6dio 500
mM) e C (NaOH 500 mM) com vazdo de 1,0 mL/min e volume de injecao de 20 pL.

4.3.6.1. Determinaciao de XOS totais

Para avaliar a variacdo da concentracdo de XOS totais (XOST) no licor apds a
etapa de destoxificacdo, foi feita uma hidrdlise 4cida diluida do licor destoxificado com
acido sulfurico numa concentra¢ao final no meio reacional de 4% (m/m), segundo o
protocolo do National Renewable Energy Laboratory (NREL/TP-510-42623) (SLUITER
et al., 2006). A reacdo foi mantida a 121°C por 60 minutos em autoclave, seguida de
banho de gelo para cessar a reacdo. As amostras foram filtradas em papel filtro
quantitativo e entdo armazenadas adequadamente para determinagdo dos mono e

oligossacarideos.
4.4. Ensaios de atividade enzimatica

A atividade da enzima foi determinada a partir de reagdes contendo 50 uL de
arabinoxilano de trigo (Megazyme®) utilizado como substrato (0,5% p/v) e 50 uL da
enzima, ambos diluidos em tampao acetato de sédio 0,1 M pH 5,0. As amostras foram
incubadas a 50°C durante 20 minutos em termociclador. A reacdo foi interrompida pela
adicdo de 100 uL do reagente 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e imediatamente aquecida

até ebuli¢dao durante 5 minutos.

A quantidade de agucares redutores liberados foi determinada colorimetricamente
através de um espectrofotdometro UV/Vis a 540 nm (MILLER, 1959), a partir de uma
curva de calibracao previamente construida com padrdes de concentracdes conhecidas de
xilose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 umol de agucares redutores do substrato por minuto. Os ensaios

foram realizados em triplicata.



53

4.5. Hidrolise enzimatica

Os ensaios de hidrdlise enzimética foram feitos em frascos Erlenmeyer contendo
o licor destoxificado (LD), a enzima endo-1,4-B-xilanase em quantidades apropriadas e
tampao citrato-fosfato 50 mM e pH 6,0 para integrar o volume final necessario. As
amostras foram incubadas a 50°C sob agita¢ao constante de 160 rpm por 24 e 48 horas.
Em seguida, foram aquecidas a 90°C por 10 minutos em banho maria, centrifugadas a
4200 rpm por 15 minutos a 4°C e armazenadas para determinacao da concentracio XOS

por HPLC.

Para investigar os efeitos da relacdo enzima/substrato sobre o aumento da
concentracdo de X0OS».3, os ensaios foram feitos variando-se a dosagem de enzima em
40,0, 75,0 e 110,0 U/gxos em proporcdes fixas de LD de 6,3%, para obtencao de relagcdes
enzima/substrato (v/v) de 0,02, 0,04 e 0,06, respectivamente. Os intervalos foram

escolhidos com base nos estudos feitos por Brenelli et al., (2020) e Carvalho et al., (2020).
4.6. Microrganismos e condicoes de cultivo

A cultura criopreservada do microrganismo S. xylosus (ATCC 29971) foi
adquirida da Colecdo de Culturas Tropical (CCT) da Fundacao André Tosello, Campinas
(Sao Paulo, Brasil).

A cultura foi ativada em meio de cultura caldo nutriente (C), previamente
esterilizado a 121°C por 20 minutos, na propor¢do 1,5 mL: 50 mL (criotubo: meio C) em
Erlenmeyers de 250 mL e incubadas a 37°C por 17 horas. As condi¢des adequadas para
a ativacdo e preservacgao das culturas encontram-se descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Condigdes 6timas de cultivo e composi¢do do meio caldo nutriente (C) para a bactéria S.
xylosus (FAT, 2020).

Staphylococcus xylosus

Temperatura 37°C

1 g/L de Extrato de carne

5 g/L. de Peptona A

2 g/L de Extrato de levedura
5 g/L de NaCl

Meio C

pH 72+0.2
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A Figura 20 apresenta um resumo das etapas para os ensaios de crescimento da

bactéria S. xylosus mantidos em incubadora shaker.

Figura 20. Metodologia para os ensaios de crescimento da bactéria S. xylosus

Criotubo Ativacao .
— <+— Meio C
1,5 mL 50mL - 17h e
30% (v/v)

Pré-inoculo .
4+— Meio C

150mL - 24h
30% (v/v)
Inoculo Meio €
250mL - 24h

l 30% (v/v)

Crescimento da S. xylosus Meios com XOS —CX e DX
10 mL - 6h Meios sem XOS—-CeD

Fonte: Autor, 2022.

ApOs a ativacdo, o cultivo foi escalonado para 150 mL, na proporcao de ativacdo
30% (v/v), para a formacdo do pré-indculo e incubado a 37°C por 24 horas a 250 rpm.
Em seguida, mantendo-se a mesma propor¢dao, o pré-inéculo foi transferido para o
indculo, de volume final de 250 mL, e incubado novamente por 24 horas a 250 rpm em
temperatura 6tima. Esse escalonamento garantiu a quantidade necessdria de indculo para

os ensaios de crescimento da bactéria com o hidrolisado.
4.6.1. Crescimento da bactéria Staphylococcus xylosus

As curvas de crescimento microbiano foram executadas em frascos Erlenmeyer
de 100 mL em duplicata, com volume de trabalho de 10 mL, contendo 30% (v/v) do
indculo e diferentes meios de cultura, conforme Tabela 3, cultivadas sob condi¢des 6timas
por 6 horas e agita¢do de 250 rpm. O potencial prebidtico do hidrolisado (H) foi avaliado

por comparacdo do meio caldo nutriente (C) e caldo nutriente com 0,47 g/L. de XOS:3
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(CX), caldo nutriente diluido 4x com dgua (D) e caldo nutriente diluido com 0,64 g/L de
X08S23 (DX).

O crescimento bacteriano foi determinado por leituras de densidade 6ptica a 600
nm em espectrofotdmetro, a qual foi correlacionada com a massa seca correspondente.
Uma curva de calibragdo foi previamente preparada a partir do indculo da bactéria.
Amostras foram retiradas nos tempos 0, 1, 2, 3 e 6 horas, e analisadas para determinagdo
da concentragao celular e pH. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (4500 rpm
por 10 minutos) para remocao das células. Os sobrenadantes foram devidamente diluidos,
filtrados com filtros PVDF 0,22 um e utilizados para a quantificacdo do consumo de X2

e X3 por HPLC, conforme descrito no item 4.4.6.

Tabela 3. Composicdo quimica dos meios de cultura para ensaios de crescimento da bactéria S. xylosus.

Concentragdo (g/L)

Componentes  ~y/ioC Meio CX Meio D Meio DX
Extrato de Levedura 2,00 2,00 0,50 0,50
Extrato de Carne 1,00 1,00 0,25 0,25
Peptona 5,00 5,00 1,25 1,25
NaCl 5,00 5,00 1,25 1,25
X2 - 0,21 - 0,29
X3 - 0,26 - 0,35

XOS totais - 3,00 - 4,10
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composic¢ao do licor bruto de residuo de eucalipto

A composi¢do do LBRg foi investigada pela doutoranda Jenniffer Andrea Tamayo
Pena, em que o pré-tratamento hidrotérmico foi otimizado para maximizar a liberagdo de
oligossacarideos. A composi¢do quimica original do LBrg € descrita na Tabela 4 e

apresentava valor de pH 3,2 (TAMAYO-PENA; J.A. et al., 2020).

O pré-tratamento hidrotérmico empregado para descomplexar a estrutura das
biomassas lignocelul6sicas, além de solubilizar as fracdes hemiceluldsicas na forma de
oligdbmeros € monOmeros, também gerou produtos inibidores, como os compostos
fendlicos, dcido férmico, acido acético, furfural, 5-HMF e lignina soldvel.

Tabela 4. Composic¢do quimica do licor bruto (LBgg) obtido por pré-tratamento hidrotérmico dos galhos
de eucalipto.

Componentes Concentragdo (g/L)
LBRre

Xilose 1,436 £ 0,162
Arabinose 0,322 + 0,057
Glicose 0,107 = 0,005
XOS totais 8,698 £ 0,005
Fendis totais 0,979 + 0,070
Acido férmico 0,579 + 0,050
Acido acético 0,436 £ 0,156
Furfural 0,125 +0,114
5-HMF 0,040 + 0,019
Lignina soluivel 0,022 + 0,001

Fonte: (TAMAYO-PENA; J.A. et al., 2020).
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5.2. Destoxificacido do licor bruto

5.2.1. Efeitos dos tratamentos dos carvoes ativados na adsorc¢iao

A presengca dos compostos inibidores no LBrg pode comprometer o
desenvolvimento de processos industriais, o crescimento e a atividade de bactérias
(ARRUDA, 2008; COSTA-TRIGO et al., 2020). O processo de carbonizagdo e ativacao
quimica do material garantem que os poros do material estejam desobstruidos e
disponiveis para acomodar seletivamente as moléculas indesejaveis, proporcionando a
separacdo das moléculas de interesse da fase liquida (NASCIMENTO et al., 2014).
Diferentemente dos carvdes ativados em pd, os carvdes ativados granulados podem
necessitar de mais processos para sua formagdo, j& que o tamanho da sua particula

influencia diretamente na capacidade de adsorcao (GE et al., 2022).

A Figura 21 apresenta os resultados da remog¢do dos compostos fendlicos, dcido
férmico, 4cido acético, furfural, 5S-HMF e lignina soldvel do LBrg por adsor¢cdo com os
carvoes ativados granulados, Cg.st, Cc.ca € Cc-QT, a0 final de duas horas de adsor¢do. No
geral, observa-se que os carvdes que receberam algum tipo de tratamento, Cg.ca € Cg-QT,
promoveram uma maior remog¢do de todos os compostos, exceto para o furfural e o 5-
HMF, em que todos os carvdes os retiraram efetivamente (> 99%). Além disso, nota-se
que os tratamentos ndo influenciaram significativamente na remog¢do do dcido férmico,
sendo as porcentagens de remocao de 90,9%, 89,8%, e 89,0% Cg.ca, Co-st € Ca-qt,

respectivamente.
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Figura 21. Remocdo de compostos inibidores no LBgg a partir dos carvdes: Cg.st (sem tratamento),
carvao Cg.ca (carbonizado) e carvio Cg.qr (quimicamente tratado) ap6s 2 horas de adsorgéo
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A ativacdo feita no Cg.qor ndo favoreceu a remocdo de lignina solivel, 63,2% e
compostos fendlicos, 94,4%, em relagdo ao carvao Cg.ca, que removeu 70,2% e 95,2%
dos mesmos compostos, respectivamente. Agentes ativadores, como ZnCl, sdo
responsdveis por inibir a formac¢do e eliminar outros compostos organicos dos
microporos, aumentando a drea superficial no material adsorvente (SUJIONO et al.,
2022). Entretanto, o tempo e taxa de impregnagdo podem afetar a qualidade do carvdo
ativado (MOZAMMEL; MASAHIRO; BHATTACHARYA, 2002). Vargas, Giraldo e

Moreno-Pirajan (2012) testaram a impregnagdo do carvao de carogo de palmeira africana
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granular com ZnCl e observaram que o aumento de sua concentra¢do no meio diminuiu
a capacidade de adsorc¢do do material devido ao colapso da estrutura porosa por excesso

do agente ativador.

O 4cido acético foi o composto menos adsorvido do LBrg, sendo 53,7%, 46,9% e
31,6% para Cg.ca, Cg-qr e Ca.st, respectivamente, e, portanto, sua isoterma de adsorcao
foi estudada. Observa-se que a isoterma de adsorcdo do acido acético (Figura 22) com o
carvao Cg.ca, se assemelha com o formato da isoterma de adsorcao do tipo III, conforme
Figura 9, indicando fracas interacdes entre as moléculas do adsorvato com o adsorvente.
Como resultado, tem-se uma baixa massa de 4cido acético retida por unidade de massa
de carvao ativado, e por esta razdo, os parametros de adsor¢ao ndo foram determinados.
A razdo para essa tendéncia também pode ser atribuida pela falta de sitios ativos
necessarios para uma alta concentracao inicial de dcido acético, além de sua competicao

com os outros compostos, levando a uma menor remo¢ao (ADEKOLA; OBA, 2016).

Figura 22. Isoterma de adsorcio para o 4cido acético com carvao Cg.ca
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O carvao Cg-ca apresentou a melhor performance para a remog¢do dos compostos
inibidores dentro do periodo de duas horas e foi utilizado no item 5.2.2. Além disso, este
tipo de tratamento evita o consumo de reagentes, dgua e energia requerida para a remog¢ao
do HCI, o qual € necessdrio no tratamento quimico, apresentando-se como mais

econdmico.
5.2.2. Efeito da filtracao do LBRre na adsorcao

A adsor¢do € uma consequéncia de combinagdes quimicas e fisicas entre
moléculas do adsorvato e o adsorvente. Com isso, hd varios fatores que influenciam
diretamente no mecanismo de adsorcdo, como drea superficial, tamanho dos poros,
temperatura ¢ pH do meio (MUSSATTO; ROBERTO, 2004a). Segundo Alves et al.,
1998, compostos aromdticos ou impurezas podem ser precipitados na forma de 6xidos
pela alteracdo de pH do meio, a partir dos fons calcio em solucio provenientes do CaO, e

entdo removidos do licor por filtragao simples.

A Tabela 5 compara as composicdoes dos sobrenadantes do licor filtrado
destoxificado (LFD), referente ao LBge filtrado duas vezes apds ajustes de pH para 8,0 e
5,2 seguida da adsorcdo, e LD, referente ao LBrg submetido diretamente a adsorgio,
ambos adsorvidos com o carvao Cg.-ca.

Tabela 5. Concentragdes dos compostos inibidores do LBrg, LFD obtido apds duas filtragdes seguida da
adsor¢do com o carvao Cg.ca € LD obtido apds adsorgao direta com o carvdo Cg.ca ao final de duas horas.

Inibidores Concentragdo (g/L)
LBRre LFD LD

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 0,027 + 0,002 0,047%*
Acido férmico 0,579 £ 0,050 0,059* 0,053 £ 0,001

Lignina soldvel 0,022 + 0,001 0,008* 0,007*

Acido acético 0,436 + 0,156 0,243 + 0,002 0,202%*

* Valores de duplicatas com erros inferiores a 5%.
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A precipitagdo seguida da filtragio como etapa prévia a adsor¢do com carvao
ativado nao influenciou nos resultados de adsorc¢ao do furfural, 5S-HMF e 4cido férmico
sendo que todos os resultados apresentaram porcentagem de remocao superior a 90,0%.
Entretanto, nota-se que ao final do processo, foram removidos 44,4% e 62,6% de acido
acético e lignina solivel do LFD, enquanto o LD apresentou remoc¢ao de 53,7% e 70,2%,

respectivamente, para 0s mesmos compostos.

De acordo com Evstigneyev et al., (2019) e Horvath (2006), a solubilidade da
lignina aumenta com o aumento do pH da fase liquida. Desta forma, o meio que manteve
o pH d4cido do LBgrg, pela ndo adicio de CaO, garantiu que as macromoléculas
adquirissem maior afinidade com o adsorvente em relacdo a fase liquida, justificando a
maior porcentagem de remog¢do. Além disso, nota-se que seus derivados, 0s compostos
fendlicos, foram altamente removidos em ambos os casos, sendo 97,3% e 95,2%,
respectivamente, para os licores LFD e LD. Possivelmente, a adi¢cdo de CaO no LBre
causou a precipitacdo de alguns compostos aromdticos na forma de 6xidos, permitindo
que os mesmos também fossem removidos pela filtracio (ALVES et al., 1998). A etapa
de filtracdo prévia como alternativa para aprimorar a adsor¢cdo nao favoreceu a adsor¢ao
de outros inibidores, assim como a remog¢ao das impurezas s6lidas do LBRrg, indicando
que somente a adsor¢do com o carvao ativado foi suficiente para retirar efetivamente os

compostos propostos.

Apesar de diversas referéncias utilizarem a estratégia de filtracdo prévia a
adsorcdo em diferentes tipos de matérias primas, como em bagaco de cana (ANTUNES
etal.,, 2021; ARRUDA, 2008), poupa de madeira (LU; DONG; YANG, 2013) e graminea
Switchgrass (PAN IAGUA-GARCIA et al., 2018), nota-se que neste estudo para o LBRgg,
a etapa de filtracdo nao promoveu a remoc¢ao dos compostos inibidores propostos tao
satisfatoriamente quanto ao emprego do LBgg direto a adsorcdo, sendo esta ultima a
condi¢do empregada para os experimentos posteriores de destoxificacdo, ja que também
evita o uso de reagentes, equipamentos, energia e perdas de licor que sdo geradas durante

a filtracao.



CA.

5.2.3. Comparacio entre Cps € Cg-ca

62

A Tabela 6 apresenta os resultados da adsor¢do do LBre com os carvoes Cps e Ca-

Tabela 6. Concentragdes dos compostos inibidores nos licores destoxificados (LD) por adsor¢ido com os
carvoes ativados Cg.ca € Cps.

Inibidores Concentracao (g/L)

LBRre LD - Cc-ca LD - Cps

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 soluvel 0,022 + 0,001 0,007* < 1,000%107
Acido acético 0,436 + 0,156 0,202%* 0,197 = 0,002

* Valores de duplicatas com erros inferiores a 5%.

Observa-se que a granulometria do carvdo ndo é um parametro influente para a
remogdo de furfural e 5-HMF, sendo que em ambos os casos 0os compostos foram
eficientemente removidos (> 99%). Apesar do Cps ter retirado, mais efetivamente, a
lignina soldvel (99,9%) em relacdo ao Cg.ca (70,2%) e ligeiramente mais dcido férmico
e acido acético (93,0% e 55,0% contra 90,9% e 53,7%), o carvao granulado adsorveu um

pouco mais dos compostos fendlicos (95,2%) em relagdo ao em pé (93,6%).

Estudos feitos por Mussatto e Roberto (2004), avaliaram a remocdo de furfural e
5-HMF e produtos de degradacdo da lignina com 2,5% de carvao ativado com diferentes
granulometrias no licor produzido a partir da palha de arroz. O carvdo em p6 foi capaz de
remover cerca de 42%, 93% e 26%, respectivamente, para concentracoes iniciais de 0,06
g/L de furfural e 0,50 g/L de 5-HMF, enquanto o carvao granulado de 8x30 mesh removeu
54%, 39% e 12% na devida ordem. Os autores concluiram que os pardmetros
fermentativos do estudo foram fortemente influenciados pela porcentagem de remocdo
dos compostos propostos, sendo que eles foram reduzidos em até 34% quando o licor foi
tratado com o carvao ativo granulado. Apesar da adsor¢do ser fortemente dependente da

concentragdo dos adsorvatos na fase liquida, este estudo se assemelha com esta presente
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pesquisa pelo fato de que o carvao ativado em p6 apresentou melhor performance para

remogao dos trés componentes.

Apesar da efetividade de remogdo dos compostos apresentados, € notério que ha
uma remocao moderada do dcido acético (cerca de 55,0%) em ambos carvdes utilizados
e que a granulometria ndo influenciou no processo de adsorcdo. Entretanto, esses
resultados estdo de acordo com os resultados da literatura, os quais relatam porcentagens
inferiores a 55% de remocao de dcido acético para adsor¢ao do licor com carvao ativado.
Do Nascimento et al., (2020) reportaram que o carvdo vegetal de endocarpo de acai
removeu 52,8% de furfural e 100% de 5-HMF, mas apenas 40,4% de acido acético no
licor de bagaco de sisal. Lu, Dong e Yang (2013), também destoxificaram licor de polpa
de madeira com carvao ativado comercial e removeram 99,9% dos compostos fendlicos,
80,0% de furfural e 87,9% de 5-HMF, porém somente 26,4% de 4cido acético. Apesar
dos estudos apresentarem diferentes concentragdes iniciais para esses compostos, nota-se

que hd mesma tendéncia para menor remog¢do do acido acético.

Embora o Cps tenha apresentado os melhores resultados, a carbonizag¢do do Cg
(Ci.ca) também gerou um material eficaz para a remocao dos compostos inibidores
propostos. Entretanto, maiores perdas de xilose foram observadas para o carvao
granulado (16,2%) em relacdo ao em po6 (9,7%), conforme Tabela 7. Em estudos
semelhantes feitos por Arruda (2008) e Costa-Trigo et al., (2020), perdas de xilose de 9%
e 33% em licores de bagaco de cana e de rebarbas de cana em adsor¢dao com carvao
ativado também foram relatadas. Além disso, neste presente trabalho, os XOS totais
foram removidos em 32,2% e 10,5% para o Cg.ca € Cps, respectivamente. A perda pela
adsor¢do com este ultimo carvao ndo prejudicou o estudo, ja que os compostos inibitdrios
foram removidos efetivamente nas etapas posteriores. Por fim, também foi observado que
houve a clarificacdo do LBre ap6s destoxificacdo, conforme Figura 23.

Tabela 7. Concentragdes dos agticares, xilose e XOST, nos licores destoxificados (LD) por adsor¢do com
os carvoes ativados Cg.ca € Cps.

Concentragao (g/L)
Componentes
LBRre LD - Cgca LD- Cps
Xilose 1,436 £ 0,162 1,204 £ 0,074 1,297 £ 0,003

XOS totais 8,698 + 0,005 5,897 + 0,001 7,785 + 0,001
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Figura 23. Amostra de licor bruto, a esquerda, licor destoxificado com Cps, a direita

A ac¢do inibitéria dos compostos téxicos a microrganismos € estabelecida pela sua
capacidade de atravessar a membrana e causar danos celulares, como a altera¢do de pH,
da sua estrutura e da sua permeabilidade, e pela modificacdo dos mecanismos de inibi¢do
de sintese e das enzimas fundamentais para manutencdo e funcionamento das células
(BASAK et al., 2020). Antunes et al., 2021 reportaram que concentra¢des abaixo de 1,5
g/L de 4cido acético ndo inibem o metabolismo de cepas de Scheffersomyces shehatae e
Candida tropicalis durante etapas de fermentacdo, enquanto Costa-Trigo et al., (2020)
relataram que concentragdes a partir 0,5 g/L. de compostos fendlicos inibem a producdo
de écido latico por Lactobacillus plantarum. Wikandari et al., (2010) também observaram
que a mesma concentracdo de dcido acético de 1,5 g/L foi suficiente para reduzir
rendimento e produtividade de etanol, a partir da fermentacao da levedura Pichia stipitis,

além da concentragdo de 0,5 g/L para os inibidores furfural e S-HMF.

Neste trabalho, com exce¢do dos compostos fendlicos, as concentragdes do
furfural, 5S-HMF e 4cidos orgéanicos estido abaixo dos limites considerados inibitérios no

LBrg, conforme Figura 24. Entretanto, considerando que os limites apresentados pela
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literatura sdo para matérias-primas e microrganismos diferentes dos aqui utilizados, e que
os efeitos sinérgicos entre eles podem se tornar significativos, a destoxificacdo como
etapa prévia aos ensaios com a bactéria se faz necessdria para garantir que a ultima nao
seja prejudicada. A adsor¢do com Cps apresentou melhores resultados, por remover
eficientemente os compostos propostos e minimizar a perda de XOSr, além de evitar
tratamentos adicionais ao adsorvente, tornando a técnica mais atrativa economicamente.

Figura 24. Limites inibitdrios e concentracdes de dcido acético, 5S-HMF, furfural e compostos fendlicos
presentes no LBrg, LD com Cps
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5.3. Hidrolise enzimatica

A reducdo da massa molar, e consequentemente, do grau de polimerizacdo do
polissacarideo em cadeias menores, pode ser atingida por catdlise enzimdtica pelo
emprego das enzimas xilanases. A variacdo da relacdo entre a dosagem enzimética pelo
volume de LD foi avaliada apés 24 e 48 horas de incubagdo visando maximizar a
conversao dos XOS com alto GP em XOS2.3. O LD apresentava 7,8 g/L. de XOSr, sendo
0,57 g/ de XOS23 e 0,85 g/L de XOS4.5, e 1,30 g/L. do mondmero de xilose. A Tabela 8

Limite inibitorio (g/L)
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apresenta os resultados obtidos apds os ensaios enzimdticos empregando-se trés razoes
de volumes de enzima comercial e volume de substrato. A resposta buscada neste estudo
foi a concentracdo de XOS»3, j4 que sdo actcares reconhecidos como prebidticos
qualificados pela facilidade de serem mais consumidos pelos microrganismos.

Tabela 8. Relacdo enzima/substrato e concentragdes de XOS».3 e XOS4.5 nos hidrolisados ap6s hidrélise
enzimdtica durante 24 e 48 horas.

Ensaio Enzima/Substrato 24 horas 48 horas
(v/v) X2+X3 (g/L) X4+X5 (gL) X2+X3 (gL)  X4+XS5 (gL)
1 0,02 090+0,01 1,23+£0,02 0,96 +0,01 1,30 £ 0,01
2 0,04 1,05+0,01 1,25+0,01 1,19 £0,01 1,29 £ 0,02
3 0,06 1,01 £0,01  1,19+0,02 1,23 £0,01 1,32 +£0,01

Observa-se que, tanto para 24 horas quanto para 48 horas, a menor razio
enzima/substrato gerou baixas conversdes de X0OS2.3, sendo de apenas 56,9% e 68,6%
ap6s 24 e 48 horas, respectivamente, relacdo ao licor de entrada. Conforme os
fundamentos de cinética da hidrdlise enzimadtica, o aumento da dosagem da enzima no
meio reacional, ou da quantidade de substrato, leva ao aumento da velocidade da reacdo
para converter o substrato no produto de interesse (BAILEY; OLLIS, 1986; SHULER;
KARGI, 2002).

Durante as primeiras 24 horas, nota-se que as condi¢des empregadas no ensaio 2
apresentaram maiores concentragdes de XOS23 e XOSs.5 em relacdo as do ensaio 3,
indicando que a enzima atingiu seu limite efetivo, j4 que o aumento da quantidade de
enzima no meio nao influenciou nos resultados. J4 apds 48 horas, o maior tempo de
contato da enzima com o substrato proporcionou maiores concentra¢des dos oligdmeros
no geral. Os X0OS>3 e XOS4.5 aumentaram 108,3% e 51,9%, respectivamente, para o
ensaio 2, e em 115,5% e 55,8% para o ensaio 3, na devida ordem em relagcdo ao LD, como

o esperado (Figura 25).

Observa-se também, que a hidrélise enzimética converteu as maiores cadeias de
XOS principalmente em XOS2.3 em relagdo aos XOS4.s. Esses resultados estdo de acordo
com a literatura, pois a enzima B-1,4-xilanase (GH11) hidrolisa as ligagdes glicosidicas
ao longo das cadeias em um mecanismo de clivagem aleatdria, sendo que € esperado que

sua atividade diminua conforme aumente o tamanho da cadeia, sem gerar menores
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quantidades de mondmeros (LI et al., 2021; SAKA; BAE, 2016).

Figura 25. Concentragoes de XOS,.3 resultantes dos ensaios de hidrélise enzimatica.
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O ensaio 3 ap6s 48 horas apresentou o melhor resultado e foi selecionado para o
preparo do hidrolisado utilizado para o crescimento da bactéria. Sua condi¢do de maior
relacdo enzima/substrato (v/v) correspondia a 6,3% de LD e 110 U/gxos de enzima, e foi
validada em triplicata, conforme Tabela 9. As concentracdes de XOS4.s e xilose atingiram
valores de 1,27 g/L e 1,39 g/L neste ponto, representando um aumento de 49,8% e 6,7%
em relacdo as concentragdes iniciais, ficando evidente que as cadeias longas de
oligossacarideos foram degradadas principalmente em XOS;3 durante a hidrélise

enzimatica.
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Tabela 9. Valores de XOS,.3 para os ensaios de validacio da hidrélise enzimatica com 6,3% de LD e 110
U/gxos de enzima xilanase.

Concentracao (g/L)
Ensaios de validag¢ao
X2+X3
1 1,25
2 1,22
3 1,17
Média 1,21 £0,04

5.4. Efeito dos XOS:2.3 na bactéria S. xylosus

Xilooligossacarideos com GP 2 e 3 sdo reconhecidos como carboidratos
qualificados para fornecer substratos as culturas bacterianas benéficas do ser humano
(AVILA et al., 2020b; LIAN et al., 2020). Por possuirem tamanho adequado, os XOS».3
podem estimular o crescimento seletivo de bactérias favordveis a saide do hospedeiro,
auxiliando na manutenc¢io e restaura¢do da microbiota humana (KRUTMANN, 2009). O
consumo de X2 e X3 e o crescimento da bactéria verificaram a eficicia da hidrélise
enzimatica e da remo¢do dos compostos inibidores por adsorcdo com carvao ativado

aplicadas ao LBRE.

Ensaios para avaliar o efeito dos XOS2.3 no crescimento da S. xylosus foram feitos
em diferentes meios de culturas. A Tabela 10 apresenta as composicdes dos meios de
duas formas: a primeira considera as concentragcdes basais totais dos componentes em
cada meio, e a segunda apenas a concentragdo de carbono (Ccarbono), €m g/L, de cada
componente, calculado a partir da fracdo massica de carbono em cada um (FARFAN,
1994). Para avaliar efetivamente o crescimento da S. xylosus pelo consumo de XOS,3 é
importante analisar quais sdo os nutrientes preferenciais da bactéria, os oligossacarideos
ou as fontes de carbono provenientes dos meios basais, jd que estes sa3o meios complexos
e ricos em bons nutrientes. Para isso, foi calculado também a Ccarbono total em cada meio,
a partir da soma de Ccabono de cada componente, sendo, portanto, os meios basais ricos
em nutrientes sem (meio C) e com XOS23 (meio CX), e os meios deficientes em

nutrientes sem (meio D) e com XOS2.3 (DX).
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Tabela 10. Concentragdes totais e concentragdes de carbono (Cecarbono) de cada componente para cada
meio de cultura, sendo os meios ricos em nutrientes com XOS, 3 (meio CX) e sem XOS,3 (meio C) e os
deficientes em nutrientes com XOS» 3 (meio DX) e sem (meio D) XOS;.

Concentragdo (g/L)

Meios ricos em nutrientes Meios deficientes em nutrientes

Fracdo maéssica

Componentes Meio C Meio CX  Ccabono MeioD Meio DX Ccarbono

de Carbono
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
XO0S23 43% - 0,47 0,20 - 0,64 0,28
Ccarbono total no meio (sem XOS) 4,00 1,00
Ccarbono total no meio (com XOS) 4,20 1,28

A Figura 26 apresenta os perfis de crescimento durante 6 horas dos ensaios com

a bactéria.
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Figura 26. Concentragdo celular da bactéria S. xylosus para os meios C, CX, D e DX durante 6 horas de
ensaios de crescimento.
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No geral, apds 6 horas de ensaio, observa-se que a alta disponibilidade de carbono
do meio basal nos meios C e CX (4,00 g/L) levou ao crescimento continuo bacteriano,
diferentemente dos meios deficientes de nutrientes basais (1,00 g/L), em que a
concentragdo celular diminuiu apés 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 XOS2.3 (meio DX). A incorporagdo de XOS:2.3 no meio basal escasso
quase dobrou sua concentracdo celular em relagdo ao meio sem os oligossacarideos, indo
de 0,80 g/L (meio D) para 1,55 g/LL (meio DX). Além disso, para o tempo de 2 horas, 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 concentracdo celular, ficando notdrio, para esse intervalo, que a taxa de crescimento

da S. xylosus foi maior o meio DX, seguido dos meios C, CX e D, na devida ordem.

A Figura 27 apresenta os perfis de consumos de X2 e X3 pela bactéria ao longo

dos ensaios de crescimento.
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Figura 27. Perfil de consumo de xilobiose (X2) e xilotriose (X3) pela bactéria S. xylosus durante 6 horas
de ensaio para A) Meio CX e B) Meio DX
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Ao longo das 6 horas de ensaio, a S. xylosus consumiu apenas 41,5% de X2 e de
10,9% de X3 no meio CX contra 64,4% e 46,8%, na devida ordem, para os mesmos
oligossacarideos no 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 relacdo aos XOS».3. Além disso, enquanto a bactéria consumiu gradualmente os
oligbmeros ao longo do tempo no meio CX, para o meio DX, o consumo foi feito
bruscamente durante a primeira hora, o qual se correlaciona com o maximo crescimento

apo6s 2 horas de ensaio, como apresentado na Figura 26.

Em relacdo ao consumo dos oligossacarideos para o tempo de 2 horas, quando os
XOS23 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>3 estimulam o crescimento de S. xylosus, ja que o
consumo dos oligossacarideos permitiu que a bactéria crescesse mais em relacdo aos

meios basais com altas concentragdes de carbono.

Além dos parametros avaliados, a variacio do pH do meio também pode ser
considerada um indicador da atividade probidtica da bactéria. Muitos trabalhos revelam
que a inibicao de bactérias nocivas esteja relacionada principalmente com a competi¢ao
entre bactérias benéficas e patogénicos (BARRETO; ZANCAN; MENEZES, 2015; ERIN
CHEN; FISCHBACH; BELKAID, 2018; LEROY et al., 2020). A queda do pH é uma
caracteristica marcante do comportamento probidtico de culturas bacterianas devida a
producdo de acidos metabdlicos, como os acidos graxos de cadeias curtas produzidos
durante a fermentagdo, responsdveis por inibir o crescimento das bactérias patogénicas
(BOONCHUAY et al., 2021; RATHAMAT et al., 2021). Entretanto, nesse estudo, foi

observado o aumento do pH em todos os meios propostos, apresentado na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores de pH ao longo dos ensaios de crescimento da bactéria S. xylosus para os meios
contendo XOS.

Valores de pH
Tempo ) .
Meio CX Meio DX

Oh 7,2 7,2
lh 7.4 7,3
2h 7,7 7,5
3h 8,1 7,8
6 h 8,5 7,9

Em meios mais complexos compostos por extrato de carne, extrato de levedura e
peptonas, formados principalmente por proteinas, o pH do meio tende a aumentar ao
decorrer do tempo. As proteinas sdo formadas por unidades de aminoécidos, os quais se
unem através de ligacdes peptidicas formadas por um grupo carboxila de um aminoédcido
e um grupo amina de outro aminodcido subsequente, sendo excelentes fontes tanto de

carbono, quanto de nitrogénio (LEHNINGER et al., 2014).

A glicose € o carboidrato fornecedor de energia mais comum utilizado pelas
células. Porém, os microrganismos também sdo capazes de catabolizar outros
carboidratos, vérios lipideos e proteinas para produgdo de energia. Para que as bactérias
consigam catabolizar proteinas, primeiramente, é necessaria a acdo de enzimas
extracelulares para decompor as macromoléculas em aminodcidos. Em seguida, estes
compostos devem ser convertidos em moléculas aceitas pelo ciclo de Krebs. Um dos
mecanismos que ocorre durante a conversdao dos aminodcidos na célula € a desaminacao,
em que o grupo amina do aminoacido é removido da molécula para que o hidrocarboneto
entre no ciclo. Com a amdnia liberada, ela € capaz de atrair um préton para formar fons
amonio (NH4) em solug@o, resultando no aumento do pH do meio ( LEHNINGER et al.,
2014; TORTORA, 2017). A partir disso, nota-se também que neste trabalho, o pH do
meio CX apresentou maior valor final em relacdo ao meio diluido DX, por possuir

maiores concentracdes dos nutrientes complexos.

Para exemplificar, Figura 28 representa a reacdo de desaminacdo do &cido

glutdmico, um aminodcido presente no extrato de levedura (SILV A et al., 2009).
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Figura 28. Rea¢do de desaminagdo do dcido glutamico

0 o NAD(P)Y* ﬁ'—' +H* 0 0
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Fonte: Adaptado de Marzzoco et al., (1999).

Pesquisas estabeleceram que os prebidticos melhoram efetivamente a resposta
imune, resisténcias e comunidades da microbiota intestinal em humanos. Como exemplo,
estudos feitos por Gupta et al.,, (2022) mostraram que as cepas probidticas
Lactiplantibacillus plantarum foram capazes de consumir os XOS como unica fonte de
carbono e exibiram um alto potencial inibitério (30 a 80%) contra outras bactérias como
S. aureus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteu, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Jagtap et al., (2017) também mostraram que seis das dez culturas probidticas
da microflora intestinal foram capazes de utilizar XOS produzido a partir de residuos
agricolas e apresentou notavel crescimento nos meios contendo XOS como Unica fonte

de carbono.

Em relacdo a microflora da pele, pesquisas com propdsitos semelhantes foram
feitas por Hoseinifar et al., (2014) em peixes brancos do Caspio, em que a suplementacio
da alimentacdo com 3% de XOS como prebidtico promoveu a atividade antimicrobiana
contra espécies de Streptococcus faecium, Serratia Marcescens e E. coli, atuando na
prevencdo de infecgdes da mucosa cutanea, sendo uma alternativa ecoldgica para
aumentar a resisténcia dos peixes do estudo. Além disso, outros oligossacarideos
similares ndo digeriveis possuem atividade prebidtica comprovada para bactérias do
mesmo género da microbiota cutanea, como os galactooligossacarideos (GOS). Petrov et
al., (2022) mostraram o efeito prebidtico de GOS através da influéncia no crescimento da
bactéria residente Staphylococcus epidermidis contra a patogénica S. aureus tanto em

caldo nutritivo quanto em formula¢des cosméticas a 5%.

As referéncias citadas acima demonstram a atuacdo dos XOS como prebidticos.

Sendo assim, considerando os resultados de crescimento celular e consumo dos XOS
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obtidos nessa pesquisa, tem-se que os XOS oriundos dos residuos de eucalipto
apresentam grande potencial prebidtico para a microflora da pele, embora sua aplica¢do
tépica seja ainda insuficientemente investigada, especialmente para a bactéria S. xylosus.
Apesar deste estudo ndo ter testado a acdo prebidtica dos XOS formados pela
incorporacdo em formulagdes cosméticas devido as limitacdes causadas pela pandemia,
esses resultados ampliam os conhecimentos sobre essa aplicacdo em potenciais bactérias

probidticas da pele, abrindo portas para novos estudos.
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6. CONCLUSAO

A integracdo entre a destoxificagdo por adsorcdo de carvao ativado e a hidrdlise
enzimatica do LBgrg resultou na formac¢do de um licor com XOS>3 e com baixas
concentragdes de furfural, 5-HMF e lignina soluivel, sendo as trés ultimas concentragcdes
inferiores a 0,001 g/L, dcido férmico, 0,04 g/L, compostos fendlicos, 0,06 g/L, e dcido
acético, 0,20 g/L. Apesar da carbonizacdo do carvao ativado granulado, Cg.ca, gerar um
material eficaz para a remoc¢ao dos compostos nocivos, a melhor adsor¢ao dos inibidores,
neste trabalho, ocorreu com o carvao ativado em po6, pois além de evitar tratamentos
prévios adicionais, gerou menores perdas de XOS na fase liquida e removeu efetivamente
cerca de 99% dos compostos 5S-HMF, furfural e lignina soldvel, aproximadamente 93%
do 4cido férmico e compostos fendlicos € 55% do 4cido acético. A hidrolise pela enzima
endo-1,4-B-xilanase (GH11) permitiu o aumento de 112,2% na concentracdo de X0OS».3,
atingindo o valor de 1,21 g/L no hidrolisado final, a partir das condi¢des 6timas de 6,3%
de LD e 110 U/gxos de enzima com baixa produgdo de xilose. O consumo de 63,0% de
X2 e de 46,0% de X3 pela bactéria em meio basal deficiente em fontes de carbono, mas
enriquecido com os oligdmeros, proporcionou maior crescimento celular em relagdo aos
meios basais com alta composicdo de carbono, com e sem XOS>3, apos duas horas,
revelando seu potencial prebidtico pelo efeito estimulante de crescimento. Com isso, este
trabalho oferece uma abordagem que incentiva o uso das biomassas lignoceluldsicas de
eucalipto como fonte de prebidticos para a formulagdo de produtos com valores agregados

para aplicacdes industriais.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para expandir e dar continuidade aos estudos que envolvem a aplicagdo prebidtica
dos XOS provenientes de licor bruto de galhos de eucalipto residuais, algumas ideias sdo

sugeridas:

- Avaliar o efeito da temperatura, massa de carvao ativado e o tempo de adsor¢ao

sob a remogao do dcido acético no licor bruto.

- Determinar os limites inibitérios dos compostos 5-HMF, furfural, 4cidos
organicos, compostos fendlicos e lignina solivel para a bactéria S. xylosus, bem como os

efeitos sinérgicos entre si;

- Avaliar o consumo dos XOS:3 e o crescimento da bactéria S. xylosus em meios
de crescimento menos complexos contendo uma bactéria patogénica, como a S. aureus,

para observar e estudar os mecanismos pro bidticos.

- Variar as concentragdes iniciais de XOS em meio de crescimento apropriado
para determinar uma faixa de concentracdo adequada para incorporacdo e aplicagdes em

coSMéticos;

- Efetuar testes prebidticos em cosméticos.
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