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RESUMO - Probiéticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a
salde, sendo seu crescimento estimulado por substancias prebidticas.
Xilooligossacarideos (XOS) séo oligdmeros de xilose de alto valor agregado dado
seu potencial prebidtico, os quais podem ser produzidos a partir de subprodutos
agro-industriais, como o bagaco de cana-de-agUcar, utilizando-se um processo de
pré-tratamento brando associado a uma hidrolise enzimatica. Desta forma, o perfil
de XOS produzido dependerd do pré-tratamento, das xilanases e das
caracteristicas do substrato utilizados. Nesse contexto, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a atividade prebidtica dos diferentes XOS obtidos do bagaco
de cana-de-acucar pelos pré-tratamentos hidrotérmico e organossolve. Para isso,
0s pré-tratamentos hidrotérmico e organossolve foram realizados em condigdes
pré-estabelecidas (185°C/10 min e 170°C/60min/50% etanol, respectivamente) e
os licores obtidos foram concentrados e submetidos a acdo de uma xilanase pré-
selecionada. Os XOS produzidos foram utilizados na suplementacdo de meio
MRS utilizado no crescimento de L. reuteri. Os XOS hidrotérmicos apresentaram
significativa atividade prebiotica, estimulando o crescimento celular das bactérias,
ao contrério dos XOS organossolve. Além disso, foi realizado um teste preliminar
de purificacdo no XOS hidrotérmico em coluna C18 com o intuito de remover
inibidores, fato que favoreceu o crescimento da bactéria, aumentando a biomassa
celular em 38%.

1. INTRODUCAO

O desafio do mercado de alimentos atualmente € investir em tecnologias de
biopreservacédo e alimentos funcionais, que promovem a salde e 0 bem-estar, em detrimento
da utilizacdo de conservantes quimicos e alimentos processados. Nesse cenario, a utilizacéo
de probioticos nos alimentos emerge cada vez mais como alternativa promissora (Quinto et al,
2014).

Probioticos sdo microrganismos vivos que, quando ingeridos em concentracfes
adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro (Nogueira, 2011). Os probidticos mais
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utilizados comercialmente sdo as bactérias acido laticas, como os lactobacilos, uma vez que
eles estimulam o bom funcionamento da flora intestinal e sintetizam diversos metabolitos com
propriedades antimicrobianas, como &cido latico e bacteriocinas (Nascimento et al., 2008). O
crescimento desses microrganismos é favorecido pelo consumo de substancias prebidticas, as
quais sdo definidas como componentes alimentares nao-digeriveis que afetam beneficamente
0 hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo ou atividade de bactérias
desejaveis no trato gastrointestinal (Saad, 2006).

Xilooligossacarideos (XOS), por sua vez, sdo oligdbmeros pequenos de xilose (2-7
unidades) de alto valor agregado por possuirem propriedades prebidticas. Dentro do contexto
atual de biorrefinaria, estes compostos podem ser obtidos a partir de materiais
lignocelulésicos, como o bagago de cana-de-agucar. Para a obtengdo de XOS, a hemicelulose
deve ser extraida da biomassa lignoceluldsica atraveés de uma etapa de pré-tratamento de
forma branda, gerando oligbmeros com a minima formacéo de xilose (Carvalho et al, 2013).
Nesta etapa, pode ocorrer a formacdo de inibidores, como furfural e hidroximetilfurfural,
devido a degradacdo da biomassa, podendo ser necessaria uma etapa de destoxificacdo do
hidrolisado para remocdo destes inibidores (Hamelinck et al, 2005). Na sequéncia, uma
hidrélise enzimatica controlada é conduzida por endoxilanases, levando a formacdo de XOS
(Dodd e Cann, 2009).

O perfil de XOS obtidos ir4 depender da xilanase e biomassa utilizadas, uma vez que a
cadeia lateral da xilana é reconhecida pelas xilanases, e essas ramificacdes influenciam a acédo
destas enzimas (Carvalho et al., 2013). O tipo de pré-tratamento empregado também irad
influenciar significativamente na producdo de XOS. De acordo com Rodrigues-Zufiga et al.
(2014), os pré-tratamentos hidrotérmico e organossolve apresentam maior solubiliza¢do de
hemicelulose na forma de oligdbmeros e, portanto, foram utilizados no presente trabalho. Posto
isto, o presente trabalho teve como objetivo de avaliar a atividade prebidtica de XOS obtidos
pelos pré-tratamentos hidrotérmico e organossolve em sua forma bruta e pré-purificada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os materiais utilizados foram: bagaco de cana-de-agucar (teor de umidade 50%)
gentilmente fornecido pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC, Piracicaba, Brasil); xilana
comercial de milho (Carl Roth-Alemanha); coluna SEPAK C18 (Waters, USA); meio MRS
(Sigma-Aldrich SA, USA); endoxilanase NS22036 (Novozymes, Dinamarca) e a bactéria L.
reuteri (Aquativa, Sdo Carlos, Brasil). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau
analitico.

2.2. Métodos

Pré-tratamento: Os pré-tratamentos hidrotérmico e organossolve foram realizados em
reator de alta pressdo Parr (2L). No processo hidrotérmico foram utilizadas condigdes de
185°C, 10 min e relacdo solido:liquido de 1:10 (m/v). O processo organossolve foi realizado
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em condi¢Oes pré-estabelecidas por Manrich (2012) a 170°C durante 60 min, 50% etanol (v/v)
e relacdo sélido:liquido 1:10 (m/v). Ao final do processo, o bagaco foi filtrado ainda quente
para evitar a precipitagdo da lignina solubilizada. O licor negro obtido, teve o etanol
evaporado em rotoevaporador a 70°C.

Hidrolise enzimatica dos licores: Os licores hidrotérmico e organossolve brutos obtidos
foram concentrados em rotoevaporador a 70°C a fim de se obter uma concentracdo de 25 g/L
de Xilooligbmeros. A hidrolize enzimatico foi realizada utilizando-se 3,8 Ul/Mlreator da
xilanase NS22036, durante 24 horas nas condic¢des de 50 °C e pH 5,5.

Avaliacdo da atividade prebiotica dos XOS: Os lactobacilos foram mantidos a -80°C em
caldo MRS com 20% (v/v) de glicerol. Um pré-indculo foi realizado para propagacdo das
bactérias em meio MRS, o qual foi mantido em incubadora a 37°C por 18 horas. A partir do
cultivo do pré-indculo, os lactobacilos foram inoculados com DO inicial 0,05 em meio MRS
suplementado com XOS (1:5) e incubados a 37°C, pH 6,0 por 24h (ROSA, 2001) e o
crescimento celular foi avaliado.

Medida das concentracBes de XOS: XOS foram analisados por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatdgrafo Waters 2695 equipado com coluna
Sugar-PakTMI (300x6,5 mm) com &gua ultra pura como fase moével num fluxo de 0,6
mL/min, temperatura de 80°C e detectores de indice de refracdo e UV-visivel. Antes das
andlises, as amostras foram devidamente filtradas em membranas de 0,2 um e em filtros Sep-
Pak® C-18 (Waters) para remocdo de derivados da lignina e outros produtos de degradacéo.

Medida da concentracdo de células: A concentracdo de células de Lactobacilos foi
determinada por turbidimetria em espectrofotbmetro a 600 nm, e correlacionada com o peso
seco de células (g/L) através de uma curva de calibragdo correspondente. As medidas foram
feitas em suspensdes celulares devidamente diluidas, apo6s centrifugacdo, lavagem e
ressuspensdo das células em agua destilada.

3. RESULTADOS

Os XOS produzidos a partir dos pré-tratamentos hidrotérmico e organossolve
apresentaram perfis diferentes de composicdo (Tabela 1), sendo que o pre-tratamento
hidrotérmico apresentou maior producéo de xilobiose e xilotriose.

Tabela 1 — Perfis de XOS produzidos ap0s 24h de hidrolise enzimética dos licores
hidrotérmico e organossolve (150 Ul/gxitana,- 3800 UI/L, 50°C pH 5,5).

Pré-tratamento X6 (g/L) X5 (g/L) X4 (g/L) | X3 (g/L) | X2(g/L) | Xilose (g/L)

Hidrotérmico 3,7 2,35 3,32 5,65 5,62 3,54

Organossolve 3,8 2,2 19 3,2 3,3 2,8
X2: xilobiose; X3: xilotriose; X4: xilotetraose; X5: xilopentaose; X6: xilohexaose
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A capacidade prebidtica dos XOS obtidos a partir dos licores hidrotérmico e
organossolve do bagaco de cana-de-acucar foi avaliada pela sua influéncia no crescimento de
lactobacilos. Utilizou-se xilana comercial de milho contendo 25 g/L de XOS como controle
positivo, a qual correspondia aos XOS sem a presenca dos inibidores dos licores. Ja como
controle negativo foi utilizado meio MRS sem a adi¢do de XOS. Além dos controles positivo
e negativo, também testou-se os licores hidrotérmico e organossolve sem terem sido
hidrolisados enzimaticamente, ou seja, brutos sem XOS.

Os inibidores gerados pelos pré-tratamentos (furfural e hidroximetilfurfural) afetaram o
crescimento microbiano. Isso é comprovado pelos dados da Tabela 2, visto que o crescimento
nos hidrolisados hidrotérmico e organossolve brutos foram menores do que nos meios MRS e
na xilana de milho, os quais ndo possuem inibidores. No entanto, os XOS produzidos na
hidrolise enzimatica contornaram a inibicdo, uma vez que o crescimento no hidrolisado
hidrotérmico com XOS foi maior do que no hidrolisado hidrotérmico bruto. J& os XOS
organossolve ndo apresentaram capacidade semelhante, ndo havendo melhoria do crescimento
bacteriano em sua presenca.

Tabela 2 — Acompanhamento do cultivo de L. reuteri em meio MRS suplementado com
diferentes XOS (37 °C, pH 6,0 e 50 rpm)

Meio DO (24h) Furfural (g/L) HMF* (g/L)

XOS hidrotérmico 4,40 + 0,04 0,01 04
XOS hidrotérmico purificado 5,96 + 0,04 0 0

Hidrotérmico bruto 2,75+ 0,03 0,01 0,4

XOS organossolve 2,98 £ 0,02 0,02 0,54

Organossolve bruto 2,74+0,17 0,02 0,54
Controle (-) 4,19+ 0,07 0 0
Controle (+) 5,14 + 0,02 0 0

*HMF: hidroximetilfurfural

Devido ao potencial apresentado, os XOS hidrotérmicos foram purificados em coluna
C-18 para adsorcao dos compostos inibidores. Os dados da Tabela 2 mostram que os XOS
purificados estimularam ainda mais o crescimento microbiano, aumentando a densidade 6ética
de 4,40 para 5,96. Fica evidente que a purificacdo dos XOS de bagaco de cana é necessaria
antes de sua aplicacdo no cultivo de lactobacilos.

4. CONCLUSOES

Diferentes métodos de pré-tratamento podem produzir XOS com propriedades
diferentes, a partir da mesma matéria-prima. Os XOS obtidos utilizando-se o pré-tratamento
hidrotérmico apesentaram atividade prebidtica significativa, auxiliando na superacéo do efeito
inibitério de compostos como furfural e HMF. Por fim, XOS de bagago de cana podem ser
prebidticos promissores, necessitando, porém, de uma etapa de purificacdo, a qual necessita
ser otimizada em estudos futuros.
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