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Resumo

Xilooligossacarideos (XOs) sdo oligdbmeros provenientes da hidrélise do xilano, o principal
constituinte da hemicelulose. A hemicelulose, junto a celulose e a lignina, compde fracdo
significativa do material lignoceluldsico (LCM) observado em residuos agroindustriais, como
bagaco de cana-de-aclcar. Ampla bibliografia descreve os impactos da administracdo de XOs
sobre a saude humana e animal. Eles possuem atividade pré-bidtica, antioxidante e
antitumoral, sendo sua producdo, por essa razdo, de interesse das inddstrias alimenticia e
farmacéutica. Em geral, a producdo de XOs envolve uma etapa de pré-tratamento do LCM,
que tem por objetivo desestruturar o complexo formado por celulose, hemicelulose e lignina,
tornando a fracdo hemicelulésica sujeita a hidrélise, e uma etapa de hidrélise enzimatica.
Neste trabalho, propde-se a comparacdo de dois pré-tratamentos, a saber, alcalino e
hidrotérmico, bem como a avaliacdo da atividade de duas xilanases da familia GH11 e uma
xilanase da familia GH10, em diferentes combinac¢des, visando a producdo de XOs. Em um
primeiro momento, realizou-se a caracterizacdo quimica da biomassa in natura e apds cada
um dos pré-tratamentos, onde observou-se que o tratamento alcalino diminuiu a propor¢édo de
lignina, enquanto o tratamento hidrotérmico reduziu a propor¢do de hemicelulose,
solubilizando-a. Foram detectados XOs de diversos graus de polimerizacdo (DP) apenas no
liquor proveniente do pré-tratamento hidrotérmico. Por essa razdo, a hidrolise enzimética foi
realizada somente na fracdo solida do bagaco sujeito a tratamento alcalino, enquanto no
sujeito a tratamento hidrotérmico, a hidrolise foi realizada tanto na fracdo sélida como no
liquor. A hidrolise enzimatica na biomassa in natura ndo gerou quantidades significativas de
XOs. Em contraste, na melhor condi¢do, a hidrolise na biomassa pré-tratada com NaOH
produziu (49.9 + 0.4) mg de XOs por grama de biomassa in natura; a hidrélise na fracdo
solida de LCM sujeita a pré-tratamento hidrotérmico gerou (19.1 + 0.2) mg/g de X0Os. O
liquor hidrolisado, por sua vez, rendeu (107 + 3) mg/g de XOs. Assim, fica evidente que a
aplicacdo do pré-tratamento hidrotérmico se mostrou mais eficiente no que diz respeito a
producéo de XOs. Fica demonstrada também a importancia da aplicacdo de alguma estratégia
de pré-tratamento a fim de expor a estrutura do LCM e possibilitar a acdo das xilanases.

Palavras-chave: Xilooligossacarideos. Biomassa lignocelulésica. Xilanases.
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1 INTRODUCAO

Materiais lignocelulésicos (LCM) sdo constituidos principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina, sendo fundamentais na constituicdo da parede celular vegetal e uma
fonte importante de polissacarideos. A hemicelulose contribui com, a depender da espécie
vegetal, entre 20% e 35% da composicdo dos LCM e é um polissacarideo composto
principalmente por xilano (1), possuindo grande variedade de aplicacBes biotecnologicas,
como producdo de biofilme (2), papel (3) e biocombustiveis. (4)

O xilano é um dos mais abundantes polissacarideos naturais renovaveis, sendo a
celulose 0 mais abundante. Sua estrutura consiste em um esqueleto constituido de residuos de
D-xilopiranosil (Xylp) covalentemente ligados por meio de ligacdes B-1,4. A composi¢édo do
xilano varia conforme sua origem, mas, em geral, apresentam substituintes como acido
glucurénico, estabelecendo ligagdes do tipo a-1,2, e residuos de arabinofuranosil, com 0s
quais estabelecem ligacdes do tipo a-1,3. (5)

A hidrdlise do xilano produz xilose que é utilizada, por exemplo, na producdo de
xilitol, um adocante comercial. Em reacfes controladas, tal hidrolise pode produzir também
acucares conhecidos como xilooligossacarideos (XOs), que possuem tamanhos variados.
Usualmente sdo considerados XOs oligdmeros com entre 2 e 10 residuos de xilose. (6)

Sabe-se que os XOs tém muitos impactos positivos na saude humana e animal, como
reducdo dos niveis de colesterol, melhoria na absor¢édo de calcio, regulacdo do metabolismo
de lipideos, diminui¢do das chances de desenvolvimento de cancer de célon associado a
atividade intestinal e até prevencdo de caries dentérias. (7-8) Seu impacto sobre o sistema
digestivo é devido a sua propriedade pré-bidtica, isto €, de promover o crescimento seletivo
de bactérias benéficas constituintes da flora intestinal, como aquelas do género
Bifidobacterium. (6) Adicionalmente, hd evidéncias de que os XOs também possuem
atividade antioxidante, devido a presenga, em sua estrutura, de compostos como acidos
uronico e ferulico. (9)

Na alimentacdo animal, por exemplo, XOs podem ser implementados na ragdo para
animais domésticos, gado, suinos e galinaceos. Estudos apontam que os xilooligossacarideos
possuem também efeito antibiotico, sendo que sua aplicacdo em conjunto com probioticos
resultou na prevencdo de doengas provocadas por bactérias como as do género Salmonella.
(10-11)



Tendo em vista as propriedades dos XOs relacionadas a saude, sua produgdo tem sido
de interesse das industrias alimenticia e farmacéutica. (12) Materiais lignoceluldsico, de onde
se pode obter XOs, sdo o principal constituinte de residuos agroindustriais, fazendo com que
seu custo seja atrativo. (13)

A primeira etapa para producdo de XOs consiste na separacdo e parcial
despolimerizacdo da fracdo hemiceluldsica, o que é feito por meio de um pré-tratamento.
Existem diversas estratégias de pre-tratamento para biomassa lignocelulésica, como a auto-
hidrolise, hidrolise &cida ou alcalina, pré-tratamento hidrotérmico, organosolv e explosdo a
vapor. Todos podem ser seguidos por uma etapa de hidrélise enzimatica. (14)

Pré-tratamentos acidos em geral removem a hemicelulose, mas, devido a sua
agressividade, também degradam a fracdo celulosica, produzindo indesejados inibidores de
fermentacdo como furfural e hidroximetilfurfural (HMF). Além disso, podem causar corrosdo
no equipamento a longo prazo. (15)

Por outro lado, pré-tratamentos alcalinos resultam na separacao da lignina, com menos
degradacdo de polissacarideos. Solucdes de hidroxido de sddio, hidroxido de potassio,
hidroxido de amonio e hidroxido de célcio sdo comumente empregadas para realizar esse pré-
tratamento. (16) A solucéo alcalina rompe ligacOes éster que ligam as ramificagdes do xilano
a seu esqueleto principal, causando solvatagdo da hemicelulose, modificagdo na estrutura da
lignina, bem como inchaco e descristalizacdo da fragdo celul6sica, o que reduz sua interacdo
com a lignina. (17)

O pré-tratamento hidrotérmico é uma alternativa barata e ecologicamente limpa, pois
emprega apenas dgua como reagente. Fundamenta-se no fato de que o pH da &gua reduz
quando sua temperatura aumenta, e também no fato de que &cido acético é liberado das
ramificagdes do xilano, o que também contribui para reducdo do pH do microambiente. Tais
condicBes propiciam a quebra das ligacbes covalentes dentro do biopolimero, especialmente
na fracdo mais sensivel, a hemicelulose. (18-19)

Uma vez que o xilano esteja isolado e parcialmente degradado, pode-se considerar
realizar uma etapa de hidrdlise enzimatica, na qual hemicelulases catalisardo a clivagem do
xilano em oligbmeros. Um aspecto positivo dessa abordagem € o fato de que ndo hé liberacdo
de subprodutos indesejados, devido as condigdes brandas envolvidas nesse processo. (20-21)

Dada a variedade estrutural e quimica do xilano, é importante selecionar
cuidadosamente enzimas adequadas para realizar a hidrdlise. O banco de dados CAZy
apresenta diversas familias de glicosil hidrolases, de acordo com as similaridades de

sequéncia e de enovelamento, que refletem relagcdes evolutivas. (22) Até novembro de 2020,



120 familias consolidadas de glicosil hidrolases podem ser encontradas no website do CAZy.

Cada grupo age de diferente maneira no esqueleto do polimero ou nas ramificagdes. Endo-p-
1,4-xilanases (EC 3.2.1.8) clivam aleatoriamente o esqueleto do xilano, enquanto [B-1,4-
xilosidases (EC 3.2.1.37) removem unidades de xilose das extremidades de um polissacarideo
ou de oligossacarideos. Além dessas, a-glucuronidases (EC 3.2.1.139), acetil xilano-esterases
(EC 3.1.1.72) e a-arabinofurosidases (EC 3.2.1.55) promovem a remoc¢do de grupos laterais.
As familias GH8, GH10, GH11 e GH43, por exemplo, contemplam endo-B-1,4-xilanases
enquanto GH6, GH51 e GH62 incluem enzimas bifuncionais. (23)

Apbs a obtencdo de XOs da biomassa lignoceluldsica, é importante realizar sua
caracterizacdo em termos de grau de polimerizagdo e pureza. XOs com diferentes
propriedades sdo adequados para diferentes aplicacdes. Por exemplo, na industria alimenticia,
XOs com baixo grau de polimerizacdo (2-4) sdo desejaveis devido ao seu sabor levemente
adocicado, baixo valor calérico, odor neutro e estabilidade em amplas faixas de pH e
temperaturas. (24-25) No que tange o efeito pré-biético dos XOs, ha evidéncia de que XOs de
curto grau de polimerizacdo assumem papel fundamental no estimulo do crescimento de
bactérias do género Bifidobacterium. (6-26) De maneira geral, os métodos de producdo de
XOs produzem oligdmeros com grau de polimerizacdo entre 2 e 6. (27)

O presente estudo, que abrange métodos de producao de XOs, é relevante no contexto
de seus bem-conhecidos beneficios para a saude humana e animal, bem como sua ampla
variedade de aplicacGes. O potencial de exploracdo € destacado em paises como o Brasil, cuja
agricultura é uma atividade econdmica de expressdo. O desenvolvimento de uma metodologia
eficiente para isolamento de hemicelulose e producdo de XOs a partir de materiais
lignocelulésicos, como bagaco de cana-de-acUcar (SCB) pode ajudar a melhorar e consolidar

0 uso desses oligossacarideos de maneira funcional.


http://www.cazy.org/

10
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Producdo de XOs exclusivamente a partir de pré-tratamentos em bagaco de cana de acUcar

O pré-tratamento da biomassa € uma etapa fundamental para avaliacdo da producéo de
xilooligossacarideos. Estes, podem ser produzidos apds o proprio pré-tratamento ou apés a
aplicacdo de solucBes enzimaticas sobre a fragdo hemiceluldsica da biomassa pré-tratada, que
deve estar acessivel a acdo das xilanases que promoverao sua hidrélise. Trataremos agora do

primeiro caso. O esquema da figura 1 resume as possiveis alternativas para producéo de XOs.

Biomassa

¥ y

Hidrotérmico

Hidrélise enzimatica

Figura 1 - Esquema representativo das rotas de produgéo de XOs que serdo testadas neste trabalho.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A fim de analisar a producdo de XOs a partir do pré-tratamento de biomassa,
realizamos nosso estudo inicial com bagaco de cana, cedido pela empresa colaboradora Cosan
Group-Raizen, sediada em Piracicaba-SP. Antes de qualquer procedimento a ser descrito a
sequir, foi feita a lavagem da amostra, colocando-a em agua a 50 °C por cerca de 5 minutos.
Esse processo foi repetido por 4 vezes e tem por finalidade remover agucares e impurezas da
superficie da biomassa. Apos a lavagem, o bagaco foi deixado em uma estufa de circulacéo a
40 °C até que a umidade atingisse um teor abaixo de 10%, o que correspondeu a cerca de 5
dias. Finalmente, a biomassa foi moida em um moinho de facas e armazenada em sacos
plasticos a temperatura e umidade ambientes.

Para fins comparativos realizamos dois tipos de pré tratamentos: pré-tratamento

alcalino e pré tratamento hidrotérmico. O pré-tratamento alcalino é frequentemente usado
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para fazer a extracdo da lignina da biomassa. Esse processo aumenta a acessibilidade a
celulose e a hemicelulose, que pode ser Util quando se pretende empregar enzimas para
promover a hidrélise dessas estruturas, por exemplo.

Esse pré-tratamento foi realizado da seguinte forma: em um erlenmeyer de 500 mL
foram colocados 30 gramas de biomassa (massa seca). Em seguida, adicionou-se 300 mL de
solucdo de NaOH (1% m/v), de maneira que a razdo sélido/liquido fosse de 1 g : 10 mL. Com
auxilio de um bastdo de vidro, a biomassa foi misturada a solucdo alcalina. Entdo, o
erlenmeyer foi selado com papel aluminio e levado a autoclave, onde permaneceu por 40
minutos a 120 °C, contados a partir do momento em que a temperatura foi atingida.

ApoGs a despressurizacdo da autoclave e resfriamento das amostras, coletou-se uma
aliquota do liquor, que foi diluida duas vezes para analise da presenca e quantificacdo de XOs.
Procedeu-se a lavagem da biomassa, com agua corrente até a neutralizacdo do pH. Por fim, a
biomassa pré-tratada foi colocada em uma estufa de circulacdo, a 40 °C, para secagem e
posterior caracteriza¢do de sua composicao quimica.

Ja o pré-tratamento hidrotérmico tem por caracteristica a extracdo da hemicelulose da
biomassa, em contraste ao pré-tratamento alcalino, que remove lignina. O procedimento foi
realizado em parceria com o professor Dr. Antonio Aprigio da Silva Curvelo (IQSC/USP),
cujo laboratdrio, com estrutura e equipamentos adequados, foi gentilmente colocado a nossa
disposigéo.

Para realizar o pré-tratamento hidrotérmico, foram pesados 70 gramas de bagaco de
cana-de-acucar lavado e moido (massa seca), que foram colocados em um reator Parr de alta
pressao, de volume maximo 1 L, junto a 700 mL de agua destilada (proporcédo sélido/liquido
de 1 g : 10 mL). As condi¢des empregadas foram estas: 160 °C, 1 hora e 73 psi, sob agitacdo
de um motor, entre 240-250 RPM. Ao final do tempo estipulado, realizou-se um choque
térmico, colocando o reator em um balde com gelo. O liquor foi separado da parte sélida por
meio de filtragdo a vacuo. A parte sélida foi lavada até o volume de 1.160 L.

Entdo, o liquor foi diluido 2 vezes e analisado para presenca e quantificacdo de XOs.
A parte sélida, por sua vez, foi deixada na estufa de circulacdo a 40 °C para secagem e

posterior caracterizacdo de composigdo quimica.
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2.2 Caracterizacdo quimica da biomassa

As amostras de materiais lignocelulésicos, antes e apos as diferentes estratégias de
pré-tratamento, foram caracterizadas quanto a sua composicdo quimica de acordo com o
método Klason, um dos mais utilizados em laboratorios e industrias de celulose e papel (Horst
et al., 2014; Ibafiez & Bauer, 2014). Com esse metodo, é possivel obter a propor¢éo de lignina
insolvel, lignina soltvel, celulose e hemicelulose da biomassa.

A metodologia ja é bastante consolidada e aplicada em nosso grupo e consiste, em
sintese, na realizacdo de duas hidrdlises consecutivas na biomassa, conforme descrito por
Espirito Santo e colaboradores. A primeira é uma hidrélise com acido concentrado (H,SO,,
72%), a 45 °C, por 7 minutos sob agitacdo magnética, utilizando 2 gramas de biomassa
(massa seca) para 15 mL de &cido. Essa hidrolise é interrompida com a adi¢do de 275 mL de
agua Milli-Q, fazendo com que a concentracdo do acido diminua para aproximadamente 4%.
Essa mistura é levada a autoclave por 30 minutos a 120 °C, condicBes sob as quais ocorre a
segunda hidrdlise. Findado o processo na autoclave, realiza-se a separacdo das fases solida e
liquida por meio de filtracdo simples. A lavagem da parte sdlida retida no filtro é feita até o
volume de 500 mL. Essa solucdo resultante é diluida para analise em um sistema de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), onde serdo quantificados aglcares que
compdem tanto a porcdo de celulose quanto a de hemicelulose. E a partir dessa solugéo,
também, que é determinada a proporcao de lignina soltvel. A lavagem prossegue para que
ndo haja corrosdo do papel filtro pelo acido. Para isso, emprega-se cerca de 1.6 L de agua
Milli-Q. (18)

O sistema de cromatografia HPLC é equipado com um detector de indice de refracdo e
uma coluna Aminex (HPX-87H, 300x7.8 mm, Bio-Rad, USA). O eluente utilizado foi acido
sulfurico (H,50,) 5 mM, com um fluxo de 0.6 mL/min, durante 60 minutos. Como padrdes,
foram utilizados arabinose, glicose, xilose e acido acético, de maneira que a quantificagdo
desses componentes foi possivel com auxilio de uma curva de calibragdo adequada feita no
equipamento. Com a concentracdo desses compostos, as concentragcbes de celulose e

hemicelulose foram determinadas segundo estas relacdes:

Ceetutose = 0.96 - Cglicose (1)

Chemicetutose = 0.88 * Cyijose + 0.7 * Cacido acstico T 0-88 * Carabinose (2)



14

Onde C representa a concentragdo do composto subscrito e 0s valores numéricos séo
fatores de correcdo estabelecidos na literatura, conforme apresentado por Kaar e
colaboradores (1991).

Entdo, basta multiplicar as concentracdes obtidas pelo fator de diluicdo da amostra,
caso ela tenha sido diluida, dividir pela concentracdo de biomassa, em g/L e multiplicar por

100 para obter a proporg¢do do componente. Matematicamente:

Ccomponente'Fator de diluicio

%Componente = 100 3

Cpiomassa

A quantificacdo de lignina insolavel é feita pela pesagem do contetdo retido no filtro
apos a separacdo da mistura previamente colocada em autoclave. O papel-filtro, junto com a
parte solida nele contida, sdo secos em mufla a 105 °C e a massa € aferida a cada hora, até que
se observe uma massa minima. Dessa massa deve ser subtraida a massa de cinzas de lignina, a
ser determinada de maneira andloga ao método de determinacgdo de cinzas totais, descrito em
seguida.

Para quantificacdo de cinzas totais, colocou-se 1 grama de biomassa (massa seca) em
um cadinho que, em uma mufla apropriada, foi submetido as temperaturas de 200 °C por 1
hora, 400 °C por 1 hora e 800 °C por 2 horas. Pesou-se entdo a quantidade de cinzas que
restaram dentro do cadinho e foi calculada a proporcdo que tal massa representa da massa
seca inicial.

Quanto a lignina soluvel, sua determinagdo foi feita desta forma: preparou-se uma
solug@o composta por 2% (v/v) de NaOH 6.5 M e 5% da solugéo oriunda da filtracdo (500 mL
iniciais). Tal solugdo tem sua absorbancia medida por meio de espectrofotometro em
comprimento de onda de 280 nm. A conversdo de absorbancia em concentracdo é dada pela
férmula (Espirito Santo, 2015):

C=4.187-10"2-4—3.279-10~* 4)

Em que C é a concentracio em g/L; 4.187-10"2 Lglecm? corresponde a
absortividade da lignina; 3.279-107* g/L é o coeficiente linear de tal absortividade e A
corresponde a absorbancia medida a 280 nm. Vale ressaltar que a férmula foi simplificada,
desconsiderando concentrac6es de furfural e HMF.

Além de lignina insoluvel, lignina soltvel, celulose e hemicelulose, outro componente
importante da biomassa sdo os extrativos, componentes organicos produtos do metabolismo

vegetal, incluindo acidos graxos, ésteres, alcoois, esteroides e hidrocarbonetos, por exemplo.
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Sua extracdo frequentemente se faz com solventes orgéanicos e agua, ou por meio de pré-

tratamentos (31).

2.3 Hidro6lise enzimética

ApoGs a aplicagdo de pré-tratamentos na biomassa, a a¢do de enzimas Xxilanases é
facilitada, ja que seu principal substrato (xilano) ficou mais exposto com a modificacdo na
composicdo decorrente dos pré-tratamentos, conforme observamos nas caracterizacdes
quimicas. Para analisar esse aspecto e o poder das xilanases de produzir XOs com baixo grau
de polimerizacdo, que possuem propriedades pré-bidticas mais acentuadas, foram utilizadas 5
combinagOes de enzimas em 4 amostras diferentes, discriminadas na tabela 1.

As enzimas PxXynl0A (WP_053782506.1) e PxXynl1lB (WP_053781844.1) sédo
xilanases provenientes do organismo Paenibacillus sp. A59, uma bactéria xilanolitica do solo,
cujas caracterizagdes bioquimica e biofisica foram apresentadas no trabalho de Ghio e
colaboradores (32). A enzima MetXynll (ATY75129.1) é uma Xxilanase da familia GH11
oriunda de metatranscriptoma de um consércio de organismos degradadores de compostos
derivados de cana de acucar. Esta Gltima foi caracterizada em nosso grupo (33).

Tabela 1 - Combinacdes de enzimas utilizadas e amostras de biomassa empregadas. Cada amostra foi submetida
as 5 combinagdes enzimas.

Combinacdes de enzimas Amostras sujeitas a acao
utilizadas enzimatica
Bagaco de cana-de-agucar in natura
PxXyn10A 125 pg/ml

moido

PxXyn11B 125 pg/ml Bagaco de cana-de-acticar ap6s pré-
tratamento alcalino

MetXyn11 125 pg/ml

Bagaco de cana-de-agUcar apés pré-

PxXyn10A 62.5 pg/ml + tratamento hidrotérmico

PxXyn11B 125 ug/ml

PxXyn10A 125 pg/ml + Liquor obtido ap6s pré-tratamento
MetXyn11 62.5 pg/ml hidrotérmico

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A hidrdlise enzimética foi feita sob pH 6.0, garantido por tamp&o fosfato 50 mM, e a
50 °C, que sdo condicdes 6timas determinadas para as enzimas, conforme dados obtidos nos
testes de caracterizacdo. A reacdo foi mantida sob agitacdo de 150 RPM, teve volume total de
5 mL e ocorreu por um periodo de 48 horas, com coleta de aliquotas também apos 24 horas.
Para amostras solidas, foi respeitada a proporcdo entre sélido e liquido de 2% (0.1 g de
biomassa, peso seco, para 5 mL de tampdo fosfato com a enzima). No caso do liquor
proveniente do pré-tratamento hidrotérmico, empregou-se 1.65 mL desse substrato, que, dada
sua concentracdo de aproximadamente 0.06 g/mL, corresponderia a 0.1 g de biomassa. As
mesmas cinco combinagdes enzimaticas foram realizadas e assim como no caso de substratos
solidos, o tampdo fosfato 50 mM pH 6.0 completou o volume da reacdo para 5 mL. As
reacOes foram realizadas em triplicata. Como controle, 5 mL do tampao fosfato foram
adicionados a 0.1 g de biomassa, para o caso de substratos sélidos e, no caso do liquor
proveniente do pré-tratamento hidrotérmico, 3.35 mL do tamp&o foram adicionados a 1.65
mL do liquor.

Ao final do tempo de reacdo, foram coletadas aliquotas do sobrenadante. Elas foram
fervidas por 5 minutos, para cessar a reacdo com a desnaturacdo das enzimas, e centrifugadas
para separacdo entre residuos solidos e a fracdo liquida. Esta ultima foi diluida 2 vezes e
analisada para presenca de XOs também pelo método cromatografico de troca idnica de alta
eficiéncia acoplada com deteccéo eletroquimica por amperometria pulsada (Dionex ICS-5000
HPAEC/PAD).

2.4 Deteccdo e quantificacdo cromatografica de oligbmeros ap6s producdo de XOs

A deteccdo dos oligbmeros produzidos foi feita pelo método cromatogréfico de troca
ibnica de alta eficiéncia acoplada com deteccdo eletroquimica por amperometria pulsada
(Dionex ICS-3000 HPAEC/PAD). Tampao NaOH 100mM (tampédo A) e tampéo acetato de
sodio 500 mM com NaOH 100 mM (tampdo B) foram usados para a eluicdo das amostras, 0
fluxo foi de 0.3 mL/min a 30 °C, o volume de injecéo foi de 1 puL e o tempo de corrida foi de
35 minutos.

Esse procedimento permite também uma quantificacdo dos xilooligossacarideos
produzidos, visto que além do cromatograma obtido para a mostra, também se obteve

cromatogramas para padrdes com oligbmeros de X1 a X6 a 1 mg/mL, diluido 2x até a
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concentracdo de aproximadamente 0.016 mg/mL (27 mg/mL). As areas abaixo dos picos
correspondentes a X1-X6 nas diversas concentracfes foram determinadas pelo software
Chromeleon™ 7.2.9 Chromatography Data System (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA,
EUA) e um grafico (Figura 2) relacionando &area e concentracdo foi obtido com auxilio do
software OriginPro 2018 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA). A esses dados,
um fitting polinomial de terceiro grau foi feito e apresentou bom ajuste, com Rz minimo de
0.998 para a curva de X5. Quatro parametros foram determinados pelo software, o que
permitiu conversdo de valores de area em valores de concentracdo, segundo a equacgédo geral
abaixo.
[XOs]=B;-A3+B,-A>+B;-A+C (5)
Nessa equacdo, B, B, e B sdo coeficientes determinados pelo software, bem como C,
que representa a interceptacdo das curvas no eixo Y. A é a area abaixo do pico no

cromatograma. Os valores desses parametros estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores dos pardmetros de fitting para o polinémio de terceiro grau correspondente a cada oligdmero.

B4 B, B3 C
X1 0,00124 1,09E-06 2,66E-09 -0,00142
X2 0,00321 -2,34E-06  1,05E-08 -0,00117
X3 0,0038 -2,56E-05  1,44E-07 -0,01642
X4 0,0052 -495E-05  3,83E-07 -0,01512
X5 0,00627 -8,23E-05  6,74E-07 -0,02645
X6 0,00515 -7,15E-05  7,71E-07 -0,01756

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para estimar os erros, A[X0s], o desvio padrédo das areas das triplicatas foi calculada e
o erro foi propagado de acordo com esta relacdo, em que AA é o desvio padrdo das areas:
A[XOs]=3-B;-A*-AA+2-B,-A-AA+B; (6)
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X5X4 X3 X2 %1

Concentragéo de X0Os (mg/mL)
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Figura 2 - Grafico de dispersdo que relaciona éareas obtidas nos cromatogramas e concentragdo de XOs. Cada cor

representa um oligossacarideo e a linha continua representa o fitting polinomial de terceiro grau que
melhor se ajustou aos dados.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo quimica da biomassa

A caracterizacdo quimica da composicdo da biomassa é fundamental para
compreender a a¢do de cada tipo de pré-tratamento sobre a estrutura do bagago de cana-de-
acucar e nos permitira fazer previsdes sobre as melhores condi¢des para producdo de
xilooligossacarideos.

Tabela 3 - Dados de composi¢do quimica de bagaco de cana-de-agUcar in natura e apds submetida a pré-
tratamentos. SCB-Alk e SCB-HT representam as fracBes solidas resultante dos pré-tratamentos

alcalino e hidrotérmico, respectivamente. A fragdo liquida também foi analisada (SCB-HT-Liq).
Lignina total compreende lignina soltvel e lignina insoluvel.

In natura SCB-AIlk SCB-HT SCB-HT (Liq)

Glucanos (41.1£01)% (56.5+0.5) % (51.6 £0.5) % 0.6 mg/mL
Xilanos (233+£03)% (244+£03)% (158+0.1) % 5.2 mg/mL
Ligninatotal (24.7+05)% (10.7+£0.7)%  (28.46 £ 0.05) % 4.3 mg/mL
Cinzas (6.5+£0.2)% (8.02+0.09) % (6.6+0.4) %
Extrativos (7.0+£0.4) % - -
Total (103+1) % (100 + 2) % (103+1) %

Fonte: Elaborada pelo autor.

A constituicdlo do bagaco de cana-de-agUcar in natura determinada esta em
conformidade com aqueles estabelecidos na literatura (34,35). Isso valida os dados obtidos,
bem como o método utilizado.

E possivel notar que o pré-tratamento alcalino diminuiu significativamente a
proporcdo de lignina, o que é esperado tendo em vista a forma como tal pré-tratamento
modifica a estrutura do material lignoceluldsico, desestruturando a lignina e tornando-a,
assim, passivel de ser solubilizada. Por outro lado, observou-se um incremento na propor¢ao
de cinzas, o0 que pode ser devido a resquicios de carater salino decorrentes do pré-tratamento
com NaOH.

Ja o pré-tratamento hidrotérmico, que promove a hidrolise parcial do polimero de
xilano, provocou uma reducdo da proporcdo de constituintes da hemicelulose, que pode ser
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encontrada na fragdo sollvel. Em ambos pré-tratamentos, observou-se um aumento da
proporcdo de celulose, que ocorreu como compensagdo da perda dos outros componentes e
também auséncia de extrativos, j& que esses procedimentos removem metabolitos

secundarios.

3.2 Producdo de XOs exclusivamente a partir de pré-tratamentos em bagaco de cana de aclcar

O gréfico da figura 3 revela que no liquor obtido apos realizar pré-tratamento alcalino
em bagaco de cana-de-agucar € possivel encontrar XOs como xilobiose e xilohexose. Os
rendimentos obtidos por meio do pré-tratamento alcalino sdo baixos a0 compararmos com
aqueles obtidos com o pré-tratamento hidrotérmico, o que se deve ao fato de o pré-tratamento
alcalino extrair principalmente a lignina. A hemicelulose, de onde se extraem o0s XOs,
permanece na fracdo sélida, e ndo no liquor, que foi a fracdo analisada. Assim, o liquor
proveniente do pré-tratamento alcalino ndo deve ser considerado como substrato para as

xilanases e ndo foi submetido, portanto, a hidrélise enzimatica.

X1 X2 X3 X4 X5 X8 Liquor do
600 A , h

[ H ! [ pré-tratamento
alcalino

500+

400

300

Liguor do
pre-tratamento
hidrotérmico

Resposta (nC)

200 4

100 Padrdo

i1k H ! 1 X1 - X6
o il DA (I (O VI _~-_(0.05 mg/mL)
T T T T

10 15 20 25
Tempo (min)

Figura 3 - Cromatograma onde sdo identificados e quantificados xilooligossacarideos presentes no liquor
provenientes dos pré-tratamentos realizados em bagaco de cana-de-agucar.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados apresentados na forma de grafico na Figura 3 evidenciam a presencga de

xilooligossacarideos de mdaltiplos graus de polimerizacdo no liquor extraido ap0s realizagdo
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do pré-tratamento hidrotérmico em bagaco de cana-de-agUcar. As concentracdes estimadas
estéo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - ConcentragGes de XOs e xilose detectadas no liquor proveniente dos pré-tratamentos hidrotérmico
(SCB-HT) e alcalino (SCB-AIKk). Apenas o pré-tratamento hidrotérmico rendeu quantidades
aprecidveis de XOs. N/D significa ndo detectado.

[XOs] SCB-HT  SCB-Alk

(mg/mL) (Liqg) (Lig)
X1 0.25 0.03
X2 0.23 0.09
X3 0.13 N/D
X4 0.17 N/D
X5 0.16 N/D
X6 0.11 0.09

Fonte: Elaborada pelo autor.

Podemos observar que o liquor do pré-tratamento hidrotérmico rendeu 0.8 mg/mL de
XOs, ndo contabilizando X1, enquanto o alcalino rendeu 0.18 mg/mL. A concentracdo mais
elevada em comparacdo aquela obtida no pré-tratamento alcalino é consequéncia do fato de
que o pré-tratamento hidrotérmico promove a extracao de hemicelulose, que passa a compor o
liquor, fracdo que foi analisada. A presenca de oligossacarideos com elevados graus de
polimerizacdo torna essa amostra (liquor do bagaco pré-tratado pelo método hidrotérmico) um

alvo promissor para a aplicacao das enzimas xilanases das familias GH10 e GH11.

3.3 Hidrolise enzimatica

A Tabela 5 registra as concentragbes de XOs e xilose obtidas em cada hidrdlise,

separadas por substrato, por grau de polimerizacdo e por combinagdo enziméatica empregada.
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Tabela 5 - ConcentracGes de XOs e xilose obtida em cada condicédo de hidrélise enzimatica. As fragdes sélida e
liquida oriundas do pré-tratamento hidrotérmico estéo representados, respectivamente, por HT (s6l)
e HT (lig). Algumas condicfes empregam apenas uma enzima, enquanto outras empregam duas
enzimas em conjunto. A condi¢do PxXyn10A + MetXyn11 foi a que rendeu maior quantidade de
XOs em todos os substratos. N/D significa ndo detectado.

. PxXyn1l0A  PxXynl0A
Pre-tratamento  PxXynlOA  PxXynllB MetXynll Pxxil/n 11B Met;/(ynll
Alcalino 0.07 £ 0.04 0.8+0.2 N/D 0.4+0.1 0.04 +0.05
(méjrlnl_) HT (s6l.) 0.033+0.004  0.016 +0.002 0.010 + 0.006 0.08 +0.03 0.06 +0.01
HT (lig) 0.45 +0.01 0.19+0.01 0.10 + 0.06 0.46 +0.01 0.4+0.2
Alcalino 1.06 +0.04 0.129 + 0.007 N/D 05+0.2 1.44 +0.05
(m ;jrzn L) HT (s6l.) 0.164+0.002  0.182+0.005  0.0156 + 0.0006 0.36 + 0.06 0.34 +0.02
HT (lig) 1.49 +0.05 0.66 + 0.02 0.65 + 0.02 1.46 +0.04 1.7+0.1
Alcalino 0.25 + 0.02 N/D N/D 0.010 + 0.005 0.21+0.01
(méjﬁﬂ_) HT (sol.) 0.111+0.002  0.156+0.009  0.0017 +0.0002 0.11+0.02 0.122 +0.003
HT (lig) 0.293 + 0.006 0.45 +0.01 0.114 + 0.002 0.305 + 0.002 0.31+0.01
Alcalino 0.0192 + 0.0007 N/D N/D N/D 0.017 + 0.004
(méjﬁ“_) HT (s6l.) 0.053+0.001  0.110+0.003  0.0021+0.0002  0.028 +0.005  0.038 + 0.002
HT (lig) 0.114+0.003  0.329+0.007  0.1281+0.0005  0.116+0.005  0.121 +0.009
Alcalino N/D N/D N/D N/D N/D
(m ;jr‘j’m_) HT (s6l.) N/D 0.021 +0.003  0.00065 + 0.00008 N/D N/D
HT (lig) 0.012+0.003  0.169 +0.007 0.102 + 0.002 0.010 + 0.005 0.01+0.01
Alcalino N/D N/D N/D N/D N/D
X6 HT (s6l.) N/D N/D 0.00012 + 0.00006 N/D N/D
ma/mt) HT (lig) N/D %?ggg; 0.0805 + 0.0004 N/D N/D

Fonte: Elaborada pelo autor.

A hidrolise enzimética sobre bagago de cana-de-acUcar in natura foi realizada e néo

produziu quantidades detectaveis de XOs, o que € esperado, dado que a estrutura da

hemicelulose dessa amostra ndo esta exposta a acdo das Xxilanases, por estar associada a

celulose e a lignina. Apenas materiais previamente sujeitos a algum tipo de pré-tratamento

produziram XOs na presenca de xilanases.

E possivel observar que, de maneira geral, a hidrélise sobre o liquor proveniente do

pré-tratamento hidrotérmico foi a que produziu as maiores concentragfes de XOs. Nesse

liquor os agucares encontram-se livres e despolimerizados, o que explica a agdo mais eficaz

das enzimas sobre esse substrato. A melhor condi¢do enzimatica para os trés substratos foi
PxXyn10A + MetXyn1l.
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A amostra que passou por pré-tratamento alcalino gerou maiores concentracfes de
XOs que a fracdo sélida do pré-tratamento hidrotérmico, o que é razodvel dadas as proporcdes
de hemicelulose observadas na tabela 3.

Na melhor condicéo, foi possivel obter (49.9 + 0.4) mg de XOs por grama de biomassa
inicial no caso pré-tratado com alcali. Para a fracdo sélida obtida através do pré-tratamento
hidrotérmico, foram (19.1 + 0.2) mg/g de XOs. Para o liquor obtido nesse mesmo pré-
tratamento, obteve-se (6.5 + 0.2) mg de XOs para cada mL desse substrato. Sabendo que
foram gerados 1.160 L de liquor a partir de 70 g de biomassa inicial, isso significa que cada
grama de biomassa gera (107 £ 3) mg de XOs por meio do liquor. Combinando as fraces
solida e liquida, a hidrélise enzimatica realizada ap0s pré-tratamento hidrotérmico rendeu
(127 = 3) mg de XOs por grama de biomassa in natura.

Tendo em vista o objetivo de produzir XOs, o pré-tratamento hidrotérmico apresentou-
se como alternativa mais eficiente quando em comparacdo com o pré-tratamento alcalino,

especialmente ao combinarmos os rendimentos das hidrolises das fragfes solidas e liquidas.
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4 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos mostraram que XOs podem ser produzidos a partir de material
lignocelulosico segundo varias rotas e utilizando diversos pré-tratamentos. Cada alternativa
rende diferentes quantidades e perfis de XOs.

Diferentes estratégias de pre-tratamentos geram diferentes impactos sobre a biomassa,
afetando sua composicao quimica. O pré-tratamento alcalino reduziu a proporcéo de lignina,
enquanto o hidrotérmico reduziu a proporcao de hemicelulose.

O material lignoceluldsico necessita passar por, pelo menos, um processo de pré-
tratamento para que sua fracdo hemiceluldsica se torne acessivel as xilanases. Uma vez
realizado o pré-tratamento, a hemicelulose estara na fragcdo solida, liquida ou nas duas, como
observado no pré-tratamento hidrotérmico. A hidrolise enzimatica foi efetiva para reduzir o
grau de polimerizacdo dos XOs obtidos apenas por meio do pré-tratamento.

Foi observado que o pré-tratamento hidrotérmico seguido de hidrolise enzimética
resultou maiores quantidades de XOs, sobretudo quando combinamos as fracbes solida e
liquida, em comparacdo ao pré-tratamento alcalino seguido de hidrélise enzimatica. Esse
resultado é particularmente conveniente pois o pré-tratamento hidrotérmico é um
procedimento considerado verde, uma vez que emprega apenas agua, ndo gerando residuos
quimicos que exigem descarte cuidadoso.

No sentido de ampliar ainda mais este estudo, um proximo passo € estabelecer
metodologias para purificacdo de XOs, visando viabilizar e controlar melhor sua aplicacdo na
indUstria. Alternativamente, estudos podem ser desenvolvidos para averiguar o efeito pré-
bidtico de misturas de XOs, em contraste com o0s ja demonstrados efeitos dos oligossacarideos

purificados e devidamente separados por tamanho.
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