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INTRODUCAO

Dentre os compositores da biomassa vegetal, massa que pode ser obtida a partir de
residuos agroindustriais, estdo os acUcares xilose e arabinose, que podem ser extraidos e
convertidos nos isébmeros xilitol e L-arabitol a partir de processos biotecnolégicos
(MEDEIROS, 2019). Por serem gerados em processos fermentativos, gerando caldos
fermentados compostos de agucares, etanol, xilitol e arabitol, as estruturas e propriedades
semelhantes criam o desafio de estuda-los e quantifica-los de forma simultanea
(BELAVIQUA, 2023). Desta forma, este projeto foi produzido objetivando a otimizagéo de
métodos de estudo simultdneo de xilitol e L-arabitol em meios fermentativos através de
delineamentos experimentais e investigar potenciais aplicagdes desses polialcoois, com
estudos de efeitos prebibtico.

METODOLOGIA E RESULTADOS

I.  Otimizacdo da determinac&o analitica de xilitol e arabitol
Ao iniciar o estudo, utilizou-se 0 método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC - Thermo Fisher Scientific Inc., Accela, United States) equipado com detector de indice



de refracdo (Thermo Fisher Scientific Inc., Accela, United States) e utilizando agua Milli-Q
como fase movel, que demonstra a separacdo de um componente do restante da amostra
com um pico, sendo esta separacao estimulada pelo nivel de afinidade do componente com
a coluna utilizada no aparelho. O método utilizado para quantificacdo dos polidis xilitol e
arabitol indicado pela literatura € com a coluna Agilent Hi-Plex Ca, porém, foi evidenciado um
segundo desafio, uma vez que, nesse método L-arabitol e etanol, produto que também é
gerado em bioprocessos de producdo de xilitol e arabitol, coeluem, ou seja, os picos de
separacao sdo sobrepostos. Nesse contexto, foi realizado um delineamento experimental
composto central rotacional com 8 ensaios e 3 pontos centrais (n = 11) para avaliar os efeitos
das variaveis independentes fluxo (x1) e temperatura (x2) nas respostas tempo total do
processo analitico (y1) e fator de separacéao (delta).
A partir disso, foram obtidos os resultados observados na Tabela 1.

Ensaio Variaveis Respostas
Temperatura Fluxo—x: Tempototal Delta-y;(min)
- X1 (2C) (uL/min)  —y; (min)
1 58 430 39.8 1.61
2 72 430 36.9 0
3 58 580 29.6 1.40
4 72 580 24.5 0
5 55 505 34.2 1.84
6 75 505 31.3 0
7 65 399 41.6 1.11
8 65 611 27.4 0.77
9 65 505 29.8 1.17
10 65 505 32.4 0.80
11 65 505 32.8 0.74

Tabela 1. Variaveis e respostas do delineamento experimental para avaliacdo do tempo total de
analise e separacdo entre 0s compostos arabitol e etanol por cromatografia.

Percebeu-se que nos testes 2, 4, 6 e 10, os picos do etanol e do arabitol coeluiram
totalmente, sendo um resultado negativo, uma vez que é esperado que tais compostos
tenham uma separacao clara para permitir a quantificacdo. Observando novamente a Tabela
1, pbde-se concluir que o fator em comum dos testes em que ocorreu a coeluicao é a alta
temperatura, condi¢do, portanto, ndo favoravel para a separacéo eficaz dos compostos.

Foram obtidas maiores resolucbes(razdo da diferenca entre os tempos de retengéo
do etanol e arabitol pela média entre a abertura de ambos picos), e os 3 picos separados de
forma clara e néo coincidentes, além de um tempo total de analise menor, nos testes 1 e 3.
Esses testes tiveram temperaturas baixas (58°C) e fluxo de, respectivamente, 430 uL/min e
580 uL/min, respectivamente. Podendo-se concluir que menores temperaturas e maiores
fluxos favorecem melhores resultados, logo, uma melhor separacao.

Além disso, dentre estes dois testes, foi analisado que o teste 3 possuiu um menor
tempo total de analise(29,6 minutos, cerca de 10 minutos a menos que o teste 1) e uma
melhor separacdo dos compostos, uma vez que sua resolucdo também é maior, sendo de
0,65 enquanto a do teste 1 é de 0,58.

Analisando os resultados estatisticamente pela plataforma “protimiza”, foi possivel
obter os efeitos padronizados para as variaveis fluxo(x2) e temperatura(x1) apresentados na
Figura 1.



a) b)

Média

Media

x1 X2

Variavel
Variavel

I 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Efeitos Padronizados (tcaic) Efeitos Padronizados (tcaic)

Figura 1. Efeitos padronizados das variaveis no tempo total do processo (a) e no delta de separacao
(b). A linha vertical espessa indica o valor correspondente ao p-valor de 0,05.

Com este resultado experimental, péde-se concluir que o fluxo possui uma maior
influéncia no tempo total levado para a analise da amostra. Além disso, no delta de separacao,
percebeu-se maior impacto da temperatura, com efeitos néo significativos estatisticamente
do fluxo. Os termos quadraticos e combinados (Xi2, X22, Xi1X2) nhdo apresentaram efeitos
estatisticamente significativos (p-valor < 0,05) para nenhuma das respostas.

Pelo estudo realizado, portanto, percebeu-se que o melhor método a ser aplicado no
HPLC para a separacdo concomitante de xilitol, arabitol e etanol foi utilizado o fluxo de 580

uL/min e temperatura de 58 °C, pois permitiu a melhor separacdo em um menor tempo de
processamento.

II.  Avaliacdo do crescimento utilizando a metodologia desenvolvida:

Nesta fase, foi realizado um crescimento em meio sintético para ratificar a metodologia
analitica desenvolvida. Para isso, 0 microrganismo Rhodosporidium toruloides foi inicialmente
inoculado em um meio de ativacéo (extrato de levedura-10 g/L, peptona-20 g/L, xilose-10 g/L
e glicose-20 g/L) e apds 24h no meio de fermentacéo (extrato de levedura-10 g/L, peptona-
20 g/L, xilose-55 g/L, glicose-8 g/L, KH2PO4-2,7 g/L e MgS04-0,3 g/L) a 200 rpm e 28 °C, este
gue foi feito em triplicata(A, B e C) por 96 h.

Das triplicatas, foram retiradas 9 amostras, que posteriormente foram submetidas a testes no

HPLC no meio otimizado para melhor avaliacdo do crescimento em meio sintético.
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Figura 2. Processo fermentativo com producdo dos polidis observado em
meio fermentado

Ao observar os resultados obtidos, pode-se constatar que o microrganismo consome
xilose mais intensamente com a queda da concentracdo de glicose, produzindo xilitol e



arabitol. Pelas vias convencionais de conversao de xilose em bioprodutos por leveduras
assimiladoras de pentoses (Farias et al., 2022; Bevilaqua et al., 2023), esperava-se que a
xilose fosse majoritariamente convertida a xilitol. No entanto, percebeu-se um direcionamento
maior para a producao de arabitol a partir da xilose, devido as interconexdes entre as rotas
metabdlicas e a priorizacdo especifica da levedura para a producédo de arabitol(6g/L) em
comparagao com o xilitol (2g/L)

Quanto aos parametros obtidos, possuimos o Yps, sendo a razdo entre a quantidade
de produto produzido e a quantidade de substrato consumido. O Yps arabitol(quantidade de
arabitol produzida por quantidade de xilose consumida) somado ao Yps xilitol no tempo 48
horas, resulta em um valor aproximado de 0,7, aproximado do valor resultante da producao
de xilitol e arabitol a partir da fermentagdo de Candida tropicalis, que é 0,78 (BEVILAQUA,
2023).

lll.  Efeito Prebiodtico:

Para a avaliacdo do efeito prebidtico, preparou-se meio MRS (deMan, Rogosa e
Sharpe) com glicose(10g/L), inoculando-o com Lactobacillus acidophilus.

Em seguida, foram realizados crescimentos em placas de 96 pocos, com fermentacéo
em estufa a 37 °C e leitura de densidade 6ptica em leitor de microplacas Tecan Infinite
(Méannedorf, Suica) com o meio MRS adicionado de glicose, xilitol e/ou arabitol, nas
propor¢cdes apresentadas na Tabela 2.

Identificacdo do Glicose Xilitol Arabitol

Meio (g/L)  (g/L) (/L)
Branco 0 0 0
Agua 0 0 0
G-5 5 0 0
G-10 10 0 0
X-5 0 5 0
X-10 0 10 0
A-10 0 0 10
X:A 25:75 0 2,5 7,5
X:A 50:50 0 5 5
X:A75:25 0 7,5 2,5
G:X 50:50 5 5 0
G:A 50:50 5 0 5

Tabela 2. Meios avaliados no crescimento em microplacas.

A tiragem de dados ocorreu nos tempos 0, 3, 6, 26, 48, 72 e 96 horas, sendo possivel
obter os resultados expostos na Figura 5 para o crescimento de L. acidophilus.
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Figura 5. Crescimento de L. acidophilus nos meios avaliados



Ao analisar o grafico, pode-se identificar que o maior crescimento de Lactobacillus foi
presente no meio formado apenas por glicose, 0 que j4 era esperado considerando o
potencial j& conhecido da glicose para promover o crescimento da cepa. Quanto aos outros
meios avaliados, a densidade Optica nédo foi significativa para ser possivel considerar um
efeito prebiotico, pois o crescimento em meios com xilitol e arabitol foi equivalente ao
crescimento no meio com agua. Apesar disso, esse fato ndo define estes compostos como
ndo prebidticos, uma vez que diversas cepas de Lactobacillus possuem a capacidade de
assimilar ao menos o xilito(Almstahl, A., Lingstrom, P., Eliasson, L. et al.,2013). Desta forma,
a possibilidade de um potencial prebidtico do xilitol e arabitol em meios inoculados por
Lactobacillus ndo pode ser descartada, uma vez que novos testes podem ser feitos com
diferentes cepas e avaliando diferentes parametros além da densidade Optica.

CONCLUSAO

Apo6s a pesquisa realizada, pode-se concluir que as condi¢des otimizadas para a
analise simultanea do xilitol e arabitol sdo em maior fluxo e temperaturas amenas, como 580
uL/min e 58°C. Além disso, na avaliacdo do crescimento utilizando esta metodologia
otimizada, foi observado um crescimento potencial da producéo de xilitol e arabitol quando
em meio fermentado por Rhodosporidium toruloides, atingindo uma soma de Yps aproximada
de 0.7, sendo um resultado significativo uma vez que se aproxima de 1.

Além disso, no teste do efeito prebidtico do xilitol e arabitol em meio fermentado por
Lactobacillus acidophilus foi obtido um efeito dispensavel, o que pode ter ocorrido uma vez
gue a cepa de Lactobacillus utilizada ndo possuia grande capacidade de assimilar os polidis,
sendo necessarios novos testes com diferentes cepas.
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