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RESUMO

O etanol € o biocombustivel mais utilizado do Brasil. O pais, sendo um dos maiores produtores
agricolas do mundo, destaca-se na producdo de banana, a qual gera grandes quantidades de
residuos lignoceluldsicos, que podem ser aproveitados na producdo de etanol. E de grande
interesse a utilizacdo deste tipo matéria-prima na produgdo do biocombustivel, dando assim
destinacao aos residuos e barateando os custos de producéo do etanol. Em relacdo a esses custos,
um grande limitante sdo as enzimas utilizadas na hidrolise, que possuem precos elevados e
atualmente sdo produzidas comercialmente apenas no exterior. A busca por producdo de
enzimas celulésicas pode reduzir os custos de producédo, assim como diminuir a dependéncia
do fornecimento internacional. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar, em
diferentes condic6es a hidrolise do pseudocaule da bananeira, utilizando enzimas da espécie
Penicillium oxalicum. Primeiramente foi realizado um pré-tratamento hidrotérmico a 121°C/30
min. Depois a caracterizacdo da biomassa in natura e pré-tratada. Realizou-se a producdo de
extrato enzimatico bruto utilizando como substrato o pseudocaule da bananeira in natura e pré-
tratado. Foram determinadas as atividades enziméaticas (CMCase, Avicelase e FPase) dos
extratos enzimaticos, obtendo resultados maiores ao extrato produzido em biomassa in natura.
Foi realizada a hidrdlise do pseudocaule da bananeira, utilizando o extrato enzimético bruto
produzido em biomassa pré-tratada. A partir de um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), verificou-se a melhor condigdo de hidrélise. Obteve-se como melhor rendimento de
hidrolise o ensaio 9, com 26,36%, nas seguintes condic¢des: 20 mg de biomassa e 2 ml de enzima
e pH 5. Nessas mesmas condicdes, foi realizada outra hidrdlise, utilizando o extrato enzimético
produzido de biomassa in natura, tendo como resultado 42% de rendimento de hidrolise.

Palavras-chaves: pseudocaule da bananeira, extrato enzimético bruto, hidrolise, etanol.



ABSTRACT

Ethanol is the most used biofuel in Brazil. As one of the largest agricultural producers in the
world, the country stands out in the production of bananas, which generate large amounts of
lignocellulosic residues, which can be used in the production of ethanol. The use of this type of
raw material in the production of biofuel is of great interest, thus disposing of waste and
lowering ethanol production costs. In relation to these costs, a major limiting factor are the
enzymes used in hydrolysis, which have high prices and are currently produced commercially
only abroad. The search for the production of cellulosic enzymes can reduce production costs,
as well as reduce dependence on international supply. In this context, the objective of this work
was to carry out, under different conditions, the hydrolysis of the banana pseudostem, using
enzymes of the species Penicillium oxalicum. First, a hydrothermal pretreatment at 121°C/30
min was carried out. Afterwards, the characterization of the in natura and pre-treated biomass.
The production of crude enzymatic extract was carried out using the pseudostem of the banana
in natura and pre-treated as substrate. The enzymatic activities (CMCase, Avicellase and FPase)
of the enzymatic extracts were determined, obtaining greater results for the extract produced in
in natura biomass. The hydrolysis of the banana pseudostem was carried out, using the crude
enzymatic extract produced in pre-treated biomass. From a Central Rotational Composite
Design (CRCD), the best hydrolysis condition was verified. The best hydrolysis yield was
obtained in test 9, with 26.36%. Under these same conditions, another hydrolysis was
performed, using the extract enzymatic produced from in natura biomass, resulting in a 42%
hydrolysis yield.

Keywords: banana pseudostem, crude enzyme extract, hydrolysis, ethanol.
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1 INTRODUCAO

As preocupacBes com 0 meio ambiente vém aumentando a cada dia, principalmente, no
que se refere as mudancas climaticas, fendmeno ocasionado pelo aumento da temperatura da
Terra, que, por sua vez, vem ocorrendo pelas altas concentragcdes de gases de efeito estufa
(GEE’s) na atmosfera (LI et al., 2020).

Entre os GEE’s, o dioxido de carbono (CO2) € 0 mais comum, por ser emitido em maior
quantidade. Grande parte de sua emissao decorre da queima de combustiveis fésseis e, por essa
razdo, existem varias iniciativas para reduzir o uso desses combustiveis e substitui-los por
fontes de energias renovaveis (LENFERNA, 2018; LEONARD, MICHAELIDES e
MICHAELIDES, 2020). Uma dessas iniciativas é impulsionar o uso de biocombustiveis
liquidos, como o etanol.

O etanol é o biocombustivel liquido mais utilizado no Brasil (EPE, 2019). Existem
quatro classificacdes desse biocombustivel, entretanto os mais produzidos e citados na literatura
sdo: o etanol de primeira geracdo (E1G), produzido por fontes sacarideas ou amilaceas e etanol
de segunda geracdo (E2G), produzido pelas fontes lignocelulosicas.

O Brasil é um dos maiores produtores agricolas do mundo, sendo o terceiro maior
produtor de frutas, atras apenas da China e india (ANDRADE, 2017, ABRAFRUTAS, 2019).
A banana é a segunda fruta mais produzida no pais. De acordo com dados do IBGE (2021), a
safra de 2020 dessa fruta foi de 6.718.160 toneladas.

Com a grande producao da banana, a qual contribui para a economia do pais, ha também
uma grande geragdo de residuos lignoceluldsicos. Para cada tonelada de banana colhida, séo
geradas trés (SOUZA et al., 2012) a quatro toneladas de residuos, os quais 75% consistem do
pseudocaule da bananeira (LINZMEYER et al., 2019). Esses residuos geralmente sdo deixados
no solo do plantio, fornecendo-lhe nutrientes. Entretanto, segundo Luna e Oliveira Janior
(2018), apenas uma pequena parte ja seria suficiente para ser aproveitada neste processo. De
acordo com Uchda et al (2021), vém sendo realizadas buscas de aproveitamento desse residuo,
evitando assim o disperdidos e reducdo de impactos ambientais.

A biomassa lignocelul6sica vem despertando interesse, para a producgéo de etanol, pelo
fato de ser um meio de destinacdo dos residuos, contribuir com a reducdo dos custos de
producdo da fonte geradora (BHUSHAN et al., 2019) e ser um recurso renovavel, servindo
como uma alternativa ao petroleo, que possui disponibilidade limitada e causa impactos
negativos ao meio ambiente (HERNANDEZ, VELIZ-LORENZO e MARTINEZ, 2019).

A utilizacdo de biomassa lignocelulosica para esse tipo de aproveitamento enfrenta


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589014X19301021#!
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algumas barreiras. A primeira delas é a necessidade do uso de um pré-tratamento para romper
a recalcitrancia da biomassa, ocasionada pelas propriedades estruturais de seus compostos e
tornar o material acessivel a conversdo em acucar (GUERRERO, BALLESTEROS e
BALLESTEROS, 2017; BAKSI et al., 2019; RABELO, PRADELLA e IENCZAK, 2019). A
segunda € a etapa subsequente, a hidrdlise, em que ocorre a conversao da celulose em agucares
fermentaveis.

Um dos meios de realizacdo da hidrélise é fazendo o uso de enzimas, as quais, porém
possuem custos elevados (FLORENCIO, BADINO e FARINAS, 2017; DOS SANTOS et al.,
2019). Além disso, para muitos residuos lignocelulésicos, como, por exemplo, os residuos de
banana, ainda ndo ha informacdes precisas sobre as condi¢des ideais da conversdo enzimatica
(GUERRERO, BALLESTEROS e BALLESTEROQOS, 2018).

Muitos estudos, relacionados ao melhoramento do processo produtivo de E2G vém
sendo desenvolvidos, em varios paises, inclusive no Brasil, que, por ser um grande produtor
agricola, tem um bom potencial para a geracdo desse biocombustivel. Entretanto, de acordo
com Lorenzi e Andrade (2019), no que diz respeito ao desenvolvimento de enzimas, é baixo o
investimento por parte das empresas brasileiras, ocasionando assim dependéncia de
fornecedores internacionais, tais como as empresas: Beta Renewables e Novozymes.

A criacdo de novas enzimas podera contribuir tanto para minimizar a dependéncia do
mercado internacional, como diminuir custos e melhorar o processo de degradacao da biomassa.
Para isso, um passo crucial € a selecdo de um bom produtor enzimético. Atualmente, os fungos
filamentosos sdo 0s microrganismos mais explorados para tal finalidade, em especial, o género
Trichoderma (BISCHOF, RAMONI e SEIBOTH, 2016). Existem também varios outros
géneros em estudo, 0s quais apresentam potenciais de producao de enzimas lignocelulésicas,
como é o caso do Penicillium (BOMTEMPO et al., 2017; SCHNEIDER et al., 2018).

Bomtempo, et al. (2017), em seu estudo sobre producédo de celulases de Penicillium
oxalicum em substratos agroindustriais utilizaram a Cepa fungica Penicillium oxalicum F-3380,
obtida de uma colbnia de formigas cortadeiras, a Acromyrmex Balzani (Hymenoptera:
Formidae). Os resultados do estudo foram considerados satisfatorios. A Cepa foi escolhida por
apresentar, entre isolados de Acromyrmex Balzani, previamente testadas, a maior
produtividade.

Diante da alta producéo de residuos agricolas da bananicultura e a busca por técnicas
viaveis de producdo de etanol, o presente estudo teve por finalidade realizar, em diferentes
condices, a hidrélise do pseudocaule da bananeira, utilizando enzimas produzidas pela Cepa

fangica Penicillium oxalicum F-3380, visando obten¢do de maior de rendimento de hidrdlise.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a melhor condicéo da hidrdlise do pseudocaule da bananeira a partir de

enzimas de Penicillium oxalicum F-3380.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o pseudocaule da bananeira in natura quanto a sua composi¢ao
quimica;

e Auvaliar o efeito do pré-tratamento no pseudocaule da bananeira;

e Determinar a atividade enzimatica dos Extratos Enzimaticos Brutos produzidos
pelo fungo Penicillium oxalicum F-3380 no pseudocaule da bananeira in natura e
pré-tratada;

e Realizar processo de hidrolise enzimatica, variando a quantidade de biomassa
(9), quantidade de enzima (ml) e pH;

e Quantificar a producéo de agucares e rendimento de hidrolise.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Biocombustiveis

Um fator de grande relevancia, quando se fala em fontes energéticas, € o acordo
assumido na assinatura do Protocolo de Quioto, o qual visa a reduc¢ao de emissdo de GEE’s,
buscando assim fontes enérgicas mais sustentaveis (SOUZA et al., 2012; GUIMARAES,
COLAVITE e SILVA, 2019).

A queima de combustiveis fosseis, a qual emite grandes quantidades de GEE’s para a
atmosfera, é a principal causa do efeito estufa (AMOAH et al., 2019). Com o aumento
populacional, a demanda de combustiveis vem crescendo cada vez mais. Entretanto as fontes
fosseis sdo finitas (GUIMARAES, COLAVITE e SILVA, 2019). Desta forma, tanto a demanda
quantos as reservas limitadas e os impactos causados por determinados combustiveis sdo razées
que fazem com que haja procura por fontes energéticas mais limpas e renovaveis (DING et al.,
2019).

Os biocombustiveis surgiram como uma alternativa atrativa, por serem de origem
renovavel e contribuirem para a reducdo das emissdes de GEE’s, (SIQUEIRA et al., 2016;
RAUD et al., 2019), mostrando ser um substituto sustentvel para os combustiveis fosseis
(BAKSI et al., 2019). Os biocombustiveis sdo derivados de biomassa (matéria vegetal). Os tipos
mais conhecidos sdo: biodiesel, biogas e etanol.

Diversos estudos sdo realizados, em todo o mundo, com enfoque nesse tema, como o
desenvolvimento de novos biocombustiveis, a otimizacdo do processo produtivo e a busca por
novas matérias-primas (REZENDE E PASA, 2017).

3.3.1 Etanol

Na década de 70, o Brasil se encontrava numa situacdo dependente do uso de
combustiveis fésseis. Na mesma década, com a descoberta de que o petréleo era um recurso
natural ndo renovavel, houve grandes variagbes em seu preco. Esse periodo foi denominado
com a crise do petréleo, que durou de 1973-1974. Logo apds, mais precisamente em 1975, foi
lancado o Programa Nacional do Alcool (Proélcool) (GUIMARAES, COLAVITE e SILVA,
2019), com a finalidade de substituir o uso de combustivel fossil na frota de automoveis por
etanol (MORAES e BACCHI, 2015).

Atualmente existem quatro geracdes de etanol (etanol de 12, 22, 32 e 42 geracdo, também
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chamadas de E1G, E2G, E3G e E4G) que séo derivados, respectivamente: de amido ou agucares
de vegetais; de biomassa lignocelul6sica; de algas; e da combinacdo de matérias-primas
geneticamente modificadas (NIPHADKAR, BAGADE e AHMED 2017).

O etanol de primeira geracdo é o mais produzido, em todo o mundo, sendo os Estados
Unidos e o Brasil os principais produtores, tendo com matéria-prima, respectivamente, o milho
e a cana-de-aglcar. No entanto o uso de certa cultura, para a producéo de biocombustivel, assim
como o milho, que é um alimento basico em alguns paises, pode provocar uma inseguranca
alimentar (NIPHADKAR, BAGADE e AHMED 2017).

N&o necessariamente precisa haver uma competicao entre producdo de biocombustivel
e alimentos. Pode se investir na producdo de E2G, o qual é oriundo de residuos agroindustriais.
Além de ser mais uma alternativa de combustivel, também, é uma eficiente fonte de destinacéo
das grandes quantidades de residuos agricolas gerados (FERREIRA, 2015; BINOD et al., 2019;
HALDAR e PURKAIT, 2020).

A diferenca entre 0 E1G e E2G esta no processo de obtencdo de ambos. O produto final
sera 0 mesmo, com as mesmas especificacdes para cada um (LOPES, SANTOS e COSTA,
2017).

3.1.1.1 Etanol de segunda geracgéo (E2G)

O aproveitamento de residuos lignocelul6sicos, para a producdo de biocombustiveis, é
visto como uma atividade de grande importancia, em nivel mundial, no que se refere a reducéo
da dependéncia de combustiveis fésseis (SAYAR, et al., 2019) e, consequentemente, a reducao
de GEE’s. O E2G, em comparagdo com a gasolina, reduz 85% dessas emissdes (EL-
ZAWAWY etal., 2011).

A biomassa lignoceluldsica é um recurso renovavel abundante (DING et al., 2019;
BAKSI et al., 2019). Utilizar tal matéria-prima na producdo de etanol traz vantagens tanto
ambientais quanto econdmicas (PACHECO, 2011; RUIZ et al., 2013; WANG et al., 2019b).

Atualmente o Brasil possui trés plantas de etanol de segunda geracao, que sdo: GranBio,
em Sdo Miguel dos Campos-AL; Raizen, em Piracicaba-SP e o Centro de Tecnologia
Canavieira — CTC, em S&o Manuel-SP. As duas primeiras sdo plantas comerciais e a ultima é
experimental. Todas essas plantas utilizam como matéria-prima os residuos da cana-de-acucar
e a maior parte dos investimentos, para sua implantagdo, partiu do Banco Nacional de
Desenvolvimento Econémico e Social BNDES (LORENZI e ANDRADE, 2019).

Estas plantas possuem capacidade instalada de 82, 40 e 3 milhdes de litros/ ano,
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respectivamente, o que faz com que o pais ocupe o ranking de quarto lugar em capacidade
instalada do mundo. No entanto a producéo realizada até o momento foi de apenas 10% da
capacidade, pelas dificuldades relacionadas a etapa de pré-tratamento (LORENZI e
ANDRADE, 2019).

3.2 Residuos Lignocelulésicos

Os materiais lignocelul6sicos sdo polimeros de carboidratos complexos compostos,
basicamente, por: celulose, hemicelulose e lignina (BALAT, 2011; BRISSAC et al., 2018). A
quantidade de cada um destes compostos varia, de acordo com a espécie, idade e parte da planta
(LIetal., 2015; CHOONG et al., 2016). A Tabela 1 apresenta a composi¢édo lignocelulésica de

algumas culturas.

Tabela 1- Composicdo de alguns materiais lignoceluldsicos.

Composicao (%)
Material Celulose Hemicelulose Lignina Referéncias
Bagaco de cana 40 29 23 Oliveira et al.,
2013
Palha de cana 44 31 19 Santos et al.,
2014
Palha de milho 32 17 13 Liuetal., 2013
Sabugo de 40 27 17 Du et al., 2015
milho
Palha de trigo 32 17 21 Wang et al.,
2014
Palha de arroz 39 23 21 Suriyachai et
al., 2013
Casca de arroz 34 24 19 Soltani et al.,
2015
Capim elefante 60 24 8 Minmunin et
al., 2015
Palha de 39 41 19 Oun & Rhim,
cevada 2016
Pseudocaule de 52 10 11 Romero-Anaya
bananeira etal., 2011.

Fonte: SILVA, 2016.

3.2.1 Celulose

A celulose (CsH100s)n é um polissacarideo formado por ligagdes B-1,4-glicosidicas.

Suas moléculas sdo completamente lineares e tém forte tendéncia para formar ligacdes de
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hidrogénio inter e intramoleculares (LINO, 2015). Tais ligagdes séo estabelecidas por grupos
de hidroxilias das moléculas de glicose, que compdes as unidades repetitivas da celulose (Figura
1). Em consequéncia dessas ligacdes, ha uma forte tendéncia de a celulose formar cristais

(SILVA et al., 2009). A Figura 1 apresenta a molécula de celulose.

Figura 1- Representacdo esquematica da molécula de celulose.
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OH o HO OH o HO OH
L HO 0 0 0 0
o) O"HO HO
0 oOH o} O 0 n
oM OH OH
Fonte: SANTOS, et al., 2012.

A celulose apresenta regides cristalinas e regides ndo cristalinas, denominadas de
regides amorfas. A primeira possui estrutura altamente ordenada, enquanto a segunda é menos
ordenada, suas cadeias apresentam uma orientacdo randomizada (FARINAS 2011). A Figura 2

apresenta as regides amorfas e cristalinas presentes na celulose.

Figura 2 - Regido amorfa e cristalina da celulose.

= =
== S
Regiao Cristalina Regiao Amorfa

Fonte: Elaborado pela Autora, 2020.

A acessibilidade de reagentes quimicos difere nessas duas regides. Segundo Ribeiro e
Seravalli (2007), as regiGes amorfas sdo suscetiveis ao ataque de solventes e reagentes
guimicos, enquanto a cristalina ndo. Isso decorre pelo fato da estrutura organizada da regido

cristalina que a torna mais resistente.

3.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo polissacarideos complexos constituidos principalmente por
unidades de D-xilose, L-arabinose, D-galactose, D-manose e L-ramnose. Junto com a pectina,
forma uma matriz amorfa em torno das fibras de celulose dando elasticidade e impedindo que
elas se toquem (RIBEIRO e SERAVALLLI, 2007; FERREIRA, ROCHA e SILVA, 2009). A
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representacdo da estrutura desse polissacarideo é apresentada na Figura 3.

Figura 3 - Estrutura da hemicelulose.
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Fonte: FERREIRA, ROCHA e SILVA, 20009.

De acordo com Ogeda e Petri (2010), a composi¢ao quimica e caracteristicas estruturais
das hemiceluloses variam amplamente por espécies, localizagcdes subcelulares e estagios de

desenvolvimento.
3.2.3 Lignina

A lignina é o segundo composto organico mais abundante do Planeta (WANG et al.,
2019a). E uma substancia amorfa e hidrofobica com estrutura altamente ramificada, podendo
ser classificada como um polifenol, o qual é constituido por um arranjo irregular de varias
unidades de fenilpropanoides, denominadas C6C3 (SALIBA et al., 2001; SILVA et al., 2009;
BINOD et al., 2019). A Figura 4 apresenta a estrutura da lignina.

De acordo com Macédo Junior et al., (2007), sua composi¢do, estrutura e quantidade
variam, de acordo com o tecido, os 6rgéos, a origem botanica, a idade da planta e os fatores
ambientais.

Figura 4 - Estrutura da lignina.
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Fonte: Adaptada de RAUD et al., 2019.

A extracdo desse polimero é realizada sob condi¢cdes em que ele € decomposto em
fragmentos de menor peso molecular, resultando em alteragdes em suas propriedades fisico-
guimicas (ERDOCIA et al., 2014).
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3.3 Banana

A banana (Musa spp.) é uma das frutas mais consumidas no mundo (FERREIRA et al.,
2015; DA SILVA BARROS et al., 2016). E uma fonte rica em carboidratos, fibras alimentares,
vitaminas e minerais e possui baixos teores caldricos e de gordura (BORGE e SOUZA, 2004;
SIDHU e ZAFAR, 2018). Além de sua composicao nutricional, apresenta custo relativamente
baixo 0 que a torna um integrante na mesa de pessoas de baixa renda (RAMBO et al., 2015;
DA SILVA BARROS et al., 2016).

E uma cultura de origem asiatica (BORGES, SOUZA e CORDEIRO, 2006). No entanto
é produzida em muitos paises, principalmente nos tropicais.

A banana é uma importante fonte de renda para a agricultura familiar (Sousa et al.,
2019). Estudo realizados, em dez paises produtores de banana, mostraram que 75% da renda
familiar mensal dos pequenos produtores é provinda do cultivo dessa fruta (FAO, 2020).

Os dados de producéo e consumo da banana néo séo precisos, sendo subestimados, pelo
fato de grande parte de seu cultivo ser realizado por pequenos produtores e sua comercializacdo
ocorrer, muitas vezes, no setor informal (FAO, 2020; FAO 2021).

A produgdo global de banana, em 2017, era de 114 milhdes de toneladas, tendo como
maiores produtores a India, China, Filipinas, Brasil e Equador. A média de producio
(toneladas/ano) desses paises entre os anos de 2010 e 2017 sdo, respectivamente: 29 milhdes,
11 milhdes, 7,5 milhdes, 7 milhdes e 7 milhdes (FAO, 2020).

No Brasil sua producdo € bem disseminada, sendo produzida nas cinco regides

brasileira, (Gréfico 1).

Gréfico 1- Producdo (Ton) de bananas nas regiGes brasileiras em 2020.

2.500.000 A 2.300.477 ton 2.362.375 ton
2.000.000 -
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he)
©
2
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500.000 - 292.505 ton
0 J
Norte Nordeste Sudeste Sul Centro-Oeste

Fonte: Autora, 2021. Dados: IBGE/LSPA, 2020.
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De acordo com o gréfico acima, as maiores producfes de banana ocorrem nas regies
Sudeste e Nordeste, com producdo de 2.362.373 e 2.300.477 toneladas, respectivamente. O
percentual de producéo, em cada regido, é: 12,72% no Norte, 34,24% no Nordeste, 35,16% no
Sudeste, 13,52% no Sul e 4,35% no Centro-Oeste.

3.3.1 Producéo de banana no Tocantins

A bananicultura é uma importante atividade que se encontra presente em grande parte
dos municipios do Tocantins. Dos 139 municipios Tocantinenses, 102 tém plantios de banana.
A banana ocupa o segundo lugar no ranking das frutas mais cultivadas no estado (MATQOS,
VANCONCELOS e SIMAO, 2019). De acordo com os dados do IBGE (2021), a producio
dessa fruta no estado, em 2020, foi 31.852 toneladas, utilizando uma area de plantio de 3.393
hectares.

Atualmente as &reas onde mais se produz banana no Tocantins € nos perimetros
irrigados do Projeto Séo Jodo, em Porto Nacional e do projeto Manuel Alves em Diandpolis. A
producdo € destinada ao consumo dos municipios do estado e também é comercializada para
outros estados da regido Norte e Nordeste do pais (MATOS, VANCONCELOS e SIMAO,
2019).

O projeto Manuel Alves é o principal polo produtor de banana do Tocantins e um dos
maiores projetos de irrigacdo do Brasil. Fica a 320 km da capital Palmas e possui area de cinco
mil hectares e expansao para mais de quinze mil hectares. A area é dividida em lotes (199 lotes
para pequenos produtores e 14 lotes empresariais) que sdo explorados a fruticultura como
banana, maracujé, coco e manga (SEAGRO, 2015).

A Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Aquicultura do Tocantins (SEAGRO), em
parceria com o ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Embrapa
Mandioca e Fruticultura, Instituto de Desenvolvimento Rural do Tocantins (Ruraltins) e
Agéncia de Defesa Agropecuaria (ADAPEC), desenvolvem o Programa de Producéo Integrada,
que tem como objetivo incentivar as boas praticas de producdo. Tais préaticas sdo realizadas por
produtores que recebem orienta¢Ges de técnicos que vém até o campo (SEAGRO, 2015).

A Producéo Integrada da Banana (P1-Banana), no Estado do Tocantins, teve inicio no
ano de 2012 e visava a obtencdo de praticas mais ecoldgicas, na producdo e pos-colheita da
banana, conforme os procedimentos estabelecidos nas normas técnicas dessa cultura. O PI-
Banana aborda temas como: manejo integrado de pragas e doencas; capacitacao e treinamento

de pessoas envolvidas no agronegocio tocantinense da banana, atendendo produtores,
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trabalhadores rurais, técnicos e estudantes; uso racional de agrotoxicos e fertilizantes; melhoria
da qualidade dos frutos; e criacdo de maior consciéncia ambiental do produtor em busca da
sustentabilidade da producdo (MATOS, VANCONCELOS e SIMAO, 2019).

3.4 Bananeira

A bananeira é uma planta monocotileddnea e perene, ja que novos perfilnos nascem da
base da planta-méae. N4o é considerada como uma arvore, uma vez que nao possui caule lenhoso
(BORGES, SOUZA e ALVES, 2000). Morfologicamente é composta por raizes, rizoma, folhas,
engaco, cacho, raquis, coragdo e pseudocaule, também chamado de falso caule, que é formado
pelas bainhas foliares superpostas (LUNA e OLIVEIRA JUNIOR, 2018) (Figura 5).

Figura 5 - Partes da Bananeira.
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Fonte: Autora, 2021.

A reproducdo dessa cultura é vegetativa (ocorre a multiplicacdo assexuada de partes da

planta-mae originando individuos geralmente idénticos a ela), sendo as mudas obtidas a partir
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do desenvolvimento natural de filhotes ou por técnicas de fracionamento de rizoma (BORGES
et al.,2006; GUERRA e MENDONCA, 2013; SALOMAO et al., 2016).

Em relacdo ao tempo de colheita, ha variagdes, de acordo com as condi¢Bes a que
determinada espécie é submetida. Em regides de clima tropical e nas regibes irrigadas, a
colheita do primeiro cacho ocorre por 11 a 13 meses, enquanto, em clima subtropical e sem
irrigacdo, esse periodo é um pouco maior, 15 a 18 meses (ALVES et al., 2004).

A faixa 6tima de temperatura, para a producéao de banana, é entre 26°C e 28°C. Os solos
devem ser preferencialmente profundos de textura areno - argilosa, pH variando de 6,0 a 6,5,
com lencol freatico igual ou superior a 1,80 m, com boa drenagem, sem camadas de
impedimento ou barreiras fisicas e de topografia plana a levemente ondulada (MATQOS,
VASCONCELOS E SIMAO, 2019).

3.5 Residuos da bananicultura

A producdo e comercializacdo de banana gera grande quantidade de residuo, provindos
tanto dos residuos vegetais como de frutos rejeitados (SOUZA, et al., 2010). O elevado indice
de perdas, na comercializacdo de banana no Brasil, faz com que apenas uma parcela, entre 50
e 60% da producdo, chegue a mesa do consumidor (SILVA e RAMOS, 2009).

O cacho corresponde 34% da quantidade total produzida na colheita, o restante (66%) é
todo o residuo vegetal da planta (BORGES, SOUZA e CORDEIRA, 2006), o qual inclui o
pseudocaule, folhas e engaco.

Geralmente o pseudocaule e folhas séo dispostos ao solo do plantio (BASTIANELLO
et al., 2009; BORGES et al., 2009). Ja o engaco é deixado, em solo de &reas urbanas ou
descartado em lixo doméstico, 0 que pode acabar contribuindo para a geracdo de problemas
ambientais e fitossanitarios (SOFFNER 2001).

O aproveitamento dos residuos do cultivo da banana, para a producdo de
biocombustivel, € uma alternativa muito atraente, pois, além de contribuir para a preservacao
do meio ambiente, evitando o acumulo de residuo, também valoriza a matriz de producédo de
frutas, transformando o residuo em uma mercadoria (SOUZA et al., 2014).

No que diz respeito a composicao quimica da biomassa da bananeira, a Tabela 2 vem
apresentar o percentual dos compostos lignocelulésicos (celulose, hemicelulose e lignina) em

algumas partes da planta.
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Tabela 2 - Composigéo percentual em base seca de celulose, hemicelulose e lignina dos
residuos da bananicultura.

Partes da bananeira  Celulose Hemicelulose Lignina Fonte
(%) (%) (%)
Engaco 28,40 9,50 10,50 Oliveira et al.
(2007)
Casca de banana 8,40 5,36 2,05 Souza et al.
(2012)
Folhas 20,70 11,40 8,79 Oliveira et al.
(2007)
Pseudocaule Musa 36,10 24,50 4,50 Ingale et al.
cavendischii (2014)
Pseudocaule Musa 34,50 25,60 12,00 Cordeiro et al.
acumiunata (2014)
Pseudocaule Musa 50,15 0,77 17,74 Guimarées (2009)
sapientum

Fonte: MONTAGNOLL, 2017.

De acordo com dados da tabela 2, percebe-se que, entre os residuos avaliados, o
pseudocaule ¢ a parte que apresenta maior percentual de celulose, visto que a variedade Musa
Cavendischii € a que mais se destaca, em relacdo a propor¢éo desses compostos, apresentando
baixo teor de lignina e alto teor de celulose o que facilita no processo de producao do bioetanol.

A banana do tipo Cavendish, entre as mais de mil variedades existentes, é a mais

comercializada em todo o mundo (FAO, 2020).

3.6 Uso do pseudocaule da bananeira para a producéo de E2G

Como j& mencionado, o pseudocaule da bananeira é a maior fracdo dos residuos da
bananicultura. Apresenta atrativas propor¢des dos compostos lignoceluldsicos (celulose,
hemicelulose e lignina) para a producdo de etanol. Diversos estudos com essa biomassa vém
sendo realizados para tal aproveitamento e tais estudos vém apresentando resultados
satisfatorios.

Silva (2016) avaliou o rendimento de etanol oriundo do pseudocaule seco da bananeira
(cultivar prata and) ndo tratada e apds pré-tratamento hidrotérmico e com hidréxido de sodio.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 3 - Rendimento de etanol do pseudocaule seco da bananeira (cultivar prata and) néo
tratada e ap0s pré-tratamento hidrotérmico e hidroxido de sédio.

Tratamentos Rendimento de etanol Rendimento de etanol
(kg) a cada 100 kg de (L) a cada tonelada de
pseudocaule seco pseudocaule seco
Pré-tratamento 20 255,4

hidrotérmico
(230°C, 10 min)

Pré-tratamento com 19,1 2439
NaOH
(190°C, 10 min, 0,5 %
NaOH
Nao Tratado 16,2 206,9

Fonte: Autora, Dados de SILVA et al. 2016.

Os dados da Tabela 3, mostra que 1 tonelada de pseudocaule seco produziu de 206,9 a
255,4 L de etanol. A biomassa ndo tratada, foi a que apresentou o0 menor rendimento, mas ainda
assim considerado satisfatorio, levando a vantagem de ser mais barata que as demais, ja que
ndo realizou o pré-tratamento.

De acordo com Gongcalves Filho (2011), 1 tonelada de massa seca de pseudocaule de
bananeira equivale em torno de 21,28 toneladas de massa Umida. Levando em considera¢do um
pseudocaule com fragdes de celulose de 44% pode-se chegar a produzir 320 L de etanol.

Dos Santos Rocha, Almeida e Da Cruz (2017), avaliando o potencial de producéo de
etanol, a partir da celulose presente nos residuos de cada cultura, obtiveram 0s seguintes
resultados: palha de cana-de-agucar (206,29 L/Ton), bagaco de cana-de-actcar (180,68L/Ton)
e palha de milho (170,90 L/Ton) e sabugo de milho (164,85 L/Ton). Comparando-se com 0
pseudocaule da bananeira, apenas a palha de cana-de-acUcar apresentou rendimento préximo,

os demais residuos apresentaram rendimento inferior ao pseudocaule.
3.7 Etapas da producéo de etanol de segunda geracao
O processo de obtencdo de etanol, a partir de materiais lignoceluldsicos, possui as

seguintes etapas: obtencdo da biomassa, pré-tratamento, hidrolise, fermentacdo e destilacéo,

conforme apresentado na Figura 6.
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Figura 6- Etapas do processo de obtencdo de etanol de segunda geracéo.
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Fonte: Autora, 2021.

3.7.1 Pré-tratamento

A funcéo do pré-tratamento é quebrar a barreira fisica formada pelas ligninas ao redor
das fibras celuldsicas (disponibilizando a celulose para a conversdo em acucares), reduzir a
cristalinidade da celulose e hidrolisar a hemicelulose (OGEDA e PETRI, 2010; ALBERNAS-
CARVAJAL, et al., 2014; DOTSENKO et al., 2018), obtendo assim melhores rendimentos. A

Figura 7 mostra a separacao dos compostos lignoceluldsicos apds pré-tratamento.

Figura 7- Pré-tratamento esquematico de material lignoceluldsico.
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Fonte: MOOD et al., 2013.

O pré-tratamento é a etapa mais cara na biotransformacdo lignocelulésica, variando
aproximadamente 20 a 40% do custo do produto final (JIANG et al., 2020), porém é 0 mais
promissor para aumentar a eficiéncia da converséo e reduzir custos (FEI et al., 2019). De acordo
com Pacheco (2011), o melhor pré-tratamento € 0 que ndo ocasiona a desestruturacdo da

celulose e lignina.
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Os pre-tratamentos sdo classificados em dois regimes principais: ndo biologicos e
bioldgicos. Os métodos ndo bioldgicos de pré-tratamento ndo envolvem nenhum tratamento
microbiano, sendo eles divididos em diferentes categorias: métodos fisicos, quimicos e fisico-
quimicos (KUMAR E SHARMA, 2017). O Quadro 1 apresenta comparacdes de alguns
parametros das classificacbes dos pré-tratamentos.

Quadro 1- Avaliagdes comparativas dos pré-tratamentos.

Pré- Fisico Quimico Fisico- Bioldgico
tratamento Quimico
Procedimentos | Secagem, corte | Acido, alcalino | Hidrotérmico Fungos,
e moagem bactérias,
Exploséo a enzimas
vapor
Parametro Concentragédo Concentracdo | Temperaturae Atividade
crucial de biomassa, de biomassa, poténcia enzimatica, carga
temperaturae | cargaquimica, de
tempo de temperatura e fungos/bactérias,
exposicao mistura. temperatura, pH e
mistura
Necessidade Alto Moderado Alto Suave
de energia
Eficiéncia Baixo Alto Moderado Moderado

Fonte: Adaptada de BHUSHAN et al., 2019.

3.7.1.1 Pré-tratamento Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico € um processo que utiliza dgua a altas temperaturas (em
torno de 160°C a 220°C) e pressdo (RUIZ et al., 2013). Apresenta vantagens como nédo fazer
uso de reagentes quimicos e nao utilizar reatores altamente resistentes a corrosdo (MAIONE et
al., 2019), que contribui para a reducao de custos.

Trata-se de um sistema autocatalitico, ja que sdo gerados no préprio sistema ions de
hidrogénio, que aceleram a reacdo (RUIZ et al., 2013). E o pré-tratamento utilizado na maior
produtora de E2G do Brasil, a GranBio (LORENZI e ANDRADE, 2019). E um dos métodos
mais conhecidos na literatura, quanto & solubilizacéo de hemicelulose (RABELO, PRADELLA
e IENCZAK, 2019), tendo o tempo de retengdo e temperatura como principais variaveis de
interferéncia na eficiéncia do processo (SOUZA 2016, WANG et al., 2019b).

Souza (2016), avaliando diferentes condicdes de pré-tratamento hidrotérmico em cana-
de-acucar (170°C/5 min, 170°C/15 min, 220°C/5 min, 220°C/15 min e 195°C/10 min), obteve
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melhor remocéo de hemicelulose (85,58%) em temperatura/tempo de 195°C/10 min.

Dos Santos-Rocha et al. (2017) obtiveram 70,7% de remocdo de hemicelulose a
170°C/15 min e 89,7% a 195°C/10 min na palha da cana-de-acUcar. E 58,7% a 170°C/15 min
e 67,8% a 195°C/10 min no sabugo de milho.

3.7.2 Hidrolise

A hidrdlise é a etapa na qual ocorre a quebra de ligagdo quimica de uma molécula para
a obtencdo de acgucares, que podem ser fermentados gerando o etanol (SCHULTZ, 2012). De
acordo com Ogeda e Petri (2010), a hidrolise de celulose origina a glicose e celobiose, enquanto
a hidrolise de ligninas e hemicelulose gera acucares e subprodutos (tais como difenois,
derivados de fenilpropano) que, muitas vezes, inibem a fermentacdo microbiana.

Para a realizacdo da hidrolise, é necesséria a utilizacdo de meios quimicos (hidrélise
acida) ou bioldgicos (hidrolise enzimatica) (FERREIRA, 2015). A escolha deve ser baseada em
fatores como: o tipo de biomassa a ser hidrolisada, 0 organismo usado para a fermentacéo e
viabilidade (OGEDA e PETRI, 2010).

De acordo com Jardine, Dispato e Peres (2009), para a hidrélise de celulose tem sido
mais indicada a rota enzimatica, que € realizada em condi¢des mais brandas, como pH 5,0 e
temperatura por volta de 50°C, o que reduz os custos. Ja para a hidrolise de hemicelulose, tem

sido indicado o uso da rota quimica, que ocorre em condicdes de alta severidade.

3.7.2.1 Hidrolise enziméatica

A hidrolise enzimatica faz uso de um conjunto de enzimas, que atuam sinergicamente
em razdao da alta recalcitrancia do material a ser hidrolisado (RODRIGUES et al., 2014;
FARINAS, 2011).

As enzimas celulosicas geralmente sdo produzidas por fungos e bactérias. Entre as
espécies mais utilizados, na produgdo dessas enzimas, incluem-se: Trichoderma, Humicola,
Penicillium e Aspergillus (fungos); Bacillus, Pseudomonas, Cellulomonas e actinomicetos
Streptomyces e Actinomucor (bactérias) (RODRIGUES et al., 2014).

As classes de enzimas responsaveis pela degradacdo celulose, hemicelulose e lignina
sdo denominadas celulases, hemicelulases e ligninases, respectivamente.

Quadro 2 apresenta alguns dos tipos dessas classifica¢oes.

Quadro 2 - Algumas das principais enzimas necessarias para transformar materiais
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lignoceluldsicos em agucares.

Ligninases Lacase, peroxidase de manganés, lignina peroxidase.

Hemicelulases Endoxilanase, acetilxilanesterase, B-Xilosidase, endomananase,
B-manosidase, a- L- arabinofuranosidase, a-glucuronidase, esterase

de acido ferulico, a-galactosidase, esterase de acido p- carmarinico.

Celulases Exoglucanase, endoglucanase, B-glucosidase.

Fonte: Adaptada de VAN DYK e PLETSCHKE, 2012.

As celulases sdo as enzimas responsaveis pela hidrolise da celulose. Esse processo
ocorre com a atuacdo das trés celulases: exoglucanase, endoglucanase, B-glucosidase.
Inicialmente a endoglucanase € absorvida na superficie da celulose sélida e ataca o interior da
cadeia do polimero. Logo apds, as exoglucanases removem as unidades de celobiose das células
ndo redutoras. Por fim, as betaglicosidases fazem a quebra da ligacdo quimica existente entre
as duas unidades de glicose que formam a celobiose, liberando assim unidades de glicose
(WRIGHT, WYMAN e GROHMANN, 1988).

A atuacdo das enzimas deve ocorrer em condic@es ideais para a eficiéncia do processo.
Para o alcance dessas condigOes, leva-se em consideragdo fatores como temperatura, pH,
concentracdo de substrato e concentracdo de enzimas. N&o atingir tais condi¢bes podera
implicar aumento de custos, j& que pode haver a necessidade de adicionar mais cargas
enzimaticas para a eficiéncia do processo de hidrdlise (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012).

A necessidade de aumento de quantidade de cargas enzimaticas pode ser resolvida pelo
desenvolvimento de complexos enzimaticos mais especificos para cada tipo de biomassa
(FLORENCIO, BADINO e FARINAS, 2017). De acordo com Binod et al. (2019), os avancos,
para o desenvolvimento de enzimas sob medida econdmicas e com atividades especificas altas,
sdo considerados expressivo, entretanto a maioria dessas enzimas ainda ndo sdo comercialmente

viaveis.
3.7.2.1.1 Penicillium

Os fungos filamentosos s&o os principais microrganismos utilizados para a producao de
enzimas lignocelulosicas. A espécie mais explorada para tal finalidade é a Trichoderma reesei
(GUSAKOQV, 2011). Com pesquisas e desenvolvimento tecnoldgico, a producdo industrial de
enzimas dessa espécie vem melhorando cada vez mais (MARTINEZ et al., 2008). Entretanto é

de grande importancia o estudo da eficiéncia de outros microrganismos, a fim de encontrar


https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0734975012000687#!
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0734975012000687#!
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atividades enzimaticas mais altas e diminuir os custos com enzimas.

Gusakov (2011), em seu estudo sobre alternativas para Trichoderma reesei, na producao
de biocombustiveis, relatou com a busca de outros estudos, que o género Penicillium apresenta
caracteristicas satisfatorias para a producdo de enzimas celul6ticas. O autor aponta alta
atividade da B-glucosidase com uma grande vantagem em relagdo ao Trichoderma reesei.

Varias espécies de Penicillium vém sendo analisadas, quanto a producdo de enzimas
celulosicas e muitas dessas espécies apresentam bons resultados, como o P. oxalicum. Jing et
al. (2015), avaliando a cepa fangica P. oxalicum Z1-3, mostram que ela chegou a hidrolisar
92,5% do bagaco de cana-de-agucar.

Bomtempo et al. (2017), avaliando cepa P. oxalicum F 3380, utilizando o sorgo como
substrato, encontraram 0s seguintes resultados para a atividade enzimaética de papel filtro
(FPase), endoglucanase (CMCase) e celobio-hidrolases (Avicelase), respectivamente: 4,2 U/g,
9,2 U/g e 8,4 U/g. Tais resultados indicam que essa cepa pode ser uma alternativa promissora

na producéo de enzimas lignoceluldsicas.

3.7.3 Fermentacdo e Destilacdo

A fermentacdo é o processo de transformacdo de acucares, como sacarose, frutose e
glicose em etanol e CO». Essa converséo é realizada por leveduras. Em se tratando de produgéo
de etanol, as leveduras mais atrativas sao do género Saccharomyces (SILVA, JESUS e COUTO,
2011), especialmente, a espécie Saccharomyces cerevisiae, por apresentar baixo custo, ser de
facil disponibilidade e manipulacdo (TEIXEIRA et al., 2019).

O processo de fermentacéo se divide em trés etapas: na primeira fase, ocorre a adaptacéo
das leveduras ao meio; na segunda fase, também chamada de principal ou tumultuosa, acontece
a multiplicacdo das leveduras e, na terceira e Gltima fase, ha a precipitagdo do fermento e a
diminuicdo do crescimento das leveduras e de CO> (SILVA, JESUS e COUTO, 2011).

A fermentacdo pode ser afetada por vérios fatores, tais como: temperatura, pH,
contaminagdo bacteriana, aeracgdo/agitacéo, nutrientes e o etanol (SOUSA e MONTEIRO,
2011). A temperatura, por exemplo, compromete o processo fermentativo, quando ha um
aumento da faixa ideal, que, segundo Teixeira et al. (2019), geralmente, ocorre em temperaturas
de 32-35 °C em fermentagdo realizada com a levedura Saccharomyces cerevisiae. O aumento
da temperatura promove o aumento da velocidade da fermentagéo, entretanto pode provocar a
contaminacdo bacteriana (DE ALMEIDA LIMA, 2019).

Ap0s a fermentacdo, para a separagdo do etanol, utiliza-se a destilacdo do alcool. Essa
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operacdo inicia-se com a passagem do liquido em colunas de destilacdo aquecidas para que
ocorra a evaporagdo. Logo apés, por meio de resfriamento, ocorrerd a condensacéo, que é a
transformacéo do vapor em liquido (RIZZON e MENEGUZZO, 2008; DE ALMEIDA LIMA,
2019).



33

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-Prima

A matéria-prima utilizada para o presente estudo, o pseudocaule da bananeira Musa
cavendischii, foi coletada no municipio de Diandpolis -TO, na area do projeto Manuel Alves,
um dos maiores polos de producdo de frutas do estado, que esta localizado a 347 km da capital
Palmas.

O pseudocaule foi colhido manualmente e cortado em pedagos em torno de 30 cm.
Foram destacadas as bainhas foliares, para facilitar no processo de secagem, que inicialmente
foi realizado em temperatura ambiente, num periodo de dois dias e, posteriormente, em estufa
a 60 °C por 72 horas (Figura 8). Apds a secagem do material, ocorreu o processo de moagem,
a fim de aumentar a area superficial e diminuir o grau de polimerizacéo do residuo, utilizando
moinho de facas acoplado com peneira de 20 mesh. Em seguida, o material foi armazenado em

sacos plasticos, a fim de manter-se conservados para analises laboratoriais.

Figura 8 — Secagem das bainhas foleares em estufa.

Fonte: Autora, 2021.

4.2 Caracterizacdo quimica do pseudocaule da bananeira

Foram realizadas as seguintes analises quimicas: umidade, extrativos, cinzas, lignina
(solavel e insolavel), holocelulose, hemicelulose e celulose. A determinacdo de lignina foi
realizada, de acordo com a metodologia de Sluiter et al. (2008); a celulose conforme Sun et al.
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(2004) e as demais analises de acordo com Morais, Rosa e Marconcini (2010).

4.2.1 Umidade

Em cadinhos limpos e previamente secos até peso constante, foram adicionados 3g da
amostra da amostra Umida. Posteriormente os cadinhos com as amostras foram submetidos a
secagem em estufa 60°C até atingir peso constante. Em seguida, as amostras foram resfriadas
em dessecador, por 30 minutos e pesadas para a determina¢do da massa seca. Com os valores
encontrados, utilizou-se a Equacdo 1 para o calculo da umidade.

TU(%) = % % 100 Equacéo 1

Em que:

TU (%): teor de umidade;

MRAU: massa do conjunto recipiente/amostra imida;
MRAS: massa do conjunto recipiente/amostra seca;
MAU: massa da amostra Umida.

4.2.2 Cinzas

Em cadinhos previamente calcinados, a 600°C por 30 minutos e resfriado em
dessecador, foram adicionados 2g da biomassa Umida. O conjunto (cadinho/amostra) foi
colocado em mufla com uma rampa de aquecimento de aproximadamente 9,6 °C/min até chegar
a 600 °C. Ap0s trés horas nessa temperatura, ocorreu um decaimento para 200 °C permanecendo
por mais uma hora. Em seguida, o conjunto foi resfriado em dessecador e pesado. O célculo da

determinacéo do teor de cinzas totais foi realizado pela Equacéo 2, a seguir:

TC(%) = W % Equacéo 2

Em que:

TC (%): teor de cinzas totais;

MRAC: massa do conjunto recipiente/amostra calcinada;
MR: massa do recipiente;

MA: massa da amostra.
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4.2.3 Extrativos

A extracgdo ocorreu por Soxhlet, em aparelhagem limpa e desengordurada, em que foram
adicionados cartuchos com 5g da biomassa em estudo. Ao baldo de vidro, foram adicionados
150 ml do solvente e, posteriormente, conectou-se ao extrator, no qual permaneceu por cinco
horas fazendo a extracdo. Apds esse tempo, o0 baldo com o solvente e extrativos foi removido.
O extrato foi transferido para um recipiente de pesagem, utilizando-se pequenos volumes do
solvente fresco para que ndo houvesse perdas.

O recipiente foi posto em uma estufa a 105 + 2 °C por uma hora. Ap6s esse tempo, foi
removido o material da estufa para um dessecador, para resfriar a temperatura ambiente e, em
seguida, pesado. O teor de extrativo foi encontrado pela Equagéo 3.

MRE — MRRS N Equacéo 3

TE(%) = —

100

Em que:

TE (%): teor de extrativos;

MRE: massa do conjunto recipiente/extrativos;

MRRS: massa do conjunto recipiente/residuo de solvente;
MA: massa da amostra.

4.2.4 Lignina Total

Para a determinacdo de lignina insoltvel, foram adicionados, em tubos autoclavéveis,
0,3g de biomassa moida seca e sem extrativos e 3,0 ml de &cido sulfarico (72%). As amostras
foram deixadas em banho-maria a 30°C por 1h, sendo agitadas a cada 10 min. Apds esse
periodo, foram adicionados 84 ml de agua destilada na amostra e submetida a autoclavagem a
121°C por 1 h e depois resfriada em temperatura ambiente. Depois de resfriada, foi realizada a
filtracdo a vacuo. Do filtrado foi retirada uma aliquota e que foi acondicionada sob refrigeracao,
para analise posterior. Os solidos restantes da filtracdo foram lavados com 50 ml de &gua
destilada aquecida. O residuo insoltavel foi submetido a secagem a 50°C até peso constante. O
teor lignina insoltvel foi calculada a partir da Equacéo 4.

MFL — MF
MA

Equacéo 4

TLI(%) = ( x 100) —TC(%)



36

Em que:

TLI (%): teor de lignina insoluvel,

MFL: massa do funil somada a massa de lignina, ap6s a secagem em estufa; MF: massa do
funil limpo e seco;

MA: massa da amostra;

TC (%): teor de cinzas.

A analise da amostra para lignina solivel em acido foi realizada, a partir da leitura da
absorbéncia do filtrado hidrolisado, em espectrofotdmetro UV-visivel no comprimento de onda
de 240 nm. O teor de lignina soltvel em &cido foi calculado por meio da Equacao 5.

ABS X V¢ X F 3
TLS(%) = ( ekl ) x 100 Equacao 5
€ X Mian
Em que:
TLS (%) = Teor de Lignina Solavel;
ABS = Absorbéancia a 240 nm;
VT = Volume de filtrado;
Fd = Fator de diluigéo;
¢ = Constante de absorvidade para biomassa versus comprimento de onda;
Mam = Massa inicial de amostra (g).
A quantidade de lignina total foi calculada conforme a Equagé&o 6.
Ligiota (%) = TLI(%) — TLS(%) Equac&o 6

4.2.5 Determinacdo do teor de holocelulose

Em um erlenmeyer de 500 ml, foram adicionadas 3 g da biomassa em estudo, sem
umidade nem extrativos, 120 ml de &gua destilada, 2,5 g de clorito de sédio (NaClOz), com
pureza aproximada de 80% e 1 ml de acido acético glacial, com pureza > 99,85%. O conjunto
erlenmeyer-reagente foi tampado com um erlenmeyer de 25 ml e deixado em banho-maria, com
agitacdo e temperatura de 70°C, por 60 minutos. Em seguida, foram adicionados mais 2,5 g de
clorito de sddio e 1 ml de &cido acético, mantendo a temperatura de 70 °C por mais uma hora.
Apos esse tempo, foram adicionados, mais uma vez, 2,5 g de clorito de sodio e 1 ml de acido
acético, deixando por mais trés horas em banho-maria. Apds esse processo, 0s erlenmeyer

foram submetidos ao banho de gelo, que ocorreu por 30 minutos. Em seguida, a amostra foi
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filtrada, por filtracdo a vacuo. O contetdo dos erlenmeyer foi transferido para um funil e, em
seguida, iniciou o processo de filtracdo a vacuo. Para que ndo houvesse perdas, o erlenmeyer
foi lavado com agua destilada e o liquido transferido ao funil. O funil foi levado para uma estufa
a 60°C + 2 °C até temperatura constante. Em seguida, resfriado em dessecador por 30 minutos.

Com base na massa do funil limpo e seco, na massa da amostra e na massa do funil
somada & massa de holocelulose, apds a secagem em estufa, calculou-se o teor de holocelulose,
pela Equacdo 7.

MFH — MF Equacio 7
TH(%) = — 5 x 100 quagao

Em que:

TH % = teor de holocelulose;

MF = massa do funil limpo e seco;

MA= massa da amostra;

MFH = massa do funil somada a massa de holocelulose, ap6s secagem em estufa.

4.2.6 Celulose

Em tubos autoclavaveis com tampa de rosca, foram adicionados 5 g (amostra seca, livre
de extrativos totais), 100 mL de &cido acético aquoso 80 % e 10 mL de &cido nitrico 70 %. O
recipiente foi vedado e submetido a um banho-maria na temperatura de 110 °C por 20 min.
Logo depois, foi resfriado em banho de gelo. Adicionaram-se 60 mL de &dgua destilada e, nesse
ponto, o reagente decantou e filtrou-se a vacuo o contetdo do tubo. O residuo decantado foi
lavado varias vezes com agua destilada e etanol 95%, de maneira a remover o acido nitrico e
0s produtos gerados durante a extracdo. A amostra restante foi transferida, para uma placa de
petri, previamente tarada e submetida a secagem em estufa a 70 °C por 24 h. O teor de celulose

foi calculado de acordo com a Equacéo 8.

Equacéo 8

ptam *

TCel (%) = ( ”) x 100

man

Em que:
TCel (%) = Teor de celulose;
Mp+am = Massa da placa + massa final da amostra;
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Mp = Massa da placa vazia e tarada;
Mam = Massa inicial de amostra.

4.2.7 Hemicelulose

Pela diferenca entre os valores dos teores de homocelulose (TH %) e celulose (Tcel %),

apresentado na Equacdo 9, obteve-se o percentual de hemicelulose (THe).

Hemicelulose (%) = TH(%) — TCel (%) Equacéao 9

4.3 Pré-tratamento

Em erlenmeyer de 500 ml, foram adicionados 16 g do pseudocaule seco e moido em 240
ml de agua (proporcdo 1:15). Os erlenmeyer foram agitados manualmente por alguns segundos
e encaminhados a autoclave no qual permaneceu por 30 minutos depois atingir a temperatura
de 121°C. Apos esse periodo, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente, filtradas,
e a fracdo solida foi seca em estufa a 50°C em temperatura até peso constante. Em seguida,

resfriadas e armazenadas em temperatura ambiente.

4.4  Espectrofotometria no Infravermelho

A fim de avaliar de forma qualitativa a influéncia do pré-tratamento, foram obtidos, por
meio de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR), espectros de
absorc¢do no infravermelho da biomassa in natura e pré-tratada. Utilizou-se aparelho Agilent
FT-IR Cary-630, usando um intervalo de 800 a 3600 cm .

4.5 Microrganismo e condicGes de cultura

O microrganismo utilizado, para a producdo de enzimas celulésicas, foi o fungo
filamentoso Penicillium oxalicum F-3380, que foi escolhido, por ser considerado um bom
produtor de celulases, conforme aponta o estudo de Bomtempo et al. (2017), sendo promissor
para usos industriais. A Cepa foi obtida de uma coldnia de formigas cortadeiras, a Acromyrmex

Balzani (Hymenoptera: Formidae). Essa Cepa pertence a colecdo de cultura de microrganismo
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Colecdo de Culturas Carlos Rosa, do Laboratério de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia
da Universidade Federal do Tocantins.

O cultivo ocorreu em placas de Petri em meio PDA (Potato Dextrose Agar), num
periodo de 7 dias, a uma temperatura de 25 °C (Figura 9). Com a adi¢do de agua destilada,

foram obtidas as suspensdes de esporos cuja contagem foi realizada em cdmara de Neubauer.

Figura 9 - Fungo em PDA apés 7 dias.

Fonte: Autora, 2021.

4.6 Producéo de enzimas

A producdo de enzimas ocorreu por Fermentacdo de Estado Soélido (FES) utilizando
como substrato o pseudocaule da bananeira pré-tratada e in natura. Em frascos de Erlenmeyer
de 250 ml, foram adicionados 5g de substrato (pseudocaule da bananeira) e uma solucéo de sal
mineral descrita por Mandels e Weber (1969). Os frascos com as amostras foram esterilizados
em autoclave a 120°C por 20 min, resfriado, inoculados com suspensao de esporos do fungo P.
Oxallicum F-3380 e incubados (Aguiar & Lucena, 2011). A extracdo enzimatica foi realizada
pela adicdo de 50 ml de tampao citrato (0,05 M, pH 4,8), seguido de agitacdo a 150 rpm por 1
h, filtracdo simples e armazenamento a 20 °C para analises posteriores. O tempo de incubacéo,
temperatura, concentracdo do inoculo, umidade e pH foram realizadas, conforme Bomtempo et
al. (2017), que obtiveram maiores producgdes de enzimas de P. oxalicum F-3380, utilizando o
sorgo como substrato, nas seguintes condigdes: tempo de incubacéo de 4 dias, temperatura de
40°C, concentragdo do indculo de 10° esporos mL™, umidade inicial de 60% e pH 4. A Figura

10 apresenta o fluxograma das etapas realizadas no processo de FES.
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Figura 10 - Fluxograma do Processo de FES.
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Fonte: Autora, 2021.

A Figura 11 apresenta 0s extratos enzimaticos brutos obtidos. O Extrato Enzimatico,
oriundo da fermentacdo da biomassa pré - tratada, estd denominado como EEB 1 enquanto o

extrato obtido da biomassa in natura estad como EEB 2.

Figura 11- EEB 1 (a esquerda) e EEB 2 (a direita).

Fonte: Autora, 2021.
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4.7 Atividades enziméaticas

Foi utilizada a metodologia de Ghose (1987) para determinar a atividade enzimatica da
endoglucanase (CMCase), (Avicelase) e celulase total (FPase). A reducéo da concentracdo de
acucar foi medida usando o método DNS descrito por Miller (1959). O passo a passo de todo o
processo de determinacdo de CMCase e Avicelase sdo 0s mesmos, mudando apenas o substrato.
O substrato da CMCase € carboximetilcelulose diluida a 2% em tampéo citrato (0,05 M, pH

4,8), enquanto o substrato da Avicelase é celulose microcristalina diluida a 1% em tampéo

citrato (0,05 M, pH 4,8).
O Quadro 3 apresenta a metodologia de determinacdo de CMCase e Avicelase.

Quadro 3 — Etapas da determinacdo de CMCase e Avicelase.

Passos \ Amostra | Zerodoespectro | Branco da enzima
1 0,5ml de solucdo de 0,5 ml de solugdode 0,5 ml de solucdo de
substrato + 0,5 ml de substrato substrato
enzima
2 Banho-maria (50°C, Banho-maria (50°C, Banho-maria (50°C,
30 min) 30 min) 30 min)
3 Banho de gelo Banho de gelo Banho de gelo
4 3 ml de DNS 3mlde DNS+0,5de 3 mldeDNS+0,5ml
tampdo citrato de de enzima
sodio
5 Ferver 5 min Ferver 5 min Ferver 5 min
6 Banho de gelo Banho de gelo Banho de gelo
7 20 ml de 4gua 20 ml de agua 20 ml de agua
8 Leitura a 540 nm Leitura a 540 nm Leitura a 540 nm

Fonte: Adaptado de Ghose (1987).

A determinacédo de FPase est& apresentada no Quadro 4. O substrato utilizado foi uma

tira de papel Whatman n°® 1 (1,0 x 6 cm).




Quadro 4 — Etapas da determinacédo de FPase.
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Passos Amostra | Zerodoespectro | Branco da enzima
1 1 ml de tampdo citrato
+ 0,5 ml de enzima +
substrato
2 Banho-maria (50°C,
60 min)
3 Banho de gelo
4 3 ml de DNS 3mldeDNS+15de 3 mldeDNS+0,5ml
tampdo citrato de de enzima + 1ml de
sodio tampado citrato de
sodio
5 Ferver 5 min Ferver 5 min Ferver 5 min
6 Banho de gelo Banho de gelo Banho de gelo
7 20 ml de &gua 20 ml de &gua 20 ml de &gua
8 Leitura a 540 nm Leitura a 540 nm Leitura a 540 nm

Fonte: Adaptado de Ghose (1987).

Foi construida uma curva de calibracdo (ANEXO 1) e, com base na equacdo da reta

gerada, foram calculadas as concentracGes de acUcares redutores.

Os célculos das atividades da CMCase, Avicelase e FPase foram realizados pela

seguinte equacédo (Equacéo 10):

Em que:

Vr

U/ml) = — 1
U/mb =518+ v+ T,

AR = acucares redutores produzidos na etapa de hidrolise (mg/ml);
VT = volume total utilizado na hidrolise (volume do tampéo + volume de extrato
enzimatico bruto) (ml);

VC = volume de extrato enzimatico bruto na hidrélise (ml);
TH = tempo de hidrolise (min);

0,18 = 1umol de glicose (mg).

Equacéo 10

Uma unidade de atividade celuldsica (U/ml) foi considerada como a quantidade de
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enzima capaz de liberar 1pumol de glicose por ml por minuto de reagdo. A conversao em U/ml

para U/g se deu pela seguinte equacdo (Equacdo 11):

atividade enzimatica (U/ml). TP Equacéo 11
MA

Atividade enzimatica (U/g) =

Em que:
TP = tampdo citrato utilizado na FES (ml);
MA = massa da amostra utilizada na FES (g).

4.8 Hidrolise enzimética do pseudocaule da bananeira
4.8.1 Hidrdlise da biomassa in natura com EEB1

Foram adicionados, em frascos Erlenmeyer de 250 ml, o substrato in natura com 8
ml de solugdo tampéo de citrato de sodio e o EEB 1. O recipiente com a mistura foi incubado,
sob agitacdo de 150 rpm e 50°C. Foi coletada uma aliquota do hidrolisado nos tempos de 24,
48 e 72 h. As amostras foram armazenadas em freezer até serem submetidas a quantificacdo de
glicose (g/L), realizada por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Utilizou-se o equipamento da marca Agilent, modelo 1260 infinity Il, equipado com detector
de indice de refracdo a 40°C, usando uma coluna cromatogréafica Supelcogel C-610H (30cm X
7.8mm) — Sigma-Aldrich, pré-coluna Supelguard C610H (5¢cm x 4,6mm) — Sigma —Aldrich. A
fase movel utilizada foi 0.1% H3PO4 (dgua deionizada e &cido fosforico), com fluxo (vazéo da
fase mdvel) de 0,5mL.min, sendo o tempo total de corrida de 18 minutos e temperatura de
forno de 40°C.

Apos a obtengdo da concentragdo de glicose, calculou-se o rendimento de hidrolise,

conforme a equacdo apresentada por Siqueira et al. (2016) (Equacdo 12).

Gli Equacio 12
RH(%) = (@ x o,9> % 100 quacao

Em que:
RH%: rendimento da hidrdlise em porcentagem;
Gli.: concentracéo de glicose (g/l);


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromatografia_l%C3%ADquida_de_alta_efici%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromatografia_l%C3%ADquida_de_alta_efici%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromatografia_l%C3%ADquida_de_alta_efici%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromatografia_l%C3%ADquida_de_alta_efici%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromatografia_l%C3%ADquida_de_alta_efici%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromatografia_l%C3%ADquida_de_alta_efici%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromatografia_l%C3%ADquida_de_alta_efici%C3%AAncia
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Cel.: concentracéo de celulose da biomassa (g/l);
0,9: fator de converséo da celulose.

4.8.1.1 Andlise estatistica

Foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23 + 2 * 3 pontos
axiais + 4 pontos centrais, totalizando 18 ensaios para determinar a melhor condicdo de

obtencdo de RH. Os niveis utilizados no DCCR estao apresentados na Tabela 4.

A Figura 12 apresenta os 18 ensaios realizados.

Figura 12- Hidrolise do pseudocaule da bananeira in natura utilizando o EBB 1.

Tabela 4 - Valores utilizados no DCCR.

Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Biomassa
(mg) 20 28 40 52 60
Enzima (ml) 1 1,4 2 2,6 3
pH 4 4,4 5 5,6 6

Fonte: Autora, 2021.

Foi gerada uma analise de variancia (ANOVA), pelo software Statistica, para verificar
a significancia, ao nivel de 5% da concentracdo de glicose em relacdo aos tempos de 24, 48 e
72h. Apds a escolha do tempo, que obteve a maior concentragdo de glicose, foi realizada uma
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estimativa dos efeitos das variaveis e suas interacdes sobre a RH %, considerando o nivel de
significancia de 5%. A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada, para testar a validade do
modelo matematico obtido pelo teste F e pelo céalculo do coeficiente de determinacdo do modelo
(R?). Tal modelo foi representado por meio de graficos de superficie de resposta e curvas de
contorno. Com exce¢do da ANOVA da concentracdo de glicose, em relacdo aos periodos
avaliados, todos os outros dados experimentais foram analisados por meio do software
Protimiza Experimental Design.

4.8.1 Hidrélise da biomassa in natura com EEB2

Apds a realizacdo da hidrolise enzimatica da biomassa in natura, utilizando o EEB 1,
foi verificada qual das condi¢6es das variaveis avaliadas obteve maior rendimento de hidrdlise.
A partir disso, foi realizada uma nova hidrolise do pseudocaule in natura, porém, dessa vez,
utilizando o EBB2. O experimento foi realizado em triplicata, conforme apresentado na Figura
13.

Figura 13 - Hidrdlise do pseudocaule da bananeira in natura utilizando o EBB 2.

=

Fonte: utora, 2021.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo quimica do pseudocaule da bananeira

Os dados da caracterizacdo do pseudocaule da bananeira in natura e pre-tratada estdo
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Composicao quimica do pseudocaule in natura e apds pré-tratamento
hidrotérmico.

Parametros Biomassa in natura Biomassa pré-tratada
(120 °C/30 min)
Umidade (%) 90,98 + 0,80 -
Cinzas (% MS) 6,97 + 0,013 -
Extrativos (%MS) 24,35+ 0,94 -
Lignina (% MS) 8,58 + 0,64 12,08 + 1,22
Hemicelulose (% MS) 24,02 +1,18 19,05+ 0,99
Celulose (% MS) 35,86 £ 0,70 40,58 + 1,40

MS — Massa Seca

O percentual de umidade encontrado na biomassa do presente estudo foi 90,98%,
préximo ao valor obtido por Jayaprabha, Brahmakumar e Manilal (2011) (96,7%) e de Brissac
et al (2018) (95,2%), que também avaliaram o pseudocaule da bananeira. Esse alto percentual
de umidade mostra que o percentual de biomassa seca é baixo, e isso afeta diretamente o
rendimento de etanol de segunda geracdo, que também sera reduzido.

O percentual de cinzas (6,97%), que representa 0 material inorganico da biomassa, foi
bem inferior aos encontrados nos pseudocaules analisados por Rosa, Pereira e Morais (2021)
(12,5%) e Fiorese et al. (2020) (14,45%). Quanto menor a quantidade de cinzas, maior € o
aproveitamento da biomassa, o0 que resulta na reducdo de residuos gerados ap6s processo de
hidrolise (FIORESE et al. 2020).

O teor de extrativos (24,35%) foi proximo ao encontrado, nos estudos de pseudocaule,
de Rosa, Pereira e Morais (2021) (24,6%) e de Diaz et al. (2021) (21,11%). E um percentual
considerado alto, comparando-se, por exemplo, com o bagaco na cana-de-agucar (12,80%)
(RODRIGUES et al., 2020), que é uma das principais matérias-primas utilizadas na producéo
de etanol de segunda geracao.

A lignina encontrada na biomassa (8,58%) foi préxima aos resultados de Rosa, Pereira
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e Morais (2021) (8,4%), que também avaliaram o pseudocaule da bananeira. Esse percentual é
inferior ao do bagaco da cana-de-agucar (22,78 %) (ANDRADE et al., 2019), e isso é um fator
positivo, pois facilita o acesso a celulose.

A hemicelulose (24%) foi superior a de Rosa, Pereira e Morais, (2021) (11,3%) e Diaz
et al. (2021) (19,11%). Esse alto percentual indica que a biomassa necessita de um pre-
tratamento que solubilize esse composto, pois, de acordo com Ogeda e Petri (2010), a hidrdlise
da hemicelulose pode gerar subprodutos (principalmente, difenois, derivados de fenilpropano,
cetonas, furfural e acido acético), que, muitas vezes, inibem a fermentacdo microbiana.

A fracdo de celulose apresentada (35,86%) é considerada satisfatdria no aproveitamento
para etanol, sendo superior aos valores encontrados nas anélises de pseudocaules de Guerrero,
Ballesteros e Ballesteros (2018) (20,1 %) e Diaz et al. (2021) (26,29%).

Em ralacdo a biomassa pré-tratada, o teor de lignina aumentou 28,9% apds pré-
tratamento. Maione et al. (2019), em seu estudo do efeito do pré-tratamento hidrotérmico no
bagaco do malte, obtiveram aumento do teor de lignina em todas as condi¢des de pré-tratamento
(160°C/20 min 200°C/20 min, 160°C/60 min, 200°C/60 min). Conforme 0 mesmo autor, é
esperado que biomassas submetidas a esse tipo de pré-tratamento apresentem percentual de
lignina um pouco maior em relacéo a biomassa in natura.

O teor de hemicelulose diminuiu 20%, considerado baixo comparado ao estudo de Dos
Santos-Rocha et al. (2017), que obtiveram 70,7% de remocéo de hemicelulose a 170°C/15 min
e 89,7% a 195°C/10 min na palha da cana-de-acucar e 58,7% a 170°C/15 min e 67,8% a
195°C/10 min no sabugo de milho. Vale ressaltar que tais resultados foram obtidos em
temperaturas bem superiores em relagdo ao estudo atual (121°C) e, com agitacéo (200 rpm), o
que pode explicar a maior remogéo de hemicelulose.

O teor de celulose teve um aumento de 11,63%. Rosa e Pinheiro (2021), avaliando o
efeito do pré-tratamento hidrotérmico no bagaco da laranja, em condicGes parecidas com a do
presente estudo (121°C/60min), obtiveram um aumento de 3,66% de celulose. O aumento de
celulose do presente estudo, apesar do aumento da lignina, pode se explicar pela desestruturagdo
da fibra celuldsica, apds o pré-tratamento e também pela a solubilizagdo de outros componentes

como hemicelulose, que diminuiu ap6s o pré-tratamento.

5.2 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros da biomassa in natura e pré-tratada estdo apresentados no Grafico 2.

Percebe-se que 0s espectros apresentaram um alto pico de absorbancia, proximo a banda 1015
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cm?, em que ocorrem deformagdes C-H e C-O, caracteristicas da celulose. Os picos
apresentados entre as bandas 1100 e 1150 referem-se as vibragdes C-O-C de anéis aromaticos,
caracteristicas de celulose e hemicelulose. Entre as bandas 1675-1660 cm™, ocorre o
estiramento C=0 em anel aromatico conjugado, presente na lignina. Entre as bandas 3300 e
3400 cm™, houve um aumento de absorbancia; nessa regido, ocorre a vibragdo axial da
hidroxila, presenca de &lcoois e fenodis com ligagdo de hidrogénio, indicando presenca de agua,
fenais e celulose (HOAREAU et al., 2004; PASTORE et al. 2008; NANDIYANTO, OKTIANI
e RAGADHITA, 2019; DARCIE et al., 2021).

Os espectros de FTIR apresentaram perfil muito semelhante, o que evidencia que o pré-
tratamento utilizado ndo alterou em grandes propor¢fes os componentes lignocelulésicos da

biomassa.

Gréfico 2 — Espectros do Infravermelho do pseudocaule da bananeira in natura e pré-tratada.
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Fonte: Autora, 2021.

5.3 Atividades enzimaticas das celulases

Os dados das atividades enzimaticas avaliadas (CMCase, Avicelase e FPase) estdo
apresentados na Tabela 6. Alguns estudos, utilizando diferentes microrganismos e substratos
indutores de celulases, foram selecionados a fim de comparar com os resultados do presente
trabalho.
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Tabela 6 - Comparacéo das atividades de celulase produzida por cepas de fungos celulolitico.

Atividade Enzimatica (U/g)

Microrganismo Substrato CMCase Auvicelase FPase Referéncia
P. oxallicum (F-3380)  PB (in natura) 1,54 1,31 2,33
. . Estudo atual
P. oxallicum (F-3380) PB (Pré-tratada) 0,52 0,94 1,29
P. oxallicum (F-3380) S 9,2 8,4 4,2 Bomtempo
) etal. (2017)
P. oxallicum (F-3380) BC 1,3 1,6 3,3
Aspergillus niger BC 2,4 - 1,09 Cavalcante
SB 3,37 - 1,06 et al. (2018)
Trichoderma reesei BC - - 25,6 Mekala et
al. (2008)

PB - Pseudocaule da bananeira, S BC- Bagaco de cana-de-acucar e SB — Sabugo de milho.

De acordo com os dados da Tabela 6, percebe-se que as celulases produzidas na
biomassa in natura, neste estudo, apresentaram maiores atividades enzimaticas que as
produzidas na biomassa pré-tratada. Os fungos precisam de celuloses para produzir celulases.
Os teores de celulose da biomassa in natura e pré-tratada foram préximos, sendo o da biomassa
pré-tratada (40,58%) superior a da in natura (35,86%). Logo a diferenca dos resultados das
atividades enzimaticas, nas duas biomassas avaliadas, ndo poderia ser explicada pelo percentual
desse componente. Supde-se que a menor atividade enzimatica das celulases, produzida, na
biomassa pré-tratada, tenha sido ocasionada por inibidores originados no pré-tratamento.

Bomtempo et al. (2017) apresentam as maiores atividades enzimaticas obtidas em seu
estudo de otimizacdo das condicdes de producdo de enzimas, da mesma cepa desse estudo (P.
oxallicum F-3380), utilizando sorgo e bagaco de cana-de-agtcar como substrato. Os resultados
de CMC (9,2 U/g) e Avicelase (8,4 U/g), no sorgo, foram consideravelmente superiores as do
presente estudo. Ja a FPase do sorgo (4,2 U/g), assim como todas as atividades enzimaticas
avaliadas (CMC, Avicelase e FPase) na cana-de-acucar, foi proxima aos resultados obtidos.

Os dados das atividades enzimaticas de Cavalcante et al. (2018) das enzimas obtidas
pelo fungo Asperrgillus niger, mostram que tanto a CMC (2,4 U/g) e FPase (1,09 U/g), no
bagaco de cana-de-agucar, como a CMC (3,37 U/g) e FPase (1,06 U/g), no sabugo de milho,
também foram semelhantes aos dados do presente estudo.

Todas as celulases analisadas, no presente estudo, tanto as produzidas em biomassa in
natura quanto em biomassa pré-tratada, apresentaram FPase consideravelmente inferior ao
resultado obtido por de MeKala et al. (2008), utilizando o Trichoderma reesei e 0 bagaco da

cana-de-agucar (25,6 U/g). Isso é de se esperar, ja& que este mesmo fungo € considerado
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referéncia na producéo comercial de celulases. No entanto, ainda assim, considera-se que a cepa
analisada (P. oxallicum F-3380) obteve resultados atrativos.

Bomtempo et al. (2017) e Cavalcante et al. (2018), utilizando 0 mesmo substrato
(bagaco de cana-de-acucar) e microrganismos diferentes (Penicillium oxalicum e Aspergillus
niger, respectivamente) obtiveram resultados proximos de CMCase (3,5 e 2,4 U/g) e FPase (3,3
e 1,09 U/g). No entanto, as maiores atividades enzimaticas foram das celulases produzidas pelo
fungo Penicillium oxalicum. Tanto os resultados de Bomtempo et al. (2017) como o atual estudo
comprovam a potencialidade do fungo Penicillium oxalicum (F-3380) como produtor de

celulases.

5.4 Hidrolise enzimatica

5.4.1 Hidrolise da biomassa in natura com EEB1

A Tabela 7 apresenta a ANOVA utilizada para verificar, ao nivel de 5%, a significancia
dos periodos avaliados (24, 48 e 72h) em relacdo a liberacdo de glicose (g/L). Nota-se que ndo
houve diferenca significativa na liberacdo de glicose entre os referidos periodos. O Grafico 3

exp0de o quantitativo de glicose (g/L) liberada em cada um dos periodos avaliados.

Tabela 7 - ANOVA da liberagéo de glicose (g/L) nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

Fonte de Graus de Somados Quadrado Fealc Ftab p-valor
variacao Liberdade Quadrados Médio
Horas 2 0,000104 0,000052 0,015 5,78 0,9848
Erro 51 0,172328 0,003379
Total Corrigido 53 0,17431
CV (%) 20,29
Média geral 0,28648
NUmero de 54
observacoes

Fonte: Autora, 2021.

Gréfico 3 — Liberacdo de glicose (g/L) nos periodos de 24, 48 e 72horas.
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Fonte: Autora, 2021.

O gréafico acima mostra que a glicose liberada (g/L) entre 24, 48 e 72 horas foi

semelhante (p > 0,05), variando de 0,285 — 0,288 g/L. De acordo com Medeiros (2014), esse

gerada pela prépria enzima, que ocorre de forma natural, guando o0 meio de reacéo ja se encontra
com uma determinada concentracdo de glicose. Outra hipotese € a possivel inibicdo gerada no
pré-tratamento.

Como, estatisticamente, os resultados ndo apresentaram diferencga, observa-se que 0
tempo de reacdo de 24 h parece ser mais viavel que manter o processo hidrolitico até 48 ou 72
h, pelo fato do menor gasto energético e menor tempo no processo. Sendo assim, foi utilizada
a glicose obtida em 24h, para o célculo de rendimento de hidrdlise (RH), conforme apresentado
na Tabela 8.

Com o intuito de verificar o efeito das varidveis e suas interagGes, em nivel de
significancia de 5%, foram gerados os calculos de coeficientes de regressdo dos fatores lineares,

quadréticos e das interacGes, conforme apresentado na Tabela 9.
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Tabela 8 - Planejamento Experimental, utilizando com trés variaveis (biomassa, enzima e
pH), para a Concentracdo e Rendimento de glicose na etapa de hidrolise enzimatica.

Ensaio Biomassa Enzimas pH Biomassa Enzimas pH Concentracao RH
(9) (ml) (mg) (ml) de glicose (g/L) (%)
Variaveis Codificadas Variaveis Reais Respostas
24h
1 -1 -1 -1 28 1 4 0,21 17,62
2 1 -1 -1 52 1 4 0,34 15,22
3 -1 1 -1 28 3 4 0,28 26,17
4 1 1 -1 52 3 4 0,37 18,95
5 -1 -1 1 28 1 6 0,22 18,35
6 1 -1 1 52 1 6 0,34 15,30
7 -1 1 1 28 3 6 0,25 24,19
8 1 1 1 52 3 6 0,33 16,72
9 -1,68 0 0 20 2 5 0,21 26,36
10 1,68 0 0 60 2 5 0,39 16,20
11 0 -1,68 0 40 1 5 0,25 14,12
12 0 1,68 0 40 3 5 0,33 22,53
13 0 0 -1,68 40 2 4 0,25 15,46
14 0 0 1,68 40 2 6 0,29 18,37
15 0 0 0 40 2 5 0,28 17,37
16 0 0 0 40 2 5 0,24 14,97
17 0 0 0 40 2 5 0,30 18,51
18 0 0 0 40 2 5 0,30 18,94

Fonte: Autora, 2021.

Tabela 9 - Coeficientes de Regresséo do rendimento em 24 h.

Nome Coeficiente Erro Padréo T calculado p-valor
Média 17,44 0,70 24,74 0,0000
X1 -2,73 0,38 -7,13 0,0001
X1? 1,39 0,40 3,49 0,0082
X2 2,47 0,38 6,46 0,0002
X2? 0,34 0,40 0,86 0,4158
X3 0,11 0,38 0,29 0,7819
X3? -0,16 0,40 -0,40 0,7013
X1.X2 -1,16 0,50 -2,31 0,0494
X1.X3 -0,11 0,50 -0,23 0,8273
X2.X3 -0,63 0,50 -1,26 0,2442

Xl: Biomassa (mg), XZ =enzima (ml) e X3: pH.
Fonte: Autora, 2021.

Os dados apresentados na Tabela 9 mostram que as variaveis significativas, em nivel de
5%, foram Biomassa (mg), Enzima (ml) e a interagdo entre elas. O pH n&o teve interferéncia
significativa nos resultados. Ressalta-se que o pH foi ajustado apenas no inicio da reacéo,

podendo ter ocorrido variagdo do decorrer do processo.
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O Diagrama de Pareto (Gréafico 4) mostra as variaveis em ordem de importancia para o

modelo de regressdo. A linha vertical mostra que os coeficientes estdo significativos em nivel
de significancia de 5% (p<0,05).

Gréfico 4 - Diagrama de Pareto das varidveis significativas dos efeitos padronizados.
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Xl: Biomassa (mg), XZ =enzima (ml) e X3: pH.
Fonte: Autora, 2021.

Mediante os dados experimentais indicados na Tabela 9, foi obtido um modelo
matematico (Equacdo 13) que relaciona o Rendimento de Hidrdlise (Y) com as variaveis

significativas em nivel de 5% de significancia, Biomassa (X1) e enzima (Xz).

Y =1760-2,73 x1 + 1,35 x:2+ 2,47 x2- 1,16 X1 X2 Equacéo 13

Para avaliar a qualidade de ajuste do modelo Equacdo 13, na Tabela 10 séo
apresentados os resultados da Andlise de Variancia (ANOVA), em nivel de 5% de significancia.



Tabela 10 - ANOVA do Rendimento de Hidrélise em 24h.
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Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fealc Ftab p-valor

Variacao Quadrados  Liberdade Medio

Regresséo 220,2 4 55,1 33,2 3,179 0,00000
Residuo 21,5 13 1,7
Falta de 12,0 10 1,2 0,4 8,785 0,89258
Ajuste

Erro Puro 9,5 3 3,2

Total 2417 17
R2=91,10%

Fonte: Autora, 2021.

De acordo com o software Protimiza Experimental Desing, um modelo matematico é

considerado estatisticamente significativo, quando o Fcal (regressiorresiduos) = Ftab, 0 Fcal (faita de

ajusteferro puro) < Fran € 0 R? forem suficientes. Desta forma, analisando os resultados da tabela

acima, verifica-se que o modelo gerado na regressio ¢ significativo. O R? do referido modelo

foi de 91,10% que significa que 91,10% dos dados foram bem representados.

A superficie de resposta e curvas de contornos, considerando apenas os efeitos

significativos, sdo apresentadas no Gréfico 5, a fim de demonstrar a tendéncia do processo

estimado pelo modelo encontrado. Ele mostra que maiores rendimentos de hidrolise se

encontram na regido de tonalidade alaranjada, em que tais rendimentos estdo diretamente

relacionados com a menor quantidade de biomassa e maior de enzima.

Grafico 5 - Superficie de resposta (a esquerda) e curva de contorno (a direita) para o rendimento
de hidrdlise em 24 horas.

RH (v3)

Fonte: Autora, 2021.
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Observando os resultados da Tabela 8, nota-se que o ensaio 9 foi 0 que apresentou maior
rendimento de hidrolise (26,36%). As condi¢des desse ensaio foram: 20 mg de biomassa e 2
ml de enzima e pH 5, visto que a ultima variavel ndo foi significativa estatisticamente.

Avaliando os ensaios 9 e 10, que representam 0s pontos axiais, em que variou apenas o
quantitativo de biomassa, percebe-se que o primeiro, possuindo menor quantidade do material
lignocelulosico, obteve RH de 26,36%, sendo superior ao segundo ensaio que obteve 16,20%
de RH.

Em relacdo pontos axiais, em que variaram apenas a quantidade de enzima, ensaios 11
e 12, nota-se que 0 ensaio 11, que possuia menor quantidade de enzima, apresentou RH de
14,12%, inferior ao ensaio 12, que obteve RH de 22,53%.

Alves (2017), em seu estudo sobre otimizacédo da hidrélise enzimatica, na casca do arroz,
obteve, nos pontos axiais referentes a quatidade de biomassa, maior RH no ensaio que continha
menor quantidade de biomassa. O mesmo estudo, nos pontos axiais referentes a quantidade de
enzima, obteve maior RH no ensaio que continha maior quantidade de enzima.

Como visto, o maior RH entre os ensaios avaliados ocorreu pela menor quantidade de

biomassa e maior de enzima, que facilita a acdo das enzimas na degradacdo da biomassa.

Obs. Apesar da EEB 2 apresentar a maior atividade enzimatica, levando a vantagem
do ndo uso do pré-tratamento, a EEB 1 foi escolhida, para realizar o estudo com condicgdes
de hidrolise. Em razdo de problemas com ensaios testes a quantidade EBB2 ndo seria

suficiente para ser utilizada nos 18 ensaios.

5.4.2 Hidrolise da biomassa in natura com EEB2

Com ja mencionado, o ensaio 9 foi 0 que apresentou maior RH (26,36%) entre os 18
ensaios (Tabela 8) utilizando a EEB1. Assim, foram escolhidas as mesmas condicGes de
hidrélise desse ensaio para a realizacdo da hidrolise da biomassa in natura com o EEB2, que
foi: 20 mg de biomassa, 2 ml de enzima e pH 5. Vale ressaltar que o pH néo foi uma variavel
significativa. No entanto foi utilizado, para a presente hidrolise, 0 mesmo pH do ensaio 9, a fim
de comparagdo com os dados da hidrolise anterior.

O RH obtido foi na hidrélise com o EEB 2 de 42% + 1,71. Comparando-se com 0
rendimento obtido, utilizando o EBBL1, percebe-se que houve um aumento de 37,24%. 1sso pode
se explicar pelo fato das atividades enzimaticas do EBB2 serem maiores que a EBB1 (Tabela

6). O EBB 1, por ter sido produzido em biomassa pré-tratada, pode conter presenca de
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inibidores, que tenham limitado a producéo de glicose. Neste sentido, é mais vidvel a hidrolise
em biomassa in natura, por reduzir custos, em relacdo ao pré-tratamento e obter maior
rendimento em comparagdo com a pre-tratada.

O RH, utilizando o EBB2 (42%), foi relativamente proximo ao encontrado em outras
biomassas, como o capim-elefante (53,9%) (SIQUEIRA, et al., 2016) e o bagaco de cana-de-
acucar (57,7%) (ANDRADE et al., 2019), que é uma das principais matérias-primas utilizadas,
atualmente, para a producdo de etanol lignocelulésico. Logo, nota-se que o pseudocaule da

bananeira in natura tem potencial para o aproveitamento de etanol lignocelulésico.
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6 CONCLUSAO

e O pré-tratamento hidrotérmico, nas condi¢es utilizadas (121°C/30mim), ndo promoveu
grandes variagOes nos percentuais de celulose, lignina e hemicelulose. Além disso, pode
ter sido o fator limitante nas atividades enzimaticas e, consequentemente, no rendimento

de hidrolise.

e A Cepa P. Oxalicum F- 3380 possui potencial para produzir enzimas celuloliticas. As
atividades enzimaticas avaliadas (CMCase, Avicelase e FPase) do extrato produzido
pelo fungo P. Oxalicum F- 3380, em biomassa in natura, obtiveram resultados
superiores comparados com o extrato enzimatico produzido em biomassa pré-tratada, o

que promove a reducao de custos para a sua producao;

e A hidrélise enzimética do pseudocaule in natura com EEB1, nas condicdes avaliadas,
considerou somente o quantitativo de biomassa e enzima como variaveis significativas.
O modelo proposto foi considerado significativo, o que demostra ser adequado para as
respostas desejadas;

e A hidrolise enzimética do pseudocaule in natura com o EBB2 obteve RH superior a

hidrélise com EEB1, demonstrando assim ser mais eficaz e econémico.

e O pseudocaule da bananeira in natura mostrou-se atrativo para a producdo de etanol
lignocelulésico. E necessario que haja mais estudo sobre como intensificar seu

rendimento, como testar outros tipos de pré-tratamento.
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ANEXO |

Gréfico 6 - Curva de calibracdo de Glicose em fun¢éo da absorbancia em 540nm.
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ANEXO II

Grafico 7 - Curva calibracéo de Glicose do HPLC.

RT: 12.851
RID1 A,
Refractive Index Signal
Intervalo da curva: 0,05 — 10 (g/L)
Correlation: 0.99996
Residual Std.
Dev.: 6009.01684
Formula:y =mx +b
m: 160201.62747
b: 3326.40923
x: Amount[g/L]
y: Area
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