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RESUMO 

 

No contexto da biorrefinaria, pesquisadores vêm buscando biomassas lignocelulósicas para a 

produção dos mais diversos compostos que possam ser economicamente viáveis e aplicáveis 

nos mais diferentes setores industriais. Nesse panorama, o bambu surge como uma matriz 

vegetal de grande interesse, tendo em vista o alto teor de celulose e hemicelulose em seu colmo, 

portanto, nesse estudo objetivou-se a produção de nanocelulose, glicose, bioetanol e xilo-

oligossacarídeos, mediante o aproveitamento das frações celulósicas e hemicelulósicas de 

espécies de bambu por meio da hidrólise enzimática.  Foi selecionada a espécie Bambusa 

vulgaris  variedade vittata para o aproveitamento da celulose e a espécie Dendrocalamus 

latiflorus para o aproveitamento da xilana. O rendimento médio de extração de celulose foi de 

41,87% com uma eficiência de extração de 86,76%. A caracterização dessa fração por FTIR  e 

TGA permitiu observar que a mesma é praticamente livre de interferentes, além de ser 

termoestável até 300 °C. Com relação à produção de nanocelulose, obteve-se um rendimento 

de nanocelulose médio de 11,25% para a farinha integral do B. vulgaris, enquanto para a 

celulose extraída, foi atingido rendimentos de 52,6% e, 48 horas de hidrólise enzimática 

assistida de ultrassom. Para a farinha, a maior eficiência de hidrólise, 21,10% foi verificada no 

tempo de 72 horas, nas condições de temperatura 60 °C e pH 4,0, obtendo uma concentração 

de glicose de 4,22 g/L. Para a celulose extraída os resultados foram bem mais promissores, 

obtendo uma eficiência de hidrólise de 99% na condição de temperatura de 35,9 °C e pH 5,0 

no tempo de 72 h de hidrólise, uma vez que proporcionou uma concentração de glicose de 19,8 

g/L. Para produção de bioetanol foi observado uma concentração máxima pelo processo de 

hidrólise e fermentação separadas de 3,41 g/L enquanto que para o processo simultâneo foi de 

2,95 g/L. O melhor ensaio de extração da xilana, ocorreu com uma carga de biomassa de 40 

g/L obtendo um rendimento máximo de 23,58% e uma eficiência de extração de 92,7%. A 

caracterização por FTIR e TGA demonstrou que a xilana extraída pode ser classificada como 

arabinoxilana e pode conter vestígios de celulose e lignina aderida, além de uma estabilidade 

térmica até 200 °C. Com relação à produção de XOS, o melhor ensaio foi observado no tempo 

de 24 horas de hidrólise enzimática, na condição de temperatura de 50 °C e pH 5,0, no qual 

obteve-se XOS totais de 4,95 g/L. Todos esses resultados enalteceram as possibilidades de 

utilização do colmo de bambu nos mais diversos bioprocessos. 

Palavras-chave: bambu, extração, hidrólise enzimática, nanocelulose, glicose, bioetanol, xilo-

oligossacarídeos. 
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ABSTRACT 

 

In the context of biorefinery, researchers have been looking for lignocellulosic biomass for the 

production of the most diverse compounds that can be economically viable and applicable in 

the most diverse industrial sectors. In this panorama, bamboo appears as a vegetal matrix of 

great interest, considering the high content of cellulose and hemicellulose in its stem, therefore, 

in this study the objective was to produce nanocellulose, glucose, bioethanol and 

xylooligosaccharides, through use of cellulosic and hemicellulosic fractions of bamboo species 

through enzymatic hydrolysis. The species Bambusa vulgaris variety vittata was selected for 

the use of cellulose and the species Dendrocalamus latiflorus for the use of xylan. The average 

cellulose extraction yield was 41.87% with an extraction efficiency of 86.76%. The 

characterization of this fraction by FTIR and TGA allowed to observe that it is practically free 

of interferences, besides being thermostable up to 300 °C. Regarding the production of 

nanocellulose, an average nanocellulose yield of 11.25% was obtained for the integral flour of 

B. vulgaris, while for the extracted cellulose, yields of 52.6% were achieved and, 48 hours of 

enzymatic hydrolysis assisted by ultrasound. For the flour, the greatest hydrolysis efficiency, 

21.10% was verified in 72 hours, under the conditions of temperature 60 °C and pH 4.0, 

obtaining a glucose concentration of 4.22 g / L, while for the extracted cellulose the results were 

much more promising, obtaining a hydrolysis efficiency of 99% in the temperature condition 

of 35.9 °C and pH 5.0 in the 72 h hydrolysis time, since it provided a glucose concentration of 

19.8 g/L. For bioethanol production a maximum concentration was observed by the SSH 

process of  3.41 g/L while for the SSF process it was 2.95 g / L. The best xylan extraction test, 

occurred with a biomass load of 40 g/L, obtaining a maximum yield of 23.58% and an extraction 

efficiency of 92.7%. The characterization by FTIR and TGA demonstrated that the extracted 

xylan can be classified as arabinoxylan and can contain traces of cellulose and adhered lignin, 

in addition to thermal stability up to 200 °C. Regarding the production of XOS, the best test 

was observed in 24 hours of enzymatic hydrolysis, at a temperature of 50 °C and pH 5.0, to 

which total XOS of 4.95 g/L was obtained. All these results highlighted the possibilities of 

using bamboo stalk in the most diverse bioprocesses. 

 

Keywords: bamboo, extraction, enzymatic hydrolysis, nanocellulose, glucose, bioethanol, 

xylooligosaccharides. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 No âmbito da biorrefinaria, um dos principais desafios que os pesquisadores vêm 

enfrentado nos últimos anos é a avaliação e a aplicação das mais diversas técnicas envolvendo 

a biotecnologia para aumentar a eficiência dos processos de forma a obter de maneira otimizada 

e integrada os mais diversificados compostos de alto valor agregado, a partir de biomassas 

lignocelulósicas. Entre as principais biomoléculas de interesse que podem ser obtidas, têm-se 

os prebióticos; os açúcares fermentescíveis, utilizados para obtenção de bioetanol, ácidos 

orgânicos, biogás e outros produtos fermentados; além de outros biocompostos como a 

nanocelulose. Todos esses produtos são de grande interesse principalmente para as indústrias 

química, alimentícia e farmacêutica, tendo em vista a gama de possibilidades de aplicações (DA 

SILVA et al., 2020). 

 A nanocelulose é um biocomposto que vem se tornando alvo de muitas pesquisas 

atualmente, tendo em vista a crescente conscientização global sobre o uso de produtos mais 

ecológicos para a substituição de produtos derivados do petróleo (THOMAS et al., 2020). Este 

biomaterial surgiu com notáveis propriedades físico-químicas, biocompatibilidade, 

renovabilidade, sustentabilidade e propriedades de superfície ajustáveis, além de ser mais 

ecológico. Por ser derivada da celulose, polímero mais abundante da natureza na terra, a 

nanocelulose, classificada em cristalina, fibrilada ou bacteriana, combina as propriedades da 

celulose com características interessantes dos nanomateriais, podendo ser aplicada nos mais 

diversos setores industriais (KAMEL et al., 2020). 

Com relação aos prebióticos, os xilo-oligossacarídeos (XOS) têm recebido um interesse 

particular devido às suas excelentes e diversificadas propriedades biológicas e funcionais 

(HONG et al., 2019) e também por poder ser obtido a partir de biomassas lignocelulósicas. Eles 

estimulam o crescimento de culturas probióticas no trato gastrointestinal, apresentam atividade 

antioxidante, inibem o desenvolvimento de células cancerígenas, além de diversos outros 

benefícios para o organismo humano. Estas propriedades tonam os XOS, compostos de alto 

valor agregado, com múltiplas aplicações e de grande interesse principalmente para as 

indústrias alimentícias e farmacêuticas (FREITAS; CARMONA; MICHEL, 2019; ZHANG, 

HONGYU; XU; YU, 2017).  

A produção em larga escala dos xilo-oligossacarídeos ocorre por meio do processo de 

hidrólise enzimática de biomassas lignocelulósicas (SAMANTA et al., 2015). Além da 

obtenção destes prebióticos por meio deste processo, torna-se inerente a produção de açúcares 

fermentescíveis, como glicose e xilose. Estes açúcares podem ser aplicados para a produção 
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biotecnológica dos mais diversos compostos, por meio de processos fermentativos, como o 

bioetanol por exemplo, biocombustível que está sendo alvo de diversas pesquisas nos últimos 

anos e que ainda compreende um desafio aos pesquisadores, que buscam condições otimizadas 

e que sejam economicamente viáveis (ZHANG, HONGYU; XU; YU, 2017). 

O bioetanol está sendo promovido em todo o mundo, tornando-se um dos mais 

importantes combustíveis devido aos seus benefícios que incluem a redução das emissões de 

gases de efeito estufa, substituição de combustíveis fósseis, aumento da segurança energética e 

promoção da economia rural (GHANI; GHEEWALA, 2021). Sua obtenção ocorre por meio de 

processos fermentativos, sendo a Saccharomyces cerevisae a levedura mais empregada para a 

conversão. As fermentações podem ocorrer de forma convencional, em vasos reacionais 

diferentes, denominado SHF (hidrólise e fermentação separada), como também através de 

processo simultâneo, denominado SSF (sacarificação e fermentação simultânea) 

(HASUNUMA; KONDO, 2012). 

A hidrólise enzimática dos materiais lignocelulósicos é considerada um dos métodos 

mais eficientes para a produção de XOS, açúcares fermentescíveis, bioetanol e está sendo 

bastante estudada para produção de nanocelulose, como tentativa de substituir os métodos 

tradicionais, nos quais são utilizadas grandes quantidades de ácidos (CUI et al., 2016). Os tipos 

de enzimas e suas respectivas proporções são bastante importantes para o sucesso do 

tratamento. Além disso, o processo de hidrólise enzimática é fortemente influenciando pelas 

características e composição do material lignocelulósico empregado (GOLDBECK et al., 

2014).  

Diversas matrizes vegetais como o bagaço e a palha da cana de açúcar, palha de arroz e 

de trigo, sabugo de milho, entre outras, já vêm sendo bastante estudadas e aplicadas como fontes 

de frações celulósicas e hemicelulósicas para diversos produtos de interesse industrial, 

incluindo os prebióticos e os açúcares fermentescíveis. Entretanto, muitos pesquisadores 

continuam buscando novas biomassas lignocelulósicas que apresentem composições ideais e 

que sejam economicamente viáveis para a aplicação em processos que envolvem a biorrefinaria. 

Neste panorama, o bambu surge como uma biomassa lignocelulósica de grande potencial para 

aplicação neste ramo (HE et al., 2014). 

Além de ser uma matéria vegetal ainda pouco explorada, o bambu possui um custo de 

cultivo consideravelmente baixo, pode ser encontrado em quase todo o território nacional e 

possui elevados teores de fibras, compostas por grandes quantidades de celulose e hemicelulose 

em seu colmo. Esses teores podem ser até maiores quando comparados a outras biomassas 

lignocelulósicas como o bagaço e a palha da cana de açúcar, por exemplo, tornando-se ideais 
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para aplicações biotecnológicas que envolvem a obtenção de prebióticos, açúcares 

fermentescíveis, bioetanol e nanocelulose, entre outros bioprodutos (DA SILVA, MARCOS F 

et al., 2020). 

Há uma escassez de trabalhos na literatura que abordem a produção de bioprodutos por 

meio da hidrólise enzimática do bambu, quando comparado com outras matrizes vegetais 

lignocelulósicas. Dos poucos existentes, normalmente são realizadas etapas de pré-tratamentos, 

químicos (ácido ou alcalino) ou promovendo a própria autohidrólise do material 

lignocelulósico. O diferencial deste trabalho baseia-se na extração da xilana presente na fração 

hemicelulósica e da celulose do colmo do bambu, para a produção de xilo-oligossacarídeos e 

açúcares fermentescíveis, bioetanol e nanocelulose, por meio da hidrólise enzimática. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Produzir biocompostos de interesse industrial por meio da hidrólise enzimática das 

frações de xilana e celulose extraídas do colmo de bambu.  

 

2.2. Objetivos Específicos  

 

• Caracterizar fisico-quimicamente variedades de bambu; 

• Selecionar as variedades de bambu com os maiores teores de celulose e hemicelulose; 

• Extrair as frações de xilana e de celulose das biomassas do bambu selecionadas para a 

produção de xilo-oligossacarídeos, monossacarídeos fermentescíveis, bioetanol e 

nanocelulose; 

• Caracterizar as frações de xilana e de celulose extraídas do colmo do bambu; 

• Determinar as melhores condições de hidrólise enzimática das frações da xilana e 

celulose obtidas a partir da biomassa do bambu para produção de nanocelulose, 

monossacarídeos fermentescíveis e xilo-oligossacarídeos; 

•   Avaliar a produção de bioetanol por meio dos processos de Fermentação e Hidrólise 

Separadas (SSH) e Sacarificação e Fermentação Simultânea (SSF) a partir da fração 

celulósica extraída da biomassa do bambu, empregando Saccharomyces cerevisiae. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Biomassas Lignocelulósicas 

 

As biomassas lignocelulósicas compreendem uma ampla gama de materiais vegetais de 

composição similar, os quais em sua maioria são provenientes do processamento de matérias-

primas, como o bagaço e palha da cana de açúcar, o sabugo e a palha do milho, os farelos e 

cascas de maneira geral. No entanto, qualquer composto vegetal é fonte de material 

lignocelulósico, uma vez que este, é derivado da parece celular característica da estrutura 

vegetal. A composição majoritária da biomassa é formada por arranjos de polissacarídeos 

complexos em celulose e hemicelulose, estruturados em um fenil propanóide reticulado, 

denominado de lignina, como ilustrado na Figura 1 (ALTHURI; GUJJALA; BANERJEE, 

2017). 

 

Figura 1. Estrutura das Biomassas Lignocelulósicas (TOMME; WARREN; GILKES, 1995). 

 

Na forma bruta, as biomassas lignocelulósicas não apresentam biodisponibilidade para 

a obtenção de açúcares fermentescíveis e outras substâncias de interesse, uma vez que a lignina 

atua como uma espécie de barreira física entre as frações celulósicas e hemicelulósicas e o meio 

externo, de modo que haja a necessidade de alguns métodos para resolver e contornar este 
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problema (BANOTH et al., 2017). Diversas técnicas de pré-tratamento e/ou tratamento são 

descritas na literatura com a finalidade de hidrolisar as cadeias de xilana e celulose das 

biomassas lignocelulósicas como hidrólise química, que pode ser tanto alcalina como a ácida, 

o processo hidrotérmico, que consiste na aplicação de altas temperaturas e pressões; e a 

hidrólise enzimática que se destaca pela sua efetividade, além de ser usada concomitantemente 

com outras técnicas (HE et al., 2014). 

 

3.1.1. Celulose 

 

A celulose é o polímero estrutural de maior abundância na natureza. Como observado 

na Figura 2, ela é classificada como um homopolímero apenas composto de unidades de glicose 

unidas por ligações glicosídicas do tipo β-1,4. O grau de polimerização é de aproximadamente 

4000–6000 unidades de glicose em biomassas lenhosas, variando para cada tipo de vegetal 

assim como para cada estado de seu desenvolvimento (CUI et al., 2016). 

 

 

Figura 2. Estrutura Química da Celulose (CUI et al., 2016). 

 

Os polímeros de celulose são interligados através de pontes hidrogênio e ligações do 

tipo Van der Walls, formando uma estrutura denominada microfibrila e se apresentam na forma 

cristalina e amorfa, sendo recobertas por hemicelulose e lignina, como ilustrado na Figura 1. A 

forma cristalina é altamente ordenada e estável, sendo de difícil acesso, quando comparada com 

a forma amorfa, que é mais fácil para que os tratamentos físicos, físico-químicos e bioquímicos 

sejam eficientes quanto ao rompimento da estrutura e liberação dos açúcares. Partes de fibra de 

celulose cristalina unidas umas às outras por ligações de hidrogênio não covalentes, fornecem 

degradabilidade 3–30 vezes menor em comparação com a parte amorfa. As celulases por 

exemplo, são facilmente capazes de hidrolisar a celulose amorfa mais acessível, mas não são 

tão eficazes na degradação da porção cristalina menos acessível (TAHERZADEH; KARIMI, 

2008). 
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3.2.2. Hemicelulose 

 

A hemicelulose é o segundo maior polissacarídeo da biomassa lignocelulósica. Ela 

suporta as microfibrilas de celulose por ligações de hidrogênio e se liga à lignina por ligações 

covalentes. Ao contrário da celulose, a hemicelulose é classificada como um 

heteropolissacarídeo, como pode ser observado na Figura 3, sendo composta por diferentes 

carboidratos, apresenta uma estrutura amorfa com grau de polimerização de aproximadamente 

200 unidades (HOLTZAPPLE, 2003). 

 

Figura 3. Estrutura Química da Hemicelulose (HOLTZAPPLE, 2003). 

 

 Este polissacarídeo é composto de unidades de pentoses (xilose e arabinose), hexoses 

(glicose, galactose e manose) e ácidos de açúcar como ácido D-glucurônico, ácido 4-Ometil-

D-glucurônico e o Ácido D-galacturônico. A composição e estrutura da hemicelulose variam 

dependendo da espécie do vegetal. Além disso, existem diferenças consideráveis na 

composição da hemicelulose entre o caule, ramos, raízes e cascas. Existem evidências de que, 

em média, o número de polissacarídeos diferentes caracterizados na hemicelulose nas espécies 

vegetais, não exceda a quatro (SAHA, 2003).  

 A xilana é o principal componente da hemicelulose em gramíneas e madeiras duras, 

enquanto o glucomanano é o componente de hemicelulose dominante em madeiras macias. As 

xilanas podem ser classificadas como homo ou heteroxilanas, a depender dos grupos de 

carboidratos majoritários na estrutura. Elas são normalmente formadas em sua maior parte por 

unidades de xilose interligadas por meio de ligações glicosídicas do tipo β,1-4 na cadeia 

principal, podendo conter os demais carboidratos citados anteriormente em cadeias laterais 

(SILVA, SIMONE S. et al., 1998). Pesquisadores vêm adotando algumas técnicas para isolar 

esse composto, de modo com que o mesmo possa ser aplicado para produção de prebióticos, 
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como os xilo-oligossacarídeos, assim como demais bioprodutos obtidos a partir a xilose (YU et 

al., 2014). 

 

3.2.3. Lignina 

 

A lignina é um polímero polifenólico amorfo significativamente complexo composto 

por unidades de p-hidroxifenil propanóide o-metoxilado, como observado na Figura 4, sendo 

variável dependendo da fonte vegetal. Essas unidades monoméricas dão origem às subunidades 

p-hidroxifenil, guaiacil e siringil, que quando incorporadas umas nas outras formam este 

polímero fenólico (BHATIA et al., 2020). 

 

 

Figura 4. Estrutura Química da Lignina (SALIBA et al., 2001) . 

 

 As Gimnospermas (madeira macia) e lignina de samambaia são geralmente compostas 

de guaiacil, seguido por um pequeno conteúdo de p-hidroxifenil. Em contraste, em plantas 

Angiospermas (madeira dura), a lignina é composta principalmente por unidades siringil 

seguidas por unidades guaiacil; nas culturas herbáceas, guaiacil seguido pelas unidades p-

hidroxifenil e siringil (BRANDT et al., 2013). 

 A lignina acaba atuando como um grande conector agregando e envolvendo a celulose 

e a hemicelulose, proporcionando maior integridade à biomassa. Ela torna a biomassa 

recalcitrante ao restringir a acessibilidade das enzimas, além de promover resistências 

mecânicas, microbiológicas, aos demais tratamentos que as biomassas lignocelulósicas são 
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submetidas, o que evidencia um obstáculo que os pesquisadores vêm contornado de modo a 

removê-la, ou extrair as demais partes de interesse (celulose e hemicelulose), ou trabalhar com 

matrizes vegetais de baixo conteúdo de lignina (BICHOT et al., 2018). 

 

3.2. Bambu 

 

O bambu é uma planta rizomatosa, pertence à subfamília Bambusoideae, da família das 

gramíneas (Poaceae ou Gramineae), dividida em duas ramificações: a Bambuseae 

(denominadas lenhosas ou bambus arbóreos) e a Olyrae (denominadas herbáceas). Esta planta 

cresce cerca de 30% mais rápido do que as demais espécies vegetais e, na relação de 

peso/hectare/ano, a sua produção é 25 vezes maior do que a da madeira. O colmo é a parte aérea 

do bambu de maior aproveitamento e aplicações, tendo em vista sua estrutura tenaz e fibrosa, 

composta principalmente por holocelulose (hemicelulose e celulose), por lignina, além de 

outros componentes (DRUMOND, PATRÍCIA MARIA; WIEDMAN, 2017). 

 No âmbito da biotecnologia e dos bioprocessos, o colmo do bambu vem se tornando 

uma importante matriz vegetal de potencial aplicabilidade nos processos de obtenção de 

insumos para indústria de alimentos e farmacêutica, como açúcares, substâncias prebióticas, 

edulcorantes, entre outras, além de ser de bastante interesse para os processos que envolvem a 

biorrefinaria, principalmente na produção de biocombustíveis e outros compostos químicos. A 

Figura 3 apresentada a seguir ilustra as principais formas de obtenção de diversos produtos por 

meio de processos biotecnológicos (HE et al., 2014). 
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Figura 5. Fluxograma dos principais bioprocessos que o bambu pode ser aplicado (Adaptado 

de HE et al., 2014). 

 

Conforme observado na Tabela 1, pesquisas que avaliaram a caracterização físico-

química de algumas matrizes vegetais comumente empregadas na produção de XOS e açúcares 

fermentescíveis demonstraram que algumas espécies de bambu, como a Dendrocalamus 

latiflorus e Guadua amplexilofia, por exemplo, possuem altas frações celulósicas e 

hemicelulósicas, até maiores, quando comparadas com outras biomassas mais utilizadas em 

processos biotecnológicos, como é o caso do bagaço e a palha da cana de açúcar, tornando-se 

assim ideais para tais aplicações.  

Além da composição química, algumas características favoráveis ao uso do bambu 

como material vegetal em relação a outras biomassas lignocelulósicas são:  alta produtividade 

e densidade de biomassa, o que acaba levando a uma redução dos custos de produção e 

transporte, quantidades reduzidas de fertilizantes para o seu desenvolvimento, além de não 

requerer o uso de sementes, tornando os custos de seu cultivo ainda menores e 

consequentemente promovendo maiores rendimentos globais do processo (DAZA MONTAÑO 

et al., 2013). 
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Tabela 1. Comparação de Composição Estrutural entre Matrizes Vegetais Comumente 

Aplicadas em Bioprocessos com Algumas Espécies de Bambu. 

Matriz Vegetal Celulose 

(%) 

Hemicelulose 

(%) 

Lignina (%) Referência 

Bagaço de Cana 35,3 22,9 14,7 (ANTONIO BIZZO et 

al., 2014) 

Palha de Cana 36,7 20,5 11,5 (ANTONIO BIZZO et 

al., 2014) 

Palha de Arroz 30,9 15,7 20,0 (SORN et al., 2019) 

Palha de Milho 32,7 33,3 7,0 (HUANG, CAOXING; 

WANG; et al., 2019) 

Eucalipto 48,0 13,0 27,0 (HE et al., 2014) 

Casca de Café 48,3 28,7 22,7 (SANTOS et al., 2018) 

Bambu (Bambusa 

vulgaris) 

45,0 21,0 27,0 (DRUMOND, 

PATRÍCIA MARIA; 

WIEDMAN, 2017) 

Bambu 

(Dendrocalamus 

giganteus) 

 

47,5 

 

15,4 

 

26,3 

(HERNANDEZ-MENA; 

PECORA; BERALDO, 

2014) 

 

Bambu (Guadua 

amplexilofia) 

 

48,0 

 

37,0 

 

5,0 

(GONZÁLEZ; 

HERNÁNDEZ-

QUIROZ; GARCÍA-

GONZÁLEZ, 2014) 

Bambu Mossô 

(Phyllostachys 

heterocycla) 

 

47,0 

 

23,0 

 

23,0 

 

(BRITO et al., 2015) 

 

Quando comparados com outras biomassas, são poucos os trabalhos observados na 

literatura que utilizam o bambu como fonte de material lignocelulósico para os bioprocessos 

que objetivam obter produtos e/ou ingredientes de interesse industrial, principalmente 

compostos prebióticos, como os xilo-oligossacarídeos, além de açúcares fermentescíveis, 

nanocelulose e bioetanol. Das pesquisas existentes, normalmente são utilizados métodos de pré-

tratamentos químicos ou autohidrólise combinado ou não com a hidrólise enzimática (HE et 

al.,2014). A Tabela 2 apresenta os principais trabalhos que utilizam algumas espécies de bambu 
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para produção de biocompostos, com as respectivas técnicas utilizadas, além dos rendimentos 

dos produtos obtidos. 



 

23 
 

Tabela 2. Métodos de Pré-Tratamentos e/ou Tratamentos do Bambu para a Obtenção Biotecnológica de XOS, Açúcares Fermentescíveis e Etanol. 

Espécie de 

Bambu 

Pré-Tratamento Tratamento Produtos Rendimento Referência 

Dendrocalamus 

brandisii 

 

Não Realizado 

Hidrólise Ácida (4 g de amostra 

em 60 mL de H2SO4 

concentrado a 180ºC por 12 h) 

Xilo-

Oligossacarídeos 

 

54,7% 

 

(BAI; XIAO; 

SUN, 2015) 

Não 

Mencionado 

Auto-Hidrólise (Meio aquoso, a 

180 ºC por 60 min) 

Hidrólise Enzimática (150 rpm, 

50 ºC por 12 h) 

Xilo-

Oligossacarídeos 

93,2% (HUANG, 

CAOXING; LIN; 

et al., 2019) 

Não 

Mencionado 

Ácido (0,6% H2SO4, 140 ºC por 

60 min) + 60% ϒ-valerolactona 

Hidrólise Ácida (0,05% H2SO4, 

180 ºC por 20 min) + 80% ϒ-

valerolactona 

Açúcares 

Fermentescíveis 

 

70,7% 

(QING et al., 

2018) 

 

Neosino 

calamus affinis 

 

 

Alcalino (0,5 % NaOH a 170 ºC) 

 

Hidrólise Enzimática (150 rpm, 

50 ºC por 72h)  

 

Glicose 

 

53,3% 

(YANG, 

HAIYAN et al., 

2019) 

 

Phyllostachys 

heterocycla 

 

Ácido (1% H2SO4, a 160 ºC por 

60 min) + Ureia (8%) 

 

Hidrólise Enzimática (150 rpm, 

50ºC por 48h)  

 

Glicose 

 

 

61,4% 

 

(HUANG, 

CAOXING; LIN; 

et al., 2019) 

 

Neosino 

calamus affinis 

Alcalino (0,5 % NaOH a 170 ºC) Hidrólise Enzimática (150 rpm, 

50 ºC por 72h)  

Xilose  57,3%  (YANG, 

HAIYAN et al., 

2019) 

Bambusa 

blumeana 

Auto-Hidrólise (100 Mpa) + 

Alcalino (2% NaOH) a 121 ºC 

por 120 min 

Hidrólise Enzimática (200 rpm, 

50 ºC por 48h) seguido de uma 

Fermentação (Sacharomyces 

cerevisae, 150 rpm, 37 ºC, 24 h) 

 

Etanol 

 

89,7% 

 

(JIANG; FEI; LI, 

2016) 

Neosino 

calamus affinis 

Alcalino (0,5 % NaOH a 170 ºC) Hidrólise Enzimática (150 rpm, 

50 ºC por 72h) seguido de uma 

Fermentação (Sacharomyces 

cerevisae, 35 ºC, 24 h) 

Etanol 4,8 g/L (YANG, 

HAIYAN et al., 

2019) 
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3.3. Hidrólise Enzimática 

 

A hidrólise enzimática dos materiais lignocelulósicos é considerada um dos métodos 

mais eficientes para a produção de bioprodutos. Além de ser bastante seletiva e permitir a 

obtenção de altos rendimentos destes biocompostos, ela pode ser de fácil controle ao mesmo 

tempo que requer condições brandas de pH e temperatura, minimizando a geração de compostos 

indesejáveis em etapas subsequentes, como o furfural e o hidroximetilfurfural, que acabam 

sendo gerados nos processos de hidrólise via rota química, ou por autohidrólise (SINGH; 

BANERJEE; ARORA, 2015).  

Diversas enzimas estão envolvidas no processo de hidrólise de biomassas 

lignocelulósicas. Para a degradação da xilana presente na fração hemicelulósica, normalmente 

atuam-se enzimas principais, como endo-β-xilanases e β-xilosidades, além de enzimas 

acessórias como as α-L-arabinofuranosidase, feruloilesterases, que melhoram a acessibilidade 

das principais, auxiliando nas suas atividades catalíticas. Já para a degradação da fração 

celulósica, há a ação de três principais grupos que podem agir sinergicamente, como as 

endoglucanases, celobihidrolases e as β-glicosidases. As mesmas enzimas acessórias, citadas 

anteriormente, também podem auxiliar estas enzimas principais na hidrólise da celulose 

(ZHANG, ZISHENG; DONALDSON; MA, 2012). 

Tendo em vista a onerosidade dessas enzimas isoladas e/ou purificadas, pesquisadores 

vêm empregando coquetéis enzimáticos como uma forma eficiente de hidrolisar as paredes 

celulares das matrizes vegetais devido à ação combinada de um pool de enzimas com diferentes 

especificidades, permitindo assim que uma enzima atue sobre o produto de outra, melhorando 

de forma geral a eficiência do processo e proporcionando maiores rendimentos de produção. 

Atualmente grandes empresas comercializam uma variedade de coquetéis enzimáticos para 

diversos fins industriais, dentre elas a Novozymes acaba se destacando no ramo de hidrólise de 

biomassas lignocelulósicas, sendo um dos recentes desenvolvimentos a nova geração da família 

Cellic, Cellic ® CTec3, que vem sendo bastante estudada e aplicada, tendo em vista a redução 

dos custos totais de produção de açúcares e etanol celulósico (LOPES; FERREIRA FILHO; 

MOREIRA, 2018).  

Estudos que se propõe a definir quais enzimas, e suas proporções, são bastante 

importantes para hidrólise de matrizes lignocelulósicas uma vez que podem resultar em um 

design racional de misturas enzimáticas mais eficientes e menos onerosas, viabilizando assim 

a técnica para aplicações industriais. Além disso, o processo de hidrólise enzimática é 

fortemente influenciando pelas características e composição do material lignocelulósico 
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empregado, sendo preferidos os que contém altos teores de celulose e hemicelulose e baixo teor 

de lignina a fim de obter maiores rendimentos de produtos desejados, como oligossacarídeos, 

açúcares fermentescíveis, entre outros (GOLDBECK et al., 2014). 

 

3.4. Nanocelulose 

  

Diante dos avanços da nanotecnologia nos últimos anos, pesquisadores do mundo todo 

vem buscando o desenvolvimento de nanomateriais com propriedades de interesse para as 

múltiplas aplicações (PIRES; SOUZA; FERNANDO, 2019). Neste aspecto, a nanocelulose tem 

se destacado, tendo em vista suas múltiplas propriedades e possibilidade de aplicações. A 

nanocelulose é definida como um material celulósico com pelo menos uma de suas dimensões 

(comprimento, largura ou diâmetro) dentro da escala nanométrica. A nanocelulose pode ser 

classificada em três: a nanocelulose cristalina (NCC), a nanocelulose fibrilada (NFC) e a 

nanocelulose bacteriana (BNC) (THOMAS et al., 2020). Nesta revisão focaremos nos dois 

primeiros tipos, tendo em vista que podem ser obtidas a partir de biomassas lignocelulósicas, 

foco do trabalho. 

 A NCC, também conhecida por nanocristais de celulose ou celulose nanocristalina são 

termos utilizados para designar nanoestruturas de natureza cristalina de comprimentos de até 

500 nm e largura de até 70 nm (MOON et al., 2011). Se destacam por sua pureza química, 

estrutura rígida, resistência, apresentam capacidade de se dispersar facilmente e são 

normalmente anfifílicos (THOMAS et al., 2020).  

Atualmente a NCC é comumente obtida a partir da hidrólise ácida de biomassas 

lignocelulósicas ou isolado celulósico. O ácido sulfúrico é o principal reagente utilizado neste 

processo, normalmente em elevadas concentrações, garantindo principalmente boa estabilidade 

coloidal dos cristais. Outros ácidos como o fosfórico, clorídrico e o cítrico são utilizados como 

uma abordagem alternativa. De modo a promover uma produção comercial de NCC mais 

sustentável e ecologicamente correta, pesquisadores vêm desenvolvendo técnicas de 

recuperação para reutilização dos ácidos utilizados no tratamento, além de estudarem aplicações 

de outras técnicas menos abrasivas e mais ecológicas como a hidrólise enzimática, aplicação de 

ultrassom entre outras (CUI et al., 2016). 

 A nanocelulose cristalina possui múltiplas aplicações industriais. Na indústria de 

alimentos tem sido utilizada principalmente em revestimentos, filmes e embalagens de 

alimentos, tendo em vista que promovem melhorias nas propriedades mecânicas dos polímeros, 
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além de também poder ser utilizada como ingrediente funcional (fibra alimentar), agente 

emulsificante e estabilizante. Na área médica, a NCC vêm sendo aplicada no desenvolvimento 

de materiais com grande potencial em terapias que envolvem a reparação, substituição e 

regeneração de tecidos e órgãos. Na indústria de materiais os nanocristais de celulose têm uma 

importante aplicação no desenvolvimento de polímeros de alta resistência, visando minimizar 

a dependência excessiva de plásticos e outros polímeros sintéticos (THOMAS et al., 2020). 

 A NFC, também conhecida como nanofibras de celulose ou fibras de nanocelulose, são 

termos utilizados para designar as fibras celulósicas individuais nas nanodimensões, 

normalmente com diâmetro de largura menor que 100 nm e comprimento de poucos 

micrômetros  (MOON et al., 2011). As nanofibras de celulose apresentam propriedades 

interessantes, como baixa expansão térmica, alta proporção de aspecto, efeito de fortalecimento, 

boas propriedades mecânicas e ópticas. Devido a essas características específicas, as fibras de 

nanocelulose têm sido utilizadas em compósitos, embalagens de alimentos, aditivos de 

revestimento, aerogéis, membranas, como material de barreira a gases, cargas, floculantes, 

emulsificantes, espessantes de alimentos e material de reforço (CZAIKOSKI; DA CUNHA; 

MENEGALLI, 2020).  

A quebra mecânica ou desfibrilação é um dos principais métodos utilizados para a 

produção de NFC, a partir das regiões amorfas da celulose presente nas biomassas 

lignocelulósicas. Outros métodos vêm também sendo utilizados em conjunto, no intuito de 

otimizar a produção de nanofibras possível, como por exemplo,  a indução eletrostática, 

tratamentos enzimáticos, ultrassom e métodos oxidativos (THOMAS et al., 2020). 

Na tentativa de evitar o consumo significativo de ácidos, assim como também de 

economizar energia, evitando métodos mecânicos, pesquisadores vêm enfrentando desafios em 

produzir nanocelulose por rotas mais sustentáveis, simples e promissoras. Diante disso, a 

aplicação da hidrólise enzimática acaba sendo um método vantajoso, de alta eficiência, sem 

poluição, além de baixo consumo de energia. Além disso, outros tratamentos também vêm 

sendo empregados conjuntamente, como o tratamento ultrassônico, por exemplo, que 

proporciona um aumento da área de contato entre a enzima e o substrato, acelerando a reação. 

São poucos os trabalhos que relatam a produção de nanocelulose assistida por ultrassom e mais 

raras ainda são as pesquisas que envolvem a aplicação do colmo do bambu como matriz vegetal 

para produção de nanocelulose a partir destes tratamentos (CUI et al., 2016). 
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3.5. Xilo-Oligossacarídeos 

 

Atualmente, uma parcela significativa da população vem buscando hábitos de vida mais 

saudáveis, sendo os cuidados com a alimentação um dos mais pertinentes. Em consequência 

disto, pesquisadores vêm inovando em produtos alimentícios com propriedades nutracêuticas e 

funcionais de modo a atender este nicho de mercado (HONG et al., 2019). Os conceitos de 

alimentos nutracêuticos e funcionais estão relacionados aos produtos ou ingredientes presentes 

nos mesmos, que proporcionam efeitos positivos na saúde e/ou bem-estar do consumidor além 

de melhorar seu valor nutritivo, como por exemplo, os prebióticos e probióticos, que atuam 

principalmente na regulação do sistema (OLIVEIRA; SILVA; PORTO, 2017). 

Entre os prebióticos, os xilo-oligossacarídeos (XOS) estão entre os principais 

oligossacarídeos não digeríveis (NDOs), conhecidos como açúcares não convencionais e estão 

entre as classes de prebióticos mais estudadas e aplicadas atualmente, tornando-se de grande 

interesse para as indústrias alimentícias e farmacêuticas devido principalmente às suas 

excelentes características funcionais, promovendo, sob o ponto de vista fisiológico, diversos 

efeitos benéficos ao organismo (MANO et al., 2017).  

Quimicamente, os XOS são definidos como oligômeros constituídos por unidades de 

xilose, interligadas por meio de ligações β-1,4. Conforme a Figura 1, eles podem ser 

distinguidos através do seu grau de polimerização podendo ser classificados em xilobiose (2 

monômeros), xilotriose (três monômeros), xilotretose (4 monômeros) e xilopentose (5 

monômeros (SAMANTA et al., 2015).  
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Figura 6. Estrutura Química dos Xilo-oligossacarídeos (Adaptado de MANO et al., 2017). 

 

Os xilo-oligossacarídeos são bastante conhecidos por suas propriedades prebióticas, 

uma vez que eles promovem o crescimento de culturas probióticas no final trato gastrointestinal, 

como as do gênero Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp., que auxiliam principalmente no 

combate da constipação intestinal, além de inibir o desenvolvimento de bactérias 

potencialmente patogênicas, como Clostridium perfringes, Escherichia coli e Staphylococcus 

aureus. Estes prebióticos ainda apresentam atividade antioxidante, inibem o desenvolvimento 

de células cancerígenas, especialmente, no intestino delgado, no cólon e nos tecidos hepáticos; 

promovem a redução de níveis de glicose, triglicerídeos e colesterol sanguíneos, auxiliando no 

combate de diabetes mellitus e obesidade, e ainda podem atuar como agentes 

imunomoduladores, auxiliando no fortalecimento do sistema imunológico, principalmente no 

combate de doenças infecciosas (FREITAS; CARMONA; MICHEL, 2019; ZHANG, 

HONGYU; XU; YU, 2017). 

Diante dessa diversidade de benefícios promovidos à saúde humana, existe um interesse 

por parte dos pesquisadores em empregar os XOS em diversos produtos, tendo assim uma 

ampla faixa de aplicações industriais. Na indústria farmacêutica, estes prebióticos são utilizados 
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principalmente na produção de medicamentos relacionados ao combate da obesidade e no 

tratamento de doenças gastrointestinais. Já na indústria alimentícia, além de atuarem como 

prebióticos, os XOS podem ser empregados como substitutos de açúcares e/ou gorduras, atuam 

como agentes conservantes, estabilizantes e gelificantes, podendo assim ser aplicados em 

formulações de sorvetes, sobremesas lácteas, biscoitos e produtos de panificação, barras de 

cereais, geleias, sucos, néctares, produtos de confeitaria, molhos, em alimentos simbióticos e 

etc.(FREITAS; CARMONA; MICHEL, 2019; SCOLFORO.; MADEIRA, 2013). 

Estudos de mercado mostram que dentre os principais prebióticos comumente 

comercializados, os xilo-oligossacarídeos são os que apresentam o maior valor agregado, 

chegando a custar 30 US$/kg. No ano de 2017 o mercado mundial de produção de XOS foi 

estimado em 93 milhões de dólares, tendo como projeções econômicas ascendentes para 2023 

uma margem de aproximadamente US$ 130 milhões (AMORIM et al., 2019). 

Os xilo-oligossacarídeos podem ser naturalmente encontrados em frutas, hortaliças e 

outros vegetais, além do mel, mas em baixas concentrações. Sua produção em larga escala 

ocorre por meio dos processos de hidrólise de biomassas lignocelulósicas (SAMANTA et al., 

2015). Além da obtenção destes prebióticos, por meio deste processo torna-se inerente a 

produção de açúcares fermentescíveis que podem ser aplicados para a produção de bioetanol, 

bioproduto este que está sendo alvo de diversas pesquisas nos últimos anos e que ainda 

compreende um desafio aos pesquisadores, que buscam condições otimizadas e que sejam 

economicamente viáveis de serem aplicadas (HE et al., 2014). 

 

3.6. Açúcares Fermentescíveis 

  

Os açúcares fermentescíveis são definidos como os sacarídeos de cadeias simples que 

podem ser facilmente metabolizados por micro-organismos, servindo como fonte de carbono e 

que pode ser empregado para a produção de diversos bioprodutos. Um dos exemplos mais 

comuns e frequentes em que esse termo é empregado é para principalmente a produção de 

bioetanol, no qual leveduras são responsáveis por converter esses açúcares em biocombustível. 

Nos últimos anos esse processo vem instigando vários pesquisadores com o desafio de produzir 

altas quantidades desses açúcares, além de altos fatores de conversão, a partir do 

reaproveitamento de biomassas lignocelulósicas, auxiliando no desenvolvimento de processos 

economicamente viáveis que englobam a biorrefinaria (ZHANG, HONGYU; XU; YU, 2017). 
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A partir da fração celulósica, pode-se obter a glicose, que é o principal açúcar 

fermentescível, ele é pertencente à classe das hexoses e é amplamente empregado nos processos 

de fermentação para a produção de etanol e demais bioprodutos. Já a partir da fração 

hemicelulósica pode-se obter a xilana, que quando degradada, ocorre tanto a liberação dos xilo-

oligossacarídeos, além da xilose, que é um outro açúcar fermentescível, sendo pertencente à 

classe das pentoses, também dessa fração pode ser obtido outros açúcares como galactose, 

arabinose, manose, ácido glucurônico e entre outros Poucos micro-organismos são capazes de 

metabolizar de maneira eficiente pentoses à etanol, além disso, quando objetiva-se produzir 

XOS, é desejável que baixas quantidades de xilose sejam produzidas (ISIKGOR; BECER, 

2015; ZHANG, HONGYU; XU; YU, 2017). 

Na forma bruta, as biomassas lignocelulósicas não apresentam biodisponibilidade para 

a obtenção de açúcares fermentescíveis e outras substâncias de interesse, uma vez que atua 

como uma espécie de barreira física entre as frações celulósicas e hemicelulósicas e o meio 

externo, de modo que haja a necessidade de alguns métodos para resolver e contornar este 

problema (BANOTH et al., 2017). Diversas técnicas de pré-tratamento e/ou tratamento são 

descritas na literatura com a finalidade de hidrolisar as cadeias de xilana e celulose das 

biomassas lignocelulósicas como hidrólise química, que pode ser tanto alcalina como a ácida, 

o processo hidrotérmico, que consiste na aplicação de altas temperaturas e pressões; e a  

hidrólise enzimática que se destaca pela sua efetividade, além de ser usada concomitantemente 

com outras técnicas (HE et al., 2014). 

 

3.7. Bioetanol 

 

 Atualmente pesquisadores vêm investigando e aplicando tecnologias viáveis para o 

desenvolvimento de combustíveis renováveis a partir de biomassas lignocelulósicas, tendo em 

vista que esses possuem um grande potencial para mitigar a questão dos recursos finitos do 

petróleo e derivados. Neste panorama o bioetanol ou etanol lignocelulósico acaba se destacando 

por poder ser obtido a partir de biomassas lignocelulósicas, por meio de diferentes técnica que 

podem proporcionar consideráveis rendimentos (HUANG, CHEN; FANG; et al., 2020). 

 O bioetanol é produzido a partir da fermentação dos açúcares fermentescíveis obtidos 

da biomassa por meio da ação de enzimas celulolíticas e hemicelulolíticas, aos quais micro-

organismos como a Sacharomyces cerevisae, a principal levedura aplicada para o consumo de 

hexoses, por exemplo, são utilizadas para realizar esta bioconversão. Apesar da cana de açúcar 

ser a matéria-prima mais utilizada no Brasil para a produção deste biocombustível, 
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pesquisadores vêm também estudando a aplicação de outras matrizes vegetais que 

proporcionem rendimentos tão bons quanto a cana. Normalmente biomassas como o bambu, 

por exemplo, que apresentam altos teores de celulose e hemicelulose e baixos teores de lignina, 

acabam se tornando ideias podendo acarretar um processo consideravelmente eficiente para a 

produção de bioetanol (HE et al., 2014; HUANG, CHEN; ZHAN; et al., 2020). 

O bioetanol pode ser produzido a partir da biomassa lignocelulósica pelo uso de micro-

organismos em diferentes bioprocessos, como por exemplo a Hidrólise e Fermentação 

Separadas (SHF), processo mais tradicional em que a hidrólise enzimática e a fermentação 

ocorrem em tanques reacionais distintos, e por meio da Sacarificação e Fermentação Simultânea 

(SSF) em que a hidrólise enzimática está associada à fermentação no mesmo compartimento 

reacional (JOUZANI; TAHERZADEH, 2015).  

No método SSF ao mesmo tempo em que as enzimas hidrolisam a biomassa, produzindo 

açúcares monoméricos, estes são convertidos em etanol por meio de micro-organismos 

fermentativos, de modo que não há acúmulo de produto de hidrólise no meio 

(SHAHSAVARANI et al., 2013).   A combinação das etapas de hidrólise e fermentação em um 

mesmo compartimento poderia reduzir custos associados a um número reduzido de tanques 

reacionais e energia. entretanto, diversos parâmetros do processo fermentativo, como carga de 

sólidos, micro-organismo, concentração de enzimas, temperatura, pH, agitação acabam 

influenciando na produção eficiente de bioetanol, que devem atingir rendimentos tão bons 

quanto pelo método tradicional (JOUZANI; TAHERZADEH, 2015). 

Na literatura são escassos os trabalhos que abordam a produção de bioetanol a partir do 

bambu, principalmente pelo processo SSF. Pelo processo de convencional, Jiang, Fei e Li 

(2016) utilizaram o colmo do bambu da espécie Bambusa blumeana pré-tratado por 

autohidrólise e por tratamento alcalino obtiveram um rendimento de 89,7% em bioetanol. 

Também pelo processo tradicional, Yang et al. (2019) utilizaram o colmo de bambu da espécie 

Neosino calamus affinis pré-tratado com 0,5 % de NaOH e obtiveram uma produção de 4,8 g/L 

de etanol.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Biomassas Lignocelulósicas 

 

 Foram estudadas como biomassas lignocelulósicas duas espécies de colmo de bambu, a 

Bambusa vulgaris variedade vittata de 2 anos de idade colhido no Instituto Agronômico de 

Campinas (IAC) e a Dendrocalamus latiflorus de 4 meses de idade colhida na Fazenda Jatobá, 

localizada no munícipio de Pardinho em São Paulo. Ambas as espécies foram previamente 

submetidas à secagem em estufa de circulação de ar forçado à 65 ºC, durante 24 horas, em 

seguida passou pelo processo de moagem e padronização para uma granulometria de 32 mesh 

(0,557 mm). 

 

4.2. Caracterização Físico-química das Biomassas Lignocelulósicas 

 

 Ambas as amostras secas do colmo de bambu foram caracterizadas fisico-

quimicamente, estimando os teores de cinzas, extrativos, celulose, hemicelulose e lignina total, 

através da metodologia proposta pelo National Renewable Energy Laboratory (NREL)  

(SLUITER, et al., 2005). Os teores de cinzas foram determinados a partir da incineração das 

amostras na mufla a 575 °C. Os percentuais de extrativos foram estimados a partir da extração 

no Soxhlet de 1 g da amostra contida em cartuchos através de uma mistura na proporção de 1:1 

de ciclohexano-etanol, durante 8 horas. Ao término da extração, a mistura de solventes foi 

substituída por água destilada, ao qual percorreu pelas amostras durante 24 horas. Em seguida, 

foram realizadas as etapas de filtração, secagem e pesagem das amostras. Após estarem livres 

dos extrativos, 0,3 g das amostras foram submetidas à hidrólise ácida com ácido sulfúrico 72% 

durante 1 hora, seguido de diluição até uma concentração final de 4% (m/v) por meio da adição 

de água destilada. A mistura foi autoclavada a 121°C durante 1 hora, arrefecida e filtrada através 

de um cadinho de fundo poroso (4-5 μm). O hidrolisado resultante foi coletado em balão 

volumétrico de 500 mL, sendo o volume do mesmo ajustado com água destilada, 

homogeneizado e armazenado para a determinação das concentrações de glicose, xilose, 

arabinose, ácido acético, furfural e hidroximetilfurfural (HMF), estimando assim os teores de 

celulose e hemicelulose. O teor de lignina solúvel foi estimado por meio do tratamento alcalino 

e em seguida através da leitura em espectrofotômetro a 280 nm. A lignina insolúvel será 

quantificada como a quantidade de sólido insolúvel, obtido a partir da massa de cinzas 

insolúveis. A lignina total foi determinada através da soma da lignina solúvel e insolúvel. Todas 
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as análises foram feitas em triplicata e os dados obtidos foram submetidos a Análise de 

Variância (ANOVA) e comparação de médias através do teste de Tukey a um nível de 

confiabilidade de 95% (p < 0,05), através do software estatístico Minitab 17.0. Abaixo são 

apresentadas as equações utilizadas para estimar os teores dessas análises de caracterização 

físico-química: 

 

Cinzas Totais (%) = (  
𝑀𝑐𝑐−𝑀𝑐

𝑀𝑏𝑠
 ) * 100          (Equação 1) 

 

 

Sendo: 

Mc: Massa do cadinho de porcelana tarado (g); 

Mbs: Massa da amostra inicial (base seca) (g); 

Mcc: Massa do cadinho de porcelana + cinzas totais (g). 

 

Extrativos (%) = (  
𝑀𝑏𝑠𝑚−𝑀𝑏𝑒

𝑀𝑏𝑠𝑚
 ) * 100     (Equação 2) 

 

Sendo: 

Mbsm: Massa do saquinho + amostra (g); 

Mbe: Massa do saquinho + amostra livre de extrativos (base seca) (g). 

 

CLS =   
[A280 ∗ 𝑓𝑑 −[(Cfurf∗146,85)+(𝐶𝐻𝑀𝐹∗114)]]−0,024

21,65
      (Equação 3) 

 

Lignina Solúvel (%) = [ 
CLS (

𝑔

𝐿
) ∗ 0,084 𝐿

𝑀𝐵𝐸
 ] * [1 - (

 𝐸

100
) ] ∗ 100    (Equação 4) 

 

Sendo: 

 

A280: Absorbância da amostra obtida da hidrólise em 280 nm; 

fd: fator de diluição para a leitura; 

C furf :concentração de furfural (g/L) que deverá ser determinado através do HPLC; 

C HMF: concentração de hidroximetilfurfural (g/L) que deverá ser determinado através de HPLC; 

CLS: concentração de lignina solúvel (g/L); 
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LS (%): teor de lignina solúvel, expresso em porcentagem massa por massa (% m/m); 

MBE: massa de biomassa livre de extrativos (g); 

MB: massa de biomassa; 

E:  teor de extrativos totais, expresso em porcentagem (% m/m). 

 

M cinzas = MCPC – MCP        (Equação 4) 

 

Li (%) = [ 
Mcpr−(M cinzas+Mcp)

𝑀𝐵𝐸
 ] * [1 - (

 𝐸

100
) ] ∗ 100    (Equação 5) 

 

Sendo: 

Li: teor de lignina insolúvel (%); 

MCPR: massa do cadinho de placa porosa com os resíduos sólidos (g); 

M Cinzas: Massa de cinzas insolúveis em meio ácido (g); 

M Cp: massa do cadinho de fundo poroso (g); 

MBE: massa de biomassa livre de extrativos (g); 

MB: massa de biomassa (g); 

E: teor de extrativos (%). 

 

Lignina Total  (%) = Lignina insolúvel (%) + Lignina solúvel (%)   (Equação 6) 

 

Celulose (%) = [( 
(0,90∗Cgli)+(0,95∗Ccelo)+(1,29∗C HMF)+(3,53∗C Ac.Form)

𝑀𝐵𝐸
) ∗ 0,084 ] * [1 - (

 𝐸

100
) ] ∗ 100 

(Equação 7) 

 

Hemicelulose (%) = [( 
(0,88∗Cxil)+(0,88∗Carab)+(0,72∗C ac acét)+(0,91∗C Ac.  Glic)+(1,37∗𝐶 𝑓𝑢𝑟𝑓

𝑀𝐵𝐸
) ∗ 0,084 ] * [1 - (

 𝐸

100
) ] ∗ 100  

(Equação 8) 

 

Sendo: 

 

Cel (%): teor de celulose da biomassa, expresso em (%); 

Cglic: concentração de glicose (g/L); 

Ccelo: concentração de celobiose (g/L); 

C HMF: concentração de HMF (g/L); 

C Ác. Fórm: concentração de ácido fórmico (g/L); 
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Hemi (%): teor de hemicelulose da biomassa, expresso em (%); 

C xil: concentração de xilana (g/L); 

C arab: concentração de arabinose (g/L); 

C Ác, Acético: concentração de ácido acético (g/L); 

C Ác. Gli: concentração de ácido glicurônico (g/L); 

C Furf: concentração de furfural (g/L); 

MBE: massa de biomassa livre de extrativos (0,3 g + 0,02g); 

MB: massa de biomassa (g); 

E: teor de extrativos (%). 

 

4.3. Extração da Celulose  

 

Para esta análise foi selecionada a espécie de colmo bambu que continha o maior 

percentual de celulose. Inicialmente a biomassa lignocelulósica selecionada foi imersa na 

proporção de 1:50 (m/v) em uma solução composta clorito de sódio (NaClO2) 0,7% (m/v) e 

bissulfato de sódio (Na2SO4) 5% (m/v) tamponados em pH 4 com ácido acético glacial e 

posteriormente submetidos em banho a 80°C por um período de 2 horas, de forma a obter a 

fração holocelulósica (α-celulose + hemicelulose), a partir da remoção gradual de lignina. Em 

seguida foi realizado o tratamento da holocelulose produzida com uma solução de hidróxido de 

sódio (NaOH) a 17,5% (m/v), removendo a fração hemicelulósica de modo a se obter apenas a 

fração α-celulose. Dessa forma a suspensão foi filtrada, lavada com água destilada, e submetida 

ao processo de secagem em estufa a 65°C até peso constante, conforme o descrito por  Morán 

et al. (2008). O rendimento e a eficiência de extração foram calculas a partir das equações 9 e 

10. 

 

Rendimento de Extração (%) = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑑𝑎 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
 𝑥 100% (Equação 9) 

 

Eficiência de Extração (%) = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑑𝑎 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
 𝑥 100% (Equação 10) 
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4.4. Caracterização da Celulose Extraída do Colmo de Bambu 

 

4.4.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

 Os espectros de infravermelho da celulose extraída do colmo de bambu foram obtidos 

por meio da preparação da amostra em pastilhas de brometo de potássio (KBr) na proporção de 

0,5:100 (g de amostra/ g de KBr). As pastilhas foram analisadas no espectrofotômetro de 

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da marca Thermo Scientific, modelo 

Nicolet 6700 (Madison, EUA). A análise foi realizada no modo transmitância utilizando o 

acessório Snap-in Baseplate (método KBr) em uma faixa de 4000-400 cm-1 conforme 

Gowdhaman, Ponnusami (2015).  

 

4.4.2. Análise Termogravimétrica (TGA) 

  

 Para analisar a estabilidade térmica da celulose extraída do colmo de bambu, foram 

pesados 10 mg da mesma, ao qual foi submetida ao aquecimento, a uma taxa de 10 °C/min, no 

intervalo de 25 a 1000 °C sob atmosfera de nitrogênio conforme Gowdhaman, Ponnusami 

(2015) no Analisador Termogravimétrico da marca Mettler e modelo TGA/DSC1. 

 

4.5. Aproveitamento Biotecnológico da Fração Celulósica do Colmo do Bambu 

 

4.5.1. Atividade de Celulases Totais 

 

 Para este ensaio foi utilizado a metodologia proposta por Ghose (1987). Foi utilizado 

como substrato o papel filtro de dimensões de 1,0 por 6,0 com (aproximadamente 50 mg). Em 

seguida, adicionou-se a este substrato 0,5 mL do extrato enzimático diluído em tampão citrato 

0,05 M e pH 4,8, incubando a 50 ºC durante 1 hora. Adicionou-se 3 mL do reagente ácido 

dinitrosalicílico (DNS), misturando e incubando em banho em ebulição durante 5 minutos. A 

reação foi interrompida após colocar as amostras em banho de gelo, adicionando posteriormente 

20 mL de água destilada. Os açúcares redutores foram estimados a partir da leitura das amostras  

em espectrofotômetro a 540 nm. A curva de calibração foi realizada com glicose nas 

concentrações de 1 a 10 mg/mL. Uma unidade da atividade de enzima (FPU) é baseada na 

liberação de 2,0 mg de glicose equivalente em mols do volume de enzima adicionada a cada 
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ensaio (0,5 mL), e no tempo de incubação requerido (60 minutos) para a geração dos 

equivalentes (enzima diluída). 

   

4.5.2. Produção de Nanocelulose 

 

 Para a obtenção da nanocelulose, foi empregada a metodologia proposta por Cui et al. 

(2016) com algumas modificações. Foram empregadas tanto a celulose extraída do colmo de 

bambu como a própria farinha integral desta mesma biomassa lignocelulósica para a hidrólise 

enzimática. Aproximadamente 20 mg de amostra foram pesados em microtubos de 1,5 mL 

adicionando em seguida 1 mL do coquetel enzimático Celluclast 1.5 L da Novozymes®  diluído 

em tampão acetato 0,05 M a pH 5 com concentração final de 10 FPU/g de celulose. As amostras 

foram incubadas em banho termostático à 50 ºC durante 72 h. Foram retiradas amostras nos 

tempos de 24, 48 e 72 h com o objetivo de avaliar o melhor tempo de hidrólise enzimática para 

a produção de nanocelulose. Tanto as amostras da celulose extraída como da farinha integral 

do colmo de bambu, foram submetidas também ao tratamento com ultrassom de uma frequência 

média de 55 hz durante 1 h no equipamento Eurosonics a cada 23 horas de hidrólise enzimática. 

Após os tratamentos enzimáticos, nos seus respectivos tempos, as amostras foram incubadas 

em banho termostático a 99 ºC com o objetivo de inativar as enzimas e consequente interromper 

o processo de hidrólise. Posteriormente a suspensão foi centrifugada a uma velocidade de 10000 

rpm à temperatura ambiente (25 °C) durante 15 minutos. Em seguida a nanocelulose foi 

suspendida em água deionizada e separada do precipitado não hidrolisado. Por último as 

suspensões coloidais foram armazenadas em freezer e em seguida foram submetidas ao 

processo de liofilização, permitindo a quantificação em massa para o cálculo do rendimento de 

produção de nanocelulose, conforme a equação 11. Todas as análises foram feitas em duplicata 

e os dados obtidos foram submetidos a Análise de Variância (ANOVA) e comparação de 

médias através do teste de Tukey a um nível de confiabilidade de 95% (p < 0,05), através do 

software estatístico Minitab 17.0. 

 

 

Rendimento de Nanocelulose (%) = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
 𝑥 100%         (Equação 11) 
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4.5.3. Produção de Glicose 

  

 Para obtenção da glicose, foram realizadas hidrólises enzimáticas baseadas na 

metodologia proposta por Goldbeck et al., 2016 com algumas modificações, utilizando 

Delineamentos Compostos Centrais Rotacionais (DCCR) de 11 ensaios contemplando as 3 

repetições nos pontos centrais com a farinha integral do colmo de bambu de maior teor de 

celulose e com a própria celulose extraída desta mesma biomassa lignocelulósica. Foram 

pesados 20 mg de amostra em microtubos de 1,5 mL e adicionou-se 1 mL do coquetel 

enzimático Cellic CeTec2 da Novozymes® diluído em tampão acetato 0,05 M a uma 

concentração final de 10 FPU/g de celulose, sendo posteriormente incubadas no termobloco a 

uma agitação de 1000 rpm.  Os planejamentos foram avaliados em três diferentes tempos de 

hidrólise, 24, 48 e 72 h. Após estes períodos, as amostras foram centrifugadas a uma velocidade 

de 10000 rpm por 15 min a uma temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi recolhido para 

posterior quantificação de açúcares produzidos. As variáveis independentes avaliadas dos 

planejamentos foram a temperatura e o pH, tendo como variável resposta a eficiência de 

hidrólise calculada conforme a equação 12. A Tabela 3 apresenta os níveis com as respectivas 

variáveis utilizados nos DCCRs. A análise estatística do planejamento fatorial foi realizada 

através do software Statistica 7.0. 

 

 

Eficiência de Hidrólise (%) = 
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 (𝑔/𝐿)

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔/𝐿)
  x 100%       (Equação 12) 

 

 

 

Tabela 3. Níveis utilizados nos DCCRs para Hidrólise Enzimática da Celulose do Colmo de 

Bambu. 

 

Variáveis  

  Níveis    

(-1,41)  (-1)  (0)  (+1)  (+1,41)  

Temperatura (°C) 35,9  40 50 60 64,1 

pH 3,59  4,0 5,0  6,0  6,41  
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4.5.4. Produção de Bioetanol 

 

4.5.4.1. Preparação do Inóculo  

  

 As células da linhagem industrial Saccharomyces cerevisae PE-2 foram transferidas de 

uma única colônia da superfície de uma placa de petri contendo o meio composto por 1% extrato 

de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de ágar  (YPDA) para um erlenmeyer aletado 

de 500 mL contendo 300 mL de meio sintético estéril composto por 1% extrato de levedura, 

2% de peptona, 2% de glicose  (YPD). Os erlenmeyers foram incubados a 30 °C e 200 rpm por 

16 horas em agitador orbital New Brunswick Scientific, modelo Innova 4430.  Após o 

crescimento do inóculo, as células foram obtidas por centrifugação (centrífuga Nova Técnica - 

modelo NT810) à 3.000 rpm por 5 minutos, sendo ressuspensas em água estéril para obter uma 

absorbância à 600 nm (Abs600) equivalente à concentração de 5 g/L, mediante curva de 

calibração (densidade óptica versus massa seca) (BASSOS et al., 2008).  

 

4.5.4.2. Hidrólise e Fermentação Separadas (SSH) 

  

 Para este ensaio foi utilizado a metodologia proposta por Teixeira et al., (2019) com 

algumas modificações. Os ensaios foram realizados em agitador orbital (New Brunswick 

Scientific - modelo Innova 4430), utilizando  frascos rosqueados de 70 mL, dos quais 50 mL 

foram preenchidos com o hidrolisado celulósico do colmo do bambu estéril (121° C por 15 

minutos) referente ao melhor ensaio dos DCCRs realizados. O processo fermentativo ocorreu 

na condição de 30 °C e 150 rpm, com retiradas de alíquotas de 1 mL nos tempos 0, 6, 10, 24 e 

48 horas. As alíquotas foram congeladas à -20 °C para análises posteriores do açúcar consumido 

e do etanol produzido. 

 

4.5.4.3. Hidrólise e Fermentação Simultânea (SSF) 

 

Para este processo foi utilizado 50 mL de uma suspensão estéril contendo 1 g de celulose 

extraída do colmo de bambu em tampão citrato 0,05 mol/L pH 5,0 (carga de sólidos de 2%); 

adicionado de um volume do coquetel comercial Cellic CeTec2 de modo a obter a concentração 

final de 10 FPU/g de celulose, equivalente à aplicada para obtenção do hidrolisado utilizado na 

SHF. A fermentação também ocorreu na condição de 30 °C e 150 rpm, com retiradas de 
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alíquotas de 1 mL nos tempos 0, 10, 24, 48 e 72 h. As alíquotas foram congeladas à -20 °C para 

análises posteriores do açúcar consumido e do etanol produzido, conforme Huang, Chen; Zhan; 

et al., (2020) com modificações. 

 

4.5.5. Quantificação dos Açúcares e Produtos de Fermentação 

  

As concentrações dos açúcares e dos produtos durante os processos fermentativos, 

foram determinados por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), utilizando 

cromatógrafo modelo Accela da Thermo Scientific® e separação por coluna modelo HPX 

mantida à 37 °C.  A fase móvel será uma solução de H2SO4 (0,1mM), pH 2,6, com vazão de 

0,6 mL/min.  

 

4.5.6. Determinação dos Parâmetros Cinéticos dos Processos Fermentativos 

 

 Os rendimentos de produção de etanol em substrato (YP/S), o rendimento teórico de 

produção de etanol (YP/S*), a produtividade de etanol (Pp) e a produtividade máxima de etanol 

(Pp*) foram calculas a partir das equações abaixo, conforme  Huang et al., (2020) e Teixeira et 

al., (2019). 

 

YP/S (%) = 
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔/𝐿)

𝑆𝑜−𝑆𝑓 (𝑔/𝐿)
 𝑥 100%      (Equação 13) 

 

 

YP/S* (%) = 
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔/𝐿)

𝑆𝑜 𝑥 0,51 (𝑔/𝐿)
 𝑥 100%   (Equação 14) 

 

 

PP (g/L.h) = 
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔/𝐿)

𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑓𝑒𝑟𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎çã𝑜 (ℎ)
   (Equação 15) 

 

 

Em que S0 é a concentração de glicose inicial, Sf  é a concentração de glicose final.  
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4.6. Extração da Xilana 

 

Para esta análise foi selecionada a espécie de colmo bambu que continha o maior 

percentual de hemicelulose. A xilana foi previamente extraída da biomassa lignocelulósica 

selecionada de acordo com a metodologia proposta por Zilliox e Debeire (1998) com algumas 

modificações propostas por Akpinar et al., (2010). Inicialmente a matriz vegetal foi mantida 

em água destilada a 60 °C por 16 horas com agitação contínua de 120 rpm, sendo 

posteriormente seca em estufa a 65 °C. Foram avaliadas 5 diferentes concentrações de farinha 

de bambu rica em hemicelulose 40, 60, 80, 100 e 120 g/L as quais foram imersas em solução 

extratora composta por solução 24% (m/v) de hidróxido de potássio (KOH) e 1% (m/v) de 

borohidreto de sódio (NaBH4). O extrato foi centrifugado a uma velocidade de 5000 rpm por 

20 minutos seguido por filtração em papel de filtro.  A xilana contida na fração de líquida foi 

precipitada por meio da aplicação de uma solução composta por 91% (v/v) de etanol frio e 9% 

(v/v) de ácido acético e filtrada posteriormente em papel de filtro. Após a filtração, o sólido foi 

seco em estufa a 65 ºC e macerado com o auxílio de um almofariz e pistilo. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata. O rendimento e a eficiência de extração foram calculados 

conforme as equações 13 e 14. Os dados obtidos foram submetidos a Análise de Variância 

(ANOVA) e comparação de médias através do teste de Tukey a um nível de confiabilidade de 

95% (p < 0,05), através do software estatístico Minitab 17.0.  

 

Rendimento de Extração (%) = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑥𝑖𝑙𝑎𝑛𝑎 𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
 𝑥 100% (Equação 13) 

 

Eficiência de Extração (%) = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑥𝑖𝑙𝑎𝑛𝑎 𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
 𝑥 100% (Equação 14) 

 

4.7. Caracterização da Xilana Extraída do Colmo de Bambu 

 

4.7.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

 Os espectros de infravermelho da xilana extraída do colmo de bambu foram obtidos por 

meio da preparação da amostra em pastilhas de brometo de potássio (KBr) na proporção de 

0,5:100 (g de amostra/ g de KBr). As pastilhas foram analisadas no espectrofotômetro de 

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da marca Thermo Scientific, modelo 

Nicolet 6700 (Madison, EUA). A análise foi realizada no modo transmitância utilizando o 
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acessório Snap-in Baseplate (método KBr) em uma faixa de 4000-400 cm-1 conforme 

Gowdhaman, Ponnusami (2015).  

 

4.7.2. Análise Termogravimétrica (TGA) 

  

 Para analisar a estabilidade térmica da xilana extraída do colmo de bambu, foram 

pesados 10 mg da mesma, ao qual foi submetida ao aquecimento, a uma taxa de 10 °C/min, no 

intervalo de 25 a 1000 °C sob atmosfera de nitrogênio conforme Gowdhaman, Ponnusami 

(2015) no Analisador Termogravimétrico da marca Mettler e modelo TGA/DSC1. 

 

4.8. Aproveitamento Biotecnológico da Xilana do Colmo do Bambu 

 

4.8.1. Atividade de Endoxilanase 

 

 A atividade de endo-1,4-xilanase foi avaliada a partir da adição de 500 μL de 

xilana solúvel a 2% e 0,1 mL de extrato enzimático diluído em tampão acetato de sódio 50 mM, 

pH 5,0, misturados a 45 °C durante 30 minutos com volume total de 1 mL, conforme a 

metodologia proposta por  Da Silva, et al., (2011). Após esta reação, foram quantificados os 

açúcares redutores resultantes através do método DNS proposto por Miller (1959), ao qual 

misturou-se 100 µL de amostra mais 100 µL do reagente ácido dinitrosalicílico (DNS) por 5 

minutos sob temperatura de ebulição, colocando em seguida a mistura em banho de gelo para 

interromper a reação e adicionando posteriormente 200 µL de água destilada. As amostras 

foram encaminhadas para o espectrofotômetro e foram lidas a 540 nm. A curva de calibração 

foi construída utilizando xilose como padrão nas concentrações de 1,0 a 10,0 mg/mL.  Uma 

unidade de endoxilanase foi definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 

μmol de açúcares redutores expresso em xilose sob as condições reacionais.  

 

4.8.2. Determinação da Concentração Enzimática 

 

 A concentração enzimática da endoxilanase foi estimada a partir do método de 

determinação de proteína proposto por Lowry (1951). Foram misturadas 25 µL de amostra mais 

250 µL de solução C reagente, composta por 50 partes de NaOH a 0,1 M mais Na2CO3 a 2% 

para 1 parte de CuSO4 1% mais tartarato de sódio e potássio anidro a 2%. A mistura e foi 

homogeneizada em vórtex, ficou em repouso durante 10 min, adicionou-se o reagente Folin 1N, 
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homogeneizando em seguida em vórtex e deixando no escuro por 20 min. Após esse período as 

amostras foram lidas a 660 nm. A curva de calibração foi realizada com a albumina sérica 

bovina variando as concentrações de 0,1 a 1 mg/mL.  

 

4.8.3. Curva de Saturação Enzimática 

 

Com o intuito de determinar a mínima concentração enzimática que proporcionará a 

máxima velocidade de reação de hidrólise da xilana, conforme  Ávila et al., (2020),  foi 

construída a curva de saturação enzimática da endoxilanase em uma faixa de concentração de 

1,5 a 15 mg de proteína/ g de xilana. Todas as análises foram realizadas em duplicata sendo os 

dados obtidos submetidos a Análise de Variância (ANOVA) e comparação de médias através 

do teste de Tukey a um nível de confiabilidade de 95% (p < 0,05), através do software estatístico 

Minitab 17.0.  

  

4.5.4. Produção de Xilo-oligossacarídeos 

 

Para obtenção dos XOS a partir da xilana extraída do colmo de bambu, foram realizadas 

hidrólises enzimáticas baseadas na metodologia proposta por Goldbeck et al., 2016 com 

algumas modificações, utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) de 11 

ensaios contemplando as 3 repetições nos pontos centrais. Foram pesados 20 mg de amostra em 

microtubos de 1,5 mL e adicionou-se 1 mL do coquetel enzimático Shaerozyme da 

Novozymes® que contém endoxilanases, diluído em tampão acetato 0,05 M na melhor 

concentração determinada pela curva de saturação enzimática, sendo posteriormente incubadas 

no termobloco a uma agitação de 1000 rpm.  O planejamento foi realizado em três diferentes 

tempos de hidrólise, 24, 48 e 72 h. Após estes períodos, as amostras foram centrifugadas a uma 

velocidade de 10000 rpm por 15 min a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante foi recolhido 

para posterior quantificação dos prebióticos produzidos. As variáveis independentes avaliadas 

dos planejamentos foram a temperatura e o pH, tendo como variável resposta a concentração 

de XOS totais. A Tabela 4 apresenta os níveis com as respectivas variáveis utilizados nos 

DCCRs. A análise estatística dos planejamentos foi realizada através do software Statistica 7.0 

(STATSOFT, 2008).  
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Tabela 4. Níveis utilizados nos DCCRs para Hidrólise Enzimática da Xilana Extraída do Colmo 

de Bambu. 

 

Variáveis  

  Níveis    

(-1,41)  (-1)  (0)  (+1)  (+1,41)  

Temperatura (°C) 35,9  40 50 60 64,1 

pH 3,59  4,0 5,0  6,0  6,41  

  

 

4.5.5. Quantificação dos Xilo-oligossacarídeos 

 

 A quantificação dos XOS resultantes da hidrólise enzimática da xilana extraída do 

colmo do bambu foi realizada por meio da cromatografia de troca iônica com detecção 

amperométrica pulsada (HPLC-PAD), utilizando o cromatógrafo Dionex® (Sunnyvale, CA, 

Estados Unidos) equipado com a coluna Carbopac PA-100 (4 x 250 mm) e uma coluna de 

proteção Carbopac PA-100 (4 x 50 mm), bomba GP50, detector eletroquímico ED40 e um 

detector de índice de refração que adotou um gradiente linear de A (NaOH 50 mM) e B (Acetato 

de Sódio 500 mM mais NaOH 50 mM) utilizando o software PEAKNET. As áreas de pico 

integradas foram  ajustadas com base em padrões da Megazyme®: xilobiose (X2), xilotriose 

(X3), xilotretose (X4), xilopentose (X5) e xilohexose (X6). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Caracterização Físico-química das Biomassas Lignocelulósicas 

 

 A Tabela 5 demonstra a composição físico-química em base seca das espécies de duas 

espécies de colmo de bambu Bambusa vulgaris variedade vittata e Dendrocalamus latiflorus. 

Em todos os parâmetros determinados pode-se observar que houve diferenças significativas a 

um nível de confiabilidade de 95%  por meio da Análise de Variância e Teste de Tukey. As 

diferenças e discrepâncias entre os valores dependem da composição química, física e 

anatômica dos materiais lignocelulósicos e, também, da espécie, variedade, tipo de solo, 

condições climáticas, idade da planta, entre outros (GUIMARÃES et al., 2013).    

 

Tabela 5. Composição Química em Base Seca de Diferentes Espécies de Colmo de Bambu. 

Composição (%) B. vulgaris D. latiflorus 

Celulose (%) 48,20 + 0,55a 42,06 + 1,65b 

Hemicelulose (%), sendo: 18,79 + 0,48b 26,42 + 1,01a 

Xilana (%) 18,40 + 0,45b 25,42 + 0,90a 

Grupos Arabinose (%) 0,39 + 0,03b 1,00 + 0,11a 

Lignina Total (%) 18,70 + 0,79a 12,56 + 0,53b 

Extrativos (%) 11,93 + 0,88b 14,91 + 0,52a 

Cinzas (%) 2,23 + 0,13a 1,36 + 0,04b 

Total (%) 99,85 97,31 

*Médias que não compartilham uma mesma letra são significativamente diferentes, com 95% de 

confiança (p < 0,05). 

 

 O percentual de celulose corresponde uma das frações de maior interesse do ponto de 

vista do aproveitamento biotecnológico, uma vez que como é formada por uma cadeia de 

unidades de glicose, ela pode ser aplicada para obtenção dos mais diversos biocompostos, como 

açúcares, prebióticos, bioetanol, ácidos orgânicos, entre outros (HE et al., 2014). Conforme os 

resultados obtidos, observa-se que ambas as espécies avaliadas apresentaram elevados teores 

de celulose, sendo até maiores do que biomassas comumente empregadas em processos 

biotecnológicos. A espécie de bambu B. vulgaris apresentou o maior percentual de celulose 

(48,20%) enquanto a espécie D. latiflorus demonstrou um teor de 42,06%. Drumond e 

Wiedman (2017) obtiveram um percentual de 45% de celulose para o B. vulgaris, enquanto 
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Hernandez-Mena, Pecora, Beraldo (2014) para o D. giganteus foi encontrado um teor de 

celulose de 47,5%. Antônio Bizzo et al., (2014) em seus estudos encontraram teores de celulose 

para o bagaço e palha de cana de 35,3% e 36,7%, respectivamente; enquanto Huang et al. (2019) 

obtiveram um percentual de 32,7% de celulose para a palha do milho. Tendo em vista o maior 

percentual de celulose encontrado entre as amostras analisadas, foi selecionada a espécie de 

colmo de bambu Bambusa vulgaris variedade vittata para os estudos de aproveitamento da 

fração celulósica do colmo de bambu, apresentados posteriormente. 

 Assim como a celulose, o teor de hemicelulose de biomassas lignocelulósicas 

consideravelmente interessante para aplicações em bioprocessos, tendo em vista sua 

composição heterogênea formada por diferentes açúcares como arabinose, galactose, manose 

interligados no componente majoritário desta porção, a xilana, porção esta de grande interesse 

para obtenção de prebióticos, como os xilo-oligossacarídeos, e xilose (DA SILVA;  et al., 

2020). Conforme os resultados obtidos, ambas as espécies de colmo de bambu estudadas 

apresentaram elevados teores de hemicelulose, sendo o D. latiflorus com o maior percentual de 

26,42% composto de 25,42% de xilana e 1% de grupos arabinose, enquanto o B. vulgaris 

apresentou um percentual de 18,79 % composto por 0,39 % de grupos arabinose e 18,40% de 

xilana. Ao caracterizar o bambu Phyllostachys heterocycla Britto et al. (2015) obtiveram um 

teor de hemicelulose de 23%, enquanto Drumond e Wiedman (2017) obtiveram um percentual 

de 21% de hemicelulose para o B. vulgaris. Hernandez-Mena, Pecora, Beraldo (2014) 

obtiveram  para o D. giganteus um teor de hemicelulose de 15,4%. Antônio Bizzo et al., (2014) 

em seus estudos de caracterização encontraram percentuais de hemicelulose para o bagaço e 

palha de cana de 22,9% e 20,5%, respectivamente; enquanto Sorn et al. (2019) obtiveram um 

percentual de15,7% de hemicelulose para a palha de arroz. Tendo em vista o maior percentual 

de hemicelulose e consequentemente maior teor de xilana encontrado entre as amostras 

analisadas, foi selecionada a espécie de colmo de bambu Dendrocalamus latiflorus para os 

estudos de aproveitamento da fração xilana presente no colmo de bambu, apresentados 

posteriormente. 

 O teor de lignina total pode ser um fator decisivo para a escolha de uma determinada 

biomassa lignocelulósica para ser aplicada em um determinado processo, tendo em vista que 

são desejáveis menores valores deste componente, uma vez que este composto intensifica a 

recalcitrância das matrizes vegetais e acaba protegendo e mantendo a integridade da celulose e 

hemicelulose seja por tratamentos químicos, físicos e/ou enzimáticos (BICHOT et al., 2018). 

Diante os resultados obtidos, observa-se que a espécie D. latiflorus apresentou um menor teor 

de lignina total (12,56%) quando comparado com B. vulgaris (18,7%). Hernandez-Mena, 
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Pecora, Beraldo (2014) encontraram um teor de lignina total de 26,3 % para o bambu da espécie 

D. giganteus Munro, enquanto Brito et al., (2015) encontraram um percentual de lignina total 

de 23% para o colmo de bambu Phyllostachys heterocycla. Quando comparadas com outras 

matrizes vegetais, observa-se que os teores de lignina encontrados para o D. latiflorus e o B. 

vulgaris foram próximos ou até mesmo inferiores, indicando que ambas as espécies poderiam 

ser aplicadas em bioprocessos a depender dos objetivos desejados. Antônio Bizzo et al., (2014) 

em seus estudos encontrou teores de lignina total para o bagaço e palha de cana de 14,7% e 

11,5%, respectivamente; enquanto Sorn et al., (2019) observou um percentual total de lignina 

de 20% para a palha de arroz. 

 O percentual de extrativos é outro importante parâmetro composicional das biomassas 

lignocelulósicas e que indica o conteúdo de ácidos graxos, álcoois de cadeia longa, ceras, 

resinas, esteroides, compostos fenólicos e glicosídeos solúveis em água e em solventes 

orgânicos presentes nas mesmas (GUIMARÃES et al., 2013). Diante os resultados obtidos, 

observa-se que ambas as variedades estudadas apresentaram elevados teores de extrativos. A 

espécie D. latiflorus apresentou um maior percentual (14,91%) quando comparada com a 

espécie B. vulgaris (11,93%). Daza et al., (2013) em seus estudos verificaram percentuais de 

extrativos de 18,02% para o colmo de bambu da espécie Bambusa vulgaris e 11,97% para 

espécie Dendrocalamus strictus, enquanto que Hernandez-Mena, Pecora, Beraldo (2014) 

encontraram em suas pesquisas um teor de extrativos de 4,9% para o bambu D. giganteus 

Munro. 

 O teor de cinzas é um parâmetro físico-químico que indica o percentual de minerais 

presente nas biomassas lignocelulósicas. Apesar de serem consideravelmente importantes como 

nutrientes para os micro-organismos, uma vez que são necessários para o desenvolvimento da 

biomassa e para impulsionar as reações de biossíntese e manutenção celular, servindo de 

cofatores para as enzimas, altos teores de cinzas podem promover um efeito reverso, inibindo 

os bioprocessos  (SANTOS; et al., 2007; SILVA; et al., 2016). Conforme os resultados obtidos 

na Tabela 5 foram observados baixos de teores de cinzas, condizentes com a literatura. A 

espécie B. vulgaris apresentou um maior percentual (2,23%) quando comparada com a espécie 

D. latiflorus (1,36%). Ao avaliar a composição do colmo de bambu Dendrocalamus giganteus 

de 2 anos de idade,  Marinho et al., (2012) obtiveram um teor de cinzas de 0,74%. Guimarães 

et al., 2013 relatam em seu trabalho um teor de cinzas de 2,06 % do colmo de bambu Bambusa 

vulgaris variedade Schrad. 
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5.2. Extração da Celulose 

 

 O colmo de bambu da espécie Bambusa vulgaris variedade vittata selecionado foi 

submetido ao processo de extração de celulose, no qual obteve-se um rendimento de extração 

médio de 41,87%, enquanto a eficiência média obtida do processo foi de 86,87 %. O rendimento 

de extração indica a relação entre a quantidade de celulose obtida e a massa de amostra de 

farinha integral do colmo de bambu submetida ao processo. Já a eficiência de extração indica a 

relação entre a massa de celulose obtida e a massa de celulose presente na amostra da farinha 

integral do colmo de bambu. Os resultados obtidos demonstram que a técnica utilizada é 

consideravelmente interessante, uma vez que proporcionou alto rendimentos e eficiência de 

extração, o que baseado nesses cálculos teóricos poderia ser viável tendo em vista o seu 

potencial de aplicações biotecnológicas. Ao avaliar a extração da celulose do colmo de bambu 

da espécie Phyllostachys sulphurea com tratamento alcalino e com tratamento alcalino mais 

líquido iônico Yang et al., (2013) obtiveram rendimentos de extração de 29,62% e 20,88% 

respectivamente. Há uma escassez considerável na literatura de trabalhos que abordem a técnica 

de extração de celulose em colmos de bambu.  

  

5.3. Caracterização da Celulose Extraída do Colmo de Bambu 

 

5.3.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

 A Figura 7 apresenta as bandas que formam o Espectro de Absorção de Infravermelho 

com  Transformada de Fourier (FTIR) da celulose extraída do colmo de bambu B. vulgaris. A 

partir desta análise foi possível caracterizar a estrutura química da fração lignocelulósica 

estudada por meio da identificação dos principais grupos funcionais presentes na amostra (XU, 

FEI XIANG et al., 2020). Através na análise do diagrama espectral obtido observa-se a 

formação de duas regiões principais de absorção. A primeira em comprimentos de onda baixos, 

no intervalo 430 - 1.650 cm −1 e a segunda em comprimentos de onda mais altos no intervalo 

de 2800 - 3500 cm −1. No entanto, picos de absorção específicos podem ser identificados para 

cada componente particular por banda de absorção. Foram identificadas bandas em 559,35 

cm−1, 617,11  cm−1 e 898,85  cm−1. As bandas nessa região abaixo de 1000 cm−1 são  atribuídas 

para identificação do esqueleto da molécula contendo deformações exocíclicas e da presença 

de ligações do tipo C-O-C na estrutura. A banda em torno de 870 cm−1  é característica da região 
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anomérica indicando a conformação do tipo α da cadeia de celulose (ABREU et al., 2012; OH 

et al., 2005).  

 

Figura 7. Espectro de Absorção no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da 

Celulose Extraída do Colmo do Bambu Bambusa vulgaris Variedade vittata. 

 

 A banda de 1049,34 cm -1 indica as vibrações de estiramento do grupo C-O-C, a partir 

das ligações glicosídicas e flexões dos agrupamentos O-H a partir dos álcoois. A banda de 

1425,57 cm -1 demonstra deformações de ligações do tipo H-C-H  e CH2OH.  A banda em torno 

do 1630 cm -1 indica flexão dos agrupamentos hidroxila (O-H) da água demonstrando a 

presença de água adsorvida na fração celulósica avaliada. Todos os espectros de FTIR foram 

desenvolvidos após o mesmo processo de secagem, porém a água adsorvida nas moléculas de 

celulose é fortemente ligada, acaba se tornando consideravelmente muito difícil de retirá-la 

devido a esta interação (MORÁN et al., 2008; OH et al., 2005). As bandas 2919, 85 e 3440,72 

cm -1 indicam vibrações de estiramento de C-H e O-H respectivamente, característica intrínseca 

à celulose o que demonstra sua integridade (XU, FEI XIANG et al., 2020). Como não foram 



 

50 
 

observadas bandas na faixa de 1728 cm -1, caracterizadas por ligações do tipo C=O,  não foram 

averiguados vestígios de hemicelulose na celulose extraída do colmo de bambu B. vulgaris. Em 

decorrência da ausência de largas bandas de absorção entre os comprimentos de onda 1500 – 

1600 cm -1 relacionadas com as vibrações do anel aromático, não foi detectado a presença de 

lignina na fração celulósica estudada (MORÁN et al., 2008). 

 

5.3.2. Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

 Para avaliar a estabilidade térmica da celulose extraída do colmo de bambu B. vulgaris 

variedade vittata foi realizada a análise termogravimétrica. A Figura 8 exibe as curvas TG da 

amostra. Por meio da análise das mesmas observa-se um início de uma pequena perda de massa 

a temperaturas mais baixas (< 100 °C) correspondendo à possível perda de água absorvida por 

meio do processo de evaporação (XU, JIA TONG; CHEN, 2019). Verificou-se uma leve perda 

de massa até 250 °C, correspondendo a região termoestável da amostra. Na faixa de 250-350 

ºC foi observado um aumento drástico de perda de massa com um decaimento de 80,9 % sendo 

posteriormente seguidas por perdas de massa lentas até 900 °C.  

 
Figura 8. Curvas da Análise Termogravimétrica da Celulose Extraída do Colmo do Bambu 

Bambusa vulgaris. 

 

 Foi observado apenas 1 pico de perda de massa na temperatura de 337,07 ºC, indicando 

que a celulose extraída do colmo de bambu avaliado encontra-se livre de outros compostos da 

parede celular vegetal, como a lignina e a hemicelulose, além de outras substâncias que 
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poderiam estar adsorvidas na fração celulósica mediante o processo de extração (XU, JIA 

TONG; CHEN, 2019). Não foram observados dados na literatura que avaliaram a estabilidade 

térmica da celulose extraída por meio da técnica utilizada a partir do colmo de bambu. Mesmo 

assim os resultados obtidos se assemelham com os dados de Morán et al., (2008) que obtiveram 

um pico de degradação da celulose de sisal (Agave sisalana) na temperatura de 348 ºC, que 

apesar de ser outra matriz vegetal, apresentou-se bem próximo do bambu estudado. Ao 

caracterizarem a nanocelulose de fibras de oliva Kian et al., 2020 obtiveram um comportamento 

de decaimento de massa semelhante ao do Bambusa vulgaris estudado, além de picos de 

decaimento médio em torno dos 350 ºC que refletem em uma celulose termicamente estável. 

 

5.4. Aproveitamento Biotecnológico da Fração Celulósica do Colmo do Bambu 

 

5.4.1. Produção de Nanocelulose 

 

 

 Para avaliar a produção de nanocelulose por meio da hidrólise enzimática, foram 

avaliadas tanto a farinha integral do colmo de bambu da espécie B. vulgaris variedade vittata 

como a sua própria celulose extraída, conforme os gráficos A e B representados na Figura 9. 

Ambas as amostras também foram submetidas ao processo de hidrólise enzimática assistida de 

ultrassom (representada pelas barras pretas), avaliando seus efeitos com relação à hidrólise 

enzimática convencional (representada pelas barras cinzas).  

 Ao analisar os resultados obtidos para a farinha integral do bambu não foram 

encontradas diferenças significativas mediante à ANOVA e o Teste de Tukey a um nível de 

confiabilidade de 95% entre as amostras que sofreram apenas o tratamento enzimático e as 

amostras que foram submetidas ao tratamento enzimático assistido de ultrassom ao longo de 72 

horas de hidrólise. Em média foi verificado um rendimento médio 11,25% de nanocelulose.  

Acredita-se que a presença da hemicelulose e da lignina na matriz vegetal  confere a 

recalcitrância da biomassa lignocelulósica, o que impediria e/ou dificultaria  o desempenho das 

enzimas celulolíticas em acessar a fração celulósica. Além disso esta mesma recalcitrância 

confere maior resistência  ao  vegetal aos mais diversos tratamentos, sejam eles químicos, 

físicos ou biológicos , incluindo nestes o ultrassom  (BICHOT et al., 2018). Estes resultados 

sugerem  a necessidade de algum pré-tratamento na biomassa lignocelulósica,  para remoção 

gradual de lignina e hemicelulose  e/ou intensificar a frequência e o tempo de duração do 

tratamento assistido com ultrassom.
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Figura 9. Produção de Nanocelulose a partir da Hidrólise Enzimática da Farinha Do Colmo do 

Bambu B. vulgaris (A) e da Celulose Extraída desta mesma Matriz Vegetal (B). As amostras    

(   ) foram submetidas apenas à hidrólise enzimática enquanto as amostras (    )  foram 

submetidas à hidrólise enzimática assistida de ultrassom. *Médias que não compartilham uma mesma 

letra são significativamente diferentes, com 95% de confiança. 

 

 Por outro lado, ao analisar os resultados obtidos para a celulose extraída do colmo de 

bambu B. vulgaris variedade vittata, verificou-se que o ensaio correspondente ao tempo de 

hidrólise enzimática de 48 h assistida de ultrassom apresentou-se estatisticamente diferente dos 

demais ensaios, observando um alto rendimento (52,6%) de obtenção de nanocelulose. A 

aplicação de ondas ultrassônicas gera cavitação , o que leva à formação de radicais livres, 

turbulência local e microturbulência. A microcirculação líquida pode melhorar o transporte de 

fluido e reduzir a resistência à transferência de massa em sistemas heterogêneos . A cavitação 

pode causar mudanças no nível molecular, aumentando a transferência de massa e minimizando 

o tempo do processo, garantindo a segurança e a qualidade do produto. O mecanismo de 

cavitação pode acelerar as taxas de reação enzimática ao empregar a energia do ultrassom, 
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aumentando a movimentação das moléculas líquidas e, consequentemente, o acesso do 

substrato ao sítio ativo da enzima (DALAGNOL et al., 2017; DE CARVALHO SILVELLO; 

MARTÍNEZ; GOLDBECK, 2019). Diante os resultados obtidos, acredita-se que 24 horas de 

hidrólise não foram suficientes para que as endoglucanases e as β-glicosidases presentes no 

coquetel enzimático atuassem na celulose extraída mesmo com o auxílio do ultrassom, 

enquanto provavelmente o tempo de hidrólise de 72 horas tenha sido excedente, indicando que 

estes biocatalisadores possam ter clivado a nanocelulose produzida, liberando açúcares no 

meio, como glicose e celo-oligômeros (BARBOSA et al., 2020). 

 Ao  avaliar a produção de nanocristais de celulose a partir da hidrólise enzimática 

assistida de ultrassom de celulose microcristalina, Cui et al. (2016) obtiveram um rendimento 

máximo de 22,57% a partir de 120 h de hidrólise enzimática combinado de 10 tratamentos 

ultrassônicos a cada 60 minutos, enquanto o rendimento máximo de nanocristais de celulose foi 

de apenas 15,76% na ausência de ultrassom. Ao estudar a produção de nanocelulose a partir da 

celulose extraída da casca do arroz, por meio da hidrólise ácida convencional para produção de 

nanocelulose, utilizando ácido sulfúrico a 65%,  Rashid e Dutta (2020) obtiveram um 

rendimento máximo de 41,30%. Wijaya et al. (2019) obtiveram um rendimento máximo de 

50,67% de nanocristais de celulose a partir da hidrólise ácida com ácido sulfúrico a 54,73% a 

partir do broto de bambu da espécie Dendrocalamus asper. Todos estes trabalhos acabam 

indicando que o processo executado é eficiente para a produção de nanocelulose  a partir da 

celulose extraída do colmo de bambu, tendo em vista o elevado rendimento obtido, além de ser 

ecologicamente mais amigável uma vez que a mesma proporcionou rendimentos tão bons 

quanto o processo convencional que utiliza elevadas concentrações de ácidos. 

 

5.4.2. Produção de Glicose  

   

 Para avaliar a produção de glicose por meio da hidrólise enzimática em diferentes 

tempos da fração celulósica  do colmo de bambu B. vulgaris foram realizados dois 

Delineamentos Compostos Centrais Rotacionais (DCCRs), sendo um para a farinha integral do 

colmo de bambu e outro para a celulose extraída da mesma matriz vegetal, tendo como variáveis 

independente o pH e a temperatura e como dependente a eficiência de hidrólise. Os resultados 

obtidos para hidrólise da farinha integral do colmo de bambu encontram-se na Tabela 6. 
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Tabela 6. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da Hidrólise Enzimática da 

Farinha do Colmo de Bambu B. vulgaris em diferentes Tempos de Hidrólise. 

 

 Em todos os ensaios do delineamento experimental realizado para a farinha integral do 

colmo do bambu B. vulgaris foram observadas baixas concentrações de glicose e 

consequentemente baixas eficiências de hidrólise enzimática. Os resultados variaram de 1,20 a 

4,22 g/L de glicose obtida com valores de eficiência de 6,02 a 21,10 %. As melhores condições 

foram encontradas no ensaio 3 (temperatura de 60 ºC e pH 4,0) no tempo de 72 horas de 

hidrólise enzimática, uma vez este proporcionou uma maior concentração de glicose e 

consequentemente apresentou uma maior eficiência de hidrólise.  

Mediante a análise dos efeitos das variáveis independentes, apresentados pelos gráficos 

de pareto e pelas tabelas da ANOVA, Figura 10 e Tabelas 7,8 e 9 respectivamente, observa-se 

que para os tempos de hidrólise de 24 e 48 horas, nenhuma variável estudada apresentou efeito 

significativo na eficiência de hidrólise da fração celulósica contida na farinha integral do colmo 

de bambu avaliado, apenas no tempo de 72 horas a temperatura mostrou-se significativa com 

efeito negativo, indicando que maiores valores desta variável proporcionam menores 

eficiências de hidrólise enzimática, além disso, a interação entre o pH e a temperatura 

apresentou um efeito significativo antagônico, indicando que o aumento de uma das variáveis 

e a diminuição dos valores da outra proporcionam maiores valores da variável resposta. 

 Tempos de 

Hidrólise 

Enzimática 

   

24 h 

  

48 h 

  

72 h 

 

Ensaio 

 

Temperatura 

(°C) 

 

pH 

 

Glicose  

(g/L) 

Eficiência 

de 

Hidrólise 

(%) 

 

Glicose 

(g/L) 

Eficiência 

de 

Hidrólise 

(%) 

 

Glicose 

(g/L) 

Eficiência 

de 

Hidrólise 

(%) 

1 40 4 1,66 8,28 1,84 9,21 2,45 12,24 

2 40 6 1,51 7,53 1,47 7,37 1,45 7,23 

3 60 4 1,49 7,47 1,70 8,48 4,22 21,10 

4 60 6 1,20 6,02 1,26 6,31 1,44 7,19 

5 35,9 5 1,60 7,98 1,58 7,89 2,59 12,95 

6 64,1 5 1,32 6,60 1,48 7,41 1,36 6,82 

7 50 3,59 1,75 8,74 2,46 12,28 2,17 10,84 

8 50 6,41 1,61 8,03 1,78 8,91 1,69 8,45 

9 (C) 50 5 1,70 8,49 2,41 12,06 2,41 12,06 

10 (C) 50 5 1,99 9,97 2,35 11,75 2,19 10,95 

11 (C) 50 5 2,04 10,21 1,95 9,75 2,09 10,46 
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 O aumento da temperatura desse processo enzimático por longos períodos de tempo 

poderia atuar de forma a desnaturar as β-glicosidases, as celobihidrolases e as endoglucanases 

que formam o complexo celulolítico do coquetel enzimático aplicado, o que poderia explicar o 

efeito dessa variável. Temperaturas mais altas que a ótima em processos enzimáticos levam à 

diminuição drástica da velocidade de reação, desencadeando o desdobramento de grandes 

segmentos da cadeia polipeptídica, ocasionando a desnaturação (DAMORAN, PARK, 

FENNEMA, 2010).  

 Analisando o processo de maneira geral, acredita-se que a presença da lignina e da 

hemicelulose na farinha integral do colmo do bambu estudado, confere certa resistência a 

mesma o que pode impossibilitar o acesso das enzimas celulolíticas na fração celulósica da 

matriz vegetal, o que pode explicar as baixas concentrações de glicose e eficiências de hidrólise 

observadas nos dados obtidos (BICHOT et al., 2018). Tratamentos que extraiam a celulose ou 

removam a lignina e a hemicelulose, poderiam ser realizados de modo a deixar a celulose do 

material mais biodisponível para ação dos biocatalisadores, liberando assim mais açúcar no 

meio e consequentemente melhorando a eficiência de hidrólise enzimática (BANOTH et al., 

2017). 

 A Figura 11 apresenta as curvas de nível e as superfícies de resposta dos DCCRs 

realizados para hidrólise enzimática da farinha integral do colmo do bambu B. vulgaris 

variedade vittata nos tempos de 24, 48 e 72 horas. O comportamento dos gráficos nos tempos 

de 24 e 48 horas de hidrólise são consideravelmente semelhantes, enquanto em 72 horas a curva 

e a superfície apresentam uma outra tendência para a região ótima. Apesar de apresentar 

variáveis significativas, gerando um modelo estatístico, o DCCR no tempo de 72 horas de 

hidrólise apresentou falta de ajuste, conforme a ANOVA da Tabela 9. 
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Figura 10.  Gráficos de Pareto com os Efeitos  Estimados dos DCCRs Realizados para a  

Farinha Integral do  Colmo do Bambu B. vulgaris. 
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Tabela 7. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrólise Enzimática da Farinha Integral do 

Colmo de Bambu de 24 horas do B. vulgaris.  *p: Valores significativos para valores de p < 0,05. 

 

 

Tabela 8. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrólise Enzimática da Farinha Integral do 

Colmo de Bambu de 48 horas do B. vulgaris.  *p: Valores significativos para valores de p < 0,05. 

 

Tabela 9. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrólise Enzimática da Farinha Integral do 

Colmo de Bambu de 72 horas do B. vulgaris.  *p: Valores significativos para valores de p < 0,05. 

Fator Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F p 

(1) pH (L) 0,0028 1 0,00285 0,00423 0,954039 

pH (Q) 0,0479 1 0,04788 0,07125 0,814527 

(2) T (°C) (L) 62,1611 1 62,16109 92,49703 0,010639* 

T (°C) (Q) 0,2540 1 0,25400 0,37796 0,601324 

1x2 19,8025 1 19,80250 29,46654 0,032301* 

Falta de Ajuste 77,8815 3 25,96051 38,62979 0,025339* 

Erro puro 1,3441 2 0,67203   

Erro Residual 

Total 161,4515 10    

R2 0,5093     

Fator Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F p 

(1) pH (L) 0,76189 1 0,76189 0,48465 0,558347 

pH (Q) 24,62759 1 24,62759 15,66608 0,058305 

(2) T (°C) (L) 9,62705 1 9,62705 6,12395 0,131775 

T (°C) (Q) 2,14165 1 2,14165 1,36234 0,363465 

1x2 0,02722 1 0,02722 0,01732 0,907346 

Falta de Ajuste 3,50256 3 1,16752 0,74268 0,617460 

Erro puro 3,14407 2 1,57203   

Erro Residual 

Total 41,69040 10    

R2 0,8457     

Fator Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F p 

(1) pH (L) 2,28839 1 2,288394 2,62729 0,246487 

pH (Q) 8,98010 1 8,980100 10,31000 0,084833 

(2) T (°C) (L) 1,28093 1 1,280930 1,47063 0,349050 

T (°C) (Q) 2,87515 1 2,875153 3,30095 0,210881 

1x2 0,12250 1 0,122500 0,14064 0,743679 

Falta de Ajuste 0,71534 3 0,238446 0,27376 0,842940 

Erro puro 1,74202 2 0,871008   

Erro Residual 

Total 15,85507 10    

R2 0,8451     
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Figura 11. Curvas de Nível e Superfícies de Resposta do DCCR da Hidrólise Enzimática da Farinha do Colmo de 

Bambu B. vulgaris. 

24 h 

48 h 
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Com relação ao Delineamento Composto Central Rotacional realizado para a celulose 

extraída do colmo de bambu B . vulgaris variedade vittata, os resultados obtidos para hidrólise 

encontram-se na Tabela 10. 

 

Tabela 10. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da Hidrólise Enzimática da 

Celulose Extraída do Colmo de Bambu B. vulgaris em diferentes Tempos de Hidrólise. 

 

 

Diferentemente dos resultados obtidos para a farinha integral do bambu, em todos os 

ensaios do delineamento experimental realizado para a celulose extraída do colmo do bambu 

B. vulgaris foram observadas consideráveis  concentrações de glicose e consequentemente altas 

eficiências de hidrólise enzimática. De maneira geral, conforme o aumento do tempo de 

hidrólise, observa-se um aumento da produção de glicose em quase todos os ensaios, 

averiguando maiores valores de eficiência de hidrólise no tempo de 72 horas. Os resultados 

variaram de 2,09 a 19,8 g/L de glicose obtida com valores de eficiência de 10,47 a 99 %. As 

melhores condições foram encontradas no ensaio 5 (temperatura de 35,9 ºC e pH 5,0) no tempo 

de 72 horas de hidrólise enzimática, uma vez este proporcionou uma maior concentração de 

glicose e consequentemente apresentou uma maior eficiência de hidrólise.  

Mediante a análise dos efeitos das variáveis independentes, apresentados pelos gráficos 

de pareto e pelas tabelas da ANOVA, Figura 12 e Tabelas 11, 12 e 13  respectivamente, observa-

se que para todos os tempos de hidrólise as variáveis independentes pH e temperatura foram 

 Tempos de 

Hidrólise 

Enzimática 

   

24 h 

  

48 h 

  

72 h 

 

Ensaio 

 

Temperatura 

(°C) 

 

pH 

 

Glicose  

(g/L) 

Eficiência 

de 

Hidrólise 

(%) 

 

Glicose 

(g/L) 

Eficiência 

de 

Hidrólise 

(%) 

 

Glicose 

(g/L) 

Eficiência 

de 

Hidrólise 

(%) 

1 40 4 9,18 45,86 14,03 70,15 15,7 78,5 

2 40 6 7,50 37,50 10,44 52,18 14,24 71,2 

3 60 4 3,55 17,76 4,19 20,96 4,22 21,11 

4 60 6 1,87 9,35 2,09 10,47 2,31 11,54 

5 35,9 5 9,79 48,95 11,17 55,85 19,8 99,00 

6 64,1 5 2,09 10,47 2,61 13,07 2,66 13,31 

7 50 3,59 8,85 44,26 10,76 53,79 6,53 32,63 

8 50 6,41 5,90 29,51 6,69 33,45 7,86 39,3 

9 (C) 50 5 8,02 40,10 13,58 67,89 17,10 85,49 

10 (C) 50 5 8,65 43,25 14,36 71,80 18,15 90,74 

11 (C) 50 5 9,11 45,53 14,75 73,74 17,26 86,32 
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significativas sob a eficiência de hidrólise, apresentando um efeito negativo, indicando que 

maiores valores das mesmas promovem menores valores da variável resposta 

. Não foram observados efeitos de interação sinérgicos ou antagônicos nos tempos e nas 

condições de hidrólise estudadas.   O efeito negativo da temperatura pode ser explicado pelo 

possível desdobramento das cadeias polipeptídicas do complexo celulolítico do coquetel 

enzimático causado pela desnaturação térmica, como explicado anteriormente para a farinha de 

bambu no tempo de 72 horas de hidrólise (LORENCI WOICIECHOWSKI et al., 2020).  

Quanto ao efeito negativo do pH sabe-se que baixos valores dessa variável podem 

proporcionar maiores eficiências de hidrólise, tendo em vista que os ácidos solubilizam 

principalmente a porção da hemicelulose da biomassa lignocelulósica e também parte da 

lignina, podendo tornar a fração celulósica mais exposta e acessível, facilitando a ação das 

enzimas celulolíticas (LORENCI WOICIECHOWSKI et al., 2020). 
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Figura 12.  Gráficos de Pareto com os Efeitos  Estimados dos DCCRs Realizados para a 

Hidrólise Enzimática da Celulose Extraída do Colmo do Bambu B. vulgaris. 

24 h 

48 h 

72 h 
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Tabela 11. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrólise Enzimática de 24 horas da Celulose 

Extraída Colmo de Bambu do B. vulgaris.  *p: Valores significativos para valores de p < 0,05. 

 

Tabela 12. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrólise Enzimática de 48 horas da Celulose 

Extraída do Colmo de Bambu do B. vulgaris.  *p: Valores significativos para valores de p < 0,05. 

 

Tabela 13. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrólise Enzimática de 72 horas da Celulose 

do Colmo de Bambu do B. vulgaris.  *p: Valores significativos para valores de p < 0,05. 

Fator Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F p 

(1) T (°C) (L) 1530,952 1 1530,952 205,9309 0,004821* 

T (°C) (Q) 365,489 1 365,489 49,1625 0,019740* 

(2) pH (L) 176,999 1 176,999 23,8084 0,039528* 

pH  (Q) 112,203 1 112,203 15,0926 0,060324 

1x2 0,001 1 0,001 0,0001 0,993517 

Falta de Ajuste 67,035 3 22,345 3,0056 0,259548 

Erro puro 14,869 2 7,434   

Erro Residual 

Total 2182,380 10    

R2 0,96247     

Fator Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F p 

(1) T (°C) (L) 7094,43 1 7094,427 890,7413 0,001121* 

T (°C) (Q) 1409,55 1 1409,546 176,9756 0,005603* 

(2) pH (L) 6,91 1 6,914 0,8681 0,449845 

pH  (Q) 3786,34 1 3786,336 475,3937 0,002097* 

1x2 1,29 1 1,288 0,1617 0,726466 

Falta de Ajuste 89,06 3 29,687 3,7274 0,218715 

Erro puro 15,93 2 7,965   

Erro Residual 

Total 11407,91 10    

R2 0,9908     

Fator Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F p 

(1) T (°C) (L) 2865,326 1 2865,326 322,7069 0,003084* 

T (°C) (Q) 1931,161 1 1931,161 217,4968 0,004566* 

(2) pH (L) 409,512 1 409,512 46,1212 0,021001* 

pH  (Q) 1093,048 1 1093,048 123,1044 0,008026* 

1x2 14,006 1 14,006 1,5775 0,335964 

Falta de Ajuste 116,157 3 38,719 4,3607 0,192163 

Erro puro 17,758 2 8,879   

Erro Residual 

Total 5797,786 10    

R2 0,9769     
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A Figura 15 apresenta as curvas de nível e as superfícies de resposta dos DCCRs 

realizados para hidrólise enzimática da celulose extraída do colmo do bambu B. vulgaris 

variedade vittata nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os comportamentos dos gráficos ao longo 

desses intervalos de hidrólise são consideravelmente semelhantes, indicando uma região de 

ótimo para regiões de menores valores de temperatura e menores valores de pH, conforme os 

efeitos estimados discutidos anteriormente. A Tabela 14 demonstra as respectivas equações 

com os modelos estatísticos para cada intervalo de hidrólise enzimática, obtidos a partir dos 

dados observados. 

 

Tabela 14. Modelos estatísticos da Hidrólise Enzimática da Celulose Extraída do Colmo de 

Bambu B. vulgaris Variedade vittata. 

Tempo de Hidrólise (h) Modelo R2 

24 Z = - 177,23 + 6,67.x - 0,08.x2 + 39,93.y - 4,46.y2 - 0,00125.x.y 0.96 

48 Z = - 561,81 + 15,66.x - 0,18.x2 + 122,61.y - 13,91.y2 + 0,19.x.y 0,98 

72 Z = - 815,45 + 13,10.x - 0,16.x2 + 260,85.y - 25,89.y2 - 0,06.x.y 0,99 

*Legenda:  Z = eficiência de hidrólise (%), x = Temperatura (°C) e y = pH. 

 

Ao analisar o processo geral como um todo e comparando os resultados obtidos para a 

celulose extraída do colmo do bambu com os da farinha integral da mesma biomassa 

lignocelulósica, percebe-se a diferença de panoramas em termos de rendimentos de glicose e 

eficiência de hidrólise, corroborando com o proposto por Bichot et al. (2018) e Banoth et al. 

(2017) que concordam na necessidade um tratamento prévio na biomassa lignocelulósica para 

que haja uma maior eficiência de catálise enzimática. Além disso, o fato de o melhor ensaio 

ocorrer em uma menor temperatura, do ponto de vista industrial isso acaba se tornando bastante 

satisfatório, tendo em vista principalmente a possível economia de energia para um processo 

como esse em grande escala. 

Ao avaliar a produção de glicose a partir do colmo de bambu Neosino calamus affinis 

pré-tratado alcalinamente com NaOH 0,5 % A 170 °C e submetido ao processo de hidrólise 

enzimática a uma agitação de 150 rpm, 50 °C por 72 horas, Yang et al. (2019) obtiveram uma 

eficiência de hidrólise de 53,3 %, enquanto Huang et al. (2019) ao submeter o colmo do bambu 

de espécie Phyllostachys heterocycla pré-tratado com ácido sulfúrico a 1 %, a 160 °C por 60 

minutos adicionando ureia posteriormente, obtiveram uma eficiência de hidrólise de 61,4 % por 

meio da hidrólise enzimática a 50 °C, 150 rpm, durante 48 horas.  
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Figura 15. Curvas de Nível e Superfícies de Resposta do DCCR da Hidrólise Enzimática da Celulose Extraída do 

Colmo de Bambu B. vulgaris.
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5.4.3. Produção de Bioetanol 

 

 Para a avaliação da produção de etanol, foram utilizados o hidrolisado de celulose 

extraída do colmo de bambu B. vulgaris variedade vittata para o processo de Hidrólise e 

Fermentação Separadas (SSH) e a própria celulose extraída da mesma biomassa lignocelulósica 

para aplicação no processo de Fermentação e Sacarificação Simultânea (SSF) de modo a avaliar 

os rendimentos e as produtividades de ambos os processos. A Figura 16 apresenta os resultados 

de consumo de glicose e formação do bioproduto estudado de ambos os processos, sendo (A) 

para o SSH e o (B) para o SSF.                                                                                                                 (A) 

 

(B) 

 

Figura 16. Produção de Bioetanol a partir da Celulose Extraída do Colmo do Bambu B. vulgaris 

por meio da Hidrólise e Fermentação Separadas (A) e por meio da Técnica de Sacarificação e 

Fermentação Simultânea (B). Legenda: (   ) etanol e (   ) glicose. 
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 Ao analisar os dados da Fermentação e Hidrólise Separadas da celulose extraída do 

colmo de bambu observa-se que nas 6 primeiras horas do processo fermentativo, toda a glicose 

foi rapidamente consumida e convertida em bioetanol, ao qual atingiu um valor máximo de 3,47 

g/L, ao decorrer do processo essa concentração manteve-se praticamente constante, chegando 

ao final das 48 horas de fermentação com uma concentração de 3,41 g/L de bioetanol. O fato 

de ter utilizado a estratégia de aplicar uma alta concentração de inóculo (5g/L) permitiu com 

que todo substrato fosse convertido em etanol, sem desvios para o crescimento celular. 

 Por outro lado, ao avaliar os dados do processo de Sacarificação e Fermentação 

Simultânea, observa-se que dentre as condições aplicadas não houve acúmulo de glicose no 

meio, o que acaba sendo um excelente indicativo de que à medida que a celulose está sendo 

consumida pelas enzimas do complexo celulolítico presentes no coquetel enzimático e 

liberando glicose o meio, a Sacharomyces cerevisae PE-02 consome este monossacarídeo, 

convertendo-o em bioetanol (SHAHSAVARANI et al., 2013). É notável também que ao 

decorrer deste processo fermentativo, ocorre um aumento gradativo na concentração de etanol, 

atingindo um valor máximo de 2,95 g/L após 48 horas de processo. Nota-se que o processo de 

Fermentação e Sacarificação Simultânea apresentou resultados em termos de produção de 

bioetanol muito próximos ao processo mais convencional (SSH), indicando que este processo 

pode ser viável para tal aplicação, tendo em vista a redução de vasos reacionais e 

consequentemente de custos, por ocorrer em apenas uma única etapa (JOUZANI; 

TAHERZADEH, 2015). A Tabela 15 apresenta os parâmetros de rendimentos e de 

produtividades de ambos os processos fermentativos. 

 

Tabela 15. Parâmetros de rendimento dos processos fermentativos SSH e SSF a partir do colmo 

do bambu B. vulgaris variedade vittata. 

Parâmetro SSH SSF 

YP/S (%) 41,3 - 

YP/S* (%) 81,0 - 

Pp (g/L.h) 0,06 0,06 

 

 Os fatores de rendimento ou conversão se substrato em produto do processo SSH 

observado foi de 41,3, proporcionando um rendimento teórico máximo de 81 %. Devido à 

indeterminação ocasionada pela glicose, tendo em vista a necessidade do conhecimento das 

concentrações iniciais e finais do substrato, não foi possível calcular estes parâmetros para o  
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processo SSF. A produtividade de ambos os processos fermentativos foi de 0,06 g/L.h, 

entretanto, se levarmos em conta as 72 horas de hidrólise enzimática realizada anteriormente, a 

produtividade do processo SSH cai para 0,023 g/L.h,  indicando que o processo de Sacarificação 

e Fermentação Simultânea é vantajoso e pode ser consideravelmente interessante, do ponto de 

vista de aplicações industriais. Provavelmente o aumento da carga de sólidos e do tempo de 

fermentação pelo método SSF promoveriam ainda melhores resultados, porém para que os 

dados fossem equiparáveis, manteve-se as condições mais semelhantes possíveis em ambos os 

processos.  

 Ao avaliar a produção de bioetanol pelo processo SSH a partir do hidrolisado do colmo 

de bambu Neosino calamus affinis pré-tratado com NaOH 5% a 170 °C e empregando a 

Saccharomyces cerevisae Yang et al. (2019) obtiveram uma concentração de etanol de 4,8 g/L. 

Já Huang et al., 2020 utilizaram colmos de bambu pre-tratados alcalinamente com peróxido de 

hidrônio obtiveram um rendimento teórico máximo de aproximadamente 76,98 % por meio do 

processo SSF, utilizando uma carga de sólidos de 30% após 72 horas de fermentação. Jiang, 

Fei e Li (2016) avaliaram a produção de bioetanol a partir do colmo do Bambusa blumeana pré-

tratado pelo processo hidrotérmico e alcalino seguido de uma hidrólise enzimática de 48 horas 

e da fermentação propriamente dita, utilizando a Saccharomyces cerevisae durante 24 horas e 

obtiveram um rendimento teórico máximo de 89,7 %.  

 

5.5. Extração da Xilana 

 

 O colmo de bambu da espécie Dendrocalamus latiflorus selecionado foi submetido ao 

processo de extração de xilana, sendo avaliado a carga de biomassa lignocelulósica que deve 

ser aplicada de modo a obter maiores rendimento e eficiência de extração. Os resultados desta 

análise estão apresentados na Figura 17, por meio da análise dos mesmos percebe-se que o 

aumento da concentração de biomassa lignocelulósica até a faixa de 100 g/L não proporcionou 

aumento significativo nos rendimentos e eficiências de extração, indicando que uma baixa carga 

de sólidos seria ideal para tal aplicação. O maior rendimento de extração verificado foi de 23,58 

%, proporcionando uma eficiência de extração de 92,7 %.O rendimento de extração indica a 

relação entre a quantidade de xilana obtida e a massa de amostra de farinha integral do colmo 

de bambu submetida ao processo. Já a eficiência de extração indica a relação entre a massa de 

xilana obtida e a massa de xilana presente na amostra da farinha integral do colmo de bambu. 

Foi verificado na concentração de 120 g/L de colmo de bambu uma diminuição significativa 
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dos valores de rendimento e eficiência de extração de xilana. Apesar das metodologias 

sugerirem altas cargas de biomassas para serem submetidas ao processo de extração da xilana, 

para essa espécie de bambu estudada, isso não era possível devido à sua baixa massa específica, 

gerando assim grandes volumes de biomassa, promovendo uma dificuldade para que a solução 

extratora percorra toda a biomassa por inteira e extraia eficientemente a xilana (AKPINAR et 

al., 2010). 

 

Figura 17. Extração da Xilana do Colmo do Bambu D. latiflorus a partir de Diferentes Cargas 

de Biomassa Lignocelulósica. *Médias que não compartilham uma mesma letra são significativamente 

diferentes, com 95% de confiança. 

 

Ao avaliar o pré-tratamento alcalino utilizando NaOH a 5 % do colmo de bambu 

Phyllostachys edulis, Yuan et al., (2020) obtiveram um conteúdo de xilana de 19,9 %. Akpinar 

et al., (2010) ao estudar a extração alcalina da xilana a partir do caule de tabaco, os mesmos 

obtiveram um rendimento de 21,9 % de xilana utilizando uma carga de biomassa 

lignocelulósica de aproximadamente 120 g/L. Huang et al., (2015) extraíram a xilana de 

resíduos de bambu da espécie e obtiveram uma eficiência de extração máxima de 72,67 % a 

partir de uma menor carga de sólidos (2%) submetida ao processo. Todas essas informações 

indicam que a metodologia utilizada neste trabalho mostra-se eficiente para a extração da xilana 

a partir do Dendrocalamus latiflorus, utilizando uma carga de biomassa de 40 g/L,  podendo 
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ser aplicada nos mais diversos bioprocessos para obtenção de prebióticos, como os XOS, xilose, 

entre outros. 

 

5.6. Caracterização da Xilana Extraída do Colmo de Bambu 

 

5.6.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

A Figura 18 apresenta as bandas que formam o Espectro de Absorção de Infravermelho 

com  Transformada de Fourier (FTIR) da xilana extraída do colmo de bambu D. latiflorus. A 

partir desta análise foi possível caracterizar a estrutura química deste componente majoritário 

da fração hemicelulósica da matriz vegetal estudada por meio da identificação dos principais 

grupos funcionais presentes na amostra (XU, FEI XIANG et al., 2020). 

  

 

Figura 18. Espectro de Absorção no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da 

Xilana Extraída do Colmo do Bambu D. latiflorus. 
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Mediante a análise das bandas espectrais obtidas observa-se a formação de uma região 

de menores comprimentos de onda ao qual se concentra-se bandas bem definidas e de 

intensidades consideráveis na faixa de 500 – 1700 cm-1 e uma região de maior comprimento de 

onda, entre 2500 – 3500 cm-1 que apresenta apenas uma banda larga de baixa intensidade. Foi 

identificada uma banda em 651,67 cm-1 indicando deformação angular das ligações tipo O-H. 

A banda de 1046,31 cm-1 de grande intensidade indica a integridade da xilana. A banda centrada 

nesse comprimento de onda refere-se às vibrações do anel glicosídico, deformação angular das 

ligações C-O-H, deformações axiais das ligações C-O e C-O-O, indicando que a xilana 

analisada apresenta um perfil semelhante das arabinoxilanas com baixo grau de substituição 

(SILVA, SIMONE S. et al., 1998; WANG et al., 2019). 

 A banda em 1410,20 cm-1 é atribuída à flexão das ligações H-C-H e C-H ou O-H 

característica da fração hemicelulósica. A banda de absorção observada no comprimento de 

onda 1573,96 cm-1 está relacionada com a deformação axial das ligações do tipo C=C de anéis 

aromáticos, indicando a presença da lignina residual na xilana extraída (WANG et al., 2019). 

A banda em torno de 1660 cm-1 uma deformação angular nas ligações do tipo O-H, 

demonstrando a presença de água adsorvida na fração de xilana estudada mediante as interações 

físicas e químicas existentes que acabam se tornando resistentes para sua remoção (MORÁN et 

al., 2008). A banda larga e de baixa intensidade observada no comprimento de onda 3288,75 

cm-1 está relacionada com vibrações de estiramento nas ligações de tipo O-H, indicando a 

presença de resíduos de celulose presentes na xilana extraída do colmo de bambu 

Dendrocalamus latiflorus (WANG et al., 2019). 

  

5.6.2. Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

 Para avaliar a estabilidade térmica da xilana extraída do colmo de bambu 

Dendrocalamus latiflorus foi realizada a análise termogravimétrica. A Figura 8 exibe as curvas 

TG da amostra. Por meio da análise das mesmas observa-se 4 principais regiões de perdas de 

massa. A primeira ocorreu na faixa de temperatura entre 30 - 120 °C correspondendo à possível 

perda de água absorvida por meio do processo de evaporação (XU, JIA TONG; CHEN, 2019). 

A segunda faixa foi observada na faixa entre 225 – 325 °C e a terceira faixa 400 – 500 °C. 

Ambas as faixas indicam a degradação térmica dos açúcares presentes na fração da xilana, por 

meio da quebra das ligações glicosídicas. Essa segunda faixa, indica a degradação da própria 

xilana demonstrando que a mesma é consideravelmente estável até a temperatura de 200 °C. A 

terceira faixa indica provavelmente a degradação térmica da celulose residual aderida à xilana 
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extraída. A quarta região de perda de massa, foi observada na faixa de temperatura 750 – 900 

°C indicando a degradação térmica da lignina residual da amostra (ou dos seus resíduos) e ou 

produtos estáveis da pirólise dos açúcares presentes na amostra  (SILVA, SIMONE S. et al., 

1998; WANG et al., 2019). 

 

 

Figura 19. Curvas da Análise Termogravimétrica da Xilana Extraída do Colmo do Bambu       

D. latiflorus. 

 

 Na literatura não foram encontrados dados de caracterização térmica da xilana extraída 

do colmo do bambu utilizando a mesma técnica abordada neste trabalho. Mesmo assim, os 

resultados obtidos corroboram com os resultados das análises de Wang, et al. (2019) que ao 

avaliarem a caracterização de hemiceluloses obtidas do bambu de espécie Phyllostachys edulis 

obtiveram um perfil de degradação e estabilidade térmica semelhante ao encontrado neste 

presente trabalho, observando também uma xilana estável até temperaturas próximas de 200°C.  
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5.7. Aproveitamento Biotecnológico da Xilana Extraída do Colmo do Bambu 

 

5.7.1. Produção de Xilo-Oligossacarídeos (XOS) 

 

Para avaliar a produção dos XOS por meio de diferentes tempos de hidrólise enzimática 

da xilana extraída da fração hemicelulósica do colmo de bambu Dendrocalamus latiflorus. Foi 

realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCRs), composto por ensaios 

mais 3 pontos centrais tendo como variáveis independente o pH e a temperatura e como 

dependente a concentração de XOS totais. Para a execução do planejamento foi utilizada uma 

concentração enzimática de 7,5 mg de proteína/g de xilana, tendo que vista que a partir da curva 

de saturação enzimática apresentada na Figura 20, esse valor de carga enzimática corresponde 

à menor concentração que fornece a maior atividade de endoxilanase.   Os resultados obtidos 

para hidrólise enzimática da xilana extraída do colmo de bambu nos tempos de 24, 48 e 72 

horas encontram-se nas Tabelas 16, 17 e 18 respectivamente. 

 

 

Figura 20. Curva de Saturação enzimática da endoxilanase presente no coquetel enzimático 

Shearzyme da Novozymes ®. 
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Tabela 16. Resultados do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da Hidrólise 

Enzimática da Xilana Extraída do Colmo de Bambu D. latiflorus após 24 h. 

 

 

 

 

Tabela 17. Resultados do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da Hidrólise 

Enzimática da Xilana Extraída do Colmo de Bambu D. latiflorus após 48 h. 

 

 

 

 

Ensaio 

 

Temperatura 

(°C) 

 

pH 

 

X2  

(g/L) 

 

X3 

(g/L) 

 

X4 

(g/L) 

 

X5  

(g/L) 

 

X6 

(g/L) 

 

XOS 

totais 

(g/L) 

1 40 4 1,50 0,82 0,15 0,00 0,00 2,47 

2 40 6 0,28 0,00 0,17 0,00 0,00 0,45 

3 60 4 1,31 0,88 0,16 0,00 0,00 2,36 

4 60 6 0,28 0,00 0,18 0,00 0,00 0,46 

5 35,9 5 1,53 0,84 0,15 0,00 0,00 2,52 

6 64,1 5 0,92 0,74 0,31 0,00 0,00 1,97 

7 50 3,59 2,21 0,26 0,14 0,00 0,00 2,61 

8 50 6,41 0,28 0,00 0,17 0,00 0,00 0,45 

9 (C) 50 5 3,74 1,02 0,00 0,00 0,00 4,76 

10 (C) 50 5 3,63 1,10 0,14 0,00 0,00 4,87 

11 (C) 50 5 3,53 1,25 0,17 0,00 0,00 4,95 

 

Ensaio 

 

Temperatura 

(°C) 

 

pH 

 

X2  

(g/L) 

 

X3 

(g/L) 

 

X4 

(g/L) 

 

X5  

(g/L) 

 

X6 

(g/L) 

 

XOS 

totais 

(g/L) 

1 40 4 2,35 0,73 0,15 0,00 0,00 3,23 

2 40 6 0,28 0,00 0,16 0,00 0,00 0,44 

3 60 4 0,75 0,00 0,14 0,00 0,51 1,41 

4 60 6 0,32 0,25 0,15 0,00 0,00 0,72 

5 35,9 5 1,29 0,68 0,15 0,00 0,00 2,12 

6 64,1 5 0,68 0,55 0,28 0,00 0,00 1,51 

7 50 3,59 3,95 0,30 0,00 0,03 0,00 4,28 

8 50 6,41 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00 0,15 

9 (C) 50 5 3,02 1,25 0,17 0,00 0,00 4,45 

10 (C) 50 5 2,49 1,31 0,25 0,00 0,00 4,06 

11 (C) 50 5 3,61 0,65 0,06 0,00 0,00 4,31 
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Tabela 18. Resultados do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da Hidrólise 

Enzimática da Xilana Extraída do Colmo de Bambu D. latiflorus após 72 h. 

 

De  maneira geral, os resultados obtidos para produção de XOS a partir da xilana 

extraída do colmo do bambu  foram consideravelmente relevantes, tendo em vista outros 

trabalhos que utilizam o bambu ou até mesmo outras biomassas lignocelulósicas , em condições 

otimizadas chegam a obter  menores concentrações de xilo-oligômeros. Os resultados variaram  

de 0,28 a  4,95 g/L  de XOS, sendo observados principalmente os xilo-oligossacarídeos de 

cadeias curtas, xilobiose (X2) e xilotriose (X3) e xilotetrose (X4) de cadeia intermediária. 

Foram poucos os ensaios que se observou xilo-oligômeros cadeias longas, como xilopentose 

(X5) e xilohexose (X6). As  melhores  condições  foram encontradas  no ensaio  11, referente 

ao ponto central  (temperatura de 50 ºC e pH 5,0) no tempo de 24 horas de hidrólise enzimática, 

uma vez este proporcionou uma maior concentração de xilo-oligossacarídeos.   Sob  o ponto de 

vista industrial, processos em que a melhores condições ocorrem em menores tempos refletem 

e impactam positivamente  em sua viabilidade, tende em vista maiores valores de produtividade 

que estes podem oferecer. Mediante a análise dos efeitos das variáveis independentes, 

apresentados pelos gráficos de pareto e pelas tabelas da ANOVA, Figura 21 e Tabelas 19, 20 e 

21 respectivamente. 

 

Ensaio 

 

Temperatura 

(°C) 

 

pH 

 

X2  

(g/L) 

 

X3 

(g/L) 

 

X4 

(g/L) 

 

X5  

(g/L) 

 

X6 

(g/L) 

 

XOS 

totais 

(g/L) 

1 40 4 3,18 0,47 0,00 0,03 0,00 3,68 

2 40 6 0,28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28 

3 60 4 0,43 0,42 0,34 0,08 0,00 1,26 

4 60 6 0,00 0,00 0,19 0,00 0,00 0,19 

5 35,9 5 1,78 0,86 0,14 0,00 0,00 2,78 

6 64,1 5 0,65 0,54 0,30 0,00 0,00 1,49 

7 50 3,59 3,26 0,27 0,00 0,07 0,00 3,59 

8 50 6,41 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00 0,15 

9 (C) 50 5 1,81 1,02 0,24 0,01 0,00 3,08 

10 (C) 50 5 2,23 1,28 0,28 0,04 0,00 3,84 

11 (C) 50 5 3,62 0,32 0,00 0,03 0,00 3,97 
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Figura 21.  Gráficos de Pareto com os Efeitos Estimados dos DCCRs Realizados para a 

Hidrólise Enzimática da Xilana Extraída do Colmo do Bambu D. latiflorus. 

24 h 

48 h 

72 h 
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Tabela 19. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrólise Enzimática de 24 horas da Xilana 

Extraída do Colmo de Bambu do D. latiflorus.  *p: Valores significativos para valores de p < 0,05. 

 

Tabela 20. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrólise Enzimática de 48 horas da Xilana 

Extraída do Colmo de Bambu do D. latiflorus.  *p: Valores significativos para valores de p < 0,05. 

 

Tabela 21. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrólise Enzimática de 72 horas da Xilana 

Extraída do Colmo de Bambu do D. latiflorus.  *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F p 

(1) T (°C) (L) 0,09591 1 0,09591 11,372 0,077808 

T (°C) (Q) 11,39074 1 11,39074 1350,593 0,000740* 

(2) pH (L) 6,06912 1 6,06912 719,612 0,001387* 

pH  (Q) 17,82987 1 17,82987 2114,077 0,000473* 

1x2 0,00304 1 0,00304 0,360 0,609443 

Falta de Ajuste 0,55977 3 0,18659 22,124 0,043555* 

Erro puro 0,01687 2 0,00843   

Erro Residual 

Total 29,55554 10    

R2 0.98049     

Fator Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F p 

(1) T (°C) (L) 0,94904 1 0,94904 24,1448 0,039009* 

T (°C) (Q) 10,94164 1 10,94164 278,3685 0,003573* 

(2) pH (L) 11,74129 1 11,74129 298,7124 0,003331* 

pH  (Q) 8,02129 1 8,02129 204,0712 0,004865* 

1x2 0,75586 1 0,75586 19,2299 0,048268* 

Falta de Ajuste 1,49806 3 0,49935 12,7041 0,073850 

Erro puro 0,07861 2 0,03931   

Erro Residual 

Total 29,74887 10    

R2 0,9470     

Fator Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Média 

Quadrática 

F p 

(3) T (°C) (L) 2,34667 1 2,34667 10,18519 0,085743 

T (°C) (Q) 4,70936 1 4,70936 20,43991 0,045603* 

(4) pH (L) 10,89451 1 10,89451 47,28514 0,020500* 

pH  (Q) 6,13500 1 6,13500 26,62758 0,035564* 

1x2 1,35164 1 1,35164 5,86648 0,136428 

Falta de Ajuste 0,92962 3 0,30987 1,34494 0,453312 

Erro puro 0,46080 2 0,23040   

Erro Residual 

Total 
24,39328 10    

R2 0,9430     
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Observa-se que para todos os tempos de hidrólise as variáveis independentes pH e 

temperatura foram significativas sob a variável resposta, obtenção de XOS, apresentando 

efeitos negativos, indicando que maiores valores das mesmas promovem menores valores na 

produção dos prebióticos. Foi observado apenas um efeito de interação significativo no tempo 

de 48 horas de hidrólise, demonstrando um efeito antagônico, indicando assim que o aumento 

dos valores de uma determinada variável e a diminuição dos valores da outra promovem 

maiores valores da variável resposta. Acredita-se que o efeito negativo causado pelo aumento 

da temperatura pode ser explicado pelo desencadeamento da desnaturação térmica da 

endoxilanase presente no coquetel enzimático. As temperaturas mais altas que a faixa ótima em 

processos enzimáticos podem causar um desdobramento nas estruturas terciária e quaternária 

da proteína, impactando drasticamente na diminuição da velocidade de reação de hidrólise da 

xilana. (DAMORAN, PARK, FENNEMA, 2010). Com relação ao efeito negativo do pH, 

acredita-se que o aumento dos valores dessa variável pode ocasionar na precipitação da xilana, 

o que a deixa em um estado mais agregado e organizado, o que dificultaria a ação das enzimas 

para degradação e liberação dos XOS, além disso valores de pHs mais baixos promovem a 

ruptura das ligações covalentes o que a depender das condições de hidrólise, podem ser 

favoráveis na degradação da xilana e liberação dos xilo-oligossacarídeos (GOWDHAMAN; 

PONNUSAMI, 2015). De maneira geral, na maioria dos ensaios ao longo do tempo de hidrólise 

é observado uma diminuição da concentração de XOS, o que poderia indicar que as próprias 

enzimas do coquetel aplicado poderiam estar clivando os mesmos e liberando xilose como 

produto final (GOLDBECK et al., 2014). 

 A Figura 23 apresenta as curvas de nível e as superfícies de resposta dos DCCRs 

realizados para hidrólise enzimática da xilana extraída do colmo do bambu D. latiflorus nos 

tempos de 24, 48 e 72 horas. Os comportamentos dos gráficos ao longo desses intervalos de 

hidrólise são consideravelmente semelhantes, indicando uma região de ótimo para regiões de 

menores valores de temperatura e menores valores de pH, conforme os efeitos estimados 

discutidos anteriormente. A Tabela 11 demonstra as respectivas equações com os modelos 

estatísticos para cada intervalo de hidrólise enzimática, obtidos a partir dos dados observados. 

Apenas no tempo de hidrólise de 24 horas a falta de ajuste mostrou-se significativa. 
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Figura 23. Curvas de Nível e Superfícies de Resposta do DCCR da Hidrólise Enzimática da Xilana Extraída 

do Colmo de Bambu D. latiflorus. 
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Tabela 11. Modelos estatísticos da Hidrólise Enzimática da Xilana Extraída do Colmo de 

Bambu D. latiflorus. 

Tempo de Hidrólise (h) Modelo R2 

24 Z = - 69,48 + 1,39.x - 0,01.x2 + 16,76.y -1,78*y2 + 0,03.x.y 0.98 

48 Z = - 41,67 + 1,10.x - 0,01.x2 + 8,53.y -1,19.y2 + 0,04.x.y 0,95 

72 Z = - 22,18 + 0,574.x -0,01.x2 + 6,35.y -1,04.y2 + 0,06.x.y 0,94 

*Legenda:  Z = eficiência de hidrólise (%), x = Temperatura (°C) e y = pH. 

 

Na literatura não são reportados trabalhos que abordam a produção de xilo-

oligossacarídeos utilizando os parâmetros e os níveis avaliados por meio do DCCR, além de 

não constar estudos que abordem a produção desses prebióticos a partir da xilana extraída de 

colmos de bambu pela metodologia executada neste trabalho. Ao avaliar a produção de XOS 

por meio do tratamento de autohidrólise do colmo de bambu de espécie Dendrocalamus 

giganteus Munro, Xiao et al., (2013) obtiveram no seu melhor ensaio um conteúdo total de 

aproximadamente 4,75 g/L de XOS com cadeias de 2 a 6 unidades monoméricas. Ávila et al., 

(2020) ao estudar a produção de xilo-oligômeros a partir do bagaço de cana de açúcar pré-

tratado com ácido diluído e com líquido iônico e submetido ao processo de hidrólise enzimática, 

eles obtiveram uma produção máxima de XOS de 0,251 g/L para o primeiro pré-tratamento e 

0,229 g/L para o segundo. 
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6. CONCLUSÃO GERAL 

 

 Em suma, mediante os resultados obtidos pode-se constatar que o colmo de bambu é 

uma matéria-prima lignocelulósica de grande importância e potencialidade para a aplicações no 

âmbito dos processos biotecnológicos que envolvem a biorrefinaria, tendo em vista sua 

composição rica em celulose e hemicelulose o que permitiu as extrações eficientes das frações 

celulósicas (41,87%) e xilana (23,58%), a partir das espécies Bambusa vulgaris vittata e 

Dendrocalamus latiflorus, respectivamente, por meio de técnicas não convencionais para este 

material vegetal, aplicando-as para a obtenção dos mais diversos bioprodutos, como 

nanocelulose, glicose, bioetanol e xilo-oligossacarídeos, por meio da hidrólise enzimática, que 

desempenhou um papel fundamental para a produção desses biocompostos. 

 O rendimento máximo de nanocelulose de 52,6 % a partir da celulose extraída do colmo 

do bambu da espécie Bambusa vulgaris vittata, demonstrou  a importância da realização de pré-

tratamento na matriz vegetal de modo a facilitar os processos posteriores, além disso a técnica 

de hidrólise enzimática assistida de ultrassom, mostrou-se super eficaz no tempo de 48 horas, 

permitindo obter este considerável rendimento através de um processo muito mais ecológico  

que os métodos convencionais que utilizam elevadas concentrações de ácidos.  

Com relação à glicose, também foi observado os melhores resultados de eficiência de 

hidrólise (99%) e consequentemente maiores concentrações de glicose (19,8 g/L) na hidrólise 

enzimática da celulose extraída do colmo do bambu, observando mais uma vez a recalcitrância 

da matriz vegetal quando usada integralmente isenta de algum pré-tratamento.  

Já com relação à produção de bioetanol, foi possível obtê-lo por meio de processos 

distintos, partindo da celulose extraída do colmo do bambu. O processo SSH apresentou 

maiores rendimentos de bioetanol, 3,41 g/L enquanto o SSF 2,95 g/L, entretanto se levarmos 

em conta à produtividade, o processo simultâneo pode ser ainda mais vantajoso, para isso mais 

estudos utilizando leveduras engenheiradas termotolerantes, maiores temperaturas e maiores 

cargas de biomassa podem proporcionar concentrações ainda maiores desse biocombustível. 

 Com relação aos XOS obtidos por meio da hidrólise enzimática de xilana extraída do 

colmo do bambu Dendrocalamus latiflorus, observou-se uma concentração máxima (4,95 g/L) 

desses prebióticos no tempo de 24 horas de hidrólise, demonstrando a eficiência do tratamento 

de extração assim como as condições empregadas para a hidrólise foram consideravelmente 

interessantes, atingindo resultados melhores em um menor tempo de hidrólise, quando 

comparado com outros bioprocessos. Todos esses resultados enaltecem o potencial 

biotecnológico do colmo do bambu demonstrando seu grande potencial para tais aplicações. 
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

• Caracterizar a nanocelulose obtida, quanto à sua cristalinidade, FTIR, TGA e 

microscopia eletrônica de varredura de modo poder classificá-la em nanocristalina ou 

nanofibrilada e avaliar possíveis aplicações; 

• Avaliar pré-tratamentos para a hidrolisar a fração celulósica contida na farinha integral 

do colmo de bambu, comparando com o processo de hidrólise enzimática; 

• Validar os modelos estatísticos referentes à produção de glicose, mediante à hidrólise 

enzimática da celulose extraída do colmo de bambu; 

• Avaliar a produção de bioetanol por meio do processo de Sacarificação e Fermentação 

Simultânea utilizando leveduras engenheiradas que tolerem maiores temperaturas, além 

de avaliar maiores cargas de celulose extraída do colmo de bambu, além de avaliar 

maiores tempos de fermentação; 

• Avaliar a produção de celo-oligossacarídeos a partir da hidrólise enzimática da fração 

celulósica do colmo de bambu; 

• Validar os modelos estatísticos referentes a produção dos xilo-oligossacarídeos, 

mediante à hidrólise enzimática da xilana extraída do colmo de bambu; 

• Avaliar os efeitos prebióticos e antioxidantes dos XOS obtidos; 

• Estudar a produção desses biocompostos a partir de ensaios com as mesmas enzimas 

imobilizadas e recuperadas sucessivamente; 

• Realizar estudos de viabilidade econômica dos processos avaliados. 
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