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RESUMO

No contexto da biorrefinaria, pesquisadores vém buscando biomassas lignocelul6sicas para a
producdo dos mais diversos compostos que possam ser economicamente viaveis e aplicaveis
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 producdo de nanocelulose, glicose, bioetanol e xilo-
oligossacarideos, mediante o aproveitamento das fracGes celuldsicas e hemicelulésicas de
espécies de bambu por meio da hidrélise enzimética. 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 extracdo de celulose foi de
41,87% com uma eficiéncia de extracdo de 86,76%. A caracterizacdo dessa fracdo por FTIR e
TGA permitiu observar que a mesma é praticamente livre de interferentes, além de ser
termoestavel até 300 °C. Com relacdo a producdo de nanocelulose, obteve-se um rendimento
de nanocelulose médio de 11,25% para a farinha integral do B. vulgaris, enquanto para a
celulose extraida, foi atingido rendimentos de 52,6% e, 48 horas de hidrélise enzimatica
assistida de ultrassom. Para a farinha, a maior eficiéncia de hidrolise, 21,10% foi verificada no
tempo de 72 horas, nas condicdes de temperatura 60 °C e pH 4,0, obtendo uma concentragédo
de glicose de 4,22 g/L. Para a celulose extraida os resultados foram bem mais promissores,
obtendo uma eficiéncia de hidrolise de 99% na condicdo de temperatura de 35,9 °C e pH 5,0
no tempo de 72 h de hidrélise, uma vez que proporcionou uma concentracao de glicose de 19,8
g/L. Para producgdo de bioetanol foi observado uma concentracdo maxima pelo processo de
hidrélise e fermentacdo separadas de 3,41 g/L enquanto que para o processo simultaneo foi de
2,95 g/L. O melhor ensaio de extracdo da xilana, ocorreu com uma carga de biomassa de 40
g/L obtendo um rendimento maximo de 23,58% e uma eficiéncia de extracdo de 92,7%. A
caracterizacdo por FTIR e TGA demonstrou que a xilana extraida pode ser classificada como
arabinoxilana e pode conter vestigios de celulose e lignina aderida, além de uma estabilidade
térmica até 200 °C. Com relacgdo a produgdo de XOS, o melhor ensaio foi observado no tempo
de 24 horas de hidrolise enzimatica, na condi¢do 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

utilizag&o do colmo de bambu nos mais diversos bioprocessos.

Palavras-chave: bambu, extracdo, hidrolise enzimética, nanocelulose, glicose, bioetanol, xilo-

oligossacarideos.



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. INTRODUCAO GERAL

No ambito da biorrefinaria, um dos principais desafios que os pesquisadores vém
enfrentado nos ultimos anos € a avaliacdo e a aplicacdo das mais diversas técnicas envolvendo
a biotecnologia para aumentar a eficiéncia dos processos de forma a obter de maneira otimizada
e integrada os mais diversificados compostos de alto valor agregado, a partir de biomassas
lignocelulosicas. Entre as principais biomoléculas de interesse que podem ser obtidas, tém-se
0s prebioticos; os acUcares fermentesciveis, utilizados para obtencdo de bioetanol, acidos
organicos, biogas e outros produtos fermentados; além de outros biocompostos como a
nanocelulose. Todos esses produtos sdo de grande interesse principalmente para as industrias
quimica, alimenticia e farmacéutica, tendo em vista a gama de possibilidades de aplicagdes (DA
SILVA et al., 2020).

A nanocelulose é um biocomposto que vem se tornando alvo de muitas pesquisas
atualmente, tendo em vista a crescente conscientizacdo global sobre o uso de produtos mais
ecoldgicos para a substituicdo de produtos derivados do petréleo (THOMAS et al., 2020). Este
biomaterial surgiu com notaveis propriedades fisico-quimicas, biocompatibilidade,
renovabilidade, sustentabilidade e propriedades de superficie ajustaveis, além de ser mais
ecologico. Por ser derivada da celulose, polimero mais abundante da natureza na terra, a
nanocelulose, classificada em cristalina, fibrilada ou bacteriana, combina as propriedades da
celulose com caracteristicas interessantes dos nanomateriais, podendo ser aplicada nos mais
diversos setores industriais (KAMEL et al., 2020).

Com relacdo aos prebidticos, os xilo-oligossacarideos (XOS) tém recebido um interesse
particular devido as suas excelentes e diversificadas propriedades bioldgicas e funcionais
(HONG et al., 2019) e também por poder ser obtido a partir de biomassas lignocelulésicas. Eles
estimulam o crescimento de culturas probioticas no trato gastrointestinal, apresentam atividade
antioxidante, inibem o desenvolvimento de células cancerigenas, além de diversos outros
beneficios para o0 organismo humano. Estas propriedades tonam os XOS, compostos de alto
valor agregado, com multiplas aplicacGes e de grande interesse principalmente para as
industrias alimenticias e farmacéuticas (FREITAS; CARMONA; MICHEL, 2019; ZHANG,
HONGYU; XU; YU, 2017).

A producédo em larga escala dos xilo-oligossacarideos ocorre por meio do processo de
hidrolise enziméatica de biomassas lignocelulosicas (SAMANTA et al., 2015). Além da
obtencéo destes prebidticos por meio deste processo, torna-se inerente a producdo de aguicares

fermentesciveis, como glicose e xilose. Estes agUcares podem ser aplicados para a produgéo
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biotecnoldgica dos mais diversos compostos, por meio de processos fermentativos, como o
bioetanol por exemplo, biocombustivel que esta sendo alvo de diversas pesquisas nos ultimos
anos e que ainda compreende um desafio aos pesquisadores, que buscam condicdes otimizadas
e que sejam economicamente viaveis (ZHANG, HONGYU; XU; YU, 2017).

O bioetanol esta sendo promovido em todo o mundo, tornando-se um dos mais
importantes combustiveis devido aos seus beneficios que incluem a redugdo das emissGes de
gases de efeito estufa, substituicdo de combustiveis fosseis, aumento da seguranca energética e
promocdao da economia rural (GHANI; GHEEWALA, 2021). Sua obtencdo ocorre por meio de
processos fermentativos, sendo a Saccharomyces cerevisae a levedura mais empregada para a
conversdo. As fermentagGes podem ocorrer de forma convencional, em vasos reacionais
diferentes, denominado SHF (hidrolise e fermentacdo separada), como também através de
processo simultaneo, denominado SSF (sacarificacdo e fermentacdo simulténea)
(HASUNUMA; KONDO, 2012).

A hidroélise enzimética dos materiais lignoceluldsicos é considerada um dos métodos
mais eficientes para a producdo de XOS, acucares fermentesciveis, bioetanol e estd sendo
bastante estudada para producdo de nanocelulose, como tentativa de substituir os métodos
tradicionais, nos quais sao utilizadas grandes quantidades de acidos (CUI et al., 2016). Os tipos
de enzimas e suas respectivas propor¢fes sdo bastante importantes para 0 sucesso do
tratamento. Além disso, o processo de hidrolise enzimatica e fortemente influenciando pelas
caracteristicas e composicdo do material lignocelulosico empregado (GOLDBECK et al.,
2014).

Diversas matrizes vegetais como o bagaco e a palha da cana de agucar, palha de arroz e
de trigo, sabugo de milho, entre outras, ja vém sendo bastante estudadas e aplicadas como fontes
de fracbes celuldsicas e hemiceluldsicas para diversos produtos de interesse industrial,
incluindo os prebidticos e os acgUcares fermentesciveis. Entretanto, muitos pesquisadores
continuam buscando novas biomassas lignoceluldsicas que apresentem composicdes ideais e
que sejam economicamente viaveis para a aplicacdo em processos que envolvem a biorrefinaria.
Neste panorama, o bambu surge como uma biomassa lignocelulésica de grande potencial para
aplicacdo neste ramo (HE et al., 2014).

Além de ser uma matéria vegetal ainda pouco explorada, 0 bambu possui um custo de
cultivo consideravelmente baixo, pode ser encontrado em quase todo o territorio 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

lignocelul6sicas como o bagaco e a palha da cana de acgucar, por exemplo, tornando-se ideais



13

para aplicacBes biotecnoldgicas que envolvem a obtencdo de prebidticos, acgucares
fermentesciveis, bioetanol e nanocelulose, entre outros bioprodutos (DA SILVA, MARCOS F
et al., 2020).

Ha uma escassez de trabalhos na literatura que abordem a producéo de bioprodutos por
meio da hidrélise enzimética do bambu, quando comparado com outras matrizes vegetais
lignoceluldsicas. Dos poucos existentes, normalmente s&o realizadas etapas de pré-tratamentos,
quimicos (acido ou alcalino) ou promovendo a propria autohidrélise do material
lignocelulosico. O diferencial deste trabalho baseia-se na extragdo da xilana presente na fracéo
hemicelulésica e da celulose do colmo do bambu, para a producéo de xilo-oligossacarideos e

acucares fermentesciveis, bioetanol e nanocelulose, por meio da hidrdlise enzimatica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Produzir biocompostos de interesse industrial por meio da hidrolise enzimética das

fracdes de xilana e celulose extraidas do colmo de bambu.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar fisico-quimicamente variedades de bambu;

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

e Extrair as fragdes de xilana e de celulose das biomassas do bambu selecionadas para a
producdo de xilo-oligossacarideos, monossacarideos fermentesciveis, bioetanol e
nanocelulose;

e Caracterizar as fracdes de xilana e de celulose extraidas do colmo do bambu;

e Determinar as melhores condigdes de hidrolise enzimatica das fragBes da xilana e
celulose obtidas a partir da biomassa do bambu para producdo de nanocelulose,
monossacarideos fermentesciveis e xilo-oligossacarideos;

e Auvaliar a producdo de bioetanol por meio dos processos de Fermentacdo e Hidrolise
Separadas (SSH) e Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea (SSF) a partir da fracdo

celulosica extraida da biomassa do bambu, empregando Saccharomyces cerevisiae.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biomassas Lignocelul6sicas

As biomassas lignocelulésicas compreendem uma ampla gama de materiais vegetais de
composicao similar, 0s quais em sua maioria sdo provenientes do processamento de matérias-
primas, como o bagaco e palha da cana de acucar, o sabugo e a palha do milho, os farelos e
cascas de maneira geral. No entanto, qualquer composto vegetal é fonte de material
lignocelulésico, uma vez que este, é derivado da parece celular caracteristica da estrutura
vegetal. A composicdo majoritaria da biomassa é formada por arranjos de polissacarideos
complexos em celulose e hemicelulose, estruturados em um fenil propandide reticulado,
denominado de lignina, como ilustrado na Figura 1 (ALTHURI; GUJJALA; BANERJEE,
2017).

(O\ Parede Celular Vegetal W~ Celulose

“\. -V"\v‘_\"‘jf'/-
\ £ Célula Vegetal M

A -
J PR A 1 N gy -

Hemicelulose

Lignina

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

Na forma bruta, as biomassas lignoceluldsicas nao apresentam biodisponibilidade para
a obtencdo de agucares fermentesciveis e outras substancias de interesse, uma vez que a lignina
atua como uma especie de barreira fisica entre as frac6es celuldsicas e hemiceluldsicas e 0 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 s&o
descritas na literatura com a finalidade de hidrolisar as cadeias de xilana e celulose das
biomassas lignocelul6sicas como hidrdlise quimica, que pode ser tanto alcalina como a acida,
0 processo hidrotérmico, que consiste na aplicacdo de altas temperaturas e pressdes; e a
hidrdlise enzimatica que se destaca pela sua efetividade, aléem de ser usada concomitantemente
com outras técnicas (HE et al., 2014).

3.1.1. Celulose

A celulose ¢é o polimero estrutural de maior abundéncia na natureza. Como observado
na Figura 2, ela é classificada como um homopolimero apenas composto de unidades de glicose
unidas por ligac6es glicosidicas do tipo B-1,4. O grau de polimerizagéo 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).

OH

OH
: Q HO o1
HO O ®)
OH

OH dn
Figura 2. Estrutura Quimica da Celulose (CUI et al., 2016).

Os polimeros de celulose sdo interligados através de pontes hidrogénio e ligacdes 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 € altamente ordenada e estavel, sendo de dificil acesso, quando comparada com
a forma amorfa, que é mais facil para que os tratamentos fisicos, fisico-quimicos e bioquimicos
sejam eficientes quanto ao rompimento da estrutura e liberacao dos agucares. Partes de fibra de
celulose cristalina unidas umas as outras por ligac6es de hidrogénio ndo covalentes, fornecem
degradabilidade 3-30 vezes menor em comparacdo com a parte amorfa. As celulases por
exemplo, sdo facilmente capazes de hidrolisar a celulose amorfa mais acessivel, mas néo sao
tdo eficazes na degradacdo da porgdo cristalina menos acessivel (TAHERZADEH; KARIMI,
2008).
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3.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose é o segundo maior polissacarideo da biomassa lignocelulésica. Ela
suporta as microfibrilas de celulose por ligacdes de hidrogénio e se liga a lignina por ligacdes
covalentes. Ao contrario da celulose, a hemicelulose € classificada como um
heteropolissacarideo, como pode ser observado na Figura 3, sendo composta por diferentes
carboidratos, apresenta uma estrutura amorfa com grau de polimerizacdo de aproximadamente
200 unidades (HOLTZAPPLE, 2003).
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Figura 3. Estrutura Quimica da Hemicelulose (HOLTZAPPLE, 2003).

Este polissacarideo é composto de unidades de pentoses (xilose e arabinose), hexoses
(glicose, galactose e manose) e acidos de agucar como acido D-glucurénico, acido 4-Ometil-
D-glucurdnico e o Acido D-galacturénico. A composicdo e estrutura da hemicelulose variam
dependendo da espécie do vegetal. Além disso, existem diferencas consideraveis na
composicdo da hemicelulose entre o caule, ramos, raizes e cascas. Existem evidéncias de que,
em média, 0 nimero de polissacarideos diferentes caracterizados na hemicelulose nas espécies
vegetais, ndo exceda a quatro (SAHA, 2003).

A xilana € o principal componente da hemicelulose em gramineas e madeiras duras,
enquanto o glucomanano € o componente de hemicelulose dominante em madeiras macias. As
xilanas podem ser classificadas como homo ou heteroxilanas, a depender dos grupos de
carboidratos majoritarios na estrutura. Elas sdo normalmente formadas em sua maior parte por
unidades de xilose interligadas por meio de ligagdes glicosidicas do tipo B,1-4 na cadeia
principal, podendo conter os demais carboidratos citados anteriormente em cadeias laterais
(SILVA, SIMONE S. et al., 1998). Pesquisadores vém adotando algumas técnicas para isolar

esse composto, de modo com que 0 mesmo possa ser aplicado para producéo de prebidticos,
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como os xilo-oligossacarideos, assim como demais bioprodutos obtidos a partir a xilose (YU et
al., 2014).

3.2.3. Lignina

A lignina é um polimero polifendlico amorfo significativamente complexo composto
por unidades de p-hidroxifenil propandide o-metoxilado, como observado na Figura 4, sendo
variavel dependendo da fonte vegetal. Essas unidades monoméricas ddo origem as subunidades
p-hidroxifenil, guaiacil e siringil, que quando incorporadas umas nas outras formam este
polimero fendlico (BHATIA et al., 2020).
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Figura 4. Estrutura Quimica da Lignina (SALIBA et al., 2001) .

As Gimnospermas (madeira macia) e lignina de samambaia sdo geralmente compostas
de guaiacil, seguido por um pequeno conteudo de p-hidroxifenil. Em contraste, em plantas
Angiospermas (madeira dura), a lignina € composta principalmente por unidades siringil
sequidas por unidades guaiacil; nas culturas herbaceas, 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 a biomassa. Ela torna a biomassa
recalcitrante ao restringir a acessibilidade das enzimas, além de promover resisténcias

mecanicas, microbioldgicas, aos demais tratamentos que as biomassas lignocelulésicas séo



19

submetidas, o que evidencia um obstaculo que os pesquisadores vém contornado de modo a
remové-la, ou extrair as demais partes de interesse (celulose e hemicelulose), ou trabalhar com

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

3.2. Bambu

O bambu é uma planta rizomatosa, pertence a subfamilia Bambusoideae, da familia das
gramineas (Poaceae ou Gramineae), dividida em duas ramificacbes: a Bambuseae
(denominadas lenhosas ou bambus arboéreos) e a Olyrae (denominadas herbaceas). Esta planta
cresce cerca de 30% mais rapido do que as demais espécies vegetais e, na relagdo de
peso/hectare/ano, a sua producdo é 25 vezes maior do que a da madeira. O colmo € a parte aérea
do bambu de maior aproveitamento e aplicacfes, tendo em vista sua estrutura tenaz e fibrosa,
composta principalmente por holocelulose (hemicelulose e celulose), por lignina, além de
outros componentes (DRUMOND, PATRICIA MARIA; WIEDMAN, 2017).

No ambito da biotecnologia e dos bioprocessos, o colmo do bambu vem se tornando
uma importante matriz vegetal de potencial aplicabilidade nos processos de obtencdo de
insumos para industria de alimentos e farmacéutica, como acgucares, substancias prebi6ticas,
edulcorantes, entre outras, além de ser de bastante interesse para 0s processos que envolvem a
biorrefinaria, principalmente na producdo de biocombustiveis e outros compostos quimicos. A
Figura 3 apresentada a seguir ilustra as principais formas de obtencao de diversos produtos por

meio de processos biotecnoldgicos (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 caracterizacdo fisico-
guimica de algumas matrizes vegetais comumente empregadas na producdo de XOS e agucares
fermentesciveis demonstraram que algumas espécies de bambu, como a Dendrocalamus
latiflorus e Guadua amplexilofia, por exemplo, possuem altas fracdes celuldsicas e
hemicelulésicas, até maiores, quando comparadas com outras biomassas mais utilizadas em
processos biotecnoldgicos, como é o caso do bagaco e a palha da cana de acucar, tornando-se
assim ideais para tais aplicacdes.

Alem da composicdo quimica, algumas caracteristicas favoraveis ao uso do bambu
como material vegetal em relacdo a outras biomassas lignocelulésicas sdo: alta produtividade
e densidade de biomassa, 0 que acaba levando a uma reducdo dos custos de producdo e
transporte, quantidades reduzidas de fertilizantes para o seu desenvolvimento, além de ndo
requerer o uso de sementes, tornando 0s custos de seu cultivo ainda menores e
consequentemente promovendo maiores rendimentos globais do processo (DAZA MONTANO
etal., 2013).
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Tabela 1. Comparacdo de Composicdo Estrutural entre Matrizes Vegetais Comumente

Aplicadas em Bioprocessos com Algumas Espécies de Bambu.

Matriz Vegetal Celulose Hemicelulose  Lignina (%) Referéncia
(%) (%)
Bagaco 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 45,0 21,0 27,0 (DRUMOND,
vulgaris) PATRICIA MARIA;
WIEDMAN, 2017)
Bambu (HERNANDEZ-MENA;
(Dendrocalamus 47,5 15,4 26,3 PECORA; BERALDO,
giganteus) 2014)
(GONZALEZ;
Bambu (Guadua 48,0 37,0 5,0 HERNANDEZ-
amplexilofia) QUIROZ; GARCIA-
GONZALEZ, 2014)
Bambu Mosso
(Phyllostachys 47,0 23,0 23,0 (BRITO et al., 2015)

heterocycla)

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

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

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

compostos prebiodticos, como os xilo-oligossacarideos, além de aglcares fermentesciveis,

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

tratamentos quimicos ou autohidrdlise combinado ou ndo com a hidrolise enzimética (HE et

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

dos produtos obtidos.
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Tabela 2. Métodos de Pré-Tratamentos e/ou Tratamentos do Bambu para a Obtencéao Biotecnoldgica de XOS, Acucares Fermentesciveis e Etanol.

Espécie de Pré-Tratamento Tratamento Produtos Rendimento Referéncia
Bambu
Dendrocalamus Hidrolise Acida (4 g de amostra Xilo-
brandisii N&o Realizado em 60 mL de H2SO4 Oligossacarideos 54, 7% (BAI; XIAQO;
concentrado a 180°C por 12 h) SUN, 2015)
Né&o Auto-Hidrdlise (Meio aquoso, a  Hidrdlise Enzimatica (150 rpm, Xilo- 93,2% (HUANG,
Mencionado 180 °C por 60 min) 50 °C por 12 h) Oligossacarideos CAOXING; LIN;
et al., 2019)
Nao Acido (0,6% H,SOq, 140°C por  Hidrdlise Acida (0,05% H,SO., Aclcares (QING et al.,
Mencionado 60 min) + 60% Y'-valerolactona 180 °C por 20 min) + 80% Y- Fermentesciveis 70,7% 2018)
valerolactona
(YANG,
Neosino Hidrdlise Enzimatica (150 rpm, Glicose 53,3% HAIYAN et al.,
calamus affinis  Alcalino (0,5 % NaOH a 170 °C) 50 °C por 72h) 2019)
Phyllostachys Acido (1% H,S0,, a 160 °C por  Hidrdlise Enzimatica (150 rpm, Glicose 61,4% (HUANG,
heterocycla 60 min) + Ureia (8%) 50°C por 48h) CAOXING; LIN;
et al., 2019)
Neosino Alcalino (0,5 % NaOH a 170°C)  Hidrolise Enzimatica (150 rpm, Xilose 57,3% (YANG,
calamus affinis 50 °C por 72h) HAIYAN et al.,
2019)
Bambusa Auto-Hidrdlise (100 Mpa) + Hidrolise Enzimatica (200 rpm,
blumeana Alcalino (2% NaOH) a 121 °C 50 °C por 48h) seguido de uma Etanol 89,7% (JIANG; FEI; LI,
por 120 min Fermentacédo (Sacharomyces 2016)
cerevisae, 150 rpm, 37 °C, 24 h)
Neosino Alcalino (0,5 % NaOH a 170°C)  Hidrdlise Enzimatica (150 rpm, Etanol 4,8 g/L (YANG,
calamus affinis 50 °C por 72h) seguido de uma HAIYAN et al.,
Fermentacdo (Sacharomyces 2019)

cerevisae, 35 °C, 24 h)
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3.3. Hidrolise Enziméatica

A hidrdlise enzimatica dos materiais lignocelul6sicos é considerada um dos métodos
mais eficientes para a producdo de bioprodutos. Além de ser bastante seletiva e permitir a
obtencdo de altos rendimentos destes biocompostos, ela pode ser de facil controle ao mesmo
tempo que requer condi¢Ges brandas de pH e temperatura, minimizando a geragcdo de compostos
indesejaveis em etapas subsequentes, como o furfural e o hidroximetilfurfural, que acabam
sendo gerados nos processos de hidrolise via rota quimica, ou por autohidrélise (SINGH;
BANERJEE; ARORA, 2015).

Diversas enzimas estdo envolvidas no processo de hidrolise de biomassas
lignocelulosicas. Para a degradacdo da xilana presente na fracdo hemicelulésica, normalmente
atuam-se enzimas principais, como endo-p-xilanases e B-xilosidades, aléem de enzimas
acessorias como as a-L-arabinofuranosidase, feruloilesterases, que melhoram a acessibilidade
das principais, auxiliando nas suas atividades cataliticas. J& para a degradacdo da fracdo
celulésica, hd a acdo de trés principais grupos que podem agir sinergicamente, como as
endoglucanases, celobihidrolases e as B-glicosidases. As mesmas enzimas acessorias, citadas
anteriormente, também podem auxiliar estas enzimas principais na hidrélise da celulose
(ZHANG, ZISHENG; DONALDSON; MA, 2012).

Tendo em vista a onerosidade dessas enzimas isoladas e/ou purificadas, pesquisadores
vém empregando coquetéis enzimaticos como uma forma eficiente de hidrolisar as paredes
celulares das matrizes vegetais devido a acdo 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 eficiéncia do processo e proporcionando maiores rendimentos de producéo.
Atualmente grandes empresas comercializam uma variedade de coquetéis enzimaticos para
diversos fins industriais, dentre elas a Novozymes acaba se destacando no ramo de hidrélise de
biomassas lignocelulosicas, sendo um dos recentes desenvolvimentos a nova geracgdo da familia
Cellic, Cellic ® CTec3, que vem sendo bastante estudada e aplicada, tendo em vista a reducio
dos custos totais de producdo de acucares e etanol celulosico (LOPES; FERREIRA FILHO;
MOREIRA, 2018).

Estudos que se propde a definir quais enzimas, e suas proporgdes, sdo bastante
importantes para hidrolise de matrizes lignocelulosicas uma vez que podem resultar em um
design racional de misturas enzimaticas mais eficientes e menos onerosas, viabilizando assim
a técnica para aplicagdes industriais. Além disso, o processo de hidrolise enzimética é

fortemente influenciando pelas caracteristicas e composicdo do material lignocelul6sico
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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 oligossacarideos,
acucares fermentesciveis, entre outros (GOLDBECK et al., 2014).

3.4. Nanocelulose

Diante dos avancos da nanotecnologia nos ultimos anos, pesquisadores do mundo todo
vem buscando o desenvolvimento de nanomateriais com propriedades de interesse para as
maltiplas aplicacbes (PIRES; SOUZA; FERNANDO, 2019). Neste aspecto, a nanocelulose tem
se destacado, tendo em vista suas multiplas propriedades e possibilidade de aplicacbes. A
nanocelulose é definida como um material celul6sico com pelo menos uma de suas dimensdes
(comprimento, largura ou didmetro) dentro da escala nanométrica. A nanocelulose pode ser
classificada em trés: a nanocelulose cristalina (NCC), a nanocelulose fibrilada (NFC) e a
nanocelulose bacteriana (BNC) (THOMAS et al., 2020). Nesta revisdo focaremos nos dois
primeiros tipos, tendo em vista que podem ser obtidas a partir de biomassas lignoceluldsicas,
foco do trabalho.

A NCC, também conhecida por nanocristais de celulose ou celulose nanocristalina séo
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 quimica,
estrutura rigida, resisténcia, apresentam capacidade de se dispersar facilmente e sao
normalmente anfifilicos (THOMAS et al., 2020).

Atualmente a NCC é comumente obtida a partir da hidrdlise &cida de biomassas
lignocelul6sicas ou isolado celulésico. O acido sulfdrico é o principal reagente utilizado neste
processo, normalmente em elevadas concentragdes, garantindo principalmente boa estabilidade
coloidal dos cristais. Outros acidos como o fosforico, cloridrico e o citrico sdo utilizados como
uma abordagem alternativa. De modo a promover uma producdo comercial de NCC mais
sustentavel e ecologicamente correta, pesquisadores vém desenvolvendo técnicas de
recuperacgdo para reutilizagéo dos acidos utilizados no tratamento, além de estudarem aplicacoes
de outras técnicas menos abrasivas e mais ecoldgicas como a hidrolise enzimatica, aplicacdo de
ultrassom entre outras (CUI et al., 2016).

A nanocelulose cristalina possui multiplas aplica¢fes industriais. Na industria de
alimentos tem sido utilizada principalmente em revestimentos, filmes e embalagens de

alimentos, tendo em vista que promovem melhorias nas propriedades mecanicas dos polimeros,
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além de também poder ser utilizada como ingrediente funcional (fibra alimentar), agente
emulsificante e estabilizante. Na &rea medica, a NCC vém sendo aplicada no desenvolvimento
de materiais com grande potencial em terapias que envolvem a reparagdo, substituicdo e
regeneracdo de tecidos e 6rgaos. Na industria de materiais 0s nanocristais de celulose tém uma
importante aplicacdo no desenvolvimento de polimeros de alta resisténcia, visando minimizar
a dependéncia excessiva de plasticos e outros polimeros sintéticos (THOMAS et al., 2020).

A NFC, também conhecida como nanofibras de celulose ou fibras de nanocelulose, séo
termos utilizados para designar as fibras celuldsicas individuais nas nanodimensoes,
normalmente com didmetro de largura menor que 100 nm e comprimento de poucos
micrébmetros (MOON et al., 2011). As nanofibras de celulose apresentam propriedades
interessantes, como baixa expansdo térmica, alta proporcao de aspecto, efeito de fortalecimento,
boas propriedades mecéanicas e opticas. Devido a essas caracteristicas especificas, as fibras de
nanocelulose tém sido utilizadas em compdsitos, embalagens de alimentos, aditivos de
revestimento, aerogéis, membranas, como material de barreira a gases, cargas, floculantes,
emulsificantes, espessantes de alimentos e material de reforco (CZAIKOSKI; DA CUNHA;
MENEGALLI, 2020).

A quebra mecénica ou desfibrilacdo é um dos principais métodos utilizados para a
producdo de NFC, a partir das regides amorfas da celulose presente nas biomassas
lignoceluldsicas. Outros métodos vém tambeém sendo utilizados em conjunto, no intuito de
otimizar a producdo de nanofibras possivel, como por exemplo, a inducdo eletrostatica,
tratamentos enzimaticos, ultrassom e métodos oxidativos (THOMAS et al., 2020).

Na tentativa de evitar o consumo significativo de &cidos, assim como também de
economizar energia, evitando métodos mecanicos, pesquisadores vém enfrentando desafios em
produzir nanocelulose por rotas mais sustentaveis, simples e promissoras. Diante disso, a
aplicacdo da hidrdlise enzimatica acaba sendo um método vantajoso, de alta eficiéncia, sem
poluicdo, além de baixo consumo de energia. Além disso, outros tratamentos também vém
sendo empregados conjuntamente, como o tratamento ultrassonico, por exemplo, que
proporciona um aumento da area de contato entre a enzima e o substrato, acelerando a reacéo.
S&o poucos os trabalhos que relatam a producdo de nanocelulose assistida por ultrassom e mais
raras ainda séo as pesquisas que envolvem a aplicacdo do colmo do bambu como matriz vegetal

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

Atualmente, uma parcela significativa da populacéo vem buscando habitos de vida mais
saudaveis, sendo os cuidados com a alimentacdo um dos mais pertinentes. Em consequéncia
disto, pesquisadores vém inovando em produtos alimenticios com propriedades nutracéuticas e
funcionais de modo a atender este nicho de mercado (HONG et al., 2019). Os conceitos de
alimentos nutracéuticos e funcionais estao relacionados aos produtos ou ingredientes presentes
nos mesmos, que proporcionam efeitos positivos na satde e/ou bem-estar do consumidor além
de melhorar seu valor nutritivo, como por exemplo, os prebi6ticos e probidticos, que atuam
principalmente na regulacdo do sistema (OLIVEIRA; SILVA; PORTO, 2017).

Entre os prebioticos, os xilo-oligossacarideos (XOS) estdo entre 0s principais
oligossacarideos ndo digeriveis (NDQOs), conhecidos como agucares ndo convencionais e estdo
entre as classes de prebidticos mais estudadas e aplicadas atualmente, tornando-se de grande
interesse para as industrias alimenticias e farmacéuticas devido principalmente as suas
excelentes caracteristicas funcionais, promovendo, sob o ponto de vista fisiologico, diversos
efeitos benéficos ao organismo (MANO et al., 2017).

Quimicamente, os XOS sao definidos como oligdbmeros constituidos por unidades de
xilose, interligadas por meio de ligacbes B-1,4. Conforme a Figura 1, eles podem ser
distinguidos através do seu grau de polimerizacdo podendo ser classificados em xilobiose (2
mondmeros), xilotriose (trés mondmeros), xilotretose (4 mondémeros) e Xilopentose (5
mondmeros (SAMANTA et al., 2015).
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Figura 6. Estrutura Quimica dos Xilo-oligossacarideos (Adaptado de MANO et al., 2017).

Os xilo-oligossacarideos sdo bastante conhecidos por suas propriedades prebidticas,
uma vez que eles promovem o crescimento de culturas probioticas no final trato gastrointestinal,
como as do género Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp., que auxiliam principalmente no
combate da constipagdo intestinal, além de inibir o desenvolvimento de bactérias
potencialmente patogénicas, como Clostridium perfringes, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Estes prebioticos ainda apresentam atividade antioxidante, inibem o desenvolvimento
de células cancerigenas, especialmente, no intestino delgado, no c6lon e nos tecidos hepaticos;
promovem a reducdo de niveis de glicose, triglicerideos e colesterol sanguineos, auxiliando no
combate de diabetes mellitus e obesidade, e ainda podem atuar como agentes
imunomoduladores, auxiliando no fortalecimento do sistema imunolégico, principalmente no
combate de doencas infecciosas (FREITAS; CARMONA; MICHEL, 2019; ZHANG,
HONGYU; XU; YU, 2017).

Diante dessa diversidade de beneficios promovidos a saide humana, existe um interesse
por parte dos pesquisadores em empregar os XOS em diversos produtos, tendo assim uma

ampla faixa de aplicagdes industriais. Na industria farmacéutica, estes prebioticos sdo utilizados
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principalmente na producdo de medicamentos relacionados ao combate da obesidade e no
tratamento de doengas gastrointestinais. J& na inddstria alimenticia, além de atuarem como
prebioticos, os XOS podem ser empregados como substitutos de agucares e/ou gorduras, atuam
como agentes conservantes, estabilizantes e gelificantes, podendo assim ser aplicados em
formulacBes de sorvetes, sobremesas lacteas, biscoitos e produtos de panificagdo, barras de
cereais, geleias, sucos, néctares, produtos de confeitaria, molhos, em alimentos simbioticos e
etc.(FREITAS; CARMONA; MICHEL, 2019; SCOLFORO.; MADEIRA, 2013).

Estudos de mercado mostram que dentre os principais prebidticos comumente
comercializados, os xilo-oligossacarideos sdo 0s que apresentam o maior valor agregado,
chegando a custar 30 US$/kg. No ano de 2017 o mercado mundial de producdo de XOS foi
estimado em 93 milhGes de ddlares, tendo como projecdes econdmicas ascendentes para 2023
uma margem de aproximadamente US$ 130 milhdes (AMORIM et al., 2019).

Os xilo-oligossacarideos podem ser naturalmente encontrados em frutas, hortalicas e
outros vegetais, além do mel, mas em baixas concentragcdes. Sua produgdo em larga escala
ocorre por meio dos processos de hidrolise de biomassas lignocelulésicas (SAMANTA et al.,
2015). Além da obtencdo destes prebidticos, por meio deste processo torna-se inerente a
producdo de aclcares fermentesciveis que podem ser aplicados para a producédo de bioetanol,
bioproduto este que esta sendo alvo de diversas pesquisas nos ultimos anos e que ainda
compreende um desafio aos pesquisadores, que buscam condicGes otimizadas e que sejam

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

3.6. Acucares Fermentesciveis

Os acUcares fermentesciveis sdo definidos como os sacarideos de cadeias simples que
podem ser facilmente metabolizados por micro-organismos, servindo como fonte de carbono e
que pode ser empregado para a producdo de diversos bioprodutos. Um dos exemplos mais
comuns e frequentes em que esse termo é empregado € para principalmente a producéo de
bioetanol, no qual leveduras séo responsaveis por converter esses agucares em biocombustivel.
Nos ultimos anos esse processo vem instigando varios pesquisadores com o desafio de produzir
altas quantidades desses acucares, além de altos fatores de conversdo, a partir do
reaproveitamento de biomassas lignoceluldsicas, auxiliando no desenvolvimento de processos
economicamente viaveis que englobam a biorrefinaria (ZHANG, HONGYU; XU; YU, 2017).
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A partir da fracdo celulésica, pode-se obter a glicose, que é o principal aguUcar
fermentescivel, ele é pertencente a classe das hexoses e é amplamente empregado nos processos
de fermentacdo para a producdo de etanol e demais bioprodutos. Ja a partir da fracdo
hemiceluldsica pode-se obter a xilana, que quando degradada, ocorre tanto a liberacdo dos xilo-
oligossacarideos, além da xilose, que é um outro agucar fermentescivel, sendo pertencente a
classe das pentoses, também dessa fracdo pode ser obtido outros agucares como galactose,
arabinose, manose, acido glucurdnico e entre outros Poucos micro-organismos sdo capazes de
metabolizar de maneira eficiente pentoses a etanol, além disso, quando objetiva-se produzir
XOS, ¢é desejavel que baixas quantidades de xilose sejam produzidas (ISIKGOR; BECER,
2015; ZHANG, HONGYU; XU; YU, 2017).

Na forma bruta, as biomassas lignoceluldsicas nao apresentam biodisponibilidade para
a obtencdo de agUcares fermentesciveis e outras substancias de interesse, uma vez que atua
como uma espécie de barreira fisica entre as fracdes celuldsicas e hemicelulésicas e 0 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 séo
descritas na literatura com a finalidade de hidrolisar as cadeias de xilana e celulose das
biomassas lignoceluldsicas como hidrdlise quimica, que pode ser tanto alcalina como a acida,
0 processo hidrotérmico, que consiste na aplicacdo de altas temperaturas e pressdes; e a
hidrélise enzimatica que se destaca pela sua efetividade, além de ser usada concomitantemente

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

3.7. Bioetanol

Atualmente pesquisadores vém investigando e aplicando tecnologias viaveis para o
desenvolvimento de combustiveis renovaveis a partir de biomassas lignoceluldsicas, tendo em
vista que esses possuem um grande potencial para mitigar a questdo dos recursos finitos do
petréleo e derivados. Neste panorama o bioetanol ou etanol lignocelul6sico acaba se destacando
por poder ser obtido a partir de biomassas lignocelulésicas, por meio de diferentes técnica que
podem proporcionar consideraveis rendimentos (HUANG, CHEN; FANG; et al., 2020).

O bioetanol é produzido a partir da fermentag@o dos agUcares fermentesciveis obtidos
da biomassa por meio da acdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, aos quais micro-
organismos como a Sacharomyces cerevisae, a principal levedura aplicada para o consumo de
hexoses, por exemplo, sdo utilizadas para realizar esta bioconversdo. Apesar da cana de agucar

ser a materia-prima mais utilizada no Brasil para a producdo deste biocombustivel,
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pesquisadores vém também estudando a aplicacdo de outras matrizes vegetais que
proporcionem rendimentos tdo 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
producdo de bioetanol (HE et al., 2014; HUANG, CHEN; ZHAN; et al., 2020).

O bioetanol pode ser produzido a partir da biomassa lignocelulésica pelo uso de micro-
organismos em diferentes bioprocessos, como por exemplo a Hidrdlise e Fermentacdo
Separadas (SHF), processo mais tradicional em que a hidrolise enzimatica e a fermentacao
ocorrem em tanques reacionais distintos, e por meio da Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea
(SSF) em que a hidrdlise enzimatica esta associada a fermentacdo no mesmo compartimento
reacional (JOUZANI; TAHERZADEH, 2015).

No método SSF ao mesmo tempo em gue as enzimas hidrolisam a biomassa, produzindo
acucares monomeéricos, estes sdo convertidos em etanol por meio de micro-organismos
fermentativos, de modo que ndo ha acimulo de produto de hidrolise no meio
(SHAHSAVARANI et al., 2013). A combinacdo das etapas de hidrélise e fermentacdo em um
mesmo compartimento poderia reduzir custos associados a um numero reduzido de tanques
reacionais e energia. entretanto, diversos parametros do processo fermentativo, como carga de
solidos, micro-organismo, concentracdo de enzimas, temperatura, pH, agitacdo acabam
influenciando na producdo eficiente de bioetanol, que devem atingir rendimentos tdo bons
quanto pelo método tradicional (JOUZANI; TAHERZADEH, 2015).

Na literatura sdo escassos os trabalhos que abordam a producao 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
autohidrolise 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 producao de 4,8 g/L

de etanol.



32

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Biomassas Lignocelul6sicas

Foram estudadas como biomassas lignocelulésicas duas espécies de colmo de bambu, a
Bambusa vulgaris variedade vittata de 2 anos de idade colhido no Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) e a Dendrocalamus latiflorus de 4 meses de idade colhida na Fazenda Jatoba,
localizada no municipio de Pardinho em Sdo Paulo. Ambas as espécies foram previamente
submetidas a secagem em estufa de circulacdo de ar forcado a 65 °C, durante 24 horas, em
seguida passou pelo processo de moagem e padronizacdo para uma granulometria de 32 mesh
(0,557 mm).

4.2. Caracterizagdo Fisico-quimica das Biomassas Lignocelulésicas

Ambas as amostras secas do colmo de bambu foram caracterizadas fisico-
guimicamente, 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 incineragéo das
amostras na mufla a 575 °C. Os percentuais de extrativos foram estimados a partir da extracdo
no Soxhlet de 1 g da amostra contida em cartuchos através de uma mistura na proporc¢éo de 1:1
de ciclohexano-etanol, durante 8 horas. Ao término da extracdo, a mistura de solventes foi
substituida por 4gua destilada, ao qual percorreu pelas amostras durante 24 horas. Em seguida,
foram realizadas as etapas de filtracdo, secagem e pesagem das amostras. Apds estarem livres
dos extrativos, 0,3 g das amostras foram submetidas a hidrolise acida com acido sulfarico 72%
durante 1 hora, seguido de dilui¢do até uma concentracao final de 4% (m/v) por meio da adicdo
de &gua destilada. A mistura foi autoclavada a 121°C durante 1 hora, arrefecida e filtrada através
de um cadinho de fundo poroso (4-5 pum). O hidrolisado resultante foi coletado em baldo
volumétrico de 500 mL, sendo o volume do mesmo ajustado com agua destilada,
homogeneizado e armazenado para a determinacdo das concentracdes de glicose, xilose,
arabinose, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural (HMF), estimando assim os teores de
celulose e hemicelulose. O teor de lignina soltvel foi estimado por meio do tratamento alcalino
e em seguida através da leitura em espectrofotdmetro a 280 nm. A lignina insoltvel sera
quantificada como a quantidade de sélido insollvel, obtido a partir da massa de cinzas

insoldveis. A lignina total foi determinada através da soma da lignina soltvel e insoluvel. Todas
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as andlises foram feitas em triplicata e os dados obtidos foram submetidos a Anélise de
Variancia (ANOVA) e comparacdo de médias através do teste de Tukey a um nivel de
confiabilidade de 95% (p < 0,05), através do software estatistico Minitab 17.0. Abaixo sdo
apresentadas as equacdes utilizadas para estimar os teores dessas analises de caracterizacao

fisico-quimica:

Mcc—Mc
Mbs

Cinzas Totais (%) = ( ) * 100 (Equacéo 1)

Sendo:
Mc: Massa do cadinho de porcelana tarado (g);
Mbs: Massa da amostra inicial (base seca) (9);

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

Mbsm—Mbe

Extrativos (%) = ( —7—

) *100 (Equagio 2)

Sendo:
Mbsm: Massa do saquinho + amostra (9);

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

_ [A280 fd —[(Cfurf«146,85)+(CHMF+114)]]-0,024
- 21,65

CLs (Equacéo 3)

CLS (%) £0,084 L
MBE

Lignina Solvel (%) = [ ] *[1-(s=) 1% 100 (Equago 4)

Sendo:

Azgo: Absorbancia da amostra obtida da hidrolise em 280 nm;

fd: fator de diluicéo para a leitura;

C rurf :concentracdo de furfural (g/L) que devera ser determinado através do HPLC;

C nmr: concentracdo de hidroximetilfurfural (g/L) que devera ser determinado através de HPLC,;

CLs: concentracao de lignina soluvel (g/L);
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Ls (%): teor de lignina soluvel, expresso em porcentagem massa por massa (% m/m);
Mge: massa de biomassa livre de extrativos (g);
Mg: massa de biomassa;

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

M cinzas = Mcpc - Mcp  (Equagéo 4)

Mcpr—(M cinzas+Mcp)
MBE

Li (%) = [ 1*[1- (FEO)] +100 (Equacdo 5)

Sendo:

Li: teor de lignina insolavel (%);

Mcpr: massa do cadinho de placa porosa com os residuos sélidos (g);
M cinzas: Massa de cinzas insolUveis em meio &cido (g);

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

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

Mg: massa de biomassa (Q);

E: teor de extrativos (%).

Lignina Total (%) = Lignina insoltvel (%) + Lignina soltvel (%) (Equacéo 6)

(0,90%Cgli)+(0,95+Ccelo)+(1,29«C HMF)+(3,53*C Ac.Form)
MBE

(Equacéo 7)

Celulose (%) = [( )*0,084]* [1- () ] 100

(0,88+Cxil)+(0,88+Carab)+(0,72*C ac acét)+(0,91+C Ac. Glic)+(1,37*C furf
MBE

(Equacéo 8)

Hemicelulose (%) = [( ) *0,084]*[1- (%0)] * 100

Sendo:

Cel (%): teor de celulose da biomassa, expresso em (%);
Cyiic: concentracdo de glicose (g/L);

Ccelo: concentragéo de celobiose (g/L);

C nme: concentracdo de HMF (g/L);

C Ac. Form: concentracdo de acido férmico (g/L);
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Hemi (%): teor de hemicelulose da biomassa, expresso em (%);
C xil: concentracédo de xilana (g/L);

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

C Ac, Acetico: CONcentracao de acido acético (g/L);

C Ac. cli: concentracdo de &cido glicurdnico (g/L);

C rurf: concentracéo de furfural (g/L);

Mge: massa de biomassa livre de extrativos (0,3 g + 0,029);
Mg: massa de biomassa (g);

E: teor de extrativos (%).

4.3. Extracédo da Celulose

Para esta analise foi selecionada a espécie de colmo bambu que continha o maior
percentual de celulose. Inicialmente a biomassa lignoceluldsica selecionada foi imersa na
proporcéo de 1:50 (m/v) em uma solu¢do composta clorito de sédio (NaClOz) 0,7% (m/v) e
bissulfato de sodio (Na:SO4) 5% (m/v) tamponados em pH 4 com &cido acético glacial e
posteriormente submetidos em banho a 80°C por um periodo de 2 horas, de forma a obter a
fracdo holoceluldsica (a-celulose + hemicelulose), a partir da remogéo gradual de lignina. Em
seguida foi realizado o tratamento da holocelulose produzida com uma solucdo de hidroxido de
sodio (NaOH) a 17,5% (m/v), removendo a fragdo hemiceluldsica de modo a se obter apenas a
fracao a-celulose. Dessa forma a suspensao foi filtrada, lavada com &gua destilada, e submetida
ao processo de secagem em estufa a 65°C até peso constante, conforme o descrito por Moran
et al. (2008). O rendimento e a eficiéncia de extragcdo foram calculas a partir das equacoes 9 e
10.

massa de celulose extraida (g)

Rendimento de Extragéo (%) = x 100% (Equagdo 9)

massa de amostra (g)

massa de celulose extraida (g)

Eficiéncia de Extracdo (%) = x 100% (Equacéo 10)

massa de celulose da amostra (g)
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4.4. Caracterizacdo da Celulose Extraida do Colmo de Bambu

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

Os espectros de infravermelho da celulose extraida do colmo de bambu foram obtidos
por meio da preparacdo da amostra em pastilhas de brometo de potassio (KBr) na proporcéao de
0,5:100 (g de amostra/ g de KBr). As pastilhas foram analisadas no espectrofotdmetro de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da marca Thermo Scientific, modelo
Nicolet 6700 (Madison, EUA). A anélise foi realizada no modo transmiténcia utilizando o
acessorio Snap-in Baseplate (método KBr) em uma faixa de 4000-400 cm™ conforme

Gowdhaman, Ponnusami (2015).

4.4.2. Anélise Termogravimétrica (TGA)

Para analisar a estabilidade térmica da celulose extraida 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 nitrogénio conforme Gowdhaman, Ponnusami
(2015) no Analisador Termogravimétrico da marca Mettler e modelo TGA/DSC1.

4.5. Aproveitamento Biotecnoldgico da Fragdo Celulésica 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 dimensées de 1,0 por 6,0 com (aproximadamente 50 mg). Em
seguida, adicionou-se a este substrato 0,5 mL do extrato enzimético diluido em tampéo citrato
0,05 M e pH 4,8, incubando a 50 °C durante 1 hora. Adicionou-se 3 mL do reagente acido
dinitrosalicilico (DNS), misturando e incubando em banho em ebuli¢do durante 5 minutos. A
reacdo foi interrompida apos colocar as amostras em banho de gelo, adicionando posteriormente
20 mL de &gua destilada. Os acucares redutores foram estimados a partir da leitura das amostras
em espectrofotdbmetro a 540 nm. A curva de calibracdo foi realizada com glicose nas
concentragfes de 1 a 10 mg/mL. Uma unidade da atividade de enzima (FPU) é baseada na

liberacdo 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 incubagdo requerido (60 minutos) para a geragdo dos

equivalentes (enzima diluida).

4.5.2. Producao de Nanocelulose

Para a obtencgéo da nanocelulose, foi empregada a metodologia proposta por Cui et al.
(2016) com algumas modificacbes. Foram empregadas tanto a celulose extraida do colmo de
bambu como a prdépria farinha integral desta mesma biomassa lignocelulésica para a hidrolise
enzimética. Aproximadamente 20 mg de amostra foram pesados em microtubos de 1,5 mL
adicionando em seguida 1 mL do coquetel enzimético Celluclast 1.5 L da Novozymes® diluido
em tampao acetato 0,05 M a pH 5 com concentracao final de 10 FPU/g de celulose. As amostras
foram incubadas em banho termostatico a 50 °C durante 72 h. Foram retiradas amostras nos
tempos de 24, 48 e 72 h com o objetivo de avaliar o melhor tempo de hidrdlise enzimatica para
a producdo de nanocelulose. Tanto as amostras da celulose extraida como da farinha integral
do colmo de bambu, foram submetidas também ao tratamento com ultrassom de uma frequéncia
média de 55 hz durante 1 h no equipamento Eurosonics a cada 23 horas de hidrolise enzimatica.
Ap0s os tratamentos enzimaticos, nos seus respectivos tempos, as amostras foram incubadas
em banho termostético a 99 °C com o objetivo de inativar as enzimas e consequente interromper
0 processo de hidrolise. Posteriormente a suspenséo foi centrifugada a uma velocidade de 10000
rpm a temperatura ambiente (25 °C) durante 15 minutos. Em seguida a nanocelulose foi
suspendida em agua deionizada e separada do precipitado ndo hidrolisado. Por dltimo as
suspensdes coloidais foram armazenadas em freezer e em seguida foram submetidas ao
processo de liofilizacdo, permitindo a quantificagdo em massa para o calculo do rendimento de
producdo de nanocelulose, conforme a equacao 11. Todas as analises foram feitas em duplicata
e 0s dados obtidos foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e comparagdo de
médias através do teste de Tukey a um nivel de confiabilidade de 95% (p < 0,05), através do
software estatistico Minitab 17.0.

massa de nanocelulose (g)

Rendimento de Nanocelulose (%) =

x 100% (Equagéo 11)

massa de celulose da amostra (g)
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4.5.3. Producéo de Glicose

Para obtencdo da glicose, foram realizadas hidrolises enziméticas baseadas na
metodologia proposta por Goldbeck et al.,, 2016 com algumas modificacdes, utilizando
Delineamentos Compostos Centrais Rotacionais (DCCR) de 11 ensaios contemplando as 3
repeticdes nos pontos centrais com a farinha integral do colmo de bambu de maior teor de
celulose e com a propria celulose extraida desta mesma biomassa lignocelulésica. Foram
pesados 20 mg de amostra em microtubos de 1,5 mL e adicionou-se 1 mL do coquetel
enziméatico Cellic CeTec2 da Novozymes® diluido em tampdo acetato 0,05 M a uma
concentracgéo final de 10 FPU/g de celulose, sendo posteriormente incubadas no termobloco a
uma agitacdo de 1000 rpm. Os planejamentos foram avaliados em trés diferentes tempos de
hidrolise, 24, 48 e 72 h. Apos estes periodos, 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 quantificacdo de acglcares produzidos. As variaveis independentes avaliadas dos
planejamentos foram a temperatura e o pH, tendo como varidvel resposta a eficiéncia de
hidrolise calculada conforme a equacéo 12. A Tabela 3 apresenta 0s niveis com as respectivas
variaveis utilizados nos DCCRs. A anélise estatistica do planejamento fatorial foi realizada

através do software Statistica 7.0.

T AT t dode gli L
Eficiéncia de Hidrdlise (%) = concentragio de glicose (9/L)

x100%  (Equacédo 12)

concentracao de celulose da amostra (g/L)

Tabela 3. Niveis utilizados nos DCCRs para Hidrélise Enzimatica da Celulose do Colmo de

Bambu.
o Niveis
vanaes - Taay | @ © ¢(D | (14D
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. Producéo de Bioetanol

4.5.4.1. Preparacdo do Indculo

As celulas da linhagem industrial Saccharomyces cerevisae PE-2 foram transferidas de
uma Unica col6nia da superficie de uma placa de petri contendo 0 meio composto por 1% extrato
de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de 4gar (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. Ap6s o
crescimento do indculo, as células foram obtidas por centrifugacdo (centrifuga Nova Técnica -
modelo NT810) a 3.000 rpm por 5 minutos, sendo ressuspensas em agua estéril para obter uma
absorbancia a 600 nm (Abseoo) equivalente a concentracdo de 5 g/L, mediante curva de
calibracdo (densidade dptica versus massa seca) (BASSOS et al., 2008).

4.5.4.2. Hidrolise e Fermentacdo Separadas (SSH)

Para este ensaio foi utilizado a metodologia proposta por Teixeira et al., (2019) com
algumas modificacdes. 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 celulésico do colmo do bambu estéril (121° C por 15
minutos) referente ao melhor ensaio dos DCCRs realizados. O processo fermentativo ocorreu
na condicao de 30 °C e 150 rpm, com retiradas de aliquotas de 1 mL nos tempos 0, 6, 10, 24 e
48 horas. As aliquotas foram congeladas a -20 °C para anélises posteriores do agucar consumido
e do etanol produzido.

4.5.4.3. Hidrolise e Fermentacdo Simultanea (SSF)

Para este processo foi utilizado 50 mL de uma suspensdo estéril contendo 1 g de celulose
extraida do colmo de bambu em tampdo citrato 0,05 mol/L pH 5,0 (carga de s6lidos de 2%);
adicionado de um volume do coquetel comercial Cellic CeTec2 de modo a obter a concentracdo
final de 10 FPU/g de celulose, equivalente a aplicada para obtencéo do hidrolisado utilizado na

SHF. A fermentacdo também ocorreu na condicdo de 30 °C e 150 rpm, com retiradas de
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aliquotas de 1 mL nos tempos 0, 10, 24, 48 e 72 h. As aliquotas foram congeladas a -20 °C para
andlises posteriores do agucar consumido e do etanol produzido, conforme Huang, Chen; Zhan;

et al., (2020) com modificacdes.
4.5.5. Quantificacao dos Acucares e Produtos de Fermentacao

As concentracdes dos acgucares e dos produtos durante os processos fermentativos,
foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando
cromatdégrafo modelo Accela da Thermo Scientific® e separacdo por coluna modelo HPX
mantida a 37 °C. A fase mdvel sera uma solucdo de H2SOs4 (0,1mM), pH 2,6, com vazdo de
0,6 mL/min.

4.5.6. Determinacgéo dos Parametros Cinéticos dos Processos Fermentativos

Os rendimentos de producdo de etanol em substrato (Ypss), 0 rendimento teérico de
producéo de etanol (Yess+), a produtividade de etanol (Pp) e a produtividade méxima de etanol
(Pp+) foram calculas a partir das equacdes abaixo, conforme Huang et al., (2020) e Teixeira et
al., (2019).

Yors (%) - concentra(;iooc_i;ft(:r/lg final (g/L) x 100%

(Equacéo 13)

concentragio de etanol final (g/L)

« (94) =
Yeis+ (%) S0 x 0,51 (g/L)

x 100% (Equagdo 14)

Pp (g/Lh) - concentragdo de etanol final (g/L) (Equagéo 15)

tempo total de fermentagio (h)

Em que So € a concentracao de glicose inicial, St € a concentracdo de glicose final.
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4.6. Extracéo da Xilana

Para esta analise foi selecionada a espécie de colmo bambu que continha o maior
percentual de hemicelulose. A xilana foi previamente extraida da biomassa lignoceluldsica
selecionada de acordo com a metodologia proposta por Zilliox e Debeire (1998) com algumas
modificagOes propostas por Akpinar et al., (2010). Inicialmente a matriz vegetal foi mantida
em agua destilada a 60 °C por 16 horas com agitacdo continua de 120 rpm, sendo
posteriormente seca em estufa a 65 °C. Foram avaliadas 5 diferentes concentracdes de farinha
de bambu rica em hemicelulose 40, 60, 80, 100 e 120 g/L as quais foram imersas em solugéo
extratora composta por solucdo 24% (m/v) de hidréxido de potassio (KOH) e 1% (m/v) de
borohidreto de sodio (NaBH4). O extrato foi centrifugado a uma velocidade de 5000 rpm por
20 minutos seguido por filtracdo em papel de filtro. A xilana contida na fracao de liquida foi
precipitada por meio da aplicacdo de uma solugdo composta por 91% (v/v) de etanol frio e 9%
(v/v) de &cido acético e filtrada posteriormente em papel de filtro. Apés a filtracdo, o sélido foi
seco em estufa a 65 °C e macerado com o auxilio de um almofariz e pistilo. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata. O rendimento e a eficiéncia de extracdo foram calculados
conforme as equacdes 13 e 14. Os dados obtidos foram submetidos a Anélise de Variancia
(ANOVA) e comparacdo de médias atraves do teste de Tukey a um nivel de confiabilidade de
95% (p < 0,05), através do software estatistico Minitab 17.0.

massa de xilana obtida (g)

Rendimento de Extracéo (%) =

x 100% (Equacéo 13)

massa de amostra (g)

massa de xilana obtida (g)

Eficiéncia de Extracdo (%) = x 100% (Equacéo 14)

massa de hemicelulose da amostra (g)

4.7. Caracterizacdo da Xilana Extraida do Colmo de Bambu

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

Os espectros de infravermelho da xilana extraida do colmo de bambu foram obtidos por
meio da preparacdo da amostra em pastilhas de brometo de potéssio (KBr) na propor¢do de
0,5:100 (g de amostra/ g de KBr). As pastilhas foram analisadas no espectrofotdmetro de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da marca Thermo Scientific, modelo

Nicolet 6700 (Madison, EUA). A anélise foi realizada no modo transmiténcia utilizando o
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acessorio Snap-in Baseplate (método KBr) em uma faixa de 4000-400 cm™ conforme
Gowdhaman, Ponnusami (2015).

4.7.2. Analise Termogravimétrica (TGA)

Para analisar a estabilidade térmica da xilana extraida 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 nitrogénio conforme Gowdhaman, Ponnusami

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

4.8. Aproveitamento Biotecnoldgico da Xilana do Colmo do Bambu

4.8.1. Atividade de Endoxilanase

A atividade de endo-1,4-xilanase foi avaliada a partir da adicdo de 500 pL de
xilana soltvel a 2% e 0,1 mL de extrato enzimatico diluido em tampé&o acetato de sédio 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). Apds esta reacdo, foram quantificados os
acucares redutores resultantes através do método DNS proposto por Miller (1959), ao qual
misturou-se 100 puL de amostra mais 100 pL do reagente acido dinitrosalicilico (DNS) por 5
minutos sob temperatura de ebulicdo, colocando em seguida a mistura em banho de gelo para
interromper a reacdo e adicionando posteriormente 200 puL de &gua destilada. As amostras
foram encaminhadas para o espectrofotdometro e foram lidas a 540 nm. A curva de calibracao
foi construida utilizando xilose como padrdo nas concentracfes de 1,0 a 10,0 mg/mL. Uma
unidade de endoxilanase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1

umol de agticares redutores expresso em xilose sob as condicOes reacionais.

4.8.2. Determinacao da Concentragdo Enzimatica

A concentragdo enzimatica da endoxilanase foi estimada a partir do método de
determinacéo de proteina proposto por Lowry (1951). Foram misturadas 25 pL de amostra mais
250 pL de solugdo C reagente, composta por 50 partes de NaOH a 0,1 M mais Na>COsz a 2%
para 1 parte de CuSOs 1% mais tartarato de sodio e potassio anidro a 2%. A mistura e foi

homogeneizada em vortex, ficou em repouso durante 10 min, adicionou-se o reagente Folin 1N,
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homogeneizando em seguida em vértex e deixando no escuro por 20 min. Apos esse periodo as
amostras foram lidas a 660 nm. A curva de calibragdo foi realizada com a albumina sérica

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

4.8.3. Curva de Saturacéo Enzimatica

Com o intuito de determinar a minima concentracdo enzimatica que proporcionara a
maxima velocidade de reacdo de hidrdlise da xilana, conforme Avila et al., (2020), foi
construida a curva de saturacdo enzimatica da endoxilanase em uma faixa de concentragdo de
1,5 a 15 mg de proteina/ g de xilana. Todas as analises foram realizadas em duplicata sendo os
dados obtidos submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e comparacdo de médias através
do teste de Tukey a um nivel de confiabilidade de 95% (p < 0,05), através do software estatistico
Minitab 17.0.

4.5.4. Producao de Xilo-oligossacarideos

Para obtencéo dos XOS a partir da xilana extraida do colmo de bambu, foram realizadas
hidrélises enzimaticas baseadas na metodologia proposta por Goldbeck et al., 2016 com
algumas modificagdes, utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) de 11
ensaios contemplando as 3 repeti¢es nos pontos centrais. Foram pesados 20 mg de amostra em
microtubos de 1,5 mL e adicionou-se 1 mL do coquetel enzimatico Shaerozyme da
Novozymes® que contém endoxilanases, diluido em tampdo acetato 0,05 M na melhor
concentracdo determinada pela curva de saturacdo enzimatica, sendo posteriormente incubadas
no termobloco a uma agitacdo de 1000 rpm. O planejamento foi realizado em trés diferentes
tempos de hidrdlise, 24, 48 e 72 h. Apoés estes periodos, 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 quantificacdo dos prebidticos produzidos. As variaveis independentes avaliadas
dos planejamentos foram a temperatura e o pH, tendo como variavel resposta a concentragdo
de XOS totais. A Tabela 4 apresenta os niveis com as respectivas variaveis utilizados nos
DCCRs. A analise estatistica dos planejamentos foi realizada atraves do software Statistica 7.0
(STATSOFT, 2008).
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Tabela 4. Niveis utilizados nos DCCRs para Hidrdlise Enzimatica da Xilana Extraida do Colmo

de Bambu.
o Niveis
vanavels Ty @ © (D | ¢LaD
Temperatura (°C) 35,9 40 50 60 64,1
pH 3,59 4,0 5,0 6,0 6,41

4.5.5. Quantificacdo dos Xilo-oligossacarideos

A quantificagdo dos XOS resultantes da hidrolise enzimética da xilana extraida do

colmo do bambu foi realizada por meio da cromatografia de troca idnica com deteccao

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

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

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

detector de indice de refracdo que adotou um gradiente linear de A (NaOH 50 mM) e B (Acetato
de Sodio 500 mM mais NaOH 50 mM) utilizando o software PEAKNET. As areas de pico

integradas foram ajustadas com base em padrdes da Megazyme®: Xilobiose (Xz), xilotriose

(Xa), xilotretose (X4), xilopentose (Xs) e xilohexose (Xs).



45

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacéo Fisico-quimica das Biomassas Lignoceluldsicas

A Tabela 5 demonstra a composicao fisico-quimica em base seca das espécies de duas
espécies de colmo de bambu Bambusa vulgaris variedade vittata e Dendrocalamus latiflorus.
Em todos os parametros determinados pode-se observar que houve diferencas significativas a
um nivel de confiabilidade de 95% por meio da Analise de Variancia e Teste de Tukey. As
diferengas e discrepancias entre os valores dependem da composicdo quimica, fisica e
anatdbmica dos materiais lignocelul6sicos e, também, da espécie, variedade, tipo de solo,
condices climaticas, idade da planta, entre outros (GUIMARAES et al., 2013).

Tabela 5. Composicdo Quimica em Base Seca de Diferentes Espécies de Colmo de Bambu.

Composigéo (%) B. vulgaris D. latiflorus
Celulose (%) 48,20 + 0,552 42,06 + 1,65
Hemicelulose (%), sendo: 18,79 + 0,48° 26,42 + 1,012
Xilana (%) 18,40 + 0,45" 25,42 + 0,90
Grupos Arabinose (%) 0,39 + 0,03° 1,00 + 0,112
Lignina Total (%) 18,70 + 0,79? 12,56 + 0,53°
Extrativos (%) 11,93 + 0,88° 14,91 + 0,522
Cinzas (%) 2,23 +0,13° 1,36 + 0,04°

Total (%) 99,85 97,31

*Médias que ndo compartilham uma mesma letra sdo significativamente diferentes, com 95% de

confianca (p < 0,05).

O percentual de celulose corresponde uma das fracGes de maior interesse do ponto de
vista do aproveitamento biotecnolégico, uma vez que como é formada por uma cadeia de
unidades de glicose, ela pode ser aplicada para obtencgédo dos mais diversos biocompostos, como
agucares, prebioticos, bioetanol, cidos organicos, 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
biotecnoldgicos. 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%. Antonio Bizzo et al., (2014) em seus estudos encontraram teores de celulose
para o bagaco 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 0 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
fracdo celuldsica do colmo de bambu, apresentados posteriormente.

Assim como a celulose, o teor de hemicelulose de biomassas lignoceluldsicas
consideravelmente interessante para aplicagbes em bioprocessos, tendo em vista sua
composicdo heterogénea formada por diferentes acucares como arabinose, galactose, manose
interligados no componente majoritario desta porcéo, a xilana, porcao esta de grande interesse
para obtencdo de prebioticos, como os xilo-oligossacarideos, 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%. Antdnio Bizzo et al., (2014)
em seus estudos de caracteriza¢do encontraram percentuais de hemicelulose para o bagaco e
palha de cana de 22,9% e 20,5%, respectivamente; enquanto Sorn et al. (2019) obtiveram um
percentual del5,7% 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 fragdo 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 lignocelul6sica para ser aplicada em um determinado processo, tendo em vista que
sdo desejaveis menores valores deste componente, uma vez que este composto intensifica a
recalcitrancia das matrizes vegetais e acaba protegendo e mantendo a integridade da celulose e
hemicelulose seja por tratamentos quimicos, fisicos e/ou enzimaticos (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 0 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 préximos ou até mesmo inferiores, indicando que ambas as espécies poderiam
ser aplicadas em bioprocessos a depender dos objetivos desejados. Antonio Bizzo et al., (2014)
em seus estudos encontrou teores de lignina total para o bagaco 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 parametro composicional das biomassas
lignocelulosicas e que indica o contetdo de acidos graxos, alcoois de cadeia longa, ceras,
resinas, esteroides, compostos fendlicos e glicosideos solUveis em agua e em solventes
organicos presentes nas mesmas (GUIMARAES 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 € um parametro fisico-quimico que indica o percentual de minerais
presente nas biomassas lignoceluldsicas. Apesar de serem consideravelmente importantes como
nutrientes para 0s micro-organismos, uma vez que sao necessarios para o desenvolvimento da
biomassa e para impulsionar as reacdes de biossintese e manutencdo celular, servindo de
cofatores para as enzimas, altos teores de cinzas podem promover um efeito reverso, inibindo
0s 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 composi¢do do colmo de bambu Dendrocalamus giganteus
de 2 anos de idade, Marinho et al., (2012) obtiveram um teor de cinzas de 0,74%. Guimarées
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. Extracao da Celulose

O colmo de bambu da espécie Bambusa vulgaris variedade vittata selecionado foi
submetido ao processo de extragédo de celulose, no qual obteve-se um rendimento de extragéo
médio de 41,87%, enquanto a eficiéncia média obtida do processo foi de 86,87 %. O rendimento
de extracdo indica a relacdo entre a quantidade de celulose obtida e a massa de amostra de
farinha integral do colmo de bambu submetida ao processo. Ja a eficiéncia de extracdo indica a
relacdo 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 eficiéncia de
extracdo, 0 que baseado nesses calculos tedricos poderia ser viavel tendo em vista o seu
potencial de aplicacGes biotecnoldgicas. Ao avaliar a extracao da celulose do colmo de bambu
da espécie Phyllostachys sulphurea com tratamento alcalino e com tratamento alcalino mais
liquido i6nico Yang et al., (2013) obtiveram rendimentos de extracdo de 29,62% e 20,88%
respectivamente. H& uma escassez consideravel na literatura de trabalhos que abordem a técnica

de extracdo de celulose em colmos de bambu.

5.3. Caracterizacao da Celulose Extraida 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 Absor¢édo de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR) da celulose extraida do colmo de bambu B. vulgaris. A
partir desta andlise foi possivel caracterizar a estrutura quimica da fracdo lignoceluldsica
estudada por meio da identificacdo dos principais grupos funcionais presentes na amostra (XU,
FEI XIANG et al., 2020). Através na analise do diagrama espectral obtido observa-se a
formagé&o de duas regides principais de absorcdo. A primeira em comprimentos de onda baixos,
no intervalo 430 - 1.650 cm ! e a segunda em comprimentos de onda mais altos no intervalo
de 2800 - 3500 cm 1. No entanto, picos de absorcio especificos podem ser identificados para
cada componente particular por banda de absorcdo. Foram identificadas bandas em 559,35
cm?, 617,11 cm™t e 898,85 cm™. As bandas nessa regido abaixo de 1000 cm ™ sdo atribuidas
para identificacdo do esqueleto da molécula contendo deformagdes exociclicas e da presenca

de ligagBes do tipo C-O-C na estrutura. A banda em torno de 870 cm™! é caracteristica da regi&o
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anomeérica indicando a conformacéo do tipo a da cadeia de celulose (ABREU et al., 2012; OH
et al., 2005).
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Figura 7. Espectro de Absor¢do no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) da

Celulose Extraida do Colmo do Bambu Bambusa vulgaris Variedade vittata.

A banda de 1049,34 cm ! indica as vibrag@es de estiramento do grupo C-O-C, a partir
das ligacOes glicosidicas e flexdes dos agrupamentos O-H a partir dos alcoois. A banda de
1425,57 cm ! demonstra deformagdes de ligacdes do tipo H-C-H e CH,OH. A banda em torno
do 1630 cm ! indica flexdo dos agrupamentos hidroxila (O-H) da agua demonstrando a
presenca de agua adsorvida na fracdo celuldsica avaliada. Todos os espectros de FTIR foram
desenvolvidos apds 0 mesmo processo de secagem, porém a agua adsorvida nas moléculas de
celulose é fortemente ligada, acaba se tornando consideravelmente muito dificil de retira-la
devido a esta interacido (MORAN et al., 2008; OH et al., 2005). As bandas 2919, 85 e 3440,72
cm “tindicam vibragdes de estiramento de C-H e O-H respectivamente, caracteristica intrinseca

a celulose o que demonstra sua integridade (XU, FEI XIANG et al., 2020). Como nao foram
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observadas bandas na faixa de 1728 cm 1, caracterizadas por ligagdes do tipo C=0, n&o foram
averiguados vestigios de hemicelulose na celulose extraida do colmo de bambu B. vulgaris. Em
decorréncia da auséncia de largas bandas de absorcao entre os comprimentos de onda 1500 —
1600 cm ! relacionadas com as vibrag@es do anel aromatico, ndo foi detectado a presenca de

lignina na fracdo celulésica estudada (MORAN et al., 2008).

5.3.2. Analise Termogravimétrica (TGA)

Para avaliar a estabilidade térmica da celulose extraida do colmo de bambu B. vulgaris
variedade vittata foi realizada a anélise termogravimétrica. A Figura 8 exibe as curvas TG da
amostra. Por meio da analise das mesmas observa-se um inicio de uma pequena perda de massa
a temperaturas mais baixas (< 100 °C) correspondendo a possivel perda de dgua absorvida por
meio do processo de evaporacdo (XU, JIA TONG; CHEN, 2019). Verificou-se uma leve perda
de massa até 250 °C, correspondendo a regido termoestavel da amostra. Na faixa de 250-350
°C foi observado um aumento drastico de perda de massa com um decaimento de 80,9 % sendo

posteriormente seguidas por perdas de massa lentas até 900 °C.

Methed: Ta4 13
gE! _ ) d 1005
4 Sl 027, 10,1 mg Moen BETR % [1] 25, 0., 10000 *C, 10,00 K/min, N2 53, mimin
4  Adem Sirchrorization enetked
~ Rescuz 3062 % Sepie Hoder, Abrina T
i) 1% my
.g:..
- ;
L B N L O L L L LB L O L L L L L L L L L L L LB L LR B BN R R R |
IR VRS 1 S BN [ N 1 A AN O - N I O N/ N - ) N ) B R
:I-ul'mci—— 3 ] i
Sampie 078, 10,390
0 BT 0.3 g Bl Pk 29314°C
253 PedkVale | 415mECn
] ez | -147%03 1
1 Pzl EerliE
4
{15
MR R R R R RN R R
DooWw 1% M B W B 40 45 W O[O0 & W T BN & oW i

Figura 8. Curvas da Analise Termogravimétrica da Celulose Extraida do Colmo do Bambu

Bambusa vulgaris.

Foi observado apenas 1 pico de perda de massa na temperatura de 337,07 °C, indicando
que a celulose extraida do colmo de bambu avaliado encontra-se livre de outros compostos da

parede celular vegetal, como a lignina e a hemicelulose, além de outras substancias que
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poderiam estar adsorvidas na fracdo celulésica mediante o processo de extracdo (XU, JIA
TONG; CHEN, 2019). N&ao foram observados dados na literatura que avaliaram a estabilidade
térmica da celulose extraida por meio da técnica utilizada a partir do colmo de bambu. Mesmo
assim os resultados obtidos se assemelham com os dados de Moran et al., (2008) que obtiveram
um pico de degradacgéo da celulose de sisal (Agave sisalana) na temperatura de 348 °C, que
apesar de ser outra matriz vegetal, apresentou-se bem proximo 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 °C que refletem em uma celulose termicamente estavel.

5.4. Aproveitamento Biotecnoldgico da Fracdo Celul6sica do Colmo do Bambu

5.4.1. Producao de Nanocelulose

Para avaliar a produgdo de nanocelulose por meio da hidrélise enzimatica, foram
avaliadas tanto a farinha integral do colmo de bambu da espécie B. vulgaris variedade vittata
como a sua propria celulose extraida, conforme os graficos A e B representados na Figura 9.
Ambas as amostras também foram submetidas ao processo de hidrolise enzimatica assistida de
ultrassom (representada pelas barras pretas), avaliando seus efeitos com relacdo a hidrdlise
enzimatica convencional (representada pelas barras cinzas).

Ao analisar os resultados obtidos para a farinha integral do bambu ndo foram
encontradas diferencas significativas mediante 8 ANOVA e o Teste de Tukey a um nivel de
confiabilidade de 95% entre as amostras que sofreram apenas o tratamento enzimatico e as
amostras que foram submetidas ao tratamento enzimatico assistido de ultrassom ao longo de 72
horas de hidrolise. Em média foi verificado um rendimento médio 11,25% de nanocelulose.
Acredita-se que a presenca da hemicelulose e da lignina na matriz vegetal confere a
recalcitrancia da biomassa lignocelulosica, o que impediria e/ou dificultaria o desempenho das
enzimas celuloliticas em acessar a fracdo celuldsica. Alem disso esta mesma recalcitrancia
confere maior resisténcia ao vegetal aos mais diversos tratamentos, sejam eles quimicos,
fisicos ou bioldgicos , incluindo nestes o ultrassom (BICHOT et al., 2018). Estes resultados
sugerem a necessidade de algum pré-tratamento na biomassa lignocelulésica, para remocéo
gradual de lignina e hemicelulose e/ou intensificar a frequéncia e o tempo de duracdo do

tratamento assistido com ultrassom.
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Figura 9. Producéo de Nanocelulose a partir da Hidrélise Enzimatica da Farinha Do Colmo do
Bambu B. vulgaris (A) e da Celulose Extraida desta mesma Matriz Vegetal (B). As amostras
(Mm) foram submetidas apenas a hidrolise enzimatica enquanto as amostras ( Il ) foram

submetidas a hidrolise enzimatica assistida de ultrassom. *Médias que ndo compartilham uma mesma

letra sdo significativamente diferentes, com 95% de confianca.

Por outro lado, ao analisar os resultados obtidos para a celulose extraida do colmo de
bambu B. vulgaris variedade vittata, verificou-se que o ensaio correspondente ao tempo de
hidrolise enzimatica de 48 h assistida de ultrassom apresentou-se estatisticamente diferente dos
demais ensaios, observando um alto rendimento (52,6%) de obtencdo de nanocelulose. A
aplicacdo de ondas ultrassOnicas gera cavitacdo , o que leva a formacdo de radicais livres,
turbuléncia local e microturbuléncia. A microcirculacdo liquida pode melhorar o transporte de
fluido e reduzir a resisténcia a transferéncia de massa em sistemas heterogéneos . A cavitacdo
pode causar mudancas no nivel molecular, aumentando a transferéncia de massa e minimizando
o tempo do processo, garantindo a seguranca e a qualidade do produto. O mecanismo de

cavitacdo pode acelerar as taxas de reacdo enzimatica ao empregar a energia do ultrassom,
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aumentando a movimentacdo das moléculas liquidas e, consequentemente, o acesso do
substrato ao sitio ativo da enzima (DALAGNOL et al., 2017; DE CARVALHO SILVELLO;
MARTINEZ; GOLDBECK, 2019). Diante os resultados obtidos, acredita-se que 24 horas de
hidrolise ndo foram suficientes para que as endoglucanases ¢ as B-glicosidases presentes no
coquetel enzimético atuassem na celulose extraida mesmo com o auxilio do ultrassom,
enquanto provavelmente o tempo de hidrdlise de 72 horas tenha sido excedente, indicando que
estes biocatalisadores possam ter clivado a nanocelulose produzida, liberando aglcares no
meio, como glicose e celo-oligdmeros (BARBOSA et al., 2020).

Ao avaliar a produgdo de nanocristais de celulose a partir da hidrolise enzimética
assistida de ultrassom de celulose microcristalina, Cui et al. (2016) obtiveram um rendimento
maximo de 22,57% a partir de 120 h de hidrdlise enzimatica combinado de 10 tratamentos
ultrassénicos a cada 60 minutos, enquanto o rendimento maximo de nanocristais de celulose foi
de apenas 15,76% na auséncia de ultrassom. Ao estudar a producdo de nanocelulose a partir da
celulose extraida da casca do arroz, por meio da hidr6lise acida convencional para producgéo de
nanocelulose, utilizando acido sulfdrico a 65%, Rashid e Dutta (2020) obtiveram um
rendimento maximo de 41,30%. Wijaya et al. (2019) obtiveram um rendimento maximo de
50,67% de nanocristais de celulose a partir da hidrdlise acida com acido sulfrico a 54,73% a
partir do broto de bambu da espécie Dendrocalamus asper. Todos estes trabalhos acabam
indicando que o processo executado € eficiente para a produgdo de nanocelulose a partir da
celulose extraida do colmo de bambu, tendo em vista o elevado rendimento obtido, além de ser
ecologicamente mais amigavel uma vez que a mesma proporcionou rendimentos tdo bons

quanto o processo convencional que utiliza elevadas concentracfes de acidos.

5.4.2. Producao de Glicose

Para avaliar a producdo de glicose por meio da hidrolise enziméatica em diferentes
tempos da fracdo celulésica 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 extraida da mesma matriz vegetal, tendo como variaveis
independente o pH e a temperatura e como dependente a eficiéncia de hidrolise. Os resultados
obtidos para hidrolise da farinha integral do colmo de bambu encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da Hidrélise Enzimatica da

Farinha do Colmo de Bambu B. vulgaris em diferentes Tempos de Hidrolise.

Tempos de
Hidrelise 24h 48h 72h
Enzimética
Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia
Ensaio Temperatura pH | Glicose de Glicose de Glicose de
(°C) (9/L)  Hidrolise | (g/L) Hidrdlise | (g9/L) Hidrolise
(%) (%) (%)
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 50 359 | 1,75 8,74 2,46 12,28 2,17 10,84
8 50 6,41 | 161 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

Em todos os ensaios do delineamento experimental realizado para a farinha integral do
colmo do bambu B. vulgaris foram observadas baixas concentracBes de glicose e
consequentemente baixas eficiéncias de hidrélise enzimatica. Os resultados variaram de 1,20 a
4,22 g/L de glicose obtida com valores de eficiéncia de 6,02 a 21,10 %. As melhores condi¢Ges
foram encontradas no ensaio 3 (temperatura de 60 °C e pH 4,0) no tempo de 72 horas de
hidrolise enzimatica, uma vez este proporcionou uma maior concentracdo de glicose e
consequentemente apresentou uma maior eficiéncia de hidrdlise.

Mediante a andlise dos efeitos das varidveis independentes, apresentados pelos gréaficos
de pareto e pelas tabelas da ANOVA, Figura 10 e Tabelas 7,8 e 9 respectivamente, observa-se
gue para os tempos de hidrélise de 24 e 48 horas, nenhuma variavel estudada apresentou efeito
significativo na eficiéncia de hidrolise da fragdo celuldsica 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 varidvel proporcionam menores
eficiéncias de hidrolise enzimética, além disso, a interacdo entre o pH e a temperatura
apresentou um efeito significativo antagonico, indicando que o aumento de uma das variaveis

e a diminuicdo dos valores da outra proporcionam maiores valores da variavel resposta.



55

O aumento da temperatura desse processo enzimatico por longos periodos de tempo
poderia atuar de forma a desnaturar as B-glicosidases, as celobihidrolases e as endoglucanases
que formam o complexo celulolitico do coquetel enzimatico aplicado, o que poderia explicar o
efeito dessa variavel. Temperaturas mais altas que a 6tima em processos enzimaticos levam a
diminuicdo drastica da velocidade de reagdo, desencadeando o desdobramento de grandes
segmentos da cadeia polipeptidica, ocasionando a desnaturacio (DAMORAN, PARK,
FENNEMA, 2010).

Analisando o processo de maneira geral, acredita-se que a presenca da lignina e da
hemicelulose na farinha integral do colmo do bambu estudado, confere certa resisténcia a
mesma o que pode impossibilitar o acesso das enzimas celuloliticas na fracéo celulésica da
matriz vegetal, o que pode explicar as baixas concentracdes de glicose e eficiéncias de hidrolise
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 biodisponivel para acdo dos biocatalisadores, liberando assim mais agucar no
meio e consequentemente melhorando a eficiéncia de hidrolise enzimatica (BANOTH et al.,
2017).

A Figura 11 apresenta as curvas de nivel e as superficies de resposta dos DCCRs
realizados para hidrélise enzimatica da farinha integral do colmo do bambu B. vulgaris
variedade vittata nos tempos de 24, 48 e 72 horas. O comportamento dos graficos nos tempos
de 24 e 48 horas de hidrolise sdo consideravelmente semelhantes, enquanto em 72 horas a curva
e a superficie apresentam uma outra tendéncia para a regido Otima. Apesar de apresentar
variaveis significativas, gerando um modelo estatistico, 0 DCCR no tempo de 72 horas de

hidrolise apresentou falta de ajuste, conforme a ANOVA da Tabela 9.
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24 h

pH(Q) -3,21092

Temperature (°C)(Q) -1,81685

(1)pH(L) -1,62089

(2)Temperature (°C)(L) -1,2127

1Lby2L -,375022

48 h

PH(Q) -3,95804

(2)Temperature (°C)(L) / -2,47466

Temperature (°C)(Q) -1,1672

(1pH(L) -,696168

1Lby2L / -,131599

p=,05

.
(2)Temperature (°C)(L) // % -9,61754

72 h

1Lby2L / -5,42831
Temperature (°C)(Q) -,614784
pH(Q) -,26693
(L)PH(L) ,0650676

p=,05
Figura 10. Graficos 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 Hidrolise Enzimatica da Farinha Integral do
Colmo de Bambu de 24 horas do B. vulgaris. *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma Graus de Media F p
Quadratica Liberdade  Quadratica
(1) pH (L) 2,28839 1 2,288394 2,62729  0,246487
pH (Q) 8,98010 1 8,080100  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

Tabela 8. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrolise Enzimatica da Farinha Integral do
Colmo de Bambu de 48 horas do B. vulgaris. *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma Graus de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica
(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
R? 0,8457

Tabela 9. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrdlise Enzimatica da Farinha Integral do
Colmo de Bambu de 72 horas do B. vulgaris. *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma Graus de Media F p
Quadratica Liberdade  Quadratica
(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
R? 0,5093
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Com relacéo ao Delineamento Composto Central Rotacional realizado para a celulose

extraida do colmo de bambu B . vulgaris variedade vittata, os resultados obtidos para hidrélise

encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da Hidrélise Enzimética da

Celulose Extraida do Colmo de Bambu B. vulgaris em diferentes Tempos de Hidrolise.

Tempos de
Hidrolise 24h 48h 72h
Enzimatica
Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia
Ensaio Temperatura pH | Glicose de Glicose de Glicose de
(°C) (/L)  Hidrolise | (g/L) Hidrdlise | (g/L)  Hidrolise
(%) (%) (%)
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 50 359 | 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 (©) 50 5 | 865 43,25 14,36 71,80 18,15 90,74
11 (©) 50 5 | 911 45,53 14,75 73,74 17,26 86,32

Diferentemente dos resultados obtidos para a farinha integral do bambu, em todos os

ensaios do delineamento experimental realizado para a celulose extraida do colmo do bambu
B. vulgaris foram observadas consideraveis concentragdes de glicose e consequentemente altas
eficiéncias de hidrolise enzimatica. De maneira geral, conforme o aumento do tempo de
hidrolise, observa-se um aumento da producdo de glicose em quase todos 0S ensaios,
averiguando maiores valores de eficiéncia de hidrolise no tempo de 72 horas. Os resultados
variaram de 2,09 a 19,8 g/L de glicose obtida com valores de eficiéncia de 10,47 a 99 %. As
melhores condigdes foram encontradas no ensaio 5 (temperatura de 35,9 °C e pH 5,0) no tempo
de 72 horas de hidrdlise enzimatica, uma vez este proporcionou uma maior concentragdo de
glicose e consequentemente apresentou uma maior eficiéncia de hidrolise.

Mediante a anélise dos efeitos das variaveis independentes, apresentados pelos graficos
de pareto e pelas tabelas da ANOVA, Figura12 e Tabelas 11, 12 e 13 respectivamente, observa-

se que para todos os tempos de hidrdlise as variaveis independentes pH e temperatura foram
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significativas sob a eficiéncia de hidrélise, apresentando um efeito negativo, indicando que
maiores valores das mesmas promovem menores valores da variavel resposta

. Néo foram observados efeitos de interacdo sinérgicos ou antagbnicos nos tempos e nas
condicdes de hidrolise estudadas. O efeito negativo da temperatura pode ser explicado pelo
possivel desdobramento das cadeias polipeptidicas do complexo celulolitico do coquetel
enzimatico causado pela desnaturacdo térmica, como explicado anteriormente para a farinha de
bambu no tempo de 72 horas de hidrolise (LORENCI WOICIECHOWSKI et al., 2020).

Quanto ao efeito negativo do pH sabe-se que baixos valores dessa variavel podem
proporcionar maiores eficiéncias de hidrolise, tendo em vista que os acidos solubilizam
principalmente a porcdo da hemicelulose da biomassa lignoceluldsica e também parte da
lignina, podendo tornar a fracdo celuldsica mais exposta e acessivel, facilitando a acdo das
enzimas celuloliticas (LORENCI WOICIECHOWSKI et al., 2020).
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Figura 12. Gréficos de Pareto com os Efeitos Estimados dos DCCRs Realizados para a

Hidrolise Enzimatica da Celulose Extraida do Colmo do Bambu B. vulgaris.
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Tabela 11. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrdlise Enzimatica de 24 horas da Celulose
Extraida Colmo de Bambu do B. vulgaris. *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma Graus de Media F p
Quadratica Liberdade Quadratica
(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
R?2 0,96247

Tabela 12. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrolise Enzimatica de 48 horas da Celulose
Extraida do Colmo de Bambu do B. vulgaris. *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma Graus de Media F p
Quadratica Liberdade  Quadratica
(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
R? 0,9769

Tabela 13. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrolise Enzimética de 72 horas da Celulose
do Colmo de Bambu do B. vulgaris. *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma Graus de Media F p
Quadratica Liberdade  Quadratica
(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
R? 0,9908
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A Figura 15 apresenta as curvas de nivel e as superficies de resposta dos DCCRs
realizados para hidrolise enziméatica da celulose extraida do colmo do bambu B. vulgaris
variedade vittata nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os comportamentos dos graficos ao longo
desses intervalos de hidrolise sdo consideravelmente semelhantes, indicando uma regido de
6timo para regides de menores valores de temperatura e menores valores de pH, conforme os
efeitos estimados discutidos anteriormente. A Tabela 14 demonstra as respectivas equagdes
com 0s modelos estatisticos para cada intervalo de hidrélise enzimatica, obtidos a partir dos

dados observados.

Tabela 14. Modelos estatisticos da Hidrolise Enzimatica da Celulose Extraida do Colmo de

Bambu B. vulgaris Variedade vittata.

Tempo de Hidrélise (h) Modelo R?
24 Z=-177,23+6,67.x-0,08.x2 + 39,93.y - 4,46.y? - 0,00125.x.y 0.96
48 Z=-561,81+15,66.x - 0,18.x> + 122,61.y - 13,91.y>+ 0,19.xy 0,98
72 Z =-81545 + 13,10.x - 0,16.X% + 260,85.y - 25,89.y2- 0,06.xy 0,99

*Legenda: Z = eficiéncia de hidrélise (%), x = Temperatura (°C) e y = pH.

Ao analisar o processo geral como um todo e comparando os resultados obtidos para a
celulose extraida do colmo do bambu com os da farinha integral da mesma biomassa
lignocelulosica, percebe-se a diferenca de panoramas em termos de rendimentos de glicose e
eficiéncia de hidrolise, corroborando com o proposto por Bichot et al. (2018) e Banoth et al.
(2017) que concordam na necessidade um tratamento prévio na biomassa lignocelulésica para
que haja uma maior eficiéncia de catélise enzimatica. Além disso, o fato de o melhor ensaio
ocorrer em uma menor temperatura, do ponto de vista industrial isso acaba se tornando bastante
satisfatorio, tendo em vista principalmente a possivel economia de energia para um processo
como esse em grande escala.

Ao avaliar a producédo 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 hidrolise
enzimatica a uma agitacao de 150 rpm, 50 °C por 72 horas, Yang et al. (2019) obtiveram uma
eficiéncia de hidrolise de 53,3 %, enquanto Huang et al. (2019) ao submeter o colmo do bambu
de espécie Phyllostachys heterocycla pré-tratado com &cido sulfurico a 1 %, a 160 °C por 60
minutos adicionando ureia posteriormente, obtiveram uma eficiéncia de hidrolise de 61,4 % por

meio da hidrélise enzimatica a 50 °C, 150 rpm, durante 48 horas.
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5.4.3. Producéo de Bioetanol

Para a avaliagcdo da producéo de etanol, foram utilizados o hidrolisado de celulose
extraida do colmo de bambu B. vulgaris variedade vittata para o processo de Hidrolise e
Fermentacdo Separadas (SSH) e a propria celulose extraida da mesma biomassa lignoceluldsica
para aplicacdo no processo de Fermentagéo e Sacarificagdo Simultanea (SSF) de modo a avaliar
os rendimentos e as produtividades de ambos 0s processos. A Figura 16 apresenta os resultados

de consumo de glicose e formacéo do bioproduto estudado de ambos 0s processos, sendo (A)

para o SSH e o (B) para o SSF. (A)
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Figura 16. Produgéo de Bioetanol a partir da Celulose Extraida do Colmo do Bambu B. vulgaris
por meio da Hidrolise e Fermentacdo Separadas (A) e por meio da Técnica de Sacarificacao e

Fermentacdo Simultanea (B). Legenda: (A) etanol e (@) glicose.
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Ao analisar os dados da Fermentacdo e Hidrolise Separadas da celulose extraida 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 maximo de 3,47
g/L, ao decorrer do processo essa concentracdo manteve-se praticamente constante, chegando
ao final das 48 horas de fermentagdo com uma concentracgdo de 3,41 g/L de bioetanol. O fato
de ter utilizado a estratégia de aplicar uma alta concentracdo de indculo (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 Sacarificacdo e Fermentacédo
Simulténea, observa-se que dentre as condic¢Bes aplicadas ndo houve acimulo de glicose no
meio, 0 que acaba sendo um excelente indicativo de que a medida que a celulose esta sendo
consumida pelas enzimas do complexo celulolitico presentes no coquetel enzimatico e
liberando glicose o meio, a Sacharomyces cerevisae PE-02 consome este monossacarideo,
convertendo-o em bioetanol (SHAHSAVARANI et al., 2013). E notavel também que ao
decorrer deste processo fermentativo, ocorre um aumento gradativo na concentracgao de etanol,
atingindo um valor maximo de 2,95 g/L ap6s 48 horas de processo. Nota-se que 0 processo de
Fermentacdo e Sacarificacdo Simultdnea apresentou resultados em termos de producdo de
bioetanol muito préximos ao processo mais convencional (SSH), indicando que este processo
pode ser viavel para tal aplicacdo, tendo em vista a reducdo de vasos reacionais e
consequentemente de custos, por ocorrer em apenas uma Unica etapa (JOUZANI,
TAHERZADEH, 2015). A Tabela 15 apresenta os parametros de rendimentos e de

produtividades de ambos os processos fermentativos.

Tabela 15. Pardmetros de rendimento dos processos fermentativos SSH e SSF a partir do colmo

do bambu B. vulgaris variedade vittata.

Parametro SSH SSF
Yess (%) 41,3 -
Yers+ (%) 81,0 -
Pp (g/L.h) 0,06 0,06

Os fatores de rendimento ou conversdo se substrato em produto do processo SSH
observado foi de 41,3, proporcionando um rendimento tedrico maximo de 81 %. Devido a
indeterminacdo ocasionada pela glicose, tendo em vista a necessidade do conhecimento das

concentracdes iniciais e finais do substrato, ndo foi possivel calcular estes parametros 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 hidrolise enzimatica realizada anteriormente, a
produtividade do processo SSH cai para 0,023 g/L..h, indicando que o processo de Sacarificacdo
e Fermentacdo Simultanea é vantajoso e pode ser consideravelmente interessante, do ponto de
vista de aplicacBes industriais. Provavelmente o aumento da carga de sélidos e do tempo de
fermentacdo pelo método SSF promoveriam ainda melhores resultados, porém para que 0s
dados fossem equiparaveis, manteve-se as condi¢cdes mais semelhantes possiveis em ambos 0s
Processos.

Ao avaliar a producéo de bioetanol pelo processo SSH a partir do hidrolisado do colmo
de bambu Neosino calamus affinis pre-tratado com NaOH 5% a 170 °C e empregando a
Saccharomyces cerevisae Yang et al. (2019) obtiveram uma concentracao de etanol de 4,8 g/L.
Ja Huang et al., 2020 utilizaram colmos de bambu pre-tratados alcalinamente com perédxido de
hidrénio obtiveram um rendimento tedrico maximo de aproximadamente 76,98 % por meio do
processo SSF, utilizando uma carga de sélidos de 30% apds 72 horas de fermentacdo. Jiang,
Fei e Li (2016) avaliaram a producéo de bioetanol a partir do colmo do Bambusa blumeana pré-
tratado pelo processo hidrotérmico e alcalino seguido de uma hidrélise enzimatica de 48 horas
e da fermentacdo propriamente dita, utilizando a Saccharomyces cerevisae durante 24 horas e

obtiveram um rendimento tedrico maximo de 89,7 %.

5.5. Extracdo da Xilana

O colmo de bambu da espécie Dendrocalamus latiflorus selecionado foi submetido ao
processo de extracdo de xilana, sendo avaliado a carga de biomassa lignocelul6sica que deve
ser aplicada de modo a obter maiores rendimento e eficiéncia de extracdo. Os resultados desta
analise estdo apresentados na Figura 17, por meio da analise dos mesmos percebe-se que 0
aumento da concentragéo de biomassa lignocelulosica até a faixa de 100 g/L n&o proporcionou
aumento significativo nos rendimentos e eficiéncias de extracdo, indicando que uma baixa carga
de sélidos seria ideal para tal aplicacdo. O maior rendimento de extracédo verificado foi de 23,58
%, proporcionando uma eficiéncia de extragdo de 92,7 %.0 rendimento de extragdo indica a
relacdo entre a quantidade de xilana obtida e a massa de amostra de farinha integral do colmo
de bambu submetida ao processo. Ja a eficiéncia de extracdo indica a relacdo entre a massa de
xilana obtida e a massa de xilana presente na amostra da farinha integral do colmo de bambu.

Foi verificado na concentracdo de 120 g/L de colmo de bambu uma diminuicéo significativa
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dos valores de rendimento e eficiéncia de extracdo de xilana. Apesar das metodologias
sugerirem altas cargas de biomassas para serem submetidas ao processo de extracdo da xilana,
para essa espécie de bambu estudada, isso ndo era possivel devido a sua baixa massa especifica,
gerando assim grandes volumes de biomassa, promovendo uma dificuldade para que a solugéo
extratora percorra toda a biomassa por inteira e extraia eficientemente a xilana (AKPINAR et
al., 2010).
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Figura 17. Extracdo da Xilana do Colmo do Bambu D. latiflorus a partir de Diferentes Cargas

de Biomassa Lignoceluldsica. *Médias que ndo compartilham uma mesma letra sdo significativamente

diferentes, com 95% de confianca.

Ao avaliar o pré-tratamento alcalino utilizando NaOH a 5 % do colmo de bambu
Phyllostachys edulis, Yuan et al., (2020) obtiveram um contetdo de xilana de 19,9 %. Akpinar
et al., (2010) ao estudar a extracdo alcalina da xilana a partir do caule de tabaco, 0s mesmos
obtiveram um rendimento de 21,9 % de xilana utilizando uma carga de biomassa
lignocelulosica de aproximadamente 120 g/L. Huang et al., (2015) extrairam a xilana de
residuos de bambu da espécie e obtiveram uma eficiéncia de extracdo maxima de 72,67 % a
partir de uma menor carga de solidos (2%) submetida ao processo. Todas essas informagdes
indicam que a metodologia utilizada neste trabalho mostra-se eficiente para a extragéo 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 obtengéo de prebioticos, como os XOS, xilose,

entre outros.

5.6. Caracterizacao da Xilana Extraida 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 Absorc¢éo de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR) da xilana extraida do colmo de bambu D. latiflorus. A
partir desta analise foi possivel caracterizar a estrutura quimica deste componente majoritario

da fracdo hemicelul6sica da matriz vegetal estudada por meio da identificacdo dos principais

grupos funcionais presentes na amostra (XU, FEI XIANG et al., 2020).
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Xilana Extraida do Colmo do Bambu D. latiflorus.
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Mediante a analise das bandas espectrais obtidas observa-se a formacéo de uma regiao
de menores comprimentos de onda ao qual se concentra-se bandas bem definidas e de
intensidades consideraveis na faixa de 500 — 1700 cm™ e uma regi&o de maior comprimento de
onda, entre 2500 — 3500 cm™ que apresenta apenas uma banda larga de baixa intensidade. Foi
identificada uma banda em 651,67 cm™ indicando deformacdo angular das ligacdes tipo O-H.
A banda de 1046,31 cm™ de grande intensidade indica a integridade da xilana. A banda centrada
nesse comprimento de onda refere-se as vibragdes do anel glicosidico, deformacéo angular das
ligacbes C-O-H, deformacdes axiais das ligagdes C-O e C-O-0O, indicando que a xilana
analisada apresenta um perfil semelhante das arabinoxilanas com baixo grau de substitui¢io
(SILVA, SIMONE S. et al., 1998; WANG et al., 2019).

A banda em 1410,20 cm™ ¢ atribuida a flexdo das ligagcdes H-C-H e C-H ou O-H
caracteristica da fracdo hemiceluldsica. A banda de absorcdo observada no comprimento de
onda 1573,96 cm™ esté relacionada com a deformagéo axial das ligagdes do tipo C=C de anéis
aromaticos, indicando a presenca da lignina residual na xilana extraida (WANG et al., 2019).
A banda em torno de 1660 cm™ uma deformagdo angular nas ligacbes do tipo O-H,
demonstrando a presenca de agua adsorvida na fracdo de xilana estudada mediante as interacdes
fisicas e quimicas existentes que acabam se tornando resistentes para sua remocao (MORAN et
al., 2008). A banda larga e de baixa intensidade observada no comprimento de onda 3288,75
cm?t esta relacionada com vibragdes de estiramento nas ligacdes de tipo O-H, indicando a
presenca de residuos de celulose presentes na xilana extraida do colmo de bambu
Dendrocalamus latiflorus (WANG et al., 2019).

5.6.2. Andlise Termogravimétrica (TGA)

Para avaliar a estabilidade térmica da xilana extraida do colmo de bambu
Dendrocalamus latiflorus foi realizada a analise termogravimétrica. A Figura 8 exibe as curvas
TG da amostra. Por meio da analise das mesmas observa-se 4 principais regides de perdas de
massa. A primeira ocorreu na faixa de temperatura entre 30 - 120 °C correspondendo a possivel
perda de agua absorvida por meio do processo de evaporacgdo (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 degradacéo térmica dos agucares presentes na fragdo da xilana, por
meio da quebra das ligagdes glicosidicas. Essa segunda faixa, indica a degradagéo da propria
xilana demonstrando que a mesma é consideravelmente estavel até a temperatura de 200 °C. A

terceira faixa indica provavelmente a degradacgéo térmica da celulose residual aderida a xilana
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extraida. A quarta regido de perda de massa, foi observada na faixa de temperatura 750 — 900
°C indicando a degradacdo térmica da lignina residual da amostra (ou dos seus residuos) e ou
produtos estaveis da pirdlise dos agucares presentes na amostra (SILVA, SIMONE S. et al.,
1998; WANG et al., 2019).
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Figura 19. Curvas da Andlise Termogravimétrica da Xilana Extraida do Colmo do Bambu

D. latiflorus.

Na literatura ndo foram encontrados dados de caracterizacao térmica da xilana extraida

do colmo do bambu utilizando a mesma técnica abordada neste trabalho. Mesmo assim, 0s
resultados obtidos corroboram com os resultados das analises de Wang, et al. (2019) que ao
avaliarem a caracterizacdo de hemiceluloses obtidas do bambu de espécie Phyllostachys edulis
obtiveram um perfil de degradacdo e estabilidade térmica semelhante ao encontrado neste
presente trabalho, observando também uma xilana estavel até temperaturas proximas de 200°C.
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5.7. Aproveitamento Biotecnoldgico da Xilana Extraida do Colmo do Bambu

5.7.1. Producéo de Xilo-Oligossacarideos (XOS)

Para avaliar a produgdo dos XOS por meio de diferentes tempos de hidrélise enzimatica
da xilana extraida da fragdo hemicelul6sica do colmo de bambu Dendrocalamus latiflorus. Foi
realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCRs), composto por ensaios
mais 3 pontos centrais tendo como variaveis independente o pH e a temperatura e como
dependente a concentragdo de XOS totais. Para a execuc¢do do planejamento foi utilizada uma
concentracdo enzimatica de 7,5 mg de proteina/g de xilana, tendo que vista que a partir da curva
de saturacdo enzimatica apresentada na Figura 20, esse valor de carga enzimatica corresponde
a menor concentracdo que fornece a maior atividade de endoxilanase. Os resultados obtidos
para hidrolise enziméatica da xilana extraida do colmo de bambu nos tempos de 24, 48 e 72

horas encontram-se nas Tabelas 16, 17 e 18 respectivamente.
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Tabela 16. Resultados do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da Hidroélise

Enzimatica da Xilana Extraida do Colmo de Bambu D. latiflorus ap6s 24 h.

Ensaio Temperatura pH X2 X3 X4 X5 X6 XOS
(°C) (L) (L) (@L) (L) (9L) 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 50 399 | 221 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

Tabela 17. Resultados do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) da Hidroélise

Enzimatica da Xilana Extraida do Colmo de Bambu D. latiflorus ap6s 48 h.

Ensaio Temperatura pH X2 X3 X4 X5 X6 XOS
(°C) (L) (@@L (@@L (@@L (L) 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 50 399 | 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 Hidroélise

Enzimaética da Xilana Extraida do Colmo de Bambu D. latiflorus apés 72 h.

Ensaio Temperatura pH X2 X3 X4 X5 X6 XOS
(°C) (L) (L) (@L) (L) (9gL)  ftotais

(9/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 50 359 | 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

De maneira geral, os resultados obtidos para producdo de XOS a partir da xilana
extraida do colmo do bambu foram consideravelmente relevantes, tendo em vista outros
trabalhos que utilizam o bambu ou até mesmo outras biomassas lignocelulésicas , em condigdes
otimizadas chegam a obter menores concentrac6es de xilo-oligdmeros. Os resultados variaram
de 0,28 a 4,95 g/L de XOS, sendo observados principalmente os xilo-oligossacarideos de
cadeias curtas, Xilobiose (X2) e xilotriose (X3) e xilotetrose (X4) de cadeia intermediéria.
Foram poucos 0s ensaios que se observou xilo-oligdmeros cadeias longas, como xilopentose
(X5) e xilohexose (X6). As melhores condi¢fes foram encontradas no ensaio 11, referente
ao ponto central (temperatura de 50 °C e pH 5,0) no tempo de 24 horas de hidrolise enzimatica,
uma vez este proporcionou uma maior concentracdo de xilo-oligossacarideos. Sob o ponto de
vista industrial, processos em que a melhores condi¢Ges ocorrem em menores tempos refletem
e impactam positivamente em sua viabilidade, tende em vista maiores valores de produtividade
que estes podem oferecer. Mediante a andlise dos efeitos das variaveis independentes,
apresentados pelos graficos de pareto e pelas tabelas da ANOVA, Figura 21 e Tabelas 19, 20 e

21 respectivamente.



75

24 h v ey
PHQ) //// -45,9791
Temperatuca (°C)(Q) / / -36,7504
(2)pH(L) / // 26,8256
(1)Temperatuca (°C)(L) -23,3723
1Lby2L ,599%)815
p:i05

48 h (@)PHL) // 17,2833
Temperatura (°C)(Q) //// -16,6844
PH(Q) / /// ‘ -14,2853

(1)Temperatura (°C)(L) / / -4,91374

1Lby2L / 4,38519

p=,05

72 h
(2pH(L) /// -6,87644
PH(Q) //// -5,16019
Temperatura (°C)(Q) / // -4,52105
(1)Temperatura (°C)(L) -3,19142 é
1lby2L 2,422082

p=,05
Figura 21. Graficos de Pareto com os Efeitos Estimados dos DCCRs Realizados para a

Hidrélise Enzimatica da Xilana Extraida do Colmo do Bambu D. latiflorus.
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Tabela 19. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrolise Enzimética de 24 horas da Xilana
Extraida do Colmo de Bambu do D. latiflorus. *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma Graus de Media F p
Quadratica Liberdade Quadratica
(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

Tabela 20. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrdlise Enzimatica de 48 horas da Xilana
Extraida do Colmo de Bambu do D. latiflorus. *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma Graus de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica
(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
R?2 0,9470

Tabela 21. ANOVA dos DCCR Realizado para a Hidrdlise Enzimatica de 72 horas da Xilana
Extraida do Colmo de Bambu do D. latiflorus. *p: Valores significativos para valores de p < 0,05.

Fator Soma Graus de Media F p
Quadratica Liberdade Quadratica
(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 2439328 10
Total

R? 0,9430
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Observa-se que para todos os tempos de hidrélise as variaveis independentes pH e
temperatura foram significativas sob a variavel resposta, obtengdo de XOS, apresentando
efeitos negativos, indicando que maiores valores das mesmas promovem menores valores na
producdo dos prebidticos. Foi observado apenas um efeito de interacdo significativo no tempo
de 48 horas de hidrolise, demonstrando um efeito antagonico, indicando assim que o aumento
dos valores de uma determinada variavel e a diminuicdo dos valores da outra promovem
maiores valores da varidvel resposta. Acredita-se que o efeito negativo causado pelo aumento
da temperatura pode ser explicado pelo desencadeamento da desnaturacdo térmica da
endoxilanase presente no coquetel enzimético. As temperaturas mais altas que a faixa 6tima em
processos enzimaticos podem causar um desdobramento nas estruturas terciéria e quaternaria
da proteina, impactando drasticamente na diminuicdo da velocidade de reacdo de hidrélise da
xilana. (DAMORAN, PARK, FENNEMA, 2010). Com relacdo ao efeito negativo do pH,
acredita-se que o aumento dos valores dessa varidvel pode ocasionar na precipitacdo da xilana,
0 que a deixa em um estado mais agregado e organizado, o que dificultaria a agéo das enzimas
para degradacdo e liberacdo dos XOS, além disso valores de pHs mais baixos promovem a
ruptura das ligacdes covalentes o que a depender das condi¢cdes de hidrélise, podem ser
favoraveis na degradacdo da xilana e liberacdo dos xilo-oligossacarideos (GOWDHAMAN;
PONNUSAMI, 2015). De maneira geral, na maioria dos ensaios ao longo do tempo de hidrdlise
é observado uma diminuicdo da concentracdo de XOS, o que poderia indicar que as préprias
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 nivel e as superficies de resposta dos DCCRs
realizados para hidrélise enzimatica da xilana extraida do colmo do bambu D. latiflorus nos
tempos de 24, 48 e 72 horas. Os comportamentos dos graficos ao longo desses intervalos de
hidrolise sdo consideravelmente semelhantes, indicando uma regido de 6timo para regifes de
menores valores de temperatura e menores valores de pH, conforme os efeitos estimados
discutidos anteriormente. A Tabela 11 demonstra as respectivas equagdes com 0s modelos
estatisticos para cada intervalo de hidrolise enzimaética, obtidos a partir dos dados observados.

Apenas no tempo de hidrélise de 24 horas a falta de ajuste mostrou-se significativa.
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Figura 23. Curvas de Nivel e Superficies de Resposta do DCCR da Hidrélise Enzimatica da Xilana Extraida

do Colmo de Bambu D. latiflorus.
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Tabela 11. Modelos estatisticos da Hidrolise Enzimética da Xilana Extraida do Colmo de

Bambu D. latiflorus.

Tempo de Hidrélise (h) Modelo R?
24 Z=-69,48 +1,39.x - 0,01.x2 + 16,76.y -1,78*y? + 0,03.Xx.y 0.98
48 Z=-41,67+1,10.x-0,01.x2 + 8,53.y -1,19.y>+ 0,04.x.y 0,95
72 Z=-22,18+0,574.x -0,01.x%+ 6,35.y -1,04.y? + 0,06.x.y 0,94

*Legenda: Z = eficiéncia de hidrolise (%), x = Temperatura (°C) e y = pH.

Na literatura ndo sdo reportados trabalhos que abordam a producdo de xilo-
oligossacarideos utilizando os pardmetros e os niveis avaliados por meio do DCCR, além de
ndo constar estudos que abordem a producdo desses prebioticos a partir da xilana extraida de
colmos de bambu pela metodologia executada neste trabalho. Ao avaliar a producdo de XOS
por meio do tratamento de autohidrdlise do colmo de bambu de espécie Dendrocalamus
giganteus Munro, Xiao et al., (2013) obtiveram no seu melhor ensaio um contetdo total de
aproximadamente 4,75 g/L de XOS com cadeias de 2 a 6 unidades monoméricas. Avila et al.,
(2020) ao estudar a producdo de xilo-oligbmeros a partir do bagaco de cana de agucar pré-
tratado com acido diluido e com liquido idnico e submetido ao processo de hidrélise enzimatica,
eles obtiveram uma producdo maxima 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. CONCLUSAO GERAL

Em suma, mediante os resultados obtidos pode-se constatar que o colmo de bambu é
uma matéria-prima lignoceluldsica de grande importéncia e potencialidade para a aplicacdes no
ambito dos processos biotecnolégicos que envolvem a biorrefinaria, tendo em vista sua
composicao rica em celulose e hemicelulose o que permitiu as extracoes eficientes das fragoes
celulosicas (41,87%) e xilana (23,58%), a partir das espécies Bambusa vulgaris vittata e
Dendrocalamus latiflorus, respectivamente, por meio de técnicas ndo convencionais para este
material vegetal, aplicando-as para a obtencdo dos mais diversos bioprodutos, como
nanocelulose, glicose, bioetanol e xilo-oligossacarideos, por meio da hidrolise enzimatica, que
desempenhou um papel fundamental para a producéo desses biocompostos.

O rendimento maximo de nanocelulose de 52,6 % a partir da celulose extraida do colmo
do bambu da espécie Bambusa vulgaris vittata, demonstrou a importancia da realizagdo de pré-
tratamento na matriz vegetal de modo a facilitar os processos posteriores, além disso a técnica
de hidroélise enzimatica assistida de ultrassom, mostrou-se super eficaz no tempo de 48 horas,
permitindo obter este consideravel rendimento através de um processo muito mais ecolégico
que os métodos convencionais que utilizam elevadas concentragdes de acidos.

Com relagdo a glicose, também foi observado os melhores resultados de eficiéncia de
hidrélise (99%) e consequentemente maiores concentracdes de glicose (19,8 g/L) na hidrolise
enzimatica da celulose extraida do colmo do bambu, observando mais uma vez a recalcitrancia
da matriz vegetal quando usada integralmente isenta de algum pré-tratamento.

Ja com relacdo a producdo de bioetanol, foi possivel obté-lo por meio de processos
distintos, partindo da celulose extraida 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 a produtividade, o processo simultaneo pode ser ainda mais vantajoso, para isso mais
estudos utilizando leveduras engenheiradas termotolerantes, maiores temperaturas e maiores
cargas de biomassa podem proporcionar concentraces ainda maiores desse biocombustivel.

Com relacdo aos XOS obtidos por meio da hidrélise enzimética de xilana extraida do
colmo do bambu Dendrocalamus latiflorus, observou-se uma concentracdo maxima (4,95 g/L)
desses prebioticos no tempo de 24 horas de hidrolise, demonstrando a eficiéncia do tratamento
de extracdo assim como as condi¢Ges empregadas para a hidrolise foram consideravelmente
interessantes, atingindo resultados melhores em um menor tempo de hidrélise, quando
comparado com outros bioprocessos. Todos esses resultados enaltecem o potencial

biotecnologico do colmo do bambu demonstrando seu grande potencial para tais aplicacdes.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Caracterizar a nanocelulose obtida, quanto a sua cristalinidade, FTIR, TGA e
microscopia eletronica de varredura de modo poder classifica-la em nanocristalina ou
nanofibrilada e avaliar possiveis aplicagdes;

e Avaliar pré-tratamentos para a hidrolisar a fragdo celuldsica contida na farinha integral
do colmo de bambu, comparando com o processo de hidrélise enzimatica;

e Validar os modelos estatisticos referentes a producdo de glicose, mediante a hidrolise
enzimatica da celulose extraida do colmo de bambu;

e Avaliar a producdo de bioetanol por meio do processo de Sacarificacdo e Fermentacéo
Simulténea utilizando leveduras engenheiradas que tolerem maiores temperaturas, além
de avaliar maiores cargas de celulose extraida do colmo de bambu, além de avaliar
maiores tempos de fermentacao;

e Avaliar a producéo de celo-oligossacarideos a partir da hidrélise enzimatica da fracdo
celulésica do colmo de bambu;

e Validar os modelos estatisticos referentes a producdo dos xilo-oligossacarideos,
mediante a hidrolise enzimética da xilana extraida do colmo de bambu;

e Avaliar os efeitos prebioticos e antioxidantes dos XOS obtidos;

e Estudar a producdo desses biocompostos a partir de ensaios com as mesmas enzimas
imobilizadas e recuperadas sucessivamente;

e Realizar estudos de viabilidade econémica dos processos avaliados.
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Introduction

Bamboo is a plant that belongs to the family Poaceae (like
maize, wheat, rye, oat, sugarcane, barley, and rice) and it
is spread over 1250 species under 75 genera in the world
[1]. According to the International Network for Bamboo
and Ratran [2], the domestic market for bamboo and
rattan products in 2012 moved about US$ 34.2 billion,
thus it has been called as green gold. Worldwide, China
and Thailand are the countries with the most developed

bamboo economy; in Brazil, no data are available on the
production and demand of local markets.

As reported by FAO/INBAR [3], Asia owns the richest
bamboo resources with a total area of over 10 million
hectares located in southeastern and over 5.4 million
hectares in China. In Brazil, the bamboo-dominant area
islocated inthe southwestern Amazon with about 18 million
hectares of forest. Although the total forest areas in many
countries have drastically decreased, the bamboo forest
area has progressively increased at a rate of 3% annually [4].
Brazil is home to one of the largest native bamboo reserves
in the world (180 000 kmz), which 1s located in southwest-
ern Amazonia [5], with 89% of all bamboo genus and 65% of
all species known in Amecrica, including Dendrocalamus
asper, Bambusa tuldoides, and Bambusa vulgaris [6-8].

Most scientific studies on bamboo have focused on the
agronomic area [9,10], industrial culm applications
[11,12], fiber extraction, or in shoot-based food products,
cither fresh or fermented [13-16]. The shoot processing
conditions are well established, being recommended that
only 20-30% of shoots can be removed for maintaining a
sustainability extraction, and a bamboo grove can last fora
hundred years or more [17].

Old bamboo culm is used for the production of paper,
furniture, decoration objects, and in the building sector,
due to its mechanical properties. It can also be used in the
production of medicines due to the high phytosterols
levels of bamboo shoots [18,12,8,19]. However, the sub-
stantial starch content present in young and mature culm
parenchyma cells can be attractive to insects and micro-
organisms, causing infestations that destroy industrial
bamboo products [20,8].

Since bamboo has a composition of varied carbohydrates,
from simple sugars, starches, hemicellulose and cellulose,
and it as levels of protein and lipids of less than 2-3%, it is
a potential candidate for studies of processes of separation
and application of these carbohydrates, both in the food
industry and in biotechnology products, such as second
generation alcohol, prebiotics, among others.

Food applications of bamboo
Bamboo shoot fiber is the best-known bamboo products
in the food industry. In castern countries, it is consumed
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in the form of preserves and snacks, but at an industrial
level it is used for the production of fibers, such as
Jelucel®BF [21], Nutriloid® Bamboo Fiber [22] and
Creal'ibe [23]. These fibers have great acceptance in the
international market, which have been used in the for-
mulation of breads, pasta, meat products, cheese, and
yogurt, increasing the fiber content of the products and
conferring a healthy claim [24,25,18,1,13,14], without
affecting the color, flavor or odor of the products, and
for this reason it is widely used as a source of fibers for
gluten-free products.

Studies have shown that bamboo shoot fibers can improve
the sensory characteristics of some food products. Mus-
tata e a/. |26] and Thomas e7 /. [27] studied the addition
of bamboo shoort fiber in cookies and pork nuggets, and
reported a better sensory acceptance of the products, and
improvement of the microbiological characteristics of
pork nuggets.

However, the yield of the fiber extraction is about 10% of
the bamboo shoot, because they have above 90% of
moisture. One of the concerns regarding the food use
of bamboo shoots is its method of preparation, which
requires cooking, with consecutive water changes, to
remove cyanogenic compounds. These anti-nutrients
can vary according to the species of bamboo and the
climatic conditions, as they are a protection of the bamboo
shoot. In Asian countries, this concern is less, as they use
few species for edible use, but in tropical countries, where
there is still no established production chain and a wide
variety (more than 200 species being grown in a single
country, in the case of Brazil), becomes worrying about
the risks of consumption of the sprout, whose preparation
follows Asian recipes.

To alleviate these problems, our research team started to
study the young culm, in the form of flour, where all the
processing allows the removal of the cyanogenic com-
pounds and makes the product with low water activity,
increasing its shelf life and making it o ready for applica-
tions in food products, as can be seen in the paper produced
by Felisbertoetal. This study was innovative and allowed to
study three eastern species of bamboo, but which have
adapted in South America, more precisely, in Brazil.

The development of young bamboo culm flour (YBCE)
was based on the few studies that reported the high
content of crude fiber and other polysaccharides in bam-
boo culms, like starch and sugar [29,30]. According to
Banik [31], the young bamboo culm has a peak of starch
during their growth; the rhizomes of 2-3-year-old culms
(young culms) are a rich reserve of nutrients (starch and
nitrogen) and these culms play a functional role in the
plant metabolism due to their plentiful leaves. However,
these contents depend both on the age of bamboo culms
and the species and the culm position [32].
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Felisberto e al. [33] studied the physicochemical and
technological characteristics of YBCE of D. asperas a new
ingredient for food products. The authors found few
differences in the chemical composition of flours obrained
from different culm fractions (bottom, middle, and top).
When comparing bamboo culm flour produced from three
different species, a higher fiber content (>60 g/100 g) was
observed for all samples, and the varieties D. asper and
B. vulgaris were also high in starch (10 and 16 g/100 g,
respectively) [28].

The young bamboo culm of the B. zuldoides variety has the
potential for fiber extraction, while the varieties D. asper
and B. vulgaris have the potential for starch extraction,
thereby increasing the possible food applications of young
bamboo culms as a raw material. Thus, the young bamboo
culm flour can be used as a new ingredient for food
products, improving the intake of insoluble fiber and
considering the consumer demand for healthier products,
as an alternative for the whole flours traditionally used in
cakes, cookies, and bread formulations, and for thickeners
and fat replacers.

Considering the results of the composition of the young
bamboo culm, our working group [34°,35%,36,37] stud-
ied the starch extraction from three young bamboo
culm species (D. asper, B. tuldoides, and B. vulgaris)
and the technological properties, aiming to use starches
for meeting the demand of the food and non-food
industrics for new ingredients and natural sources.
The authors reported a slightly yellowish coloration,
small-sized polyhedral starch granules with an average
diameter of 5.59 mm. Regarding the physicochemical
characteristics, the amylose contents of cereal starches
ranged from 12 to 40%. The molecular size distribution
of both amylose and amylopectin chains showed the
same clution volume, with values of 65 and 132.5 mL
respectively, with similar peak behavior for both the
blue value (BV) response and total sugars (CHO).
However, the values observed for amylose peaks were
not consistent with the apparent amylose content,
which was expected, once there is no amylose standard
for bamboo starch.

Concerning the amylopectin chain length, all samples
presented the main peak with an average degree of
polymerization (DP) of 12-13, and the second peak with
DP of 43-45, similar to the amylopectin chain length of
wheat, rice, and barley. Although the samples have a large
proportion of short (DP 6-12) and long (DP > 37) chain
lengths, a higher proportion of chains with DP 13-24 was
observed, which is the ideal length for the formation of
stable double helix [34°,35°%,36]. Moreover, shoulders in
the chain length distribution were not observed for all
starches, suggesting the absence of imperfections in the
crystal structure, as reported by Jane ¢ «/. [38]. The
results of amylopectin chain length distribution, besides
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similar to the cereal starch pattern, corroborated the type
A crystallinity pattern [39-41]. The crystalline relativity
(CR) of D. asper, B. tuldoides, and B. vulgaris starches
ranged from 19 to 28%, which and was inversely propor-
tional to the apparent amylose content, as expected for
native starches [42].

Regarding thermal properties, the authors reported
high gelatinization temperatures (‘T'p > 80°C) and low
enthalpy (AH < 11) for all starches, which indicates
high molecular organization. When comparing the
native with the gelatinized starches, the latter showed
lower gelatinization temperatures, as expected due to
the inadequate realignment of amylose molecules and
amylopectin side chains, which led to the formartion of
less ordered, less crystalline, and less stable structures

[43,44].

Until now, our group produced two products: Felisberto
et al. [45°°] evaluated the application of YBCF as a partial
replacement for wheat flour (15%) in cookie formulations
with partial reduction of sugar and fat. The authors
observed a significant effect of sugar reduction on cook-
ies” diameter, with a smaller diameter observed for the
cookies with the lowest sugar content (50% of reduc-
tion), what was already expected since sugar and fat are
the agents responsible for the spread of cookies during
baking. The authors selected the formulations with a
50% reduction of sugar and fat (2 and I3, respectively)
and a control formulation (CF) to evaluate the stability
and nutritional composition of the cookies during 28 days
of storage. The moisture content and water activity of
the cookies remained low throughout the storage, as
recommended for the maintenance of crispness. The
formulations F2 and F3 were light-colored, similar to
CF, and presented lower energy value (0.83 and 11.73%,
respectively) when compared with CF. The beneficial
nutritional effects produced by the addition of bamboo
youth flour in cookic formulations can be considered
more important than reducing the diameter, in the same
way, as breads with reduced volumes, due to the use of
whole four or rye grains, which add to the product the
functional appeal of the fiber.

The other research from our group [46] was a comparative
study between different combinations of bamboo shoot
fiber (BSE) and YBCF from B. tuldoides as partial replace-
ment of semolina of T7itrcum durum (from 0 to 7.0%) in dry
fettuccine pasta formulations. The formulations contain-
ing the bamboo fibers (BSF and YBCF) were lighter than
the control (100% semolina). However, the replacement
up to 3.5%, with BSEF or YBCF, made it possible to
maintain the characteristics of cooking, firmness and
sensory acceptance similar to the paste control. This
result corroborates the potential use of the bamboo culm
fiber, also contributing to the balance in the clump
maintenance.
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In the field of biotechnology and bioprocesses, bamboo has
become an important plant matrix with potential use for
obrtaining inputs for the food and pharmaceutical industry,
such as sugars, prebiotic ingredients, sweeteners, among,
others, besides being of great interest for processes involv-
ing biorefinery, mainly in the production of biofuels and
other chemical compounds [47], as shown in Figure 1.

Several plant matrices such as sugarcane bagasse and straw
[48], rice and wheat straw [49], corncob [50], among others,
have been studied as sources of cellulose and hemicellu-
loses for the biotechnological production of inputs. Many
researchers [47,51,52%°,53%°] have studied new lignocellu-
losic biomasses with higher cellulose and hemicellulose
contents, mainly for application in processes involving
biorefinery. In this scenario, bamboo emerges as lignocel-
lulosic biomass with great biotechnological potential.

As can be seen in Table 1, studies on bamboo characteri-
zation have shown that some species, such as Dendroca-
lamus latiflorus and Guadua amplexilofia, contain high
cellulosic and hemicellulosic fractions when compared
to other biomass commonly used in biotechnological
processes, thus making them ideal for such applications.
Other favorable characteristics of bamboo as plant mate-
rial, when compared to other lignocellulosic biomass,
include the high productivity and biomass density, which
reduces the production and transportation costs, the
amount of fertilizer, besides not requiring the use of
seeds, making cultivation costs lower, thus leading to
higher production yields [47].

Several pretreatment and treatment techniques have been
described in the literature to hydrolyze the xylan and
cellulose chains of lignocellulosic biomass [57]. The xylan
present in the hemicellulosic fraction allows obtaining
high value-added products such as xylooligosaccharides
(prebiotics with multiple applications in the food and
pharmaceutical industries) and xylitol (high added value
sweetener, obtained from xylose deacetrylation), besides
xylose, which is a monosaccharide belonging to the pentose
class and can be used to produce ethanol [58]. From the
cellulosic fraction, it is also possible to obtain glucose,
which is a monosaccharide belonging to the class of hexoses
and corresponds to one of the substrates most used in
alcoholic fermentation processes, besides the production
of oligomers, known as celoligosaccharides [47].

There are few studies in the literature about bamboo as a
source of lignocellulosic material for bioprocesses, aimed
to produce ingredients with industrial interest when
compared to other biomasses. Of the few existing studies,
some methods to obtain the desired products are
reported, such as chemical hydrolysis, which may be
cither alkaline or acid, enzymatic hydrolysis and self-
hydrolysis [11].
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Flowchart of the main bioprocesses using bamboo.
Source: adapted from He et al. [11].

In general, processes that use the chemical route, whether
acidic or alkaline or the route by self-hydrolysis using high
temperature and pressure conditions, are usually less expen-
sive and can promote a higher cellulose and xylan degradation

Table 1

Structural composition of various plant matrices commonly
used in bioprocesses when compared with some bamboo
species

rate, allowing obtaining high yields of monosaccharides such
as xylose and glucose. In contrast, depending on the condi-
tions used, the formation of compounds known as inhibitors
(furfural and hydroxymethylfurfural) may occur, which are
undesirable mainly for alcoholic fermentation, requiring
tfurther steps for removal of the compounds [57].

In contrast, many researchers have used the enzymatic
hydrolysisin the treatmentoflignocellulosic biomass, once,
although it is more costly, it is a more selective method
when compared to the chemical processes, allowing the use

Plant matrix Percentage % Reference : s 2
- 2 — of mild temperature, pH, and pressure conditions, which
Celldiess Hemicoluloss Fignm facilitates the process control and minimizes inhibitor
gugarcane gagasse 353 22.9 14.7 - [48] generation. Higher production vields are reported in the
ugarcane Straw 36.7 20.5 i oaien) literature, mainly for xylan and cellulose oligomers,
Rice Straw 30.9 15.7 20.0 [49] R .
o Straw 307 333 70 [50] depending on the type of enzyme used (ct:llulascs,‘x‘yla—
Eucalyptus 48.0 13.0 27.0 [11] nases, and accessory enzymes) and the conditions
Coffee Bark 48.3 28.7 2.7 [51] employed during the hydrolysis step [59].
Bamboo 45.0 21.0 27.0 [47]
(Bambusa vulgaris) ) B e e : i . - . :
Barbot 475 15.4 %63  [54] Md_ny studies have mvcsugatcd.thc. effect ()f.thc .u)mbl—
(Dendrocalamus nation of treatments to remove lignin present in biomass,
giganteus) to reduce the formation of inhibitors, and to obtain higher
?Gamboo » 48.0 37.0 5.0  [59] yields. One of the greatest challenges is the optimization
uadua amplexilofia s " e . s srcaii T
e e o 230 5] i)f these procedures to enable l()wc.r process costs [47].
Mossb (Phyllostachys Iablc 2 presents some recent studlcs.usu'lg llgn()cclh.l—
heterocycla) losic bamboo, together with the combination of techni-

ques used and their yields via biotechnological processes.

www.sciencedirect.com

Current Opinion in Food Science 2020, 33:124-130

https://reader.elsevier.com/reader/sd/pii/S2214799320300199?token=DEF35C9B83C4B44C54291BB847F6F507CA9B763D6F546C4E70163FC...

417



16/06/2020

Bamboo as an eco-friendly material for food and biotechnology industries | Elsevier Enhanced Reader

128 Food physics and materials science

Table 2

Methods of pretreatment and/or treatment of bamboo for the biotechnological production of products of industrial interest

Bamboo species Pre-treatment Treatment Products Yield Reference
Neosinocalamus ~ Alkaline (0.5% NaOH at 170°C)  Enzymatic Hydrolysis (150 rpm, Glucose, Xylose, 53.3%, 57.3% [51]
affinis 50 °C for 72 h) followed by and Ethanol and 4.8 g/L
fermentation (Sacharomyces (respectively)
cerevisae, 35 °C, 24 h)
Phyllostachys Acid (1% H.S0O, at 160 °C for Enzymatic Hydrolysis (150 rpm, Glucan 61.4% [52*7]
heterocycla 60 min)+ Urea (8%) 50 °C for 48 h)
Not mentioned Acid (0.6% H»S0,4, 140 °C for Acid Hydrolysis (0.05% H.SO,, Fermentable 70.7% [59]
60 min)+60% p-valerolactone 180 °C for 20 min)+80% Sugars
vy-valerolactone
Bambusa Self Hydrolysis Enzymatic Hydrolysis (200 rpm, Ethanol 89.7% [60]
blumeana (100 Mpa) + Alkaline (2% NaOH) 50 °C for 48 h) followed by
at 121 °C for 120 min fermentation (Sacharomyces
cerevisae, 150 rpm, 37 °C, 24 h)
Not mentioned Self Hydrolysis (Aqueous Enzymatic Hydrolysis (150 rpm, Xylo- 93.2% 52"
medium at 180 °C for 60 min) 50°C for 12 h) oligosaccharides
Dendrocalamus Not performed Acid Hydrolysis (4 g sample in Xylo- 54.7% [61]
brandisii 60 mL concentrated H,SO, at oligosaccharides
180 °C for 12 h)
Phyillostachys Acid (3% H»SO,, Fermentation (Candida Xylitol 10.5g/L [62]
pubescen A 121°C for 1 h) magnoliae, 30 °C, 400 rpm,
0.67 vwm)
Chusquea Not performed Extraction (60% ethanol, Flavonoids 6.44 mg/g [63]
bambusoides concentration by rotary
evaporation at 50 °C)
Conclusion 2. INBAR:International Trade of Bamboo and Rattan. . Beijing, China2012.
Young bamboo culm and shoots present a great potential 3. Lobovikov M, Paudel S, Piazza M, Ren H, Wu J: World Bamboo
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