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RESUMO

A casca de banana ¢ um residuo agroindustrial abundante com potencial aplicacdo na obtencao
de enzimas do complexo xilanolitico que, por sua vez, degradam a xilana liberando xilo-
oligossacarideos (XOS), compostos prebioticos. Assim, o objetivo deste trabalho ¢ produzir,
em bioprocesso integrado, endo-fB-1,4-xilanase e XOS a partir da casca de banana residual por
meio do fungo Aureobasidium pullulans. As cascas de banana foram secas, moidas e
caracterizadas quanto ao teor de umidade, cinzas, proteinas, lipidios e composicao
lignoceluldsica. Ademais, foi caracterizada por Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A
despectinizacao foi realizada com solugdo oxalato de amdnio a 0,5% (m/v), ja a deslignifica¢ao
foi conduzida por quatro pré-tratamentos distintos: NaOH a 1% (m/v) em autoclave (#1), H2O2
a7,5% (v/v) em agitagdo orbital (#2), NaOH a 1% (m/v) em ultrassom (#3) e NaOH a 1% (m/v)
em autoclave seguido de ultrassom (#4). O material pré-tratado foi caracterizado em termos de
composicao lignoceluldsica, FTIR e MEV. O cultivo foi realizado com a casca de banana
despectinizada e deslignificada pelos pré-tratamentos #2 e #3, nas concentragdes de 10, 30 e 50
g/L. Foram medidas as atividades enzimaticas de endo-f-1,4-xilanase e B-xilosidase, ¢ os XOS
foram avaliados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O rendimento de
despectinizacao foi de 16,3%. Os percentuais de deslignificacao foram de 43,2% (#2) e 12,5%
(#3). Os pré-tratamentos #1 e #4 resultaram em compactagdo do material, limitando sua
utilizagdo. A maior atividade enzimatica foi observada no cultivo com 30 g/L de substrato
lignocelulosico. As maiores atividades enzimaticas de endo-p-1,4-xilanase foram encontradas
para os cultivos realizados com a casca de banana despectinizada (4,13 £ 0,17 U/mL) e
deslignificada #2 (4,00 + 0,24 U/mL), no tempo de 4 h. A partir deste tempo, a atividade tendeu
ao seu decréscimo. Para a B-xilosidase, a atividade maxima foi observada para o cultivo com a
casca de banana deslignificada pelo pré-tratamento #2, sendo esta de 4,00 + 0,14 U/mL, em 36
h de cultivo. Este comportamento sugere alternincia funcional entre as enzimas do complexo
xilanolitico, visto que a B-xilosidase demonstrou-se de maneira tardia. Em cultivos com 10 g/L,
a quantidade de hemicelulose foi insuficiente e, para 50 g/L, a carga sélida elevada limitou a
transferéncia de oxigénio. Para a casca de banana submetida pelo pré-tratamento de
deslignificacdo #2, a producdo de XOS foi de 0,39 £ < 0,01 mg/mL, com fator de conversao de
hemicelulose em XOS de 12,6 +2,3%. Sumariamente, o presente estudo evidenciou o potencial
da casca de banana como substrato lignocelulosico, reforcando sua aplicagc@o na biorrefinaria,
de modo a obter produtos de valor agregado. Ademais, destacou a possibilidade de obtencao de
enzimas do complexo xilanolitico e XOS em bioprocesso integrado, desprezando etapas de
extracdo de enzima e purificagao.

Palavras-chave: Complexo xilanolitico. Enzimas fungicas. Prebidtico. Residuo
lignocelulodsico. Xilana.



ABSTRACT

EVALUATION OF BANANA PEEL PRETREATMENTS IN AN INTEGRATED
BIOPROCESS FOR THE PRODUCTION OF XYLANASES AND XYLO-
OLIGOSACCHARIDES

Banana peel is an abundant agro-industrial residue with potential application in obtaining
xylanolytic complex enzymes that, in turn, degrade xylan, releasing xylo-oligosaccharides
(XOS), prebiotic compounds. Thus, the objective of this work is to produce, in a single
bioprocess, endo-B-1,4-xylanase and XOS from residual banana peel using the fungus
Aureobasidium pullulans. The banana peels were dried, ground, and characterized in terms of
moisture, ash, protein, lipid content, and lignocellulosic composition. Furthermore, they were
characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Scanning Electron
Microscopy (SEM). Depectinization was performed with a 0.5% (w/v) ammonium oxalate
solution, while delignification was conducted using four distinct pretreatments: 1% (w/v)
NaOH in autoclave (#1), 7.5% (v/v) H20: in orbital agitation (#2), 1% (w/v) NaOH in
ultrasound (#3), and 1% (w/v) NaOH in autoclave followed by ultrasound (#4). The pretreated
material was characterized in terms of lignocellulosic composition, FTIR, and SEM.
Cultivation was carried out with banana peel depectinized and delignified by pretreatments #2
and #3, at concentrations of 10, 30, and 50 g/L. The enzymatic activities of endo--1,4-xylanase
and PB-xylosidase were measured, and XOS were evaluated by High-Performance Liquid
Chromatography. The depectinization yield was 16.3%. The delignification percentages were
43.2% (#2) and 12.5% (#3). Pretreatments #1 and #4 resulted in material compaction, limiting
their use. The highest enzymatic activity was observed in the cultivation with 30 g/L of
lignocellulosic substrate. The highest endo-B-1,4-xylanase enzymatic activities were found for
the cultivations performed with depectinized banana peel (4.13 £ 0.17 U/mL) and delignified
#2 (4.00 £ 0.24 U/mL), at 4 h. From this point onward, the activity tended to decrease. For [3-
xylosidase, the maximum activity was observed for the cultivation with banana peel delignified
by pretreatment #2, being 4.00 = 0.14 U/mL, at 36 h. This behavior suggests functional
alternation between the enzymes of the xylanolytic complex, since B-xylosidase showed late
activity. In cultivations with 10 g/L, the amount of hemicellulose was insufficient and, for 50
g/L, the high solid load limited oxygen transfer. For banana peel subjected to delignification
pretreatment #2, XOS production was 0.39 + < 0.01 mg/mL, with a hemicellulose to XOS
conversion factor of 12.6 + 2.3%. In summary, this study highlighted the potential of banana
peel as a lignocellulosic substrate, reinforcing its application in biorefineries to obtain value-
added products. Furthermore, it emphasized the possibility of obtaining xylanolytic complex
and XOS enzymes in a single bioprocess, eliminating enzyme extraction and purification steps.

Keywords: Fungal enzymes. Lignocellulosic residue. Prebiotic. Xylan. Xylanolytic complex.
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1. INTRODUCAO

A destinacdao usual da maior parte dos residuos gerados, como aterros sanitarios ou
queima, resulta em danos ambientais imensuraveis, bem como em perdas financeiras. Dessa
forma, cresce expressivamente a caréncia de desenvolvimento de uma gestdo sustentavel, com
utilizacao de recursos renovaveis e implementacao da bioeconomia circular. A biorrefinaria
tem se destacado neste contexto, consistindo no processamento de biomassa cujo objetivo €
obter multiplos produtos de alto valor agregado como ingredientes alimenticios, ragdes,
produtos quimicos e energia (Liguori; Faraco, 2016; Venkatramanan et al., 2021).

A escolha da biomassa ¢ essencial para a biorrefinaria, visto que esta deve apresentar
alta disponibilidade e baixo custo. Sendo assim, a biomassa lignoceluldsica, oriunda dos setores
agricola, florestal e industrial, ¢ considerada uma fonte rentdvel com potencial aplicagdo em
processos quimicos e/ou biotecnologicos (Morales et al., 2020). Os compostos lignocelulésicos
sdo majoritariamente empregados na industria de combustiveis, porém, também podem ser
matérias-primas na fabricacdo de enzimas, oligdmeros, glicerol, xilitol, acetoina, entre outros
(Ienczak et al., 2021). As cascas de frutas sao um exemplo de matérias-primas lignocelulésicas,
sendo constituidas basicamente por celulose, hemicelulose, lignina e pectina (Orozco et al.,
2014).

A casca de banana, uma das biomassas residuais mais abundantes, ¢ considerada
aplicavel em bioprocessos (Singh et al., 2023; Zehra; Syed; Sohail, 2020). Diversos estudos
foram conduzidos para avaliar sua utilizacdo como substrato: na producdo de xilitol pela
levedura Komagataella pastoris (Araujo; Costa; Freitas, 2021); na otimiza¢ao da conversdo em
biobutanol por sistema de fermentacdo de co-cultura (Mishra et al., 2020); na producdo de
lacase por Trametes pubescens (Osma; Herrera; Couto, 2007); na obtencao de &cido citrico por
fermentagdo de Koji (Karthikeyan; Sivakumar, 2010); entre outros. Contudo, pesquisas acerca
de sua utilizagdo na obtengdo de enzimas do complexo xilanolitico e de xilo-oligossacarideos
sdo incipientes, com exemplo da sua utilizacdo para obtengao de pectinases e xilanases a partir
do cultivo de Aspergillus fumigatus (Zehra; Syed; Sohail, 2020) e para produgdo de enzimas
degradadoras da parede celular utilizando Aspergillus niger e Aspergillus terreus (Rehman et
al.,2014).

As enzimas do complexo xilanolitico atuam na quebra da estrutura da xilana, um
polissacarideo composto de ligacdes B-1,4-glicosidicas entre mondmeros de D-xilose. As endo-
B-1,4-xilanases clivam estas ligagdes, liberando xilo-oligossacarideos (XOS). Os XOS sao

ingredientes alimentares prebioticos, isto €, ndo sdo digeriveis e, no trato intestinal, apresentam
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efeito benéfico em razdo de seu metabolismo seletivo. Além disso, possuem propriedades
antitumorais, anti-inflamatorias e antialérgicas, ndo conferindo caracteristicas sensoriais
indesejaveis aos produtos alimenticios (Nieto-Dominguez et al., 2017).

Os fungos se destacam na producao de enzimas. Destes, o Aureobasidium pullulans, um
fungo saprofitico e dimorfico extensivamente distribuido no mundo, ¢ notavel por produzir
endo-B-1,4-xilanases com baixa atividade de B-xilosidases, responsaveis por liberar xilose,
monossacarideos com efeito inibitério na geracao de XOS (Gautério et al., 2018; Nieto-
Dominguez et al., 2017; Prasongsuk et al., 2017; Wang et al., 2022). Entretanto, a utilizagao
de substratos lignoceluldsicos como a casca de banana na obten¢ao de enzimas pode apresentar
como desafio a baixa acessibilidade dos microrganismos a hemicelulose. Esta encontra-se
fortemente ligada com a lignina e pode ser mascarada pela pectina, sendo necessarios pré-
tratamentos para facilitar o processo (Huang et al., 2022; Zhou et al., 2017).

Os pré-tratamentos de deslignificacdo envolvem processos quimicos e/ou fisicos, sendo
o alcalino diluido mais recomendado por nao danificar a estrutura da hemicelulose e por ndo
necessitar de condi¢des severas de operacao (Yegin, 2022). J4 a despectinizagdo se fundamenta
na extracdo sequencial das fragcdes pécticas, com agua e solucdes 4cidas, alcalinas e salinas
(Chen et al., 2014). Os compostos oriundos destas etapas podem ser empregados em outras
aplicagdes. A lignina pode ser submetida a despolimerizagao, resultando em produtos quimicos
finos, como compostos monomeéricos fenolicos (Fernandez-Rodriguez et al., 2021). Ja a pectina
¢ altamente utilizada como aditivo no setor alimenticio devido a sua capacidade de formar gel
(Zoghi et al., 2021).

Geralmente, o processo de produgdo de XOS ocorre em duas etapas, onde a primeira
consiste na obtencao e purificacdo da enzima e a segunda na hidrélise da xilana por agdo desta.
A vista disso, a aplicagdo do bioprocesso simultineo pode ser vantajosa no que tange a
diminui¢do do tempo e dos custos atrelados e o aumento do rendimento (Gong et al., 2018).
Wang et al. (2022), Reddy e Krishnan (2014) e Gong et al. (2018) exploraram a obtencao de
endo-B-1,4-xilanase e XOS através de um bioprocesso tnico. O primeiro estudo utilizou, como
substratos, farelo de trigo, farelo de arroz, casca de arroz e bagago de cana-de-agtcar. Ja o
segundo aplicou distintas fontes de carbono — glicerol, glicose, arabinose, xilose, xilitol, xilana,
XOS, celobiose e carboximetilcelulose. Contudo, estudos acerca deste processo ainda sdo

incipientes. Por conseguinte, demonstram oportunidade de aprofundamento.
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2. OBJETIVOS
2.1.  OBIJETIVO GERAL

Realizar o bioprocesso unico de obtengdo de endo-B-1,4-xilanase e xilo-
oligossacarideos (XOS), a partir da casca de banana residual pré-tratada, por acdo do fungo

Aureobasidium pullulans.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a aplicacdo de diferentes pré-tratamentos de deslignificagdo e despectinizagdo
na casca de banana;

e Explorar o emprego da casca de banana como substrato lignoceluldsico;

e FElucidar a obtengdo de bioprodutos em cultivo submerso utilizando Aureobasidium
pullulans;

e Avaliar a obten¢do de endo-f-1,4-xilanases e XOS em bioprocesso integrado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ENZIMAS DO COMPLEXO XILANOLITICO

Enzimas sdo definidas como biocatalisadores altamente especificos que atuam na
aceleragdo de reagdes quimicas através da diminui¢do de sua energia de ativagdo (Kaushal et
al., 2021). Apresentam a capacidade de conversao do substrato em produto mantendo-se
inalteradas ao fim do processo, sendo extensivamente utilizadas nas industrias de papel,
alimentos, ragdes, té€xtil, farmacéutica, entre outras (Richhariya et al., 2022). Segundo Grand
View Research (2023), o mercado global de enzimas foi estimado em US$60,48 bi em 2023,
com expansao prevista a uma taxa composta de crescimento anual de 4,9% de 2024 a 2030.

As enzimas do complexo xilanolitico compdem um sistema de enzimas especificas com
modos particulares de acdo. As endo-P-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8) e as P-xilosidases (EC
3.2.1.37), juntamente com enzimas acessoOrias o-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), a-
glucosiduronase (EC 3.2.1.139), acetil xilana esterase (EC 3.1.1.72) e feruloil esterase (EC
3.1.1.73) sdo pertencentes ao complexo (Gautério et al., 2018; Yegin, 2022). Este conjunto de
enzimas tém como fung¢do a quebra da estrutura complexa da xilana, um heteropolissacarideo
formado basicamente por ligacdes B-1,4-glicosidicas entre unidades de D-xilose. As endo-3-
1,4-xilanases sdo responsaveis pelo rompimento de ligagdes internas da cadeia, enquanto as
demais enzimas atuam nas cadeias laterais, conforme demonstrado na Figura 1. Como
resultado, tem-se fragdes de xilose, xilobiose, xilotriose, xilotetraose e xilo-oligossacarideos

(XOS) (Martins et al., 2023; Sohail et al., 2022).

Figura 1 — Agéo das enzimas do complexo xilanolitico
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As xilanases demonstram, em sua maioria, atividade méaxima nas faixas de pH e
temperatura de 4,0 a 6,5 ¢ 40 a 80°C, respectivamente, com ponto isoelétrico de 4,0 a 10,3 e
massa molar de 8,5 a 85 kDa (Moura et al., 2021). Estas destacam-se em fun¢do de suas
propriedades tecnoldgicas como a resisténcia ao etanol e a diversos ions metélicos, estabilidade
em larga faixa de pH — 3,0 a 8,0 — e tolerancia a solucdes de cloreto de sddio de até 20% (Souza
et al., 2022). Dessa forma, possuem diversas aplicagdes na industria alimenticia, atuando, por
exemplo, na melhora de caracteristicas sensoriais de sucos de fruta por meio da clarificagdo.
Adicionalmente, em produtos fermentados, auxiliam na degradacao do material lignoceluldsico
das paredes celulares dos cereais, liberando agucares fermentesciveis e reservas nutricionais
(Moura et al., 2021).

Em produtos de panificacao, as endo-f3-1,4-xilanases sdo promissoras na diminui¢ao de
aditivos quimicos como bromato de potéssio e azodicarbonamida. Atuam substituindo-os como
melhoradoras da massa, aprimorando caracteristicas reologicas e de qualidade dos produtos
assados, além de enriquecer nutricionalmente farelos e paes (Souza et al., 2022). Recentemente,
tém sido empregadas em estudos acerca da producdo de XOS, oligdmeros com potencial
aplicagdo como ingredientes alimentares. Para além dos alimentos, podem ser utilizadas na
producdo de biocombustiveis, como o etanol e no branqueamento de polpa de madeira na

industria de celulose e papel (Kaushal ef al., 2021; Souza et al., 2022).

3.2.  XILO-OLIGOSSACARIDEOS

Xilo-oligossacarideos (XOS) sdo produtos da degradagdo fisica, quimica ou enzimatica
da xilana. Sua estrutura € oligomérica, com cerca de 2 a 10 residuos de D-xilose, unidos por
ligagdes B-1,4-glicosidicas (Figura 2). Estes oligossacarideos funcionais ndo digeriveis sdao
considerados prebidticos, ou seja, substratos seletivamente utilizados por microrganismos
hospedeiros de forma a conferir beneficios para a satide (Chen et al., 2021; Huang et al., 2022;
Yang et al., 2023).

Os XOS, apos ingeridos, chegam intactos ao intestino grosso, onde sao utilizados como
fonte de energia pelas bifidobactérias Lactobacillus acidophilus e L. casei, bactérias benéficas
da microbiota intestinal (Huang et al., 2022). Como consequéncia, promovem a sintese de
metabolitos benéficos como os acidos graxos de cadeia curta. Estes metabolitos regulam o
metabolismo de lipidios e glicose, a absor¢ao de minerais e atuam na diminui¢ao do risco de
cancer de colon. Para mais, os XOS auxiliam na regulacdo intestinal e na melhora de respostas

imunoldgicas, mitigam o crescimento de microrganismos patogénicos e previnem infecgdes e
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alergias. Suas vantagens incluem ainda os efeitos anti-inflamatdrio, antiobesidade, antitumoral

e antidiabetes (Yang ef al., 2023; Yegin, 2022).

Figura 2 — Estrutura de xilo-oligossacarideos
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Fonte: Adaptado de Carvalho ef al. (2013)

Os prebioticos sdo utilizados principalmente no tratamento de doencgas digestivas, por
atuarem como moduladores dos probidticos no organismo humano e animal. Contudo, estudos
demonstram que estes compostos podem fornecer efeitos positivos na satide mental. Pesquisas
documentam a eficacia dos prebidticos na supressdo de espécies reativas de oxigénio,
associadas a diversas doengas mentais incluindo ansiedade, depressdo, esquizofrenia e
Alzheimer, bem como a influéncia destes no eixo cérebro-intestino, impactando indiretamente
em fungdes cerebrais (Divyashri et al., 2021). De acordo com Palaniappan, Antony e
Emmambux (2021), o mercado global de ingredientes prebioticos foi avaliado em US$3,4 bi
em 2018, devendo seguir uma taxa composta de crescimento anual de 10,1%, chegando a
US$8,34 bi até 2026.

Os fruto-oligossacarideos, galacto-oligossacarideos e a inulina sdo, geralmente, os
prebiodticos com maior demanda. Contudo, os XOS adquiriram maior destaque em razdo de suas
propriedades vantajosas frente aos demais, como maior estabilidade em uma ampla faixa de pH
—2,5 a 8,0 — e altos valores de temperatura — até 100°C (Yegin, 2022). Em adi¢do as vantagens,
os XOS ndo conferem caracteristicas sensoriais indesejaveis, o que favorece sua aplicacdo
como ingredientes funcionais (Nieto-Dominguez et al., 2017).

No que diz respeito a dose diaria efetiva, pesquisas em humanos adultos demonstram
que, para XOS, o valor ¢ de 1,4 g/dia, inferior aos valores de fruto- e galacto-oligossacarideos,
cuja dose efetiva minima ¢ de 10 g/dia. Dessa forma, os riscos de efeitos colaterais e os custos
envolvidos na aquisi¢do sao menores (Lyu ef al., 2020). Segundo a European Food Safety

Authority (EFSA, 2018), os XOS sao seguros para a populagdo em geral como ingredientes sob
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0s usos e niveis de uso propostos. Além disso, sdo considerados GRAS — Generally Recognized

as Safe — pela Food and Drug Administration (FDA, 2019).

3.2.1. Sintese de xilo-oligossacarideos

Os XOS podem ser sintetizados via auto-hidrélise, hidrélise quimica ou enzimatica,
cultivo microbiano ou ainda pela combinagdo entre estes métodos. A auto-hidrdlise ¢ um
processo que se fundamenta no tratamento térmico com agua liquida ou vapor d’agua sob altas
temperaturas e pressdes. Como resultado tem-se a autoionizacdo da agua, que acarreta na
geracdo de ions hidronio e, consequentemente, no efeito de despolimerizagdo da hemicelulose,
formando XOS. Este método tem como vantagem a baixa ou nula necessidade de produtos
quimicos corrosivos, porém, necessita de altos niveis energéticos e equipamentos especificos,
além de gerar hidrolisados com teores expressivos de xilose e lignina, acarretando em etapas
extensas de purificagdo (Amorim et al., 2019; Guido; Silveira; Kalil, 2019; Santibafiez et al.,
2021).

A hidrolise 4cida tem como vantagens baixo tempo de reacdo, baixo custo e alta
eficiéncia, empregando diversos acidos, com destaque aos acidos sulfurico, acético e gluconico.
Os principais efeitos negativos dos processos quimicos envolvem a obtencao de subprodutos
indesejaveis, como furfural, hidroximetilfurfural, acidos férmico, levulinico, acético e
compostos fenolicos. Estes provocam desafios em etapas posteriores de purificagdo e reduzem
as propriedades prebioticas do produto, visto que inibem o crescimento de certos
microrganismos benéficos (Amorim et al., 2019; Guido; Silveira; Kalil, 2019; Santibafiez et
al., 2021; Zhang et al., 2023).

Por sua vez, a hidrolise enzimatica tem adquirido relevancia por se tratar de um processo
controlado, reprodutivel, de alto rendimento, sem necessidade de equipamentos especiais, com
condigdes amenas de pressdo e temperatura € sem formagdo de compostos indesejaveis.
Ademais, este método € vantajoso visto que gera XOS com menores graus de polimerizagao (2
a 6), o que potencializa seu consumo pela microbiota intestinal. A xilana representa uma
consideravel fracdo hemiceluldsica em materiais de baixo custo, sendo reconhecida como uma
fonte promissora na sintese de XOS (Divyashri ef al., 2021; Martins ef al., 2023). As principais
enzimas utilizadas neste processo sao as endo-f-1,4-xilanases. De forma a aumentar o
rendimento de XOS, a atividade de P-xilosidases deve ser minima, gerando a menor
concentragdo possivel de xilose, que apresenta efeito negativo na sintese dos xilo-oligdmeros

(Gautério et al., 2022; Martins et al., 2023; Palaniappan; Antony; Emmambux, 2021).
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3.3.  SINTESE DE ENZIMAS POR MICRORGANISMOS

A aplicacdo de enzimas de origem bacteriana e fingica sofreu admirdvel expansao nos
setores industriais gragas a fatores como o custo-beneficio, o tempo inferior de produgdo e a
praticidade na otimizagdo dos processos. Existem diversas espécies de microrganismos com
potencial de sintese de enzimas do complexo xilanolitico, resultando na degradagao da xilana
em agUcares mais simples que sdo consumidos como fontes de carbono para seu proprio
desenvolvimento (Dikson; Pinontoan, 2020; Pasin ef al., 2021).

As enzimas fungicas, particularmente, apresentam consideravel potencial para
aplicagdes industriais devido a capacidade dos fungos de produzi-las em maior escala, com
secrecao extracelular que favorece o processo de recuperagdo. Ademais, estas enzimas possuem
caracteristicas fisico-quimicas especificas, com maior resisténcia a solventes organicos e
estabilidade superior frente a temperaturas mais severas ¢ amplas faixas de pH (Mousa et al.,
2022; Pasin et al., 2021).

O rendimento da sintese enzimatica por fungos ¢ dependente das condigdes da
fermentagdo e da necessidade de otimizagdo para reduzir os custos atrelados a produgdo. A
fermentagdo normalmente ¢ conduzida de forma submersa ou em estado soélido (Mousa et al.,
2022). O cultivo em estado sélido tem como vantagens a auséncia de dgua livre, visto que o
proprio substrato fornece a umidade necessaria para o crescimento do fungo; processamento
posterior simplificado, pois descarta a necessidade de etapas adicionais como a desidratagdo;
menor risco de contaminacao e ambiente semelhante ao habitat natural do fungo resultando em
maiores rendimentos a vista de uma taxa de produgdo superior (Barbieri et al., 2022; Tyagi,
Sharma, 2021).

Em contrapartida, o cultivo submerso apresenta como atributos eficacia expressiva no
controle dos parametros de niveis de aeragdo e agitacdao, qualidade do oxigénio dissolvido,
temperatura e pH do meio, propiciando a otimizagdo e amplia¢do da escala de producdo. O
controle das condigdes operacionais ¢ primordial, tendo em vista que a distribui¢do homogénea
dos nutrientes e o fornecimento constante de oxigénio sao indispensaveis. Atualmente, a maior
parte das enzimas industriais sao produzidas por meio do cultivo submerso, visto que o cultivo
em estado solido encarece a fabricagdo por exigir biorreatores especificos, além de limitar a
transferéncia de oxigénio (Barbieri ef al., 2022; Thomas et al., 2017).

Em relacdo a potencializagdo do processo, a selecdo do substrato ¢ de extrema

importancia, uma vez que as enzimas sao estimuladas pelos produtos intermediarios resultantes
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de sua propria atividade. A xilana, o melhor indutor de enzimas do complexo xilanolitico, ndo
apresenta capacidade de entrar em células microbianas por ser um polimero de alta massa
molar. Em virtude disso, uma pequena porcao de enzima gerada constitutivamente acarreta na
degradacao da xilana em fragmentos de menor massa molar, incluindo xilose, xilobiose, XOS,
heterodissacarideos, entre outros. Estes fragmentos atuam na regulacdo da biossintese da
xilanase, permitindo o acesso dos microrganismos e induzindo o aumento no rendimento
(Bhardwaj; Kumar; Verma, 2019; Kulkarni; Shendye; Rao, 1999).

Adicionalmente, a otimizagdo do meio de cultura ¢ essencial para o rendimento do
processo. O nitrogénio ¢ indispensavel para o funcionamento do metabolismo microbiano,
sendo a escolha da fonte deste elemento determinante para seu desenvolvimento. A necessidade
deste ¢ dependente da espécie do microrganismo, sendo consideradas adequadas fontes como
peptona, triptona, extrato de levedura e farelo de soja. O ajuste de aminoécidos, vitaminas e
outros elementos também ¢ influente na regulagdo da producdo enzimatica (Bhardwaj; Kumar;

Verma, 2019).

3.3.1. Sintese de endo-f-1,4-xilanases por Aureobasidium pullulans

Embora fungos se destaquem na producdo de altos teores de endo-P-1,4-xilanases,
algumas espécies secretam, em conjunto, celulases e B-xilosidases, enzimas desvantajosas em
certas aplicagdes, por exemplo, quando o objetivo ¢ obter XOS. As B-xilosidases podem
diminuir a sintese de XOS em consequéncia do acimulo de xilose no meio, inibindo as
xilanases. Todavia, o fungo leveduriforme Aureobasidium pullulans se sobressai por produzir
endo-B-1,4-xilanases ao passo que secreta baixas atividades de B-xilosidases, resultando em
maior rendimento de XOS e menor contetido de xilose residual (Gautério et al., 2018).

A. pullulans (Figura 3) ¢é caracterizado como um fungo saprofitico semelhante a
levedura amplamente distribuido no mundo, em dguas doces e marinhas, folhas e flores de
plantas, solo e superficies rochosas e artificiais. Este fungo apresenta capacidade de sintetizar
melanina e armazend-la em suas paredes celulares, o que o faz ser conhecido popularmente
como levedura preta. Além disso, esta espécie ¢ reconhecida por sintetizar e secretar altas
concentragdes de pululana, um biopolimero formado por ligagdes glicosidicas a-1,6 entre
unidades de maltotriose. O polimero possui alta solubilidade em agua e solventes organicos,
com numerosas aplicagdes nas industrias farmacéutica, quimica, ambiental, cosmética e

alimenticia (Prasongsuk et al., 2017; Wang et al., 2022).
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Figura 3 — Aureobasidium pullulans

Fonte: University of Adelaide (2025)

Os isolados ou linhagens de A. pullulans produzem ampla variedade de produtos
naturais, a partir de diferentes substratos, com potenciais aplicagdes na area biotecnologica.
Sendo assim, o fungo ¢ considerado um notério produtor de biocompostos além da pululana e
das xilanases, como amilases, proteases e lipases. Outrossim, tem como vantagem a resisténcia
frente a bacteridofagos e a condigdes de estresse (Gautério et al., 2021; Prasongsuk et al., 2017;

Wang et al., 2022)

3.4. RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

O descarte inadequado e o acumulo de residuos agricolas e industriais afetam
negativamente o ecossistema, agravando problemas de polui¢do. A fabricagdao de enzimas em
larga escala tem como limitacdo o alto custo dos substratos necessarios para a multiplicagdo
dos microrganismos, visto que cerca de 3 do custo ¢ atribuido ao meio de cultura. De modo a
mitigar estas problematicas, os residuos organicos podem ser utilizados como fonte de carbono
para a sintese de xilanases e XOS. Posto isto, satisfazem os topicos de consumo e producao
responsaveis, acao contra a mudanca global do clima e vida terrestre dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Estes consistem em um plano de acdo global que visa,
dentre outras questdes socioambientais, promover a sustentabilidade, além de eliminar a fome
e a pobreza extrema at¢ 2030 (Bhardwaj; Kumar; Verma, 2019; Rodrigues et al., 2019;
UNICEEF, 2024).

A hemicelulose e a celulose representam mais da metade do peso seco de residuos
agroindustriais, constituindo o principal conteudo de polissacarideos desta biomassa, o que

possibilita seu uso na fabricacdo de enzimas, biocombustiveis e outros metabolitos. Na fracao
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de hemicelulose, a xilana ¢ o polissacarideo mais abundante, favorecendo a obtencdo de
enzimas xilanoliticas (Phukon et al., 2024; Rodrigues et al., 2019).

Gautério et al. (2018) avaliou diferentes residuos como substratos lignoceluldsicos para
obten¢do de enzimas do complexo xilanolitico e XOS por meio do cultivo de A. pullulans,
sendo estes: farelo de arroz, casca de arroz, casca de soja, engago de uva e pergaminho de café.
Para este fim, além dos residuos citados, podem ser considerados substratos de baixo custo:
sementes e cascas de frutas, bagaco de cana-de-agucar, palha e sabugo de milho, farelo de trigo
e efluentes da industria de papel (Nasr ef al., 2013; Viayaraghayan et al., 2019). Entretanto,
desafios relacionados a sazonalidade, variacdo da composi¢do e adequagdo do residuo para ser
empregado como matéria-prima ainda devem ser superados (Amorim et al., 2019).

A banana ¢ uma das frutas mais apreciadas globalmente em decorréncia de seu valor
nutricional, custo-beneficio e digestibilidade. Segundo o IBGE (2025), foram produzidas 7,05
milhdes de toneladas de banana no territorio brasileiro no ano de 2024. Como resultado de seu
consumo doméstico e industrial expressivo, milhares de toneladas de casca de banana sdo
descartadas. Esta ¢ considerada um dos residuos alimentares mais numerosos, sendo gerados
em média 417 kg para cada tonelada de banana processada. A casca de banana ¢ renovavel e de
baixo custo, além de apresentar altos teores de carboidratos, proteinas, vitaminas ¢ minerais.
Quantidades significativas de componentes lignoceluldsicos sdo encontrados neste residuo, em
torno de 6 a 12% de lignina, 10 a 21% de pectina, 7 a 10% de celulose ¢ 6 a 9,4% de
hemicelulose, o que o torna um possivel substrato na fermentacdo por diversos microrganismos
(Silva et al., 2024; Singh et al., 2023; Zehra; Syed; Sohail, 2020).

Singh et al. (2023) avaliaram estratégias de producao de celulases microbianas fazendo
uso de casca de banana como substrato. Zehra, Syed e Sohail (2020) estudaram a aplicagdo
deste residuo como substrato na sintese de xilanases e pectinases sob as fermentagdes submersa
e em estado solido de Aspergillus fumigatus. Além disso, Shah et al. (2005) relataram que
residuos provenientes da banana podem ser empregados em substitui¢do de outros substratos
na producao de enzimas celuloliticas. Existem trabalhos acerca da aplicagcdo da casca de banana
na produgdo de celulases, como os apresentados por Shah, Kalia e Patel (2015), bem como por
Singh et al. (2023). Contudo, as informacdes de seu uso para xilanases ndo sdo exploradas

satisfatoriamente, mostrando-se como oportunidade de aprofundamento dos estudos.

3.4.1. Pré-tratamentos
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A xilana hemicelulésica esta naturalmente presente na parede celular de vegetais em
interagdes com a lignina, o que dificulta o acesso dos microrganismos a fracdo de hemicelulose.
Outrossim, estes complexos impossibilitam a agdo hidrolitica das enzimas na xilana para a
formacdo de XOS. Por conseguinte, a fim de aumentar o rendimento destes processos, ¢
recomendado realizar tratamentos, previamente a etapa de fermentagdo, que visam possibilitar
a acessibilidade a estas fragdes (Huang et al., 2022; Machado et al, 2021).

O pré-tratamento acido pode ser realizado fazendo uso de acidos organicos ou
inorganicos, diluidos ou concentrados. Sua duragdo geralmente esta relacionada com a
temperatura, podendo ser de 1 a 5 min acima de 180°C e de 30 a 90 min para temperaturas
abaixo de 120°C. O objetivo ¢ a hidrolise da hemicelulose, com solubilizacao e precipitagdo da
lignina. Considerando a gera¢do de produtos toxicos e a corrosividade, ndo se recomenda este
método para produzir XOS de grau alimenticio, sendo necessdrias extensivas lavagens para sua
remocdo antes da fermentacdo. Ademais, a hidrdlise completa da xilana impossibilita a
produgdo das xilanases (Kumar; Sharma, 2017; Yegin, 2022).

J& o pré-tratamento alcalino diluido ¢ comumente empregado antes da hidrdlise
enzimadtica para fabricagdo de XOS, sendo conhecido como um processo de deslignificagao.
Este demonstra alta eficacia na quebra das ligagdes éster xilana-lignina e pode ser realizado em
condi¢des amenas de temperatura e pressao. Multiplos reagentes podem ser aplicados, como
amonia, perdxido de hidrogénio e hidroxidos de potassio, célcio e sddio. A utilizagdo de
peroxido de hidrogénio ¢ expressiva em industrias de papel, por retirar grande parte da lignina
e reter a celulose de maneira seletiva. No entanto, remove também parte da hemicelulose. A
deslignificacao com hidroxido de sédio, por outro lado, ¢ considerada mais favoravel devido a
liberacdo da hemicelulose evitando sua fragmentacdo, aumentando ainda a porosidade da
biomassa (Li et al., 2019; Nascimento et al., 2016; Yegin, 2022).

Os pré-tratamentos fisicos t€ém como objetivo o incremento da 4rea de superficie
acessivel de materiais lignoceluldsicos. Suas estratégias envolvem a redugdo no tamanho da
particula ou a perturbagdo na regularidade da estrutura da biomassa. Dentre estes, destaca-se o
ultrassom, cujos efeitos sdo sonoquimicos € mecanoacusticos. No primeiro, a geracdo de
radicais oxidantes acarreta no ataque quimico dos componentes lignocelulosicos. J& no
segundo, a estrutura da superficie do material ¢ modificada (Bhutto et al., 2017; Sun et al.,
2016).

Do mesmo modo, a pectina esta presente de forma abundante na parede celular vegetal,
representando cerca de 15,89 a 24,08% (Khamsucharit et al., 2017). Na biomassa, a pectina se

agrega a rede celulose-hemicelulose, mascarando os compostos lignoceluldsicos através de
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ligagdes de hidrogénio. Como resultado, impossibilita o acesso das enzimas, tornando o
substrato recalcitrante a degradagdo. Dessa maneira, sua remogdo € considerada fundamental
para a utilizacao do material lignocelul6sico no bioprocesso (Zhou et al., 2017). De modo geral,
a despectinizacdo pode ocorrer por métodos fisicos, biolodgicos ou quimicos. Em escala
laboratorial, geralmente se da por extragcdo sequencial das fragdes pécticas com agua, solugdes
aquosas de sais de oxalato, solugdo diluida quente de 4cido cloridrico e solucdo diluida fria de

hidréxido de sodio (Chen et al., 2014).

3.5.  BIOPROCESSO INTEGRADO DE ENDO-p-1,4-XILANASE E XILO-
OLIGOSSACARIDEOS

Wang et al. (2022) avaliaram a geracdo de xilanase e a degradacdo de xilana,
simultaneamente, por meio de Escherichia coli recombinante, obtendo um produto sem xilose,
eliminando operagdes de purificagdo subsequentes. Reddy e Krishnan (2014) estudaram a
sintese simultidnea de xilanase e XOS utilizando materiais lignoceluldsicos como substrato por
Bacillus subtilis KCX006 por meio da fermentacdo em estado sélido. Como resultado, a
linhagem secretou endo-B-1,4-xilanases livre de P-xilosidases em residuos agricolas com
acumulo de XOS, e os niveis de xilanase obtida foram diretamente proporcionais aos niveis de
XOS.

Gong et al. (2018) analisaram os mecanismos subjacentes associados a degradagdo da
xilana por enzimas excretadas por Aspergillus niger concluindo que, apesar de a xilose ser o
indutor principal das enzimas xilanoliticas, os XOS apresentam maior eficiéncia em
desencadear a ativagdo de XInR. Este ¢ um ativador transcricional responsavel por regular a
expressdo das xilanases, resultando em maiores atividades e menores tempos de producio.
Dessa forma, ¢ possivel comprovar que a sintese simultanea de endo-fB-1,4-xilanases e XOS
oferece potencial para melhorar a expressdo especifica do microrganismo, o rendimento
enzimatico e o tempo de fermentacdo. Contudo, tendo em vista que o nimero de trabalhos neste
contexto ainda ¢ baixo, ndo sendo avaliada a utilizagdo de Aureobasidium pullulans ou de
biomassa lignocelulosica, principalmente casca de banana, como substrato, a exploracdo do

tema representa potencial na otimiza¢ao da obtengdo destes produtos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL

A linhagem de Aureobasidium pullulans CCT 1261 foi adquirida da Colecdo de
Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello e armazenada sob refrigeracdo em agar Batata
Dextrose no Laboratorio de Microbiologia e Biosseparagdes (FURG). As cascas de banana
prata (Musa % paradisiaca L.) foram obtidas a partir de residuos domésticos e armazenadas em

sacos de polietileno sob congelamento. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

42. METODOS

A Figura 4 representa o diagrama esquematico das metodologias realizadas no trabalho,
desde o preparo do indculo e do substrato ao emprego no bioprocesso de obtencao de endo-f3-

1,4-xilanase e xilo-oligossacarideos.

Figura 4 — Diagrama esquematico das etapas do projeto

Casca de banana

[ secagem |— e0°cidan

| Moagem |—c Moinho de facas §

| Peneiramento |—: 0,5 mm

Composigio proximal - AOAC (2000);
Composi¢io lignoceluldsica: FTIR: MEV

Caracterizagio

Rendimento; FTIR; MEV Caracterizagio Pectina (—| Despectinizagio |—( Oxalato de amonio a 0,5%

Material lignoceluldsico

Pré-tratamentos: 1 - NaOH a 1%; 2 - H,0, a
Lignina «—| Deslignificagio [—— 7,5%x 3 - NaOH a 1% assistido por ultrassom;
4 - Sequencial (NaOH a 1% e ultrassom)

Material deslignificado

| Caracterizacio ‘—; Composi¢io lignocelulésica: FTIR: MEV

Enzimas do complexo n H < " :
Determinagio da atividade |(— lanolitic )p Cultivo ——t Submerso, Aureobasidium pullulans, 150 rpm/28°C/72 h |
xilanolitic H :

I 1

R Xilo-oligossacarideos
Endo-B-1.4-xilanase (xilana) e B-xilosidase (pNPX) l

Proteina soltvel - Lowry ef al. (1951)
| Quantificagio |_¢ HPLC

4.2.1. Preparo e caracteriza¢io do material lignocelulodsico

As cascas de banana, mantidas previamente em sacos de polietileno sob congelamento

a -18°C, foram submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar a 60°C durante 24 h
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(Shakir et al., 2020). Posteriormente, seu tamanho foi reduzido em moinho de facas até a
obtencao de particulas de tamanho menor ou igual a 0,5 mm (Tyler 32) (Gautério et al., 2018).
O po6 obtido foi armazenado a -18°C. O material lignoceluldsico foi analisado quanto a
composi¢ao proximal de acordo com a metodologia disposta pela AOAC (2000): umidade (n°
950.46), proteinas (n° 920.87), lipidios (n°® 920.85) e cinzas (n° 923.03). Os carboidratos foram
estimados por diferenca. Ademais, foram realizadas caracterizagdes quanto aos grupos
funcionais, por FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy - Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier), conforme item 4.2.4.1 e quanto a composi¢ao

lignoceluldsica, em termos de celulose, hemicelulose e lignina, conforme item 4.2.4.2.

4.2.2. Pré-tratamentos

O pré-tratamento de despectinizacdo foi realizado por extragdo sequencial com agua
destilada e solu¢ao de oxalato de amonio 0,5% (m/v). Ambas extra¢des tiveram propor¢ao
solido/liquido de 1:30 (m/v) e foram conduzidas a 60 °C durante 2 h, com agitacdo magnética.
Além disso, cada agente de extracao foi aplicado duas vezes. Ao fim de cada processo, o extrato
liquido, com alto teor de pectina, foi separado do residuo lignocelulésico por filtragdo (Chen et
al., 2014; Habibi et al., 2004; Taboada et al., 2010). Os extratos foram dialisados contra agua
destilada durante trés dias, com membranas de dialise de 12 a 16 kDa, filtrados com membrana
de 0,45 um e, em seguida, liofilizados (Taboada et al., 2010). O processo foi realizado em
triplicata e avaliado em termos de rendimento, por meio da relagdo entre a massa inicial e a
massa residual obtida. A pectina foi caracterizada em fung¢do dos grupos funcionais por FTIR e
morfologia por MEV, conforme itens 4.2.4.1 e 4.2.4.2, respectivamente.

A deslignificagdo do substrato foi conduzida por quatro pré-tratamentos distintos,
representados na Figura 2, sendo estes ultrassonico e alcalino, com hidroxido de sodio (NaOH)

ou peroxido de hidrogénio (H20-), conforme descrito por Machado et al. (2021).
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Figura 5 — Diagrama esquematico das etapas de deslignificacao

Material lignocelulosico despectinizado
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O primeiro pré-tratamento (#1) foi realizado com solucdo de NaOH 1% (m/v).
Recipientes plasticos contendo casca de banana ¢ a solu¢ao (1:10 m/v) foram submetidos a
autoclave a 121°C durante 30 min. O segundo pré-tratamento (#2) foi conduzido com H>O»
7,5% (v/v) e pH 11,5, ajustado com solugdo de NaOH 3 M. A casca de banana, juntamente com
a solucdo (1:25 m/v), foi transferida para um frasco Erlenmeyer e submetida a agitagao orbital
a 150 rpm, a 25°C, por 1 h. O terceiro pré-tratamento (#3) consistiu na utilizagdo de NaOH,
assistido por ultrassom. A solucdo de NaOH 1% (m/v) foi adicionada a casca de banana (1:7
m/v) e a mistura foi transferida para um homogeneizador ultrassonico Sonic 250 (Omni
International Inc., Estados Unidos). As condi¢des do banho ultrassonico foram 90 W, 20 kHz
e 20 min, com etapas intercaladas de 2 min de ultrassom e 2 min de repouso. Apds cada pré-
tratamento, o residuo solido foi separado por filtracdo, lavado com agua destilada até
neutralidade e seco em estufa a 50°C por 24 h. O ultimo pré-tratamento (#4) consistiu em uma
sequéncia, onde primeiramente foi aplicada a solu¢ao de NaOH 1% (m/v) a casca de banana
(1:10 m/v) e a mistura foi autoclavada a 121°C durante 30 min. Em seguida, foi preparada uma
mistura com a casca de banana pré-tratada e dgua destilada (1:7 m/v). Esta foi submetida ao
ultrassom nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. O residuo sélido foi separado por
filtracdo e seco em estufa a 50°C por 24 h. Todos os pré-tratamentos foram realizados em
triplicata. Ao fim, os residuos s6lidos foram submetidos a caracterizagdo em termos de grupos
funcionais por FTIR, morfologia por MEV e composicdo lignoceluldsica, conforme itens

424.1,42.4.2 e 4.2.4.3, respectivamente.
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4.2.3. Cultivo

4.2.3.1. Preparo do indculo

Inicialmente, o pré-indculo foi obtido por meio da transferéncia de uma algada de células
de A. pullulans para tubos contendo 5 mL de caldo estéril composto de 10,0 g/L de xilose, 6,7
g/L de base nitrogenada de levedura, 5,0 g/ de sulfato de amoénio [(NH4)2SO4], 2,0 g/L de
asparagina e 5,0 g/L de fosfato de potassio (KH2PO4). A esterilizagdo do meio foi efetivada em
autoclave, a 121°C por 15 min, com exce¢do da xilose, que foi esterilizada por filtracdo de
membrana de acetato de celulose de 0,22 um (Millipore, Burlington, Estados Unidos). O pH
foi ajustado para 5,0 com NaOH 1 M e os tubos com pré-indculo foram incubados por 24 h a
28°C. Para obtengdo do inoculo, o volume do pré-indculo foi transferido para frascos
Erlenmeyers de 250 mL com 45 mL do mesmo caldo estéril. O desenvolvimento do indculo foi

conduzido em agitacdo orbital, a 150 rpm e 28°C, por 24 h (Gautério ef al., 2021).

4.2.3.2. Condigdes de cultivo

O cultivo submerso foi conduzido em condigdes previamente estabelecidas por Gautério
et al. (2021) e Machado ef al. (2021). Em frascos Erlenmeyer de 500 mL foram adicionados
150 mL de meio estéril com 10, 30 ou 50 g/L. do substrato lignocelulosico pré-tratado, 1,0 g/L
de extrato de levedura, 5,0 g/L de KH2PO4 € 2,0 g/L de (NH4)2SO4. O meio teve seu pH ajustado
para 5,0 com 4cido cloridrico (HCI1) 1 M. Quatro cultivos foram realizados fazendo uso da casca
de banana despectinizada submetida aos diferentes processos de deslignificagdao. Além destes,
foi feito um ensaio controle, com a casca de banana submetida apenas a despectinizagao.
Posteriormente, os Erlenmeyers foram esterilizados em autoclave por 15 min a 121°C e
inoculados com 2% (v/v) do in6éculo com densidade optica de 0,8 a 620 nm. Apds, foram
mantidos em agitacao orbital a 150 rpm e 28°C, por 72 h. Aliquotas de 5 mL foram coletadas
assepticamente em intervalos nos tempos de 4, 8 e 12 h e, posteriormente, de 12 em 12 h, sendo
centrifugadas a 2948 x g, a 4°C, por 10 min e o sobrenadante foi coletado. A partir deste, foi
determinado o pH em potenciometro digital (Quimis Q400MT, Sao Paulo, Brasil). Determinou-
se, também, a atividade enzimatica e a quantificacdo dos produtos de hidrolise, segundo os itens

4244 e4.2.4.5, respectivamente.
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4.2.4. Determinacoes analiticas

4.2.4.1. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os grupos funcionais e as estruturas quimicas da pectina, celulose, hemicelulose e
lignina presentes no material lignoceluldsico antes e apds os pré-tratamentos de despectinizagao
e deslignificagdo foram avaliados por espectrofotometro FTIR (IRPrestige-21, Shimadzu,
Japao). O material em pd foi preparado como pellets com brometo de potassio (KBr) e os
espectros foram coletados na faixa de 4000 a 600 cm™ a uma resolugio de 4 cm™!, com 40 scans.
Os espectros formados foram entdo comparados aos dispostos na literatura, de modo a
identificar os grupos funcionais e avaliar os efeitos dos pré-tratamentos (Mirzaee et al., 2023;

Orozco et al., 2014).

4.2.4.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As caracteristicas microestruturais da farinha de casca de banana bruta e submetida aos
tratamentos de despectinizag¢do e deslignificacdo foram analisadas por meio de microscopio
eletronico de varredura (JSM-6610LV, Jeol, Japao), segundo metodologia proposta por
Machado et al. (2021). No preparo das amostras, estas foram pulverizadas com ouro (Sputter,
Denton Vacuum Desk V, Estados Unidos), a tensdo de operacao foi de 15 kV e as micrografias

foram obtidas com ampliagao de 1000x.

4.2.4.3. Composicao lignoceluldsica

A fim de determinar a composicdo lignoceluldsica, as farinhas da casca bruta e
submetida aos pré-tratamentos de despectinizacdo e deslignificacdo foram submetidas a
hidrolise acida, com emprego de acido sulfirico (H2SO4) a 72% (m/m), seguindo a proporcao
de 1:10 (m/v). No decorrer da hidrdlise, a mistura foi mantida em banho termostatico com
agitacdo vigorosa a 30°C por 1 h. Apds esta etapa, o acido foi diluido, com agua deionizada, a
4% (m/m) e, em seguida, a solugdo resultante foi autoclavada a 121°C durante 1 h. Como
resultado, obteve-se um hidrolisado dcido, posteriormente filtrado em membrana previamente
tarada Whatman n° 1 (Milipore, Burlington, Estados Unidos) e o contetido retido, isto ¢, a
lignina insolavel, foi transferida para secagem em estufa a 80°C, até atingir peso constante
(Machado ef al., 2021). A lignina soluvel presente no filtrado foi determinada pela medida da

absorbancia em espectrofotometro da amostra diluida, nos comprimentos de onda de 215 e 280
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nm (Goldschmid, 1971). Os teores de lignina soluvel e insoltivel foram calculados a partir das

Equacdes 1 e 2, respectivamente. O contetido de lignina total foi determinado pela soma destes.

(4,538 . Ayy5)- Aggo). FD . 100
LS (%)=( 300 M. )
. 1, amostra

(1

Mf, amostra * 100

LI (%)= 2)

Mi, amostra

Onde LS e LI correspondem aos teores de lignina soltvel e insoluvel, respectivamente;
FD ao fator de dilui¢do, Mi, amostra € Mr, amostra a8 massas inicial e final do residuo sélido,
respectivamente; € A2is € Azgo as absorbancias lidas a 215 € 280 nm.

Os acucares redutores contidos no filtrado foram determinados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (High-Performance Liquid Chromatography - HPLC) (Prominence,
Shimadzu, Kyoto, Japdo), com detector de indice de refragdo (RID-10A) e forno de coluna
(CTO-20A). A fragao soluvel inicialmente foi filtrada fazendo uso de membrana de fluoreto de
polivinilideno de 0,22 pm (Millipore, Estados Unidos). Desta, foram injetados 20 uL de
maneira automatica. A coluna Aminex (HPX-87H) (Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos) foi
eluida no modo isocratico com fluxo de 0,6 mL/min de solu¢do de acido sulfurico (H2SO4) 5
mM (Mili-Q, Milipore, Estados Unidos) a 45°C com tempo de corrida de 15 min. Curvas de
calibracdo foram elaboradas com padrdes de glicose, celobiose, xilose e arabinose (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos). Os conteudos de hemicelulose, como xilose e arabinose, e celulose,
como glicose e celobiose, foram estimados a partir de uma corre¢do anidra de 0,88 para as
pentoses, 0,90 para hexoses e 0,95 para celobiose, conforme Equagdes 3 e 4 (Gautério et al.,

2018).
Canidroz CX . CRanidro (3 )

lg
Canidro . Vﬁltrado . m ( 4)

Hemicelulose ou celulose (%) =
Mi, substrato

Onde Caniaro corresponde a concentracao de hemicelulose ou de celulose corrigida, em

mg/mL; Cx a concentragdo dos monossacarideos e dissacarideo, em mg/mL; CRanidaro a0 fator
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de conversao dos agucares; Viirado @0 volume de filtrado; € Mi, substrato @ massa inicial do

substrato.

4.2.4.4. Atividade enzimatica do complexo xilanolitico

As atividades enzimaticas da endo-f-1,4-xilanase e da -xilosidase foram determinadas
segundo Gautério et al. (2021). A atividade da endo-B-1,4-xilanase foi analisada por incubagao,
a 50°C por 5 min, de 1,2 mL de xilana de faia a 1% (m/v) em tampao citrato 50 mM e pH 5,3,
bem como 0,3 mL de preparagdo enzimatica diluida. Em sucessdo a ocorréncia da reacao
enzimatica, adicionou-se acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), sendo a mistura submetida a 100°C
por 5 min. Os agtcares redutores resultantes da hidrdlise da xilana foram quantificados por
analise espectrofotométrica com comprimento de onda de 540 nm, tomando a xilose como
padrio. A vista disso, definiu-se uma unidade de atividade enzimatica (U) como a quantidade
de enzima necessaria na liberagdo de 1 umol de xilose por minuto nas condi¢des descritas.

A atividade da B-xilosidase foi avaliada através da incubagao, a 50°C por 30 min, de 0,2
mL de solucdo enzimatica diluida e 0,8 mL de p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNPX) a 2%
(m/v) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos) em tampao de acetato de sédio 50 mM a
pH 4,8. A reagdo enzimatica foi interrompida com a adi¢cdo de 2 mL de solucao de carbonato
de sodio (Na;COs3) a 20% (m/v). A quantificacdo do p-nitrofenol (pNP) liberado deu-se por
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 410 nm e correlagdo com a respectiva curva de
calibragdo. Por conseguinte, uma unidade de atividade enzimadtica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria na liberagdo de 1 umol de pNP por minuto nas condigdes

descritas.
4.2.4.5. Atividade especifica

Para determinacdo da atividade especifica das enzimas endo-B-1,4-xilanase e [-
xilosidase, em U/mg, foi realizada a razdo entre a atividade enzimatica obtida no item anterior,
em U/mL, e o contetido de proteina soluvel (mg/mL). Este foi determinado através do método

de Lowry et al. (1951), considerando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

4.2.4.6. Quantifica¢do dos produtos de hidrolise
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A quantificacdo dos produtos de hidrolise seguiu o método descrito por Gautério et al.
(2021), por HPLC (Prominence, Shimadzu, Kyoto, Japao), com detector de indice de refracao
(RID-10A) e forno de coluna (CTO-20A). Neste método, 20 puLL do hidrolisado previamente
filtrado foram injetados de maneira automatica (SIL-20AHT). A coluna Aminex (HPX-42A)
(Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos) foi eluida no modo isocratico com fluxo de 0,4 mL/min
de 4gua ultrapura (Mili-Q, Milipore, Estados Unidos) a 50°C com tempo de corrida de 40 min.
Foram construidas curvas de calibrag¢do, na faixa de 1 a 10 mg/mL, para xilose, xilobiose,
xilotriose, xilotetraose e xilopentose (Megazyme, Irlanda). Além disso, foi calculado o fator de
conversdo de hemicelulose em XOS, considerando o contetido de hemicelulose adicionado no

meio e o teor de XOS produzido ap6s 72 h de cultivo.

4.2.5. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e a comparacao

por meio do teste de Tukey, ou ao teste # a 95% de confianga (p < 0,05), a partir do sofiware

Statistica 7.0 (Statsoft, Estados Unidos).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZACAO DO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

A caracterizagdo proximal e lignoceluldsica da casca de banana ¢ fundamental de modo
a avaliar seu potencial de aplicagdo em cultivos para obtengdo de bioprodutos. A vista disso, a

Tabela 1 apresenta a composicao deste residuo.

Tabela 1 — Composi¢do proximal, lignoceluldsica e percentual de pectina da casca de banana
residual

Composicao* Média = Desvio padrao (%)

Umidade 2,12+0,21
Lipidios 6,44+ 0,76
Proteinas 8,55 +0,35
Cinzas 13,8 +0,71
Carboidratos 71,2
Celulose 15,2+ 1,58
Hemicelulose 7,98 +£1,37
Lignina 21,5+ 6,49
Pectina 16,3+ 0,29

*Resultados em base seca, com exce¢do da umidade

O baixo conteudo de umidade, de 2,12 + 0,21%, foi resultante do processo de secagem
no preparo do material lignoceluldsico, vantajoso para etapas posteriores, como a moagem,
visando favorecer a reprodutibilidade, e para evitar degradacdo microbiologica. A fracdao de
lipidios, de 6,44 + 0,76%, situou-se dentro da faixa apresentada por Emaga et al. (2007), que
determinou valores entre 2,2 e 10,9% para diferentes variedades de cascas de banana e de
banana-da-terra. Sahoo e Lenka (2024) apresentaram um teor lipidico semelhante, de 6,7%,
para a farinha da casca. No que se refere a composigao proteica, o valor determinado de 8,55 +

0,35% foi corroborado pela faixa de 6,3 a 11,2%, determinada por Emaga et al. (2007).
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Ademais, Khan et al. (2024) apresentou um resultado de 8,1% de proteinas em cascas de
banana.

O teor de cinzas foi de 13,8 £ 0,71%, resultado proximo aos determinados por Esonu et
al. (2024), de 12,1 £ 0,09% e por Araujo, Costa e Freitas (2021), de 13,4 + 1,7%. Segundo
Esonu et al. (2024), este valor sugere rica composi¢do mineral, podendo conter elementos
essenciais como calcio, potassio e magnésio. De acordo com Ndarubu ez al. (2021), o percentual
de carboidratos determinado para a casca de banana foi de 70,8%, mostrando-se em
consondncia com o valor determinado no presente trabalho, de 71,2%. Tendo em vista que a
fragdo hemiceluldsica, pertencente aos carboidratos, € a principal precursora na obtengdo de
enzimas do complexo xilanolitico e xilo-oligossacarideos, a abundancia deste componente
reforga o potencial da casca de banana como substrato. Abdullah e Amalia (2023) apresentaram
resultados semelhantes para carboidratos, com faixa variando de 62,6 a 87,9%, a depender da
variedade da banana. Dentro dos carboidratos, a composi¢ao lignoceluldsica demonstrou-se
alinhada a apresentada em estudos prévios. Valores proximos de celulose e hemicelulose foram
observados por Laothanachareon, Bunterngsook e Champreda (2022), com teores de 11,4% e
7,28%, respectivamente. Dhyani e Bhaskar (2018), relataram percentuais respectivos de 13,2%,
14,8% e 14,0% para celulose, hemicelulose e lignina de residuos de banana. De acordo com
este estudo, para a biomassa lignocelulosica, foram reportados conteudos de lignina de até 40%.
Segundo Emaga et al. (2010), diferencas nos cultivares e grau de maturagdo influenciam na
fragdo de carboidratos, explicando a variacao nos teores apresentados. Fatores como condigdes

de cultivo e altera¢des na etapa de secagem também sao influentes.

5.2.  DESPECTINIZACAO E DESLIGNIFICACAO

As Figuras 6, (a) a (f), apresentam a casca de banana resultante do preparo por secagem,

moagem e pré-tratamentos de despectinizagdo e deslignificagdo, respectivamente.
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Figura 6 — Casca de banana (a) seca e moida, (b) despectinizada com (NH4)>C204 a 0,5% ¢
deslignificada pelos pré-tratamentos (¢) #1 NaOH a 1% em autoclave, (d) #2 H202 a 7,5% em
agitacdo orbital, (e) #3 NaOH a 1% em ultrassom e (f) #4 NaOH a 1% em autoclave seguido

de ultrassom

(d) (e) ®

O resultado do processo de secagem e moagem da casca de banana foi um po6 fino de
coloragdo marrom. A diminui¢do da granulometria em particulas de tamanho uniforme favorece
a aplicagdo dos pré-tratamentos posteriores, aumentando a area superficial de acesso dos
agentes quimicos e fisicos ao material lignoceluldsico. Os pré-tratamentos de despectinizagao
e deslignificacdo acarretaram no escurecimento do material, com excecdo do tratamento de
deslignificacdo #2 conduzido com H>O». A coloragdo amarela, observada na Figura 6 (d) pode
ser explicada pela agdo descolorante do perdxido de hidrogénio, cujas solugcdes em pH alcalino
sdao altamente utilizadas para o branqueamento de polpas de madeira (Cabrera et al., 2014).
Conforme relatam Vera-Loor ef al. (2023), as estruturas responsaveis pela colorag¢do da polpa
reagem com o radical hidroperoxil em temperaturas moderadas, acarretando em sua oxidagao
seletiva e, consequentemente, quebra dos compostos cromoéforos.

As cascas de banana submetidas ao pré-tratamento de deslignificacdo com hidréxido de

sodio em autoclave, por sua vez, tornaram-se compactas e de notavel rigidez, como mostram
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as Figuras 6 (c) e (f), impossibilitando a reducdo de sua granulometria por maceracdo e
moagem. O hidroxido de sédio atua quebrando as ligagdes entre a lignina e a matriz
polissacaridica, aumentando a porosidade e a area superficial da biomassa. Em conjunto com
altas temperaturas, este auxilia na diminuicdo das estruturas amorfas, expondo a celulose
cristalina, o que pode explicar a mudancga na integridade fisica do material (Obeng; Premjet;
Premjet, 2019).

A etapa de despectinizagdo conduzida com agua destilada foi ineficaz, ndo havendo
pectina recuperdvel apds o processo de liofilizagdo. Contudo, o rendimento da segunda etapa
de extragdo, conduzida com oxalato de amonio a 0,5% (m/v) foi de 16,3 + 0,29% (Tabela 1).
Este resultado ¢ considerado satisfatdrio, visto que Emaga et al. (2008) apresentou rendimentos
variando de 10,3 a 21,7% para o substrato lignoceluldsico. Pectinas de alta metoxilacdo,
geralmente alocadas na lamela média das paredes celulares, sdo facilmente extraidas com agua,
logo, a insuficiéncia na remogdo pode indicar baixa concentracdo destas na amostra. Em
contrapartida, os ions oxalato agem como quelantes, solubilizando as fracdes de pectina de
baixa metoxilacdo por meio da quelacdo de ions cdlcio (Taboada et al., 2010). A pectina

liofilizada pode ser observada na Figura 7.

Figura 7 — Pectina extraida da casca de banana

Em relagdo a composicdo lignoceluldsica, os resultados para as cascas de banana pré-

tratadas estao dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Composi¢ao lignocelulésica da casca de banana despectinizada e deslignificada
pelos pré-tratamentos #1 NaOH a 1% em autoclave, #2 H>O; a 7,5% em agitagdo orbital, #3

NaOH a 1% em ultrassom e #4 NaOH a 1% em autoclave seguido de ultrassom

Pré-tratamento Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)

Despectinizagio 15,5 + 0,882 9,27 + 0,45 49,0 + 4,53
Deslignificagao
#1  15,2+4,15° 7,23 +0,61° 49,2 +10,78°
#2 13,3 +1,81° 10,3 +0,31? 27,8 +3,97°
#3  15,7+0,31° 10,1 +0,22° 42,9 +5,29°
#4 11,1 +0,99° 7,47 £0,29° 78,0 + 6,822

Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os valores da mesma coluna (p < 0,05) pelo teste de Tukey

A partir da Tabela 2 foi possivel observar que o contetido de celulose se manteve
estatisticamente igual em todas as amostras. Isto indica maior resisténcia deste polissacarideo.
Segundo Kim (2018), a combina¢do do tratamento alcalino com o tratamento térmico atua na
extracdo de lignina ao passo que pode aumentar o teor de celulose. Outrossim, pré-tratamentos
alcalinos, de acordo com Obeng, Premjet e Premjet (2019) podem acarretar no aumento da area
superficial e porosidade da celulose e na diminui¢do de sua cristalinidade, interferindo apenas
em sua estrutura, tornando-a menos recalcitrante, e ndo em seu conteudo. No que se refere a
hemicelulose, os teores para as amostras deslignificadas pelos pré-tratamentos #2 e #3 ndo se
diferiram significativamente da amostra despectinizada. Estes pré-tratamentos foram realizados
em condi¢des brandas de pressdo e temperatura, sendo assim, ndo danificaram sua estrutura.
Em contrapartida, a fragado hemicelulosica das amostras dos pré-tratamentos de deslignificagao
#1 e #4 diminuiram significativamente. As hemiceluloses constituem um grupo de
polissacarideos amorfos, de baixa massa molar e ramificados, demonstrando maior
sensibilidade ao ataque alcalino em comparacao com a celulose (Xu et al., 2010).

No que se refere a composicao de lignina, notavelmente, o pré-tratamento 2 foi eficiente
em sua redugdo significativa. Os pré-tratamentos #1 e #3 ndo demonstraram diferenca
significativa, ao passo que o pré-tratamento #4 apresentou um conteudo superior. Esta
superestimacao ¢ atribuida a rigidez do material pré-tratado, oriunda da combinacao dos
tratamentos alcalino e ultrassonico com condigdes severas de pressdo e temperatura. No
decorrer da analise de lignina insolavel, o material apresentou-se com compactacdo excessiva,
o que dificultou o acesso do 4cido sulfurico concentrado na etapa de hidrdlise acida. Como

resultado, a degradagdo das fragdes polissacaridicas foi insuficiente. Sendo assim, o valor
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obtido ndo reflete um aumento real desta composicdo, consistindo na consequéncia de uma
limitagdo analitica. O rendimento massico dos pré-tratamentos e o percentual de
deslignificacao, calculado a partir do teor de lignina do material despectinizado, estao dispostos

na Tabela 3.

Tabela 3 — Rendimento massico e percentual de deslignificagdo para os pré-tratamentos #1
NaOH a 1% em autoclave, #2 H>O» a 7,5% em agitacdo orbital, #3 NaOH a 1% em ultrassom

e #4 NaOH a 1% em autoclave seguido de ultrassom

Pré-tratamento Rendimento massico (%) Deslignificaciao (%)
#1 29,1+ 11,1° -
#2 79,2 + 3,44% 43,2%
#3 83,1 +1,31° 12,5°
#4 30,2 +2,77° -

Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os valores da mesma coluna (p < 0,05) pelo teste de Tukey

O rendimento méssico refere-se a quantidade de material obtido apds a deslignificacao,
correlacionando as massas inicial e final. Este foi menor para os pré-tratamentos #1 e #4,
considerando que sua severidade acarretou na alteragdo da estrutura e na perda de material, que
ficou aderido a superficie das placas de Petri, onde foi submetido a secagem. Para mais, estes
tratamentos podem ter resultado na remocdo de outros compostos, como a hemicelulose,
conteudo de cinzas, compostos fenodlicos, dentre outros. Os rendimentos massicos dos pré-
tratamentos #2 e #3 foram considerados satisfatorios, havendo maior recuperacdo de material
pré-tratado.

A aplicagdo de peroxido de hidrogénio no processo de deslignificacdo tem como
vantagem a utilizagdo de produtos quimicos facilmente disponiveis, ndo prejudicando o meio
ambiente em baixas concentracdes. Adicionalmente, possibilitam a operacdo em condig¢des
brandas de temperatura e pressdo, sem necessidade de reatores especificos (Cabrera et al.,
2014). Estudos prévios demonstram que, de modo a aumentar a eficacia do tratamento, o pH
otimo ¢ de 11,5. Nesta reacdo, os radicais derivados da decomposi¢cao do H>O>, em meio

alcalino, atuam nas cadeias laterais da lignina, fragmentando sua macroestrutura e, por
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consequéncia, resultam na despolimerizacdo desta molécula em compostos de menor peso
molecular (Sun et al., 2000).

O pré-tratamento com hidroxido de so6dio, em condigdes brandas, se baseia na
dissociagdo deste em ions hidroxido e sodio, que atuam atacando a ligagao complexa lignina-
hemicelulose, aumentando a hidrofilicidade da lignina (Machado et al., 2021). Contudo,
conforme previamente citado, a combinagdo de hidroxido de s6dio com altas temperaturas,
apesar de relatado por estudos como eficiente na deslignificagdo, pode remover juntamente a
hemicelulose, logo, ndo ¢ desejavel para bioprocessos que visam sua utilizagdo. O percentual
de deslignificagdo para os pré-tratamentos #1 e #4 ndo foram apresentados, uma vez que, para
o pré-tratamento #1, apesar de estatisticamente equivalente, o teor de lignina final foi
numericamente superior ao inicial. Ja para o pré-tratamento 4, o conteido de lignina foi
superestimado devido a restrigdes analiticas, impossibilitando seu calculo, conforme ja

discutido.

5.2.1. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier — FTIR

A andlise de FTIR foi utilizada de maneira a identificar os grupos funcionais presentes
nas amostras e, por meio da comparagdo, avaliar possiveis alteragdes provenientes dos pré-
tratamentos. A Figura 8 apresenta os espectros obtidos por FTIR para as amostras de casca de
banana bruta, despectinizada e para a pectina extraida, ao passo que a Figura 9 compara os
espectros obtidos para o material despectinizado e deslignificado.

O espectro resultante para a pectina extraida foi semelhante ao apresentado por Owusu
et al. (2023). As bandas principais relativas a esta molécula foram 2920 cm™, 2300 cm™!, 1600
cm™, 1330 cm™ e 1140 cm™, relacionadas as vibragdes de estiramento C-H, ligagdes C=C, ao
grupo carboxilato (COO"), ao estiramento C-N e ao estiramento C-O de élcool terciario,
respectivamente. Além disso, outras bandas demonstraram-se mais intensas na pectina,
corroborando com os resultados apresentados por Oliveira ef al. (2016), sendo estas 1250 cm”
I referente ao estiramento CH3CO", 1090 cm™, ao estiramento C-O, 1000 cm’!, ao estiramento
C-H, 950 cm™, ao curvamento de ligagdes C-O e 890 cm’!, referente aos curvamentos CCH™ e

COH' na posicao C-6.
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Figura 8 — Espectro de FTIR para a casca de banana bruta, despectinizada e para a pectina

extraida
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A regido espectral entre 3800 e 3000 cm™! esta relacionada & estrutura cristalina da
celulose, indicando que sua estrutura foi mantida no tratamento de despectinizacdo, ndo estando
presente no espectro da pectina (Shivalingamurthy; Kuppusamy, 2021). A banda de 650 cm’!
esta relacionada ao grupo COOH, estando presente em todos os espectros de polissacarideos
lignocelulodsicos (Costa et al., 2015). Em suma, a predominancia destas bandas no espectro da
pectina, em comparagdo com 0s espectros da casca de banana bruta e despectinizada, indica
eficacia em sua extragao.

Adicionalmente, a partir do espectro da pectina, pode-se estimar seu grau de
metoxilacdo, de modo a corroborar com o resultado de rendimento de despectinizagdo,
previamente discutido. Sua andlise qualitativa sugere que a pectina apresenta baixo grau de
metoxilagio, uma vez que a intensidade da banda de 1600 cm™ ¢ significativamente maior a
banda de 1730 cm™!. A primeira banda refere-se aos fons carboxilato, caracteristico de pectinas
de baixa metoxilagao, ao passo que a segunda se refere aos grupos éster metilicos, indicativos

de pectinas de alta metoxila¢do (Kyomugasho et al., 2015; Santos et al., 2020).
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Figura 9 — Espectro de FTIR para as cascas de banana despectinizada e deslignificada pelos
pré-tratamentos (c) #1 NaOH a 1% em autoclave, (d) #2 H202 a 7,5% em agitacdo orbital, (e)
#3 NaOH a 1% em ultrassom e (f) #4 NaOH a 1% em autoclave seguido de ultrassom
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A partir da Figura 9 ¢ possivel notar a suave diminuigdo na banda de 1520 cm’,
correspondente ao estiramento C=C no anel aromdtico da lignina, nos espectros da casca de
banana submetida aos pré-tratamentos de deslignificagdo #1 e #2 (Shivalingamurthy;
Kuppusamy, 2021). Ademais, ambos tratamentos provocaram a reducdo da intensidade da
banda de 1700 cm™!, comumente associada a presenca de grupos funcionais oxigenados, como
a carbonila, presentes na molécula de lignina (Fumoto et al., 2022).

A faixa espectral de 1200 a 1000 cm™!, referente as estruturas da hemicelulose e celulose,
foi preservada em todos os tratamentos avaliados (Shivalingamurthy; Kuppusamy, 2021). De
acordo com Chandel et al. (2014) e Mohamed et al. (2023), as bandas 2970 a 2850 cm™ sdo
atribuidas aos grupos CH e CHa, caracteristicos da celulose. Posto isto, o aumento notavel de
sua intensidade no espectro gerado para as cascas submetidas aos tratamentos de deslignificagao
#1 e #4 sugere alteracao relativa da fracao celuldsica na amostra, possivelmente proveniente da
remo¢dao de outros compostos. Novamente, este comportamento pode explicar a alta
compactacdo do material pré-tratado.

Sumariamente, os pré-tratamentos de deslignificagdo #1 e #2 acarretaram em maiores
alteragdes nos grupos funcionais relativos a lignina, sugerindo maior degradacdo de sua

estrutura. Entretanto, o pré-tratamento #1, juntamente com o #4, resultou em mudancas
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estruturais na celulose, o que pode ter interferido na morfologia do material pré-tratado,
conferindo maior rigidez e limitando aplicagdes futuras. Dessa forma, pode-se atribuir
eficiéncia superior na remocgao de lignina, combinada com a preservagdo de hemicelulose, ao
pré-tratamento #2, realizado com peroxido de hidrogénio. Esta afirmagdo ¢ reforgada pelo
percentual de deslignificag¢@o obtido, de 43,2%. Embora Machado et al. (2021) tenham relatado
melhor desempenho dos pré-tratamentos #1 e #4, conduzidos com hidréxido de sodio em
autoclave, as diferencas observadas podem estar correlacionadas a natureza distinta dos

residuos lignocelulosicos.

5.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A Microscopia Eletronica de Varredura é empregada na andlise e comparacdo da
morfologia do residuo lignoceluldsico, a fim de detectar possiveis alteragdes decorrentes de
diferentes pré-tratamentos de deslignificagdo, bem como da despectinizagdo. As Figuras 10, (a)
a (f), mostram as micrografias resultantes desta técnica, na ampliagdo de 1000x.

A Figura 10 (a), correspondente a casca de banana sem pré-tratamentos, apresenta
morfologia ordenada e compacta, além de fibrilas rigidas. Este resultado é semelhante aos
relatados por Gautério et al. (2018), que analisaram diversos substratos agroindustriais. No que
se refere a microscopia do substrato submetido ao tratamento de despectinizagdo, disposta na
Figura 10 (b), esta mostra-se semelhante a exibida por Liu et al. (2017), para a remogdo de
pectina em bagago. A micrografia evidencia uma superficie mais solta e volumosa, decorrente
da quebra de ligacdes intramoleculares de hidrogénio das microfibrilas.

As Figuras 10 (c), (e) e (f) referem-se aos tratamentos alcalinos conduzidos com
hidroxido de sédio, realgando estruturas disformes, desordenadas e com fibrilas rompidas,
estando em conformidade com o descrito por Gautério ef al. (2018). Dentre estas, as Figuras 10
(c) e (f) apresentaram deformidades mais acentuadas, o que pode ser atribuido a severidade das
condi¢des empregadas. Por fim, a Figura 10 (b), referente ao tratamento conduzido com
peroxido de hidrogénio, demonstra fibrilas sobrepostas, com resultados analogos aos de

Machado et al. (2021).
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Figura 10 — Micrografias da casca de banana (a) seca e moida, (b) despectinizada e
deslignificada pelos pré-tratamentos (¢) #1 NaOH a 1% em autoclave, (d) #2 H>02 a 7,5% em
agitacdo orbital, (e) #3 NaOH a 1% em ultrassom e (f) #4 NaOH a 1% em autoclave seguido

de ultrassom
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Em sintese, a andalise visual das micrografias obtidas por MEV ressaltam maior
desorganizacdo das fibrilas na casca de banana submetida aos pré-tratamentos de
deslignificacdo com hidréxido de sédio, principalmente aos conduzidos com autoclave. Em
contraste, o pré-tratamento realizado com perdxido de hidrogénio gerou alteracdes moderadas,

reafirmando que este propicia menores danos a integridade da matriz.

53. CULTIVO

O cultivo submerso de Aureobasidium pullulans CCT 1261, visando a obtencdo de
endo-B-1,4-xilanase e xilo-oligossacarideos, foi realizado fazendo uso da casca de banana
despectinizada e deslignificada pelos pré-tratamentos #2 e #3. As condi¢des empregadas nos
pré-tratamentos de deslignificacdo #1 e #4 causaram danos a estrutura do residuo, além de
diminuir significativamente a fragao hemicelulosica, logo, optou-se por ndo prosseguir o cultivo

com os substratos resultantes destes processos.

5.3.1. pH
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O pH apresenta consideravel influéncia em termos de acessibilidade das enzimas as
ligacdes xilanoliticas, sendo dependente da natureza da biomassa lignoceluldsica (Yegin,
2016). A endo-B-1,4-xilanase apresenta atividade 6tima na faixa de pH de 4,0 a 6,5 (Polizeli et
al.,2005). A Figura 11 apresenta as variagdes de pH durante os cultivos. De modo geral, houve
reducdo no pH até¢ 12 h de cultivo. Esta ocorréncia relaciona-se com a atividade de xilanase,
uma vez que, conforme mais carboidratos soluveis suscetiveis a metabolizagdo se tornam
disponiveis no meio de cultura, mais metabolitos acidos sdo liberados no meio extracelular,
decorrente de seu consumo, levando a reducdo do pH (Gautério et al., 2021). Contudo,
conforme os acgucares redutores sdo consumidos, hd uma redugdo consideravel em sua
concentragdo, fazendo com que o microrganismo assimile os dacidos organicos.
Consequentemente, o pH tende a aumentar, fendmeno observado a partir de 24 h de cultivo
(Botella et al., 2007).

Gautério et al. (2018) relataram uma faixa de pH de 3,5 a 5,7 durante o cultivo com
diferentes linhagens de Aureobasidium pullulans, sendo estas CCT 1261, CCT 7521 e CCT
4154. Neste, o substrato utilizado foi a xilana de faia comercial, comumente utilizada na
obtengdo de enzimas do complexo xilanolitico em razdo de seu alto teor de hemicelulose.
Contudo, ao realizar o cultivo com residuos lignocelulésicos, como casca de soja, de aveia e de
arroz, bem como farelo de arroz, engago de uva e pergaminho de café, observou-se um aumento
na faixa de pH para 5,3 — 6,4. Estes valores estdo associados a uma menor atividade enzimatica,

considerando a diminuigdo da fragdo hemiceluldsica do substrato e a presenca de lignina.
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Figura 11 — Cinética de variagao de pH durante o cultivo de Aureobasidium pullulans a 28°C e 150 rpm por 72 h utilizando como substrato a
casca de banana (a) despectinizada a m 10 g/L, m 30 g/L e m 50 g/L, (b) deslignificada #2 a ® 10 g/L., @ 30 g/L ¢ ® 50 g/L e (c) deslignificada #3 a
A10g/L, A30g/Le AS50g/L
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5.3.2. Atividade enzimatica

Em relagdo a concentragdo de 10 g/L, a atividade enzimatica de endo-B-1,4-xilanase foi
relativamente baixa, com valores abaixo de 1,0 para U/mL e U/mg. Para mais, o cultivo
realizado utilizando a casca de banana despectinizada, nesta concentragdo, ndo apresentou
atividade. Isso se deve ao fato de que a concentracdo de substrato fornece quantidades
insuficientes do indutor, isto ¢, de hemicelulose, para que o microrganismo possa se
desenvolver e secretar a enzima. Para a concentracdo de 50 g/L, observou-se um
comportamento atipico em compara¢do com as demais, com um pico de atividade tardio, em
48 h de cultivo para os cultivos realizados com as cascas despectinizada e deslignificada pelo
pré-tratamento #2, e em 60 h para a submetida ao pré-tratamento de deslignificacdo #3. Este
fendmeno pode ser correlacionado com a alta concentracao de carga s6lida no meio, que limita
a transferéncia de oxigénio e a acessibilidade aos nutrientes do meio, levando ao retardo no
metabolismo do A. pullulans. Apesar da maior concentragao relativa de hemicelulose, este fator
pode ter influenciado negativamente na obtencdo das enzimas do complexo xilanolitico,
acarretando em valores abaixo de 3 U/mL, para a amostra despectinizada, e préximos de 1
U/mL, para as demais.

No que se refere a concentragdo de 30 g/L, os cultivos realizados com as cascas de
banana despectinizada e deslignificada pelo pré-tratamento #2 apresentaram resultados
estatisticamente semelhantes de atividade nas primeiras 4 h, sendo estas de 4,13 e 4,0 U/mL,
respectivamente. Contudo, em termos de atividade especifica, o valor calculado para a amostra
com casca despectinizada foi significativamente maior, sendo de 7,67 U/mg, ao passo que, para
a casca deslignificada pelo pré-tratamento #2, foi de 1,44 U/mg. Tendo em vista que a atividade
especifica ¢ dependente do teor de proteinas soliiveis, sendo estas inversamente proporcionais,
pode-se associar um conteido superior de proteinas ao cultivo conduzido com a casca

deslignificada #2, tendo a possibilidade de produ¢do de outras enzimas, como as proteases.
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Figura 12 — Atividades enzimatica e especifica de endo-p-1,4-xilanase durante o cultivo de Aureobasidium pullulans a 28°C e 150 rpm por 72 h

utilizando como substrato a casca de banana (a, d) despectinizada a m 10 g/L, m 30 g/L e m 50 g/L, (b, e) deslignificada #2 a @ 10 g/L, @ 30 g/L e
® 50 g/L e (c, f) deslignificada#3 a A 10 g/L, A 30 g/L e A 50 g/L
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Ademais, no cultivo realizado com a casca deslignificada por meio do pré-tratamento
#2, em 30 g/L, pode-se observar um pico inicial seguido de queda na atividade e, em seguida,
elevacao até 3,3 U/mL no decorrer das 72 h. Esse perfil ¢ caracteristico de cultivos onde
inicialmente tem-se producao de enzima, que ira hidrolisar a hemicelulose, atuando como fonte
de carbono para que a sintese enzimatica tenha continuidade. O cultivo conduzido com a casca
de banana submetida ao pré-tratamento de deslignificacdo #3 apresentou resultados inferiores
de atividade enzimatica, o que pode ser atribuida a menor eficiéncia na extragao de lignina, que
impede o acesso do microrganismo a hemicelulose.

Gautério et al. (2018) obtiveram valores semelhantes para substratos pré-tratados com
solugoes alcalinas, como 0,34 + 0,08 U/mL para cascas de soja, 2,89 = U/mL para cascas de
arroz, 1,53 £ 0,07 U/mL para pergaminho de café e 0,96 = 0,01 U/mL para engaco de uva.
Ainda neste estudo, certos residuos lignoceluldsicos apresentaram resultados inferiores apds o
pré-tratamento, em comparacdo com sua versao bruta, o que evidencia a imprevisibilidade de
aplicagdo desta biomassa.

A producao de [B-xilosidase tende a crescer no decorrer do cultivo, visto que,
inicialmente, a fragao hemicelulosica ¢ hidrolisada pela endo-B-1,4-xilanase, liberando xilo-
oligossacarideos que sdao subsequentemente hidrolisados pela B-xilosidase, gerando
mondmeros de xilose (Bankeeree ef al., 2017). Este comportamento pode ser observado na
Figura 13, que apresenta as atividades enzimatica e especifica da B-xilosidase nos cultivos com
a casca de banana despectinizada e submetida aos pré-tratamentos de deslignificacdo #2 e #3,
nas concentracdes de 10, 30 e 50 g/L.

Assim como para a endo-B-1,4-xilanase, para a amostra despectinizada a 10 g/L, ndo
houve atividade enzimatica de B-xilosidase. Tal correlacao atribui, igualmente, menores valores
desta atividade para as amostras de casca de banana submetidas a despectinizagdo, nas
concentragdes de 30 e 50 g/L, e ao pré-tratamento de deslignifica¢do 3, onde as atividades de
endo-f-1,4-xilanase foram menores, havendo menor disponibilidade de XOS.

A observacao das Figuras 13 (c) e (d), em comparagdao com as Figuras 12 (¢) e (d),
evidenciam a atuacdo complementar das enzimas do complexo xilanolitico. Em 24 h de cultivo,
a atividade de endo-f-1,4-xilanase sofreu uma queda, enquanto a -xilosidase, em 36 h, atingiu
seu valor maximo, de 4,0 U/mL. Ou seja, a clivagem de ligacdes aleatorias da xilana, presente
na hemicelulose, resultou no acimulo de XOS, induzindo a B-xilosidase. Posteriormente as 36
h, a atividade de xilanase voltou a sofrer elevacdo, ao passo que a xilosidase reduziu,

representando uma alternancia funcional.
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Ohta et al. (2010), fazendo uso de Aureobasidium pullulans ATCC 20524 e xilana
comercial de aveia, relataram valor de atividade especifica de B-xilosidase de 4,88 U/mg. Neste
estudo, as condigdes de cultivo foram semelhantes as empregadas no presente trabalho, com
pH 5,0 e temperatura de 30°C. Bankeeree et al. (2017) obtiveram 2,36 U/mg empregando 4.
pullulans CBS 135684. Apesar de ndo aplicarem residuos lignoceluldsicos como substrato,
estes valores sdo semelhantes ao encontrado no presente estudo, comprovando que este fungo
secreta baixas quantidades da enzima. Para a obtengao de XOS com baixa ou nula concentracao

de xilose, tais resultados sdo considerados satisfatorios.



49

Figura 13 — Atividades enzimatica e especifica de B-xilosidase durante o cultivo de Aureobasidium pullulans a 28°C e 150 rpm por 72 h
utilizando como substrato a casca de banana (a, d) despectinizada a m 10 g/L, m 30 g/L e m 50 g/L, (b, e) deslignificada #2 a @ 10 g/L, @ 30 g/L e
® 50 g/L e (c, f) deslignificada#3 a A 10 g/L, A 30 g/L e A 50 g/L

8 8 8
6] 261 261
= 2 2
3 4 24 2 4
] < ]
S i< <
= =21 = 2
w ® »
(== =% ml-
0 o & & = 0 0 i 4 £ 4 S _/;:
0 12 24 36 48 60 i 0 1I2 2I4 3I6 4I 8 6I0 7I2 6 1 é 2I4 3I6 4I8 6I0 7I2
Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)
(a) (b) ()
5 5 5
~~ 7SR ~
£ 41 £41 £ 41
=x1 23] 23
2 2 @
< 2 S 2 S 21
2] w w
= 11 = 14 2 14
i e ’F
=0 o] =0 =0
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)

(d) (e) ®



50

A Tabela 4 apresenta os resultados de atividade enzimatica méxima de endo-f-xilanase

e B-xilosidase.

Tabela 4 — Atividade enzimatica maxima de endo-B-xilanase e B-xilosidase para os cultivos
de A. pullulans com a casca de banana despectinizada e deslignificada pelos pré-tratamentos
#2 H20O2 a 7,5% em agitacdo orbital e #3 NaOH a 1% em ultrassom, nas concentragdes de 10,

30 e 50 g/L

Atividade enzimatica (U/mL)

Pré-tratamento Concentracao (g/L)

Endo-p-1,4-xilanase B-xilosidase
10 - -
Despectinizacao 30 413+0,17*(4h) 0,71 £0,10° (72 h)
50 3,14+0,03°(48h) 1,21 £0,12°(72 h)
10 1,04 +£0,15° (12 h) 0,65 +0,09° (36 h)
#2 30 4,00+0,24*(4h) 4,00+0,14* (36 h)
50 0,81 £0,02°(72h) 1,26+0,11° (72 h)
10 0,68 +0,07°(12h) 0,32 +0,02% (24 h)
#3 30 0,96 £ 0,04° (4 h) 0,47 £0,05° (60 h)
50 0,99 +0,13°(36h) 1,27 +0,09° (72 h)

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os valores da mesma coluna (p < 0,05) pelo teste de Tukey

A Tabela 4 evidencia o que foi discutido previamente, onde as maiores atividades de
endo-B-1,4-xilanase foram resultantes dos cultivos conduzidos com a casca de banana
submetida a despectinizacao e a deslignificagdo #2, na concentracao de 30 g/L, nas primeiras 4
h de cultivo. Ademais, evidencia atividade méaxima tardia para a concentragdo de 50 g/L. Em
relagdo a B-xilosidase, o maior valor de atividade foi observado para o cultivo realizado com a
casca de banana submetida ao pré-tratamento de deslignificacdo #2. Este fendmeno pode ser
atribuido a maior producao de xilo-oligossacarideos neste cultivo, que irdo induzir a produgao

de B-xilosidase de modo a converte-los em xilose.

5.3.3. Producio de xilo-oligossacarideos
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A Tabela 5 apresenta os resultados de produgao de XOS ap6s 72 h de cultivo, bem como
o fator de conversido de hemicelulose em XOS. Em termos de XOS totais, isto é, a soma de
xilobiose, xilotriose, xilotetraose e xilopentose, o cultivo realizado com a casca de banana
submetida a deslignificacdo #2, na concentragdo de 30 g/L, resultou em um valor
significativamente superior, sendo este de 0,39 + <0,01 mg/mL. Considerando o teor de
hemicelulose de 10,3%, citado previamente, o fator de conversdo desta fragdo em XOS foi de
12,6 + 2,3%, resultado estatisticamente maior em comparagdo com os demais. Esta maior
producao de XOS pode estar diretamente relacionada com as atividades de endo-p-1,4-xilanase
e B-xilosidase.

O estudo realizado por Ribeiro, Duarte e Michelon (2025), cujo objetivo era a obtengao
de xilo-oligossacarideos a partir da xilana extraida de bagacos de malte tipo Pilsen e Indian Pale
Ale, apresentou fatores de conversao de 10,9 = 0,20% ¢ 9,4 + 0,17%, com 38,2% ¢ 31,7% de
hemicelulose, respectivamente. Dado que, neste, foi utilizado o complexo xilanolitico
comercial Hemicellulase Amano, ¢ possivel afirmar que o resultado exposto no presente
trabalho foi satisfatorio, considerando o emprego de uma enzima fungica e a aplicacdo de um
bioprocesso unico, onde nao houveram etapas de extragao e purificacao da enzima.

Gautério et al. (2021) avaliaram a obtencdo de XOS por meio da aplicagdo de enzima
produzida por A. pullulans, posteriormente purificada, utilizando xilana comercial de madeira
de faia. O maior resultado de fator de conversao foi de 27,0 + 0,2%, em 32 h. Dessa forma, o
valor obtido de 12,6 = 2,3% foi inferior, contudo, vale ressaltar que a xilana de madeira de faia
apresenta fragdo hemiceluldsica superior. Além disso, a endo-B-1,4-xilanase foi sintetizada,
extraida e parcialmente purificada, o que amplia sua atividade enzimatica. Cabe mencionar que
a utilizagdo de substratos comerciais emprega maior custo ao processo. Em contrapartida, a
utilizagdo de residuos agroindustriais torna-se destaque por favorecer conceitos preconizados

pela sustentabilidade.



Tabela 5 — Produgdo de XOS e fator de conversao de hemicelulose em XOS em 72 h de cultivo de Aureobasidium pullulans com casca de

banana pré-tratada

Carboidratos (mg/mL)

Pré-tratamento ~ Concentragao (g/L) Conversao (%)

XOSp XO0Sg XOSt
10 ND ND ND ND
Despectinizada 30 0,05+ 0,01° 0,07 £<0,01* 0,12+ 0,02° 4,41 +0,64°
50 0,10 £ <0,01 0,08 £<0,01° 0,18+<0,01®>  3,78+0,15°
10 ND ND ND ND
#2 30 0,18 + 0,032 0,21 +0,04*° 039+<0,01*  12,6+226
50 0,13 +<0,01% ND 0,13+<0,01°>  2,52+0,01°
10 ND ND ND ND
#3 30 0,12 £<0,01° ND 0,12+<0,01°>  3,80+0,23°
50 ND 0,07 £<0,01° 0,07 +0,01° 1,39 £0,28°

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os valores da mesma coluna (p < 0,05) pelo teste t de Student. XOSp: xilobiose + xilotriose; XOSg: xilotetraose +

xilopentose; XOSt: soma total; ND: Nenhum pico de XOS detectado.
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6. CONCLUSAO

Em sintese, o presente estudo demonstrou a capacidade de emprego da casca de banana
como substrato para obtengdo de enzimas do complexo xilanolitico e xilo-oligossacarideos em
um bioprocesso unico. A caracterizagdo proximal demonstrou alto teor de carboidratos, fator
imprescindivel para possibilitar sua aplicagdo biotecnoldgica.

O pré-tratamento de despectinizacdo mostrou-se eficaz ndo somente por tornar a
biomassa menos recalcitrante, como também por atuar na obtengdo de pectinas de baixa
metoxilagdo, propiciando sua aplicagdo futura. Os pré-tratamentos de deslignificagdao
envolvendo condigdes severas ndo apresentaram potencial frente o residuo utilizado, visto que
danificou a integridade do material, impossibilitando andlises posteriores e, consequentemente,
sua utilizagdo no cultivo submerso de Aureobasidium pullulans.

O pré-tratamento de deslignificacdo com hidréxido de sédio e ultrassom, em condigdes
brandas de pressao e temperatura, ndo danificou a estrutura da hemicelulose, contudo,
apresentou baixa eficiéncia de deslignificacdo. A aplicacdo de perdxido de hidrogénio, por sua
vez, foi altamente promissora, com percentual de deslignificacdo de 43,2%. A partir deste
tratamento, foram obtidas as maiores atividades de endo-B-1,4-xilanases, sendo possivel
observar o comportamento entre esta e a -xilosidase.

O cultivo submerso fazendo uso da casca de banana deslignificada pelo pré-tratamento
#2, isto ¢, com aplicagdo de perdxido de hidrogénio em agitacdo orbital, apresentou um fator
de conversdo de hemicelulose em XOS de 12,6%, valor satisfatorio quando comparado a
trabalhos que empregam enzimas purificadas. Sendo assim, os dados apresentados sugerem que
a obtenc¢do do resultado desejado ¢ dependente da sinergia entre diversos fatores, como o pré-
tratamento aplicado, o microrganismo, o teor de hemicelulose no substrato, tempo, temperatura
e pH de cultivo.

Dessa forma, afirma-se que ¢ possivel obter, em um bioprocesso Unico, enzimas do
complexo xilanolitico e xilo-oligossacarideos, sendo este um fator promissor por eliminar a
necessidade de aplicagdo de etapas de extracdo e purificacdo de enzimas. Para mais, este estudo
contribui para a avaliagdo da utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos

lignocelulodsicos, reforgando seu potencial de aplicacao na biorrefinaria.
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APENDICE 1

Figura 1.1 — Curva padrao de xilose para atividade enzimatica de endo--1,4-xilanase
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Figura 1.2 — Curva padrao de agtcares para composicao lignoceluldsica — 4 a 100 pg/mL
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Figura 1.3 — Curva padrao de actcares para composi¢ado lignoceluldsica — 400 a 5000 ug/mL

1400000
1200000 .
1000000 "

800000
600000

400000

200000 e § = 242.07x +517.02
. R2=0.9998

Area do pico

0
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Concentracio (ng/ml)



66

Figura 1.4 — Curva padrdao de BSA para método de Lowry
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Figura 1.5 — Curva padrio de pNP para atividade enzimatica de B-xilosidase
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