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RESUMO

Os materiais lignoceluldsicos provenientes da biomassa vegetal, constituidos de celulose, hemicelulose e
lignina, precisam ser decompostos para utilizacdo na inddstria, pois possuem formagdo fibrilar compacta de
dificil degradacdo. Sua decomposicao pode ser realizada por meio de 4cidos, bases, ou enzimas lignoceluloli-
ticas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de deslignificacdo do pseudocaule de bananeira por
meio da acdo de enzimas produzidas por Pleurotus sajor-caju.

A deslignificacdo do pseudocaule da bananeira foi avaliada utilizando tratamento acido e enzimatico, utili-
zando enzimas produzidas no caldo de cultivo bruto de Pleurotus sajor-caju. O cultivo foi realizado em fras-
cos Erlenmeyer contendo solugdo Manachini com 10 g L™ de farelo de pseudocaule como substrato. Os fras-
cos foram inoculados com P. sajor-caju e apds 14 dias de incubagdo a suspensdo foi filtrada a vacuo, para
obtencdo do caldo de cultivo enzimético.

No primeiro tratamento (PAE - pseudocaule com tratamento &cido e enzimatico), os resultados termogravi-
métricos indicaram uma perda de massa de 59% relativa & celulose e hemicelulose e a liberacdo de 8,23 g L™
de acUcares redutores. No segundo tratamento (PAEI — pseudocaule com tratamento acido e enzima inativa-
da), os resultados termogravimétricos indicaram perda de massa de 54,5% de celulose e hemicelulose e libe-
racdo de 5,18 g L™ de actcares redutores. No terceiro tratamento (PE — pseudocaule sem tratamento 4cido e
com tratamento enzimatico), a acdo do caldo de cultivo enzimatico de P. sajor-caju promoveu perda de mas-
sa de 56,6% de celulose e hemicelulose e 6,12 g L™ de aglcares liberados. Em comparagdo com a amostra FP
(farelo de pseudocaule, sem tratamento acido ou enzimaético) verificou-se uma redugdo de 25,85% e 43,4%
no teor de lignina das amostras PAE e PE, respectivamente.

Os resultados apontam para o potencial do caldo de cultivo enzimatico de P. sajor-caju na deslignificacdo do
pseudocaule de bananeira.

Palavras-chave: Pleurotus sajor-caju, pseudocaule de bananeira, enzimas ligninoliticas, deslignificacéo.

ABSTRACT

The lignocellulosic materials from plant biomass are composed of cellulose, hemicellulose and lignin and
must be decomposed for use in the industry, since they have compact fibrillar formation of difficult degrada-
tion.

The decomposition can be carried out using acids, bases, or lignocellulolytic enzymes. In this work, deligni-
fication of the banana pseudostem was accessed using acid and enzymatic treatment with enzymes produced
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by the fungus Pleurotus sajor-caju. The culture was carried out in Erlenmeyer flasks containing Manachini
solution with 10 g L™ of pseudostem bran as substrate. The flasks were inoculated with P. sajor-caju and
after 14 days of incubation the suspension was vacuum filtered to obtain the enzyme culture broth.

In the first treatment (PAE - pseudostem with acid and enzymatic treatment), thermogravimetric results indi-
cated a mass loss of 59% relative to cellulose and hemicellulose and the release of 8.23 g L * of reducing
sugars. In the second treatment (PAEI - pseudostem with acid treatment and inactivated enzyme), the ther-
mogravimetric results indicated loss of mass of 54.5% of cellulose and hemicellulose and the release of 5.18
g L™ of reducing sugars. In the third treatment (PE - pseudostem without acid treatment and with enzymatic
treatment), the action of the enzymatic broth of P. sajor-caju promoted loss of mass of 56.6% of cellulose
and hemicellulose and 6.12 g L™ reducing sugars. Compared with the FP sample (pseudostem bran without
acid or enzymatic treatment), there was a 25.85% and 43.4% reduction in the lignin content in PAE and PE
samples, respectively.

The results point to the potential of the enzymatic broth of P. sajor-caju in the delignification of the banana
pseudostem.

Keywords: Pleurotus sajor-caju, banana pseudostem, ligninolytic enzymes, delignification.

1. INTRODUCAO

A biomassa vegetal é composta de material lignocelulésico, constituido de moléculas de aminoacidos, &cidos
graxos, e polimeros como celulose, hemicelulose, quitina, amido, lignina e proteinas [1]. Para a producéo de
biocombustivel, esta biomassa representa a fonte renovivel mais abundante encontrada na natureza e tem
sido considerada uma importante matéria-prima alternativa ao uso de combustiveis de origem féssil néo re-
novavel. S&o exemplos desta biomassa a palha de milho e de arroz, bagaco de cana-de-agUcar, produtos agri-
colas e florestais, e residuos da industria de celulose [2]. De acordo com Souza et al. [3], considerando a vo-
cacdo brasileira para o agronegécio, a geracdo de residuos se apresenta como 6tima oportunidade de reuso.
Quando decomposto, o material lignocelulésico pode ser aplicado em diversas areas, como na industria de
papel e celulose, na producdo de alcoois, solventes, plasticos e adesivos [4]. Também pode ser utilizado na
alimentacdo animal e para a producdo de uma variedade de combustiveis, produtos quimicos e produtos
energéticos [1].

Constituida por fragdes de celulose (35 — 50%), hemicelulose (20 — 35%) e lignina (10 — 25%), a bio-
massa tem como fator desafiante sua formacéo matricial compacta, de dificil acesso para bioconverséo [5]. A
parede celular das fibras vegetais possui regiGes cristalinas devido a celulose, e regides amorfas formadas
principalmente por hemiceluloses e lignina. A fibra vegetal tem uma estrutura de camadas complexas, consti-
tuida por uma parede priméria fina, que circunda uma parede secundaria. A camada intermediaria da parede
secundaria consiste de uma série de microfibrilas helicoidalmente formadas por longas cadeias de celulose e
organizadas no sentido da fibra. Tais microfibrilas sdo resultantes do empacotamento de 30 a 100 cadeias de
celulose estendidas [6,7]. As microfibrilas de celulose s@o enroladas helicoidalmente em angulos diferentes
em varias camadas da parede celular, revestidas por hemicelulose e imersas em uma fragéo de lignina [5].

Para disponibilizar os aglcares presentes na biomassa lignocelulésica, que poderdo, por exemplo, ser
utilizados em um processo de fermentacdo, € necessaria uma separacdo preliminar de seus componentes, um
pré-tratamento que separa a matriz de lignina, reduz a cristalinidade da celulose e hidrolisa a hemicelulose.
Este tratamento pode ser realizado por hidrélise &cida, alcalina ou enzimética [8].

A hidrdlise da hemicelulose ocorre em condi¢Bes mais brandas e a estratégia tem sido a utilizagdo de
acido sulfarico diluido. A celulose, apresenta maior resisténcia ao ataque hidrolitico e a hidrélise quimica
requer condi¢Bes de alta severidade, portanto, o uso da hidrolise enzimatica é o mais indicado, por utilizar
condi¢Bes mais brandas. A lignina, responsavel pela resisténcia mecanica de vegetais, além de proteger 0s
tecidos contra o ataque de microrganismos [9], atua como uma importante barreira ao processo de hidrolise
enzimatica. Por esta razdo, a biomassa precisa ser submetida a um pré-tratamento que decomponha a lignina
e possibilite a exposicdo da celulose e hemicelulose a reagdo enzimatica ou a fermentacao dos aguUcares. Des-
ta forma, de acordo com Santos, Borschiver e Couto [10] a hidrdlise enzimatica requer o emprego de pré-
tratamentos fisicos (moagem, aquecimento, irradiacdo) ou quimicos (acido sulfurico, acido fosforico, alcalis),
para atingir rendimentos viaveis.

Os pré-tratamentos enzimaticos normalmente empregam enzimas que podem ser classificadas como
oxidativas, como por exemplo a manganés peroxidase e a lacase, que atuam na deslignificacdo do material; e
hidroliticas, como a celulase e a xilanase que atuam sobre as fontes de carbono (celulose e hemicelulose)
disponibilizando-as para o crescimento de microrganismos. Somente as celulases ndo catalisam rea¢des com
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boa eficiéncia, no entanto, em aplicagdes sobre materiais pré-tratados quimicamente e com reducéo da crista-
linidade da fracdo de celulose, o rendimento sobe de 20 para até 90% [8]. Em relacdo a lacase (Benzenodiol:
oxigénio oxiredutase, EC 1.10.3.2), esta parece ser a enzima ligninolitica mais promissora para aplicacéo
industrial nos processos de deslignificacdo quando comparada as demais enzimas ligninoliticas, principal-
mente quando associada a mediadores redox [11].

Fungos do género Pleurotus secretam enzimas ligninoliticas (lacase, manganés peroxidase, lignina pe-
roxidase e peroxidase versatil) e celuloliticas (endo-glucanase, celobiohidrolase, e beta-glicosidase) capazes
de degradar o material lignoceluldsico [12]. Seu desenvolvimento ocorre em substratos com composi¢ao mé-
dia de 50 — 60% de celulose, 10 — 30% de hemicelulose e 20 — 30% de lignina, pH entre 6,0 e 7,0 e teor de
umidade entre 70 e 75% [13]. Alexandrino et al. [14] avaliaram a producéo de enzimas lignoceluloliticas por
Pleurotus ostreatus e observaram que lacase e manganés-peroxidase foram as principais enzimas oxidativas
encontradas nos filtrados das culturas. Baixos niveis de celulase e xilanase foram detectados.

Por outro lado, o Brasil ocupa o quinto lugar na producdo mundial de bananas e, para cada tonelada de
bananas colhida, em torno de quatro toneladas de residuos lignocelulésicos sdo gerados, dentre os quais, 75%
sdo de pseudocaule [3]. Na bananicultura, ap6s a colheita dos cachos, que abriga os frutos, o pseudocaule é
cortado permanecendo no campo. Parte desse residuo é decomposto, auxiliando na adubacéo do solo, porém,
h& uma parte que ndo se decompde rapidamente e é utilizado como substrato pelos microrganismos. A inten-
sa atividade microbiana realizada onde ha excesso de residuo prejudica a decomposicao do solo gerando de-
ficiéncia de nitrogénio [15]. Desta forma, a retirada deste residuo do solo e seu reaproveitamento podem con-
tribuir para eliminar um problema ambiental, agregando valor ao residuo.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a deslignificacdo da biomassa lignoceluldsica
presente no pseudocaule de bananeira, submetida ao tratamento 4cido e/ou ao tratamento enzimatico com o
caldo de cultivo de P. sajor-caju CCB 019.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencdo do caldo enzimético bruto de P. sajor-caju
Cultivo de P. sajor-caju

Frascos Erlenmeyer de 200 mL contendo 100 mL de solugdo Manachini [16] (KH,PO4, 2 g L™ (NH,),SO,, 1
g L™; MgS04.7H,0, 0,1 g L'%; Na,HPO,, 0,9 g L'%; extrato de levedura, 1 g L) adicionada de 0,024 g L™ de
Cu(SQO,) anidro e 10 g Lt de farelo de pseudocaule - FP (item 2.2) foram esterilizados em autoclave a 121°
C e 1 atm, por 10 min. Os frascos foram inoculados com 2 discos de agar contendo o micélio de Pleurotus
sajor-caju, obtido da Colecéo de Culturas de Basidiomicetos do Instituto de Boténica (S&o Paulo/SP) sob o
codigo CCB 019 e incubados a 30° C, com frequéncia de agitacdo de 120 min™ em agitador reciproco CER-
TOMAT®, por 14 dias. Ao final do cultivo, a suspensdo de células foi filtrada a vacuo em papel filtro
Wathmann n°1. O caldo de cultivo livre de células contendo as enzimas lignoceluloliticas (caldo enzimético
bruto), foi avaliado quanto a atividade de lacase, principal enzima envolvida na degradacdo da lignina.

Determinacgdo da atividade de lacase no caldo de cultivo de P. sajor-caju

A atividade de lacase foi determinada pelo monitoramento em espectrofotdmetro do aumento da ab-
sorbancia (420 nm) produzido pela oxidacdo do composto ABTS (2,2-azino-bis-[3-ethyltiazoline-6-
sulfonate]) conforme segue: & 0,8 mL de uma solucéo do substrato ABTS (0,03% v/v), foram acrescentados
0,1 mL de solucdo tampéo acetato de sddio 0,1 M (pH 5,0) e 0,1 mL do caldo enzimatico bruto [17]. Uma
unidade de atividade de enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 pmol do
substrato ABTS por minuto utilizando o coeficiente de absortividade € = 36.000 M cm™.

2.2 Preparo e tratamento do pseudocaule da bananeira

O pseudocaule da bananeira pertencente a espécie Musa cavendishii, cujos frutos ja haviam sido colhidos, foi
fatiado em pedacos de 30 cm de comprimento. O material foi prensado em uma prensa Hidro Industrial -
HB350 para remog¢do do excesso de umidade. Apds este procedimento, o material foi seco em estufa (Hol-
tech HW500) com circulagdo de ar forcada (velocidade média de 0,05 m s™), na temperatura de 60° C, sendo
posteriormente triturado em moinho de facas com ajuste de peneiras para obtencdo de particulas menores do
que 30 mesh [3], aqui chamado de farelo de pseudocaule (FP).
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2.3 Avaliagao do efeito do pré-tratamento acido e/ou do caldo enzimatico bruto sobre a deslignifica-
¢ao do pseudocaule de bananeira

Trés ensaios foram realizados para avaliar a influéncia do pré-tratamento acido e/ou do tratamento enzimati-
co sobre a deslignificagcdo do pseudocaule:

Sem tratamento acido + tratamento enziméatico (PE): & 100 ml de uma suspencdo de FP (70 g L™) fo-
ram adicionados 100 mL do caldo de cultivo enzimético bruto.

Tratamento &cido + tratamento enzimatico (PAE): uma suspensdo de FP (70 g L) foi adicionada de
2% (m/m) de acido sulftrico (H,SO,). A suspensao foi autoclavada por 15 minutos, a 120°C, para atuacéo do
acido sobre o material lignocelulésico. Ap6s a autoclavagem, o pH foi ajustado para 6,5 utilizando solugao
tampao Mcllvaine e NaOH 1M [3]. A 100 ml da suspencg&o de FP (70 g L™) submetida ao pré-tratamento
acido foram adicionados 100 mL do caldo de cultivo enzimatico bruto.

Tratamento 4cido + caldo enzimético inativado (PAEI): & 100 ml da suspencéo de FP (70 g L™) sub-
metida ao pré-tratamento &cido foram adicionados 100 mL do caldo enzimatico autoclavado (120°C, por 15
min) para inativacdo das enzimas.

As misturas obtidas nos trés ensaios foram incubadas a 25°C sob agitacéo de 110 min™, por 12 h [18].
Apos o tempo de incubagdo, as suspensdes foram filtradas a vacuo em papel filtro Wathmann n° 1. Os sélidos
retidos no filtro foram secos em estufa a 105° C até massa constante para posterior andlise morfoldgica e ter-
mogravimétrica para avaliacdo dos teores de hemicelulose, lignina e celulose. O filtrado foi avaliado quanto
ao teor de agucares redutores.

2.4 Avaliagc6es morfologicas do pseudocaule por Microscopia de Varredura Eletrénica - MEV

As analises foram realizadas em um microscépio eletrdnico de varredura modelo JSM 6701F. As amostras
foram previamente metalizadas com ouro utilizando-se um metalizador de amostras (Baltec - SCD 050) a fim
de tornarem-se condutoras e as micrografias da superficie foram obtidas empregando voltagem de 15 kV e
ampliac@es de 100, 500 e 1000 vezes.

2.5 Andlise Termogravimétrica — TGA

A degradacéo térmica do farelo de pseudocaule (FP) e do pseudocaule submetido aos diferentes tratamentos
(PAE, PAEI e PE) foi avaliada em um analisador térmico (TA Instruments - TA50Q), em atmosfera inerte
(gas de arraste N,), com rampa de aquecimento de 10°C/min e faixa de aquecimento da temperatura ambiente
até 900 °C. Foram empregados 10 mg de amostra em cada experimento. As condi¢des operacionais foram
baseadas no trabalho de Carrier et al. [19].

2.6 Determinacdo da concentracdo de agUcares redutores

A determinagdo de agUcares redutores em glucose foi realizada utilizando o reagente DNS (acido dinitrosali-
cilico) de acordo com Miller [20].

2.7 Andlise estatistica

Os resultados de agtcares redutores foram comparados pela analise de variancia (ANOVA) por meio do Tes-
te de Tukey (p<0,05) para avaliar a diferenca entre os diferentes tratamentos do pseudocaule.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise morfolégica do pseudocaule de bananeira por microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 1 apresenta as fotomicrografias comparativas do farelo de pseudocaule (FP) e do pseudocaule sub-
metido aos diferentes tratamentos (PAE, PAEI e PE). Verifica-se que apds os tratamentos, ha uma considera-
vel alteracdo na estrutura da fibra. A fibra do FP possui superficie irregular, mais saliente e recoberta por
material amorfo (Figura 1-a;). A fibra de PAE (pseudocaule com tratamento 4cido e enzimatico) tornou-se
mMenos rugosa, € uma estrutura interna, mais linear pode ser visualizada. Pode-se perceber que houve uma
reducdo das saliéncias e rugosidades, sugerindo que a fibra esta mais disponivel ap6s tratamento acido. Suge-
re-se que PAE tenha promovido a degradacao da lignina, expondo as fibras cristalinas da celulose (Figura 1-
b;). O mesmo comportamento de remocao do material amorfo da superficie da fibra também pode ser obser-
vado nas Figuras 1-c; e 1-d;, embora em menor extenséo.
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Figura 1: Microscopia de varredura eletrénica do pseudocaule da bananeira (a) FP (farelo de pseudocaule) (b) PAE
(pseudocaule com tratamento acido e enzimatico) (c) PAEI (pseudocaule com tratamento &cido e enzima inativada) (d)
PE (pseudocaule sem tratamento acido e com tratamento enzimatico). Os nlmeros 1, 2 e 3 indicam ampliagdes de 100,
500 e 1000 vezes, respectivamente.

3.2 Andlises termogravimétricas

Com base no reportado por Seye e colaboradores [21] este trabalho propds analisar a eficiéncia do processo
de conversdo do material lignocelulésico utilizando o método termogravimétrico (TGA) para conhecer o
comportamento térmico e os parametros cinéticos da biomassa durante o processo de termoconversdo. O
TGA também pode ser utilizado para estimar o percentual de lignina presente na biomassa.

A Figura 2 apresenta a analise termogravimétrica (TGA) e a derivada termogravimétrica (DTG) das
fibras do farelo de pseudocaule (FP), do pseudocaule com tratamento 4cido e enzimatico (PAE), do pseudo-
caule com tratamento &cido e enzima inativada (PAEI) e do pseudocaule sem tratamento acido e com trata-
mento enzimatico (PE). O maior pico de degradagdo dos ensaios foi considerado uma estimativa da degrada-
¢ao de hemicelulose e celulose conjuntamente, pois o pico esta situado entre a temperatura inicial de degra-
dacdo da hemicelulose (220°C), e a temperatura final de degradag&o da celulose (400°C) [22].

Foi possivel observar que cada componente da biomassa vegetal apresenta caracteristicas diferentes
durante a decomposicdo térmica. Segundo Font e Williams [23], devido & complexidade dos materiais ligno-
celulésicos, varios modelos de reagdes tém sido propostos: reacdes em série, reacdes consecutivas e a associ-
acao dos dois processos. Contudo, segundo Akita (1959) citado por Gilell e Guzman [24], o0 modelo de de-
composicao térmica com duas ou trés zonas de reacdes de primeira ordem, com diferentes parametros cinéti-
cos, tem sido um dos mais considerados. A estratégia analitica é fundamentada no fato de que as trés familias
de polimeros que compdem a biomassa, tém distintas taxas de temperaturas de decomposi¢do. A hemicelulo-
se é menos resistente a degradacdo térmica, seguida pela celulose e lignina. A hemicelulose e celulose de-
compBem-se na faixa de temperatura inferior a 330°C, dependendo da natureza dos heteropolimeros presen-
tes na biomassa e das condigdes experimentais. Segundo Seye et al. [21] a lignina inicia a sua decomposicao
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a temperaturas acima de 300°C. Yang [22] indica que a lignina é decomposta lentamente entre 160 — 900°C.
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Figura 2: Curvas de degradacdo térmica (TGA e DTG) do pseudocaule da bananeira. FP (farelo de pseudocaule); PAE
(pseudocaule com tratamento &cido e enzimatico); PAEI (pseudocaule com tratamento acido e enzima inativada); PE
(pseudocaule sem tratamento &cido e com tratamento enzimatico).

Observando a Figura 2, pode-se perceber que o pico de PAEI, com perda de massa de 54,5 %, é muito
similar aquele obtido com FP, de 53,2%. Isto indica que, apenas o tratamento acido, na auséncia das enzimas
presentes no caldo enzimatico, ndo promoveu degradacdo efetiva da lignina. O pico de PAE apresenta uma
perda de massa de 60%, indicando que os tratamentos acidos e enzimaticos promoveram a deslignificacdo da
fibra, aumentando, consequentemente, os percentuais de celulose e hemicelulose. O comportamento de PE,
com perda de massa de 58,4%, apresenta um perfil muito semelhante ao PAE. A atividade de lacase presente
no caldo de cultivo utilizado no tratamento do pseudocaule (PAE e PE) foi de 85 U L™

Ainda, pode-se visualizar na Figura 2(a) que na faixa entre 420-900°C, que corresponde a degradacao
da lignina [22], as amostras submetidas ao tratamento enzimético (PAE e PE) apresentaram menor perda de
massa, indicando um menor percentual de lignina nas amostras.

Com base na temperatura de degradagdo dos biopolimeros, foram estimadas as perdas de massas rela-
tivas a umidade, hemicelulose+celulose e lignina. As massas foram transformadas em percentuais, iniciando
em 100% numa temperatura de 34°C (comum para todos os ensaios) (Tabela 1). Os eventos foram divididos
nos seguintes intervalos de temperatura: 34-120°C (umidade) [25], 220-315°C (hemicelulose), 315-400°C
(celulose) e 420-900 °C (lignina) [22].
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Tabela 1: Massas (%) referentes a temperatura na analise termogravimétrica para os diferentes tratamentos do pseudo-
caule.

TRATAMENTOS
FP PAE PAEI PE
TEMPERATURA (°C) % MASSA

34 100 100 100 100
120 95,2 93,2 93,6 94,9
220 88,6 89,6 89,9 92,9
315 47,6 56,8 52,5 61,0
400 32,9 30,5 354 36,2
900 7,2 11,8 8,5 21,6

Para determinar os percentuais referentes as massas de celulose + hemicelulose, lignina, residuo séli-
do e umidade, os valores de massa correspondentes as temperaturas finais foram subtraidos do valor inicial
de cada evento termogravimétrico (Tabela 2).

Tabela 2: Massa (%) resultante de cada evento termogravimétrico para os diferentes tratamentos do pseudocaule.

AMOSTRA CELULOSE + HEMICELULOSE LIGNINA RESIDUO SOLIDO UMIDADE
FP 55,75 23,74 7,19 4,82
PAE 59,02 17,61 11,77 6,84
PAEI 54,53 25,33 8,45 6,43
PE 56,66 13,44 21,57 5,04

Observando os dados da Tabela 2 é possivel inferir que os somatorios das massas percentuais estima-
das para celulose + hemicelulose e lignina corroboram com o observado na literatura [22]. Os valores percen-
tuais de hemicelulose+celulose também sdo equivalentes aos observados na Figura 2. Vale ressaltar que as
perdas de massa referentes a celulose e hemicelulose estdo sobrepostas durante os eventos termogravimétri-
cos, 0 que impossibilita obter teores individuais destes polimeros por TGA.

Em comparacdo com a amostra FP verifica-se uma reducéo de 25,85% e 43,4% no teor de lignina das
amostras PAE e PE, respectivamente. O tratamento acido promoveu alguma modificagcdo quimica que acarre-
tou na solubilizacdo de alguns componentes inorganicos da amostra, o que reflete numa maior concentracéo
de residuos solidos finais (21,57%) da amostra que ndo recebeu esse tratamento (PE).

Os menores valores estimados referentes a lignina foram obtidos para as amostras PAE (17,61%) e PE
(13,44%), indicando que o tratamento com as enzimas lignoceluloliticas provenientes do caldo de cultivo de
P. sajor-caju promoveu a degradacao da lignina, apés incubagdo com o pseudocaule, com (PAE) ou sem a
presenca do tratamento &cido (PE). O maior percentual de lignina foi observado na amostra PAEI (25,33%),
0 que sugere a incapacidade de degradagdo da lignina ap0s inativacdo da enzima, valor este proximo ao per-
centual de lignina da amostra FP (23,74%), sem tratamento acido ou enzimatico.

Correa et al. [18] encontraram percentuais de lignina no pseudocaule submetido aos tratamentos acido
seguido do enzimatico e somente ao tratamento 4cido de 1,90+0,13% e 11,74+1,23%, respectivamente. Gon-
calves Filho et al. [26] encontraram, em base seca, 8,07% + 2,11% para o teor de lignina do pseudocaule da
bananeira Musa cavendischii. Os percentuais de lignina encontrados por estes autores utilizando o método
quimico convencional [27] sdo inferiores aos encontrados pela analise termogravimétrica, indicando que al-
gum outro composto presente na biomassa possa estar somado aos percentuais de lignina.

Quanto a presenca de agUcares redutores, a maior concentragao de agucares redutores (8,23+ 0,43 g L”
') encontrada na amostra PAE, é consequéncia da aplicacdo do tratamento 4cido seguido do ataque pelo caldo
enzimatico. De acordo com Hamelinck, Van Hooijdonk e Faaij [28] a presenca do acido promove 0 aumento
da porosidade do material por meio da solubilizacdo da fracdo de hemicelulose, deixando a celulose mais
acessivel. O &cido sulfdrico aquecido a alta temperatura (120°C) também pode ter possibilitado a redugédo da
cristalinidade da celulose por meio da quebra de grupos mais curtos de moléculas que liberam glicose. As
enzimas lignoceluloliticas produzidas por P. sajor caju, como a lacase, podem ter degradado a lignina cimen-
tante [8]. No tratamento do pseudocaule apenas com o caldo enzimatico (PE), a quantidade de agucares redu-
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tores foi de 6,12+ 0,47 g L™ Este valor ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa daquele en-
contrado utilizando apenas o tratamento 4cido (PAEI), de 5,18+0,76 g L. Na auséncia do tratamento 4cido
(PE), houve uma reducéo no teor de aglcar redutor liberado de 25,65% em comparacdo ao ensaio no qual o
tratamento &cido foi combinado ao enzimatico (PAE). Desta forma, conclui-se que as enzimas produzidas por
P. sajor-caju, entre elas a lacase (85 U L™) sdo capazes de degradar conjuntamente fracdes de celulose, he-
micelulose e lignina na suspensédo de pseudoucaule

Em relagdo a lacase, Milstein et al. [29] demonstraram que a lignina dissolvida em uma mistura
dioxano/agua foi prontamente convertida por uma lacase de Trametes versicolor imobilizada. A lignina trans-
formada mostrou um aumento dos grupos fenélicos e uma significativa modificacdo dos carbonos tanto dos
grupos alifaticos como aromaticos da molécula. Além disso, Balakshin et al. [30] avaliaram o branqueamento
da polpa kraft de pinho utilizando um sistema mediado por lacase de Coriolus versicolor. O tratamento re-
sultou em fortes altera¢es na estrutura da lignina isolada do efluente do processo e mostrou que a clivagem
oxidativa de cadeias laterais da lignina desempenha um papel importante na deslignificacdo. Em um estudo
conduzido por Khan et al. [31] foi avaliada a eficacia do fungo Pleurotus ostreatus na degradacao da lignina
das palhas de milho, arroz e trigo. A incubacdo com Pleurotus ostreatus diminuiu o teor de lignina dos subs-
tratos de 135 para 63 g/kg de matéria seca com aumento concomitante nos teores de cinzas e de proteina bru-
ta. A degradacdo da lignina ainda foi fortemente associada com a degradacdo de hemicelulose presente nas
diversas palhas. Castoldi et al. [32] também observaram a degradacdo de material lignocelulésico por fungos
do género Pleurotus. Os autores utilizaram Pleurotus ostreatus e Pleurotus pulmonarius para o pré-
tratamento biol6gico da serragem de eucalipto para posterior ataque enzimético pela celulase do fungo Tri-
choderma reesei. A andlise por microscopia eletrdnica de varredura e espectroscopia no infravermelho mos-
trou que ambos os fungos promoveram extensas modificacdes no teor de lignina da fibra e andlises utilizando
infravermelho revelaram grande diminuicdo no teor de lignina da fibra sem aparentes perdas de celulose. O
tratamento com P. ostreatus e P. pulmonarius também gerou uma fracdo facilmente hidrolisvel de 16,7 e
15,4% do total de celulose, respectivamente, em comparacdo com 2,8% do material sem pré-tratamento. Os
resultados também foram comparados quanto a liberag¢do de agUcares redutores obtidos pela acdo da celulase
nas fibras. A acdo de P. ostreatus apds 48h de tratamento aumentou a liberacdo de agUcares de 2,5 para 48
umol mL™, um aumento de 1820%. Alteracdes morfoldgicas nas fibras, também foram observadas em mi-
croscopio, e analises utilizando infravermelho revelaram grande diminuigdo no teor de lignina da fibra sem
aparentes perdas de celulose.

4. CONCLUSOES

Os resultados mostraram que a fibra vegetal do pseudocaule da bananeira pode ser deslignificada pelo caldo
enzimético de Pleurotus sajor-caju. A deslignificacdo ocorreu na presenca do caldo enzimatico, mesmo
guando ndo houve o tratamento acido.

As anéalises termogravimétricas indicaram as perdas de massa resultantes da degradagdo dos consti-
tuintes das amostras de pseudocaule (celulose, hemicelulose e lignina,) submetido aos diferentes tratamentos
sendo possivel a identificagcdo de um pico correspondente as perdas de massa da celulose e da hemicelulose
sobrepostas, e um pico correspondente a degradacdo da lignina. Um menor percentual de perda de massa
apos 400° C, em comparacdo a amostra FP (farelo de pseudocaule, sem tratamento acido ou enzimatico) indi-
cou que houve reducdo da lignina nas amostras tratadas. No tratamento em que o caldo de cultivo foi auto-
clavado para inativacdo das enzimas presentes (PAEI), os resultados foram muito similares aqueles encontra-
dos para a amostra FP.

Os tratamentos também promoveram altera¢fes na estrutura da fibra do pseudocaule. Quando o pseu-
docaule foi submetido a tratamento &cido e enzimético (PAE) e somente ao tratamento acido (PAEI), torna-
ram-se visiveis fibras com estrutura linear similar a celulose e a eliminagdo de rugosidades presentes na ca-
mada superficial da fibra. Quando o caldo de cultivo enzimatico foi aplicado sem o tratamento &cido (PE), foi
possivel visualizar a eliminacdo das rugosidades e uma estrutura fibrilar irregular. Pode-se sugerir que a ca-
mada superficial removida pelo tratamento era a lignina.

A liberagdo de agUcares redutores ap6s os tratamentos também indica que houve degradagdo da ligni-
na. A maior concentragdo de agUcares redutores foi encontrada no pseudocaule submetido aos tratamentos
acido e enzimatico. Os menores teores de aglcares redutores foram encontrados quando os tratamentos acido
e enzimatico foram aplicados individualmente, ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas
entre si.
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