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RESUMO ’ i

Foram estudados diversos aspectos relacionados & biodegradacd@o de
madeira e seus componentes pelo Ascomiceto Chrysonilia sitophila.

A otimizacZo das condiegBes de cultive indicou maxima velocidade
de crescimento em pH 6,0, ZBPC e concentracio de nitrogénib > 50 mEg
N/1. Fol observado crescimentc em niveis constitutivos de nitrogénio e
assimilacBo indistinta de NO3~™ ou NH4*. A presenca de ions tartarato e
biotina ndo interferiram significativamente no crescimento. O tamp&o
mais indicado para a manutencso de pH 6,0 foi biftaiato de potas-
siosécido ft&lico 0,05 M. Culturés em meio semi-sdlido e agitadas pro-—
porcionaram malores crescimentos em relacdoc a culturas estacionériasﬁ

A composicdo quimica do micélio mostrou teores de proteinas
(39.2%), carboidratos (23.3%), extrato etéreo (12,1%), fibras (5,8%),
cinzas {(3,3%) e &Acidos nucleicos (3,3%) comparaveis a alguns micro-
organismos wutilizados para a producfio de proteinas uﬁicelulares._ As
proteinas apresentaram niveis de aminocidcidos semelhantes aos sugeridos
pela FAO-WHO.

A degradacio seletiva de lignina durante a biodegradacioc de ma-
deira fol avaliada e a mixima deslignificac8o (18%) foi obtida apés 15
diae de biodegradac8o em meio contendo 10 mEq N/1 e 1,0% de glicose.

0 estudo do mecanismo de degradacfoc da lignina durante a biode-—
gradacdo de madeira indicou que ligninas fortemente alteradas sofreram
reagdes caracteristicas de quebra de ligacBes Cm_—Cﬁ;, formacio de
dcidos carboxilicos e novos carbonos saturados nas cadeias iaterais e
abertura oxidativa de anéis aromiticos., tipicamente observadas para a

degradag8io de lignina por fungos de decomposie8Bc branca.



ABSTRACT | ii

Bicdegradation of wood and its componenté by the Ascomycete
Chrysonilia sitophila were studied.

Optimal growth conditions at pH 6.0, 2B°C and nitrogen
concentration » 50 mEq N/l were observed. Growth in the constitutive
nitrogen level and & negligiblé change in the biotin and tartrate ions
presence were found. Nitrogen as either NO3™ or NH4+ was ihdistinctly
assimilated. ©Semi-solid and sgitated cultures induced better growth
than stationary cultures.

The myvcelial chemical composition shows protein (39.2%),
carbohydrate (28,3%), ether extract (12,1%), fiber (5,8%), ash‘(3,3%)
and nucleic acids (3,3%) levels similar to some microorganisms used in
the single cell protein production. Proteins showed aminoacid levels
similar to FAO-WHO requirements. |

Selective lignin degradation during wood deca& was stud;ed.
Maximal delignification (18%) after 15 days of biodegradation in a 10
mEg N/1 and 1.0% glugose suplemented medium was obtained.

Mechanism of 1lignin biodegradation during wood decay by +this
Ascomycete was studied. Characteristic reactions of CKmCﬁ cleavage,
carboxylic acid and new saturated carbons formation in the side chain
of 1lignin and oxidative cleavage of aromatic rings were observed in

heavily degraded lignins, as demonstrated +to typical degradation

caused by white-rot fungi.



1T - INTRODUCRD : ' -

Os procegsos de biodegradacfo de materiails lignoceluldsicos re-
presentam um 4dog mals importantes ciclos do carbono na natureza. O es-—
tudo destes processos tem sido desenvolvido a muito tempo. porém a
possibilidade de sua aplicag8o como tecnologia alternativa para a pro-
duc8o de polipa celuldsica na indastria papeleira., incrementou Tforte-
mente as pesduisas nesta Area nos Gltimos 15 anos.

Recentemente. em um artigo de revis8o, Eriksson [1880] enfatizou
gque a concretizaclo das aplicagfes tecnoldgicas dos processos de bio—
degradacio de madeira e seus derivados, necessitam de uma s6lida base
cientifica relacionada ao tema.

A grande maioria dos trabalhos desenvolvidos nesta Area t&m uti-
lizado vpoucos microorganismos e principalmente agueles p&rtencentes a
classe dos Basidiomicetos. O conhecimento acumulado sobre a aclo des-—
tes microorganismos tem levado & proposicfo de algumas arlicacdes tec—
noldgicas, tais como: tratamento de efluentes da indistria paveleira,
pré-tratamento bioldgico de cavacos de madeira e bagaco de cana para
posterior produgio de polpas celuldsicas e branqueamento biolégico
destas polpas.

Apesar de alguns resultados promissores, a viabilidade econdmica
destes processos tem sido colocada em divida, devido as necessidades
egpecificas de cultivo requeridas pelos microorganismos da classe dos
Basidiomicetos.

Dentro deste contexto, o estudo de novos microorganismos capazes
de degradar lignoceluldsicos € um dos mais importantes aspectos rela-—
cionados &ao conhecimento cientifico e as aplicacdes biotecnoldgicas

dos processos de bilodegradacSo de madeira e seus derivados.



I1.31 - O ASCOMICETC Chrysonilia sitophila | A .

Chrysonnilia sitophila foi isolado a partir de um inseto xilofago
(Tribolium ZLerrugineum) e inicialmente caracterizado como Monilia si-
tophila [Campos e col., 1986]. Este Ascomicete corresponde a uma fase
anamodrfica (fase assexuada com células + ou -) do bem estudado Neuros-
pora sitophila (teleomorfo com células + e -) {Von Arx, 19811, o qual
tem eido utilizado na fermentacdo de farelo de amendoim para a produ-
¢80 de "ONTJON", um alimento tipico na Indonésia {Quinn e col., 1S75;:
Beuchat, L.EB.. 1875; Fardiaz e Markakis. 198171.

Relatos de. infestaclo de florestas Japonesas, gueimadas durante a
II Guerra Mundial., por espécies de Neurosporas forsm publicados e in-—
dicam o potencial deste microorganismo para a degradacio de lignocelu-—
lésicos [Nakazawa e Yamazaki, 19511].

Berry e Dekker [1988] estudaram enzimas celuloliticas de M. ai-
tophila (= N. sitophila) e a produc8o de tirosinase (uma fenol oxida-—
se} fol descrita por Horowitz e Shen {1852].

0  Ascomiceto C. sitophila tem demonstrado capacidade em degradar
celulese ([Duran e col., 1988a; Ferraz e Durén, 19891, casca de arroz
[Durdn e col., 1988b]. casca de madeira e seus sub-produtos [Freer e
col. 18901, lignina dioxano, lignossulfonatos e 4&lcool veratrilico
{Rodriguez, 1987; 1990:; Rodriguez e Durdn, 1991] bem como compostos
modelo de lignina [Nogueira, 1990]. Enzimas celuloliticas e ligninoli-
ticas foram detectadas em caldos de cultivo de C. sitophila [Duran e
col., 1887al] e as ligninases isoladas e caracterizadas [Durdn e col.,
1987c]. A utilizac8o deste Ascomiceto para a producfoc de proteinas
unicelulares também tem sido avaliada [0"Reilly e col., 1991; Freer e

col., 19907.
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11.2 - MADEIRA | -

A grande dispronibilidade de madeira no mundo e principalmente sua
renovabilidade., fazem deste material um interessante foco de estudos.
Perspectivas de aplicacles tecnoldgicas além de intrincados problemas
académicos ligados & quimica e biclogia de sua estruturacio e degrada-—
¢80 tém levadoe inlmeros grupos de pesguisa a estudéd-la. Constituida
por celulose, hemicelulose, lignina , peguenas quantidades de extrati-
vog e saleg minerals, a madelra apresenta-se como um meterial complexo
que deve ser estudado considerando-se suas propriedades quimicas e
morfoldgicas.

IT.2.1 - Celulose: E o maior componénte da madeira (cerca de
50%), eendo um polimero linear (parte amorfa e parte cristalina) for-
mado exclusivamente por moléculas de glicose unidas através de liga-—
ches ﬁ>—(1—4) glicosidicas. Estritamente a celulose & composta por
unidades monoméricas de celobiocse. a gual é formada pela juncio de 2
moléculas de glicose seguida da eliminag&o de &4gua através das hidro-
xilas ligadas aos carbonos 1 e 4. Este dimero se repete constantemen-—
te, apresentando o oxigénio que liga os anéis, na posiclo equatorial

(figura 1) [Fengel e Wegener, 1984a}.

\OJ\HZ‘EG/HO 0~
HO RO’

FIG. 1 - Estrutura genérica de um fragmento de celulose.
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IT.2.2 - Hemicelulose: E composta dos acﬁcaresrglicase, manose e
galactozse { hexoses) e iilose, arabinose {(pentoses), podendo ainda
apresentar pequenas guantidades de dcidos urdnicos e desoxi—hexoses enm
alguns tipos de madelira. Estes agicares apresentam-se na forma de po-
limeros de baixo peso molecular {com relacdo 4 celulose), intimamente
associados & celulose e podem ser homopolimeros (exemplo: xilano, for-
mado por xilose) e heteropolimeros (exemplo: glicomananc, formado por
glicose e manose). U teor de hemicelulose em diferentes tipos de ma-
deira & bastante varidvel, mas pode-se assumir que cerca de 20% da ma-—
deira & composta por estes aglhcares [Fengel e Wegener, 1984al.

11.2.3 - Lignina: E composta basicamente de unidades fenil propa-—
no formando wvm polimero tridimensioconal totalmente amorfo, representan-—
do 20-30% do total da madeira. A natureza “"cadtica” da lignina & atri-
buida ao seu mecanismo de biossintese, gue se processa por via radica-—
lar a partir de precursores como o8 Alcoois sinapilico, coniferilico e
para-cumarilico {(figura 2). Varios tiros de liga¢des formadas entre as
unidades fenil-propanc ocorrem no polimero, sendo as mais abundantes:
5—0—4 e K—0-4 (H0-85%); ﬁ—S (6~15%); ﬂ)ﬂ-l (9-15%); 5-5 (8-9%) e § ——P
(2-5%) (figura 3). Baseado nestas informa¢Bes estruturas ﬁipotéticaa
para a lignina tém sido propostas, como a mostrada na figura 3 [Fengel
e Wegener, 1984al.

Existe ainda uma fra¢io menor da madeira formada basicamente por
compostos fendlicos e resinas gue comumente s&o chamados de extrativos
(s8o extraidos com solventes orgénicos e dgua) e compreendem cerca de
2-4%.

A divisdo mais frequente entre madeiras & feita em dolis tipos ge-—

raisg: madeiras duras e moles {(“hardwood e softwood”).



(H,CH gHzﬁﬁ CHo0H
CH CH (H

{l ] Il

E {H {H

‘ : OCH, =y 0CH,

o OH OH

I i1 Il

FIG. 2 - Estrutura dos precursores da biossinteszs de lignina.

{I) &lcool p-hidroxi cumarilico: (II) &lcool coniferilico {(unidade

guaiacil)y e (III) Alcool sinapilico (unidade siringil).

e

|

i
Hl—2 : H-‘.;.GH‘“ — T

f d == .
1 JC4 ) . .

CH L |

T |

HLOH [=0
oo
st’::)“‘@ecag
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FIG. 3 - Eetrutura possivel para a lignina rrovogta por E. Adler
{Fengel e Wegwner, 1984al. Nota: em destaque s8o indicados os
termos utilizados para a nomenclatura de ligninas e os tipos de

ligac8o entre fragmentos fenil-propanc mais fregquentes.
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& interessante ressaltar que todos os contituinﬁes da madeira ésg
td0 intimamente associados e/ou ligados guimicamente construindo todk:
o complexo celular. As figuras 4A e 4B mostram como estes constituin-
tes se distribuem em camadas na parede celular. 4 lignina envolve as
células e funciona como uma "cola” que confere coesfBoc & estrutura in-

terna de uma 4&rvore [Fengel e Wegener, 1584al.

(A) (B)

FIG. 4 - Sistema de camadas na parede das células de madeira.
(A) corte ilustrativo e (B) microscopia eletrdnica de varredura

[Fengel e Wegener, 1984b]

I1.3 - BIODERGRADACAQO DE MADEIRA E SEUS COMPONENTES

O estudo da biodegradacdo de madeira pode ser dividido em 2 moda-—
lidades, a primeira estuda a biodegradacfo natural, isto &. aquela que
ocorre nos solos envolvendo muitos microorganismos; a segunda estuda a
biodegradac8o induzida, isto &, aquela causada por um determinado mi-—
croorganismo previamente inoculado sobre a madeira em condicSes egté—

reis & com controle total de contaminantes.
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I1.3.1 — Bicdegradagdo Natural: O estudo da biddegradécao natural’
tem indicado a ccorréncia de muitos tipos de microorganismos atuando
simultaneamente sobre a madeira. Uma sucessio de roprulagdes microbia-
nas majoritarias ocorre, sendo que cada populacloc exerce um tipo espe-
cifico de degradacBo. normalmente indispensével & continuidade da bio-—
degradacdo [Levy, 19871.

0 processo de biodegradacio natural leva a decomp&sicao total dos
lignoceluldsicos, passando pela formacioc de humus e rosterior ﬁineraw
lizacdo até gas carbdnico e Agua. representando um doa mais importan-—
tes ciclos do carboneo na natureza.

Un aspectc interessante da bicdegrada¢50 natural, foi a descober-
ta de madeliras em estado de putrefac8o (“palo podrido” ) existentes em
determinadas ilhas Chilenas que apresentaram colonizac8o exclusiva por
algumas espécies de (Ganoderma. Estes microorganismos inibem a rrolife-—
ragBo de outras espécies e desta forma proporcionaram uma degradac8o
natural exXxtremamente selétiva de lignina (madeira residual com 98% de
celulose) [Zadrazil e col., 1982: Agosin e col., 19907.

Entre os microorganismos mais efetivos na biodegradacio de madei~
ra na natureza e consequentemente oz mais estudados, estéo‘os fungos
de decomposicfo branca (“"white-rot fungi" - degradam todos os compo—
nentes da madeira) e os de decomposiclo parda ("brown-rot fungi®” - de-—
gradam principalmente polissacarideos e a lignina de maneira restri-—
ta). A grande maioria destes microorganismos pertencem a classe dos
Basidiomicetos, sendo que os Ascomicetos e Fungos Imperfeitos normal-—
mente sio classificados como “"soft-rot fungi" por proporcionarem a de-
gradag8o de lignina e carboidratos, porém em velocidades muito baixas
[Kaarik, 1874; Fengel e Wegener, 1984c; Ruel e Barnoud, 1885].

"No entanto, recentemente Nilsson e col. [1989] avaliaram 19 fun-

gos pertencentes a clasee dos Ascomicetos na biodegradacio de madeira.
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Neste trabalho fol observado que alguns Ascomic:etosA degradém ‘madeira '
na mesma intensidade que varios fungos de decomposic¢loc branca 2 nas
condigdes de cultivo utilizadas, degradaram todos os componentes em
igual intensidade.

Em termos micromorfoldgicos. o atagque da madeira pof fu_ngos ocor—
re através da penetracdo de hifas destes microorganismos nas células
da madeira. A penetragdo das hifas ocorre ac longo das células e atra-—
vés de Tpits” (furos que ligam duas células) ou da parede celular
[Ruel e Barnoud, 1885}]. |

A viodegradac8o de madeira por bactérias ocorre principalmente em
ambientes aguiticos, sendo gue em ambienteé normais estes microorga-
nismos sfo pouco efetivos nos processos de biodegradagéo_, devido a di-
fiéuldade de penetracdo neste material [McCarthy, 1987].

I1.3.2 -~ BiodegradacB8o Induzida: A biodegradagfo induzida de ma-—
deira tem merecido interesse especial nos dltimos anos, principalmente
devido a aspectos ﬁecnolégicos relacionados & indistria papeleira
[Eriksson, 1885: 1987a: 1980; Jurasek e Paice, 1988; Durdn e col.
18901, Muitos estudos tém sido desenvolvidos visando a degradacio se-—
letiva de lignina durante a biodegradag8o. |

A Dbiodegradac8c seletiva de lignina poderia, a principio, ser
aplicada em alguns estédgios do processo de produgdo de polpas celuld—
sicas (Biopolpag¢do, ou do inglés "Biopulping").

Un dos caminhos estudados para a biodegradacdo seletiva de ligni-—
na, foi a obtencdo de mutantes de fungos de decomposigio branca {(prin-~ _
cipalmente P. chrysosporium) celulase negativos (CEL™) [Eriksson e Go-
odell, 1974; Ander e Eriksson, 19753. Estas linhagens proporcionaram
menores perdas de celulose durante a biodegradacfio de madeira, porém
concomitantemente apresentaram menor capacidade de degradar lignina em

relacdoc a espécie original [Eriksson e col.!, 18831. No entanto, traba-—
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lhos recentes apresentaram alguns mutantes CEL™ com' igusl capacidade
em degradar lignina com relac8o as espécies originais (Johnsrud '-8
Eriksson, 18851.

A utili=zaclo destas linhagens CEL™ na biodegradac8oc de cavacos de
madeira e posterior produgdo de polpas termomecénicas mostrou ser um
processo  pouco eficiente. uma vez gue uma peguens economia de energia
no  processo de polpacldo termomecdnico foi obtida. J& a aplicagido des-—
tas linhagens CEL™ na biopolpacio de bagago de cana, seguido de traba—
mento termomecinico/soda fria, proporcionou ganhos energélicos no pro-
cessamento termoqguimico da ordem de 40% [Eriksson, 1880].

Por outro lado, a utllizacio de espécies selvagens de fungos de
decomposigio branca na biopolpacBo tem apresentade repultados mais sa-
tisfatdrios. Grande parte destes trabalhos foram desenvolvidos com ba-—
se em um consdrcico de 17 indistrias papeleiras e o Laboratdrio de Pro-—
dutos Florestals em Madison. Wisconsin, sob coordenagdo de Kirk
[Young, 18871.

Resultados recentes mostraram remocdes de lignina durante a bio—
degradacio de cavacos na fa:}.xarde 3 a 37 % apds 4 semanas de Lratamen-—
to. Os8 cavacos assim pré-tratados, proporcionaram uma economia de 50X%
na energia gasta nos tratamentos termomecénicos postericres para a ob-—
tencdo de polrpa celuldsica [Eriksson, 18801].

Leathan e col. [1889:; 18907 estudaram a blodegradacio de cavacos
de madeira Pprévio & obtencdo de polpas termomecinicas e demosnstraram
que o bprocesoo de pré-tratamento com fungos de decomposicido Dbranca
proporcionou  uma economia de energia no processo termomeoé_nico, bem
como a polpa obtida apresentou melhores caracteristicas fisicas em re-
la¢d3o0 a um controle ndo bicodegradado. Por outro lado, cavacos pré—-tra—
taldldém comfm’xgos de decdmﬁosic;éé pai’*da' ﬁéo .ﬁro.poféi.dr.aér.am ..z.rne.lh.orias

nas propriedades fisicas das polpas e diminuiram o brilho das mesmas,
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spesar de também proporcionarem ganhos energéticos. .

Uma alternativa interessante para a sxecucdo de biodegradacﬁe¥3
prolongadas Tol sugerida em uma patente onde se propde gue a biodegra-—
dacdo seja efetuada no interior de "Containers"” durante © transporte
dos cavacos de madeira =m navios. Este tempo de transporte ocorre nor-—
malmente devido a importasles desta matéria prima por paisea‘europeus
[Heden e éoln . 188831.

Outro enfoque para a bilodegradacdo seletiva de lignina foi é ava-
liac8c de condiedes fisico-guimicaz onde a degradac8o de lignina é
maior gque a degradaclo de polissacarideos. Neste aspecto, oz fatores
determinantes foram a concentracdoc de nitrogénio e a adicBo de um co-
substrate (glicose) em culturas de P. chrysosporium. Nestes expérimenr
tos a bicdegradacio de celulose foi fortemente inibida.pela Presengs
de glicose como co-substrato & a degradsg8o de lignina estimulada a
baixas concentraedes de nitrogénio [Yang e eol., 1980; Tran e Cham-
bers, 1987]. |

A Dbiodegradagio de cavacos de madeira por P. chrysosporium em
meic suplementado com glicose foi recentemente avaliasda [Oriran e
col., 19901. Neste estudo foram observados rendimentos de'polpa {(em
uma posterior etapa de polpagdo Kraft) 3 a 6% superiores a um controle
nf&o biodegradade. Um papel obtido a partir desta polpa apresentou pro-—
priedades fisicas superiores ao controlé ndoc bilodegradado.

A aplicagBo da biodegradacdo seletiva de lignina também tem sido
estudada como uma alternativa ao processo de brangueamento de polpas
celulésicas. Outro aspecto & a utilizagfo de simuladores de enzimas
ligninoliticas (por exemplo, hemina) para a deslignificagdo seletiva.
Estes aspectos e varios outros relacionados & biopolpagdo foram alvo

de uma revis&o recente [(Durdn e col., 1890].
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11.3.2.1 - Mecanismos da degradac¢do de ligninaﬁ A avaliagdo cit}.«ar.T

necaniemos de biodegradacio da madeira e seus componentes aparece com;.:t

ma das mais importantes abordagens do tema, pols a compreens8o destes
srocessos pode levar & manipulac&o e controle dos mesmos.

Neste sentide, intmeros trabalhos tém dedicado interesse ao estu—
jo da degradacio da celulose [Eriksson e Wood, 1885], hemicelulose
[Dekker, 19857 e lignina.

A biocdegradacio de lignina tem sido estudada através da degrada-
cio de compostos modelo de lignina [Higuchi, 18857, ligninas de dife-
rentes proce-déncias [Kirk e Farrel, 1987; Rodriguez e Durédn, 19881 e
ligninae contidas noe lignocelulésicos (bicdegradagfo "in situ”) {Chen
e Chang, 1985]. Esta tltima abordagem & mais realista como modelo,
pois trata da degradag8o de lignina durante a biodegradagdo do ligno-—
celuldsico como um todo. Embora sendo a mais realista, a biodegradacéo
"in situ" esbarra em dificuldades técnicas de isolamento e caracteri-—
zagfdo dos produtosk de degradagio.

Em um estudo detalhade desta questfio, Kirk e Chang [1974; 1875]
demosnstraram que ligninas forﬁemente alteradas podem ser extraldas do
lignocelulésico biodegradado residual, através do tratamento deste ma-
terial com eolventes orgdnicos. As extraeSes assim desenvolvidas apre-
sentaram rendimentos baixos, porém os extrates obtidos representam
fragmentos de lignina que ficaram retidos fisicamente na matriz do
lignoceluldsico apds a bilodegradagdo.

Outre enfogue da biodegradacgBio "in situ” de lignina & a caracte-—
rizacio dos fragmentos de baixo peso molecular liberados a partir da
macromolécula e solubilizados no meio de cultura. Estes fragmentos po-
dem ser obtidos através da extrac8o liguido-liauido do caldo de culti-
Vo € 'por' destilagdo (remogBo de volidteis). Esta abordagem tem sido de-

senvolvida e levado a intimeras conclusfes a respeito da biodegradacio
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da lignina " in situ” [Crawford, 1881: Chen e coli, 1982]. ‘ | -

Os trabalhos envolvendo o mecanismo de biodegradacio de ligniga
tém utilizado em sua grande maioria o Basidiomiceto P. chrysosporium e
o conhecimento acumulado a respeito deste microorganismo tem sido ge-
neralizado para os demals fungos de decomposig8o branca. As modifica-—
¢0es mais Obvias observadas na estrutura de ligninas bicdegradadas “in
situ” foram © aumento no teor de oxigénio e diminuicéé no teor de me—
toxilas. Uma excessdo foli a obtencdo de uma fracgdo de lignina a‘partir
da madeira "birch” biodegradada por P. chrysosporium que apresentou
alto teor de hidrogénio e baixo teor de oxigénio em relac3o a lignina
controle (Milled wood lignin), indicando gﬁe procegsos redutiveos tam-
bém ocorrem durante a biodegradagfio [Chen & Chang, 19857.

Outras evidéncias de modificaeBes estruturais de ligninas biode-—
gradadas "in situ” tém sido obtidas através de anilises espectroscobpi--
cas. determinacdo de grupos funcionais e estudos degradativos, como
oxidagido com.nitrobenzenﬁ e aciddlise [ Kirk e Chang, 1974:1975; Chua
e col., 1982Z; Chen e Chang, 1985; Chen e col., 1982; Robert e Chen,
1989:; Tai e col., 18901.

Estes estudos proporcionaram observacBes genéricas sobre o  Dpro-
cesso de biodegradag8io de lignina por fungos de decomposicio branca e
levaram a conclusfo de pelo menos tres modos principais de degradacdo:
a) GQuebra oxidativa de cadeias laterais envolvendo os carbonos e
levando a formac8o de Acidos carboxilicos.

b) Quebra de ligagdes ﬁ —aril-éter e consequente modificacSes das ca-
deias laterais.
¢) Degrada¢d@o de niicleos aromidticos através de abertura oxidativa dos
anéis.

" As figuras 5 e 6 mostram mecanismos propostos para a degradacdo

de lignina por fungoes de decomposig#o branca envolvendo a auebra de
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estruturas 6; ~D-4 [Chen e Chang, 19851.
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FIG. 5 - Mecanlsmo propostc para a degradacio de lignina {estruturas
~0-4) durante a blodegradacio de madeira por fungos de decomposicio

branca: Quebra de ligacdes Cy ~ C;g e Cp-— Cqg [Chen e Chéng, 18851.

Estudos simulténeos envolvendo a degradacio de ligninas isotopi-
camente marcadas e diversos compostos modelo de lignina, levaram a de-—
monetragdo definitiva destes tipos de reacdes com algumas discrepén—
cias. As diferencas observadas foram atribuidas a diferentes tipos de
cultivo e ao fato de lignina isclada e compostos modelo de lignina'nﬁo
apresentarem as mesmas caracteristicas fisicas gque a lignina contida
nc interior do lignoceluldsico [Chen e Chang, 1985; Robert e Chen,
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Quebra oxidativa de anéis aromdticos {[Chen e Chang,

formacgdo inicial de um radical céadtion nos nticleos

durante a blodegradacio de madeira por fungos de decomposigdo

189861.

reagbes de degradagio da lignina ocorrem principalmente atra-—

aromaticos,

pela agdo das enzimas lignina peroxidases. Este mecanismo foi

1,2,4,.5-tetrametoxi

benzeno por lignina peroxidases de FP. chrysosporium, conforme mostrado

na figura 7 [{Kersten e col.,

19851].
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FIG. 7 - Identificac¢8o de radical cétion por ressonéincia paramagnetica
de elétrons em metoxi-benzenos degradados por lignina rercxidase de P.

chrysosporium & © mecanismo proposto para a biodegradagso.

Com base no conhecimento acumulado sobre a biodegradacio de lig-—
nina vpor FP. chrysosporium e com novas evidéncias obtidas a rartir de
espectros gquantitativos de RMN-13C de ligninas biodegradadas "in si-
tu”, Robert e Chen [1889] propuseram um mecanismo que seria a rrinci-—
pal via de degradag8o da lignina por este Basidiomiceto. A via de de—
Bradaclio sugerida € mostrada na figura 8 e ilustra o mecanismo a par-—
tir da formag#8o inicial de um radical c&tion mediado pela acio de lig—

nina peroxidase.
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FiIG. 8 ~ Mecanismo para a degradagio de lignina durante a biodegrada-—

¢80 de madeira por FP. chrysosporium proposto por Robert e Chen [19837].

A degradagdo de lignina por véarias outras espécies deAfungos de
decomposigdo branca, tals como Coriolus versicolor e Phlebia radiata
tém sido desenvolvidas e levado a conclusfes semelhantes dquelas obti-
das com P. chrysosporium [Dodson e col., 1987;: Kawal e col., 1888;
Enoki e col., 19881.

No caso da degradagdo de lignina por fungog de decomposig&o parda
Fukuda e Haragushi [1985], reportaram a biodegradac8o de Picea Jjezern—
sis Carr. (uma madeira mole) por Tyromyces palustris onde a lignina
residual na madeira apresentou um decréscimo do contetido de metoxilas,
incremento do conteldo de hidroxilas fendlicas, decréscimo do conteddo

de hidroxilas aliféticas e um incremento deé carboxilas = carbonilas.
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Kirk e Adler [1870]1 reportaram que ligninas residuais de madeira bio—- -
degradada por fungos de decomposiclo parda apresentaram teores de mé;
toxilas significativamente inferiores aocs de "milled wood lignin” con-
rrole obtida de madeira nfo biodegradada.

Crawford e col., [198B27 reportaram a biodegradagds de Picsas pun—-
geuns (uma madeira mole) por Streptomyces viridosporus {(uma bactéria)
e constataram que a lignina residual foil significativémente alterada,
mostrando Pprocessos de desmetoxilagbes, abetura de anéis e oxidacées
das cadeias lateralis do polimero, contrariando o conhecimento genériceo
que indica peguenas modificagfes da lignina degradadsa ﬁor bactérias.

11.3.3 -~ FATORES QUE AFETAM O SISTEMA LIGNINCLITICO DE FUNGOS DE
DECOMPOSIGEO BRANCA. | |

Recentemente em um trabalho de Eriksson [1987b],.a guestdo doé
par@metros de cultivo durante a biodegradacfo de lignina, madeira ou
produgdc de enzimas ligninoliticas, foi exiremamente bem discutida.
Parece claroc até o momenfo aque em culturas de P. chrysogprorium o sis-
tema ligninolitico € estimuladeo guande carbono, enxofre e principal—
mente nitrogénic tornam-se limitantes na cultura. Além destes fatores
foi reportado que a presenga de &dlcool veratrilico (3,4—dimetoxi ben-
zil Alcool) e lignina no meio, estimulam a produgdo de encsimas ligni-
noliticas, indicando uma estreita relagdo entre biossintese de alcool
veratrilico(relo fungo) e degradagdo de lignina [Leiscla e Fiechter
1985].

I11.4 - PRODUCAD DE PROTEINAS UNICELULARES:

Qutro aspecto abordado na degradagdo de materiais 1ignocelulési—.
cos é a producdo de proteinas unicelulares. 0 termoc proteinas unicelu-—
lares (single-cell protein) foi introduzido por C.L. Wilson em 159686 e
& atribuide a c¢élulas de microorganismos, tais como, algas, actinomi~

cetos, bactérias, leveduras, bolores e a fungos superiores, qgquando
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rultivados em larga escala com a finalidade de servﬁr como fonte pfo«
teica para alimentaclo humana e /ou como raclo para alimentacfo animai
[Litchfield. 1883].

Inimeros trabalhos +tém sido publicados na drea de produgio de
proteinas wunicelulares, sendo gue recentemente a utilizagio de ligno-
celuldsicos como fonte renovavel de carboidratos tem merecido interes—
se especial [ Tanaka e Matsuno, 1985: Durén, 19901.

A producédo de proteinas unicelulares através do crescimento dire-—
to de microorganismos sobre lignoceluldsicos mostra~-se um Processo
atrativeo, devido a sua simplicidade e possivel viabilidade econbmica
[Tanaka e Matsunc, 18853. Este processo enffenta basicamente dois Do~
blemas: 1} a dificuldade de separaciio entre o microorganismo produzidq
e o material residual e 2Z) grande parte dos microorganismos lignocelu—
ipliticos arresentam baixos conteldos proteicos [Tanaka & Matsuno,
19867,

Un aspecto importante da produgio de proteinas unicelulares & a
avaliacio da qualidade destas proteinas, isto &, as caracteristicas
quimicas do microorganismo a ser utilizado na alimentagfo animal ou
humana . |

0 teor proteico de uma ragdc ou alimento, normalmente & um indi-~
cativo de sua gualidade, porém a constituigdo destas proteinas & de
fundamental interesse, pois existem aminodcidos denominados nutricio-
nalmente essenciais, a saber: arginina, leucina, valina, isoleucina,
lisina., histina. metionina, treonina, fenilalanina, triptofanc e tiro-
sina, gque devem ser absorvidos de fontes exdgenas pelos animais supe-—
riores [Harper, 1861].

Também desempenham fator importante, na gualidade de uma ragio ou
aliméﬁtb, oé teores de fibras, carboidratos, vitaminas, Acidos nuclei-

cos, lipideos e sais minersis. )
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As fibras representam a parte da raclo ou aliﬁento gue dificil=
mente 30 digeridos [Lara e col., 1978].

Os carboidratos, de maneira geral, s8o a principal fonte de ener-
gia pars oz organismos vives. As vitaminas atuam de diverssas maneiras
no organismo, porém sempre em peguenas quantidades. Os animails supe-
riores necessitam absorver a malor parte das vitaminas através de fon—
tes exfégenas. 0Os Acidos nucleicos gquando s8o metabolizados fornecem
gub~produtos. tals como o &cido Urico e s8o0 indesejidveis gquando em al-
tas concentracies nas ragbes e alimentos. Os lipideos s8o0 contituintes
importantes da dieta., n8o sd pelo elevado valor energético, como tam—
bém, pelas vitaminas liposscliveis e écidos‘graxos esgenciais {(poliin-
saturados) encontrados nas gorduras dos alimentos naturais. Finalmente
os sais minerals servem, fundamentalmente, como fonte exégena de ele-
mentos Come ¢élcio; magnésio, s6dio, potédssio e outros metais na forma

de tragos [Harper, 19817.

Embora  tenham sido deseﬁvolvidos muitos trabalhos envolvendo a
biodegradagdoc de materiais lignoceluldsicos, esﬁes em sua mailoria uti-
lizaram o Basidiomiceto FP. chrysosporium ou outros fungos de decompo-
sic80 branca da classe dos Basidiomicetos, sendo que ¢ estudo de novos
microorganismos € um ponto necessdrio e ainda em aberto [Kirk, 1887;
Jurasek e Paice, 1988; Durdn e col., 1880, Eriksson, 1990; Gullién e
col., 198017.

O presente trabalho aborda ¢ estudo de um microorganismo perten-—
cente a classe dos Asgomicetos, C. sitophila, que apresenta a capaci-

dade de degradar materiais lignoceluldsicos.
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11.5 -~ CBJETIVC

0 objetivo desta tese & estudar o Ascomiceto Chrysonilia sitophi-
la frente a Piodegradacio de madeira e seus Csmponenteé.

Para a abordagem deste objstivo maior, foram propostos os seguin—
tes objetivos especificos. |

-~ QOtimizar as condig¢les de cultivo do Ascomiceto C. sitophila
utilizando c:e}_ﬁlose como fonte de carbono. ‘

-~ Avaliar o potencial deste microorganismo para a produc8o de
proteinas unicelulares a partir de substratos lignoceluldsicos e/ou
aglucares livres. |

- Estudar as condigdes de cultivo onde (. sitophila provoca a ma—
xima deslignificacdo de m;adeira.

- Estudar o mecanismo da degradacgfo de lignina durante a biocde-

gradacdo de madeira por C. sitophila.
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111 - FPORTE EXPERIMENTAL

1711.1 — OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO DE Chrysonilia sito-
phila

II71.1.3 - QuantificagBo do Crescimento Fangico: Para guantificar
o crescimento Ifangico fei utilizada a2 metodologia desenvolvida PO
Ryan e col. [18437. O método consiste na inéoulaaéo do fungo numa das
extremidades“ de um tubo de crescimento horizontal, como & mostrado na

figura 9.

timm

A0 tm

FIG. 8 — Tubo de crescimento horizontal recém inocculado

0 tube fol previamente esterilizado em estufa a 1400C por 4 horas
e o0 meio de cultivo em auvtoclave a 121°C/1 atm por 15 minutos. Com o
auxilio de ©provetas esterilizadas, 10 ml de meio foram colocados em
cada tubo. A progressfio da fronteira micelial fol medida contra o tem—
po, duas vezes ao dia com o auxflio de uma régua. Todos os experimen-—

tos foram feitos em triplicata.
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111.1.2 -~ ComposigBo Quimica dos Meios Utilizados(x)

I11.1.2.1 - Melo de Fries Modificado [Ryvan e col., 1843}

(NH4)2C4H405 (tartarato de amdnio)........ 5,0 g/1
NHANOg .o e 1,0 g/1
BHo PO ittt i i e e it 1,0 g/1
= 0,5 g/1
NaC l i et 0,1 g/1
CaC o e e e 0,1 g/1
Tracos: CuB04.0HoO. ... . it iiu 0,10 mg/1
FeBO4.THeO. L. oL i o 0,20 mg/l
MnbOg . o oot e i 0.02 mg/l
254 0,15 mgrsl

111.1.2.2 - Meio de Czapek [DIFCO, 1978]

NaNOGg. .« e i e e e 3,0 g/l
KoHPO . - i i i e e 1,0 g/1
L= 0 3 0,5 g/1
S0 0,5 g/1
FeSO4.7H0 . . oL e e 0,01 g/1

I11.1.2.3 - Meio Minimo com NOg™ (MM NO3™)

NANO G e« v e et ie et e e e 3,0 g/1
MES DA e v e e e e e e e e e e e 0.5 g/1
oo 0,1 g/1
NAC L. et e e 0.1 g/1
S D= 1,0 g/1

I11.1.2.4 - Meio Minimo com NH4* (MM NH4*)
Idem ao MM NO3™, onde NaNOy fol trocado por tartarato de amdnio

3,25 g/1).

(%} - As ftontes de nitrogénio (tartarato de amdnio e nitrato de amb-
nic) foram substituldas por (NH4)2804 em concentracdes pré-determina-
das em alguns experimentos conforme citagfo em legendas de tabelas e
figuras.

- No caso da utilizagdo de meios sdlidos (placas de Fetri e tubos
horizontais) fol adicionado 15 g/1 de &gar.

- As fontes d@ carbono utilizadas (glicose, sacarose & celulose)
e suas respecbivas concentracgdes estho mencionadas nas legendas de ta-

belas e figuras.
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111.1.3 -~ Efelto da Temperatura: Foram estudadés as temperatufaa
na faixa ambiente, isto é, 28, 30, 35 e 37°9C. Os tubos com meio de
Fries modificado (pH = 5,8) foram inoculados e mantidos em banho ter-
mostatizado {2 1°9C) a uma temperatura pré-determinada.

I11.1.4 - Efeito do pH: Foi estudada a faixa de pH 2,7-8,0. O
meio de Fries modificade, originalmente com pH 5.6 foi ajustado para
cada caso com NaOH 1,0 M ou Hp804 1,0 M. Para evitar a degradacioc do
Agar abalxo de.pH 5,0'0 ajuste foi feito apdbs a autoclavagem. Poste-—
riormente o5 tubos foram inoculados e incubados em estufa microbiold-
gica a ZB°C.

111.1.8 ~ Efeito do Ion Tartarato: O meio de Fries modificado fol
alterado aquanto aoc sal tartarato de amdnio (5,0 g/1). o gual foi tro-
cado por sulfato de ambnio em igual proporgfo de ions ambénio (3,59
g/1). O pH do meioc com sulfato de ambénio foil ajustado em 6,0. Os tubos
foram incculados e incubados em estufa a Z8RPC.

I11.1.8 - Efeito da Concentraglo e Fonte de Nitrogénio: Feoi tes-
tadoc o crescimento fungal nos meios de Fries & Czapeck e outros dois
meios minimos propostos neste ﬁrabalho com diferentes fontes de nitro-
génio. Os meios foram ajustados a pH 5,6 com NaCH 1,0 M ou Hp804 1.0
M. Os tubos foram inoculadeos e incubados em estufa a 28°C.

No meic de Fries modificado foi alterado a fonte de nitrogénio
original. A tnica forma de nitrogénio fornecida foi sulfato de amdnio
em concentracdes que variaram entre 0,0 - 150 mEqg N/1. O pH dos melos
foram ajustadcs em 6,0 & og tubos foram inoculados e incubadga a 28CC.

I11.1.7 - Efelto da Blotina: Foram testadas concentragles de blo-
tina usualmente encontradas em meios de cultivo, isto &, entre 0,0 a
8,0 mg/l. Também fol realizado um experimento onde a concentragio de
biotina foi de 30,0 ug/l. O meio utilizado foi o de Friee modificado,

suplementado com bilotina nas concentracdes acima descritas. O pH dos



_24
meios foram ajustados em 6,0 e os tubos foram inoculados e incubadoér
em estufa a 289C. |

IT1.1.8 - Efeito do Tipo de Tamp8o: Foram utilizados cultivos em
erlenmevers de 125 ml contendo meio de Fries modificado, 1,0% de gli-

[y

cose como fonte de carbono e diferentes tampBes & concentracfo final
de 0,00 M e pH 6.0, Uz tampdes utilizados foram fosfato de potéssio,
biftalato de potédssio e citrato de sodio, 0,05 M, além de uma cultura
ajustada a PH 6,0 inicial szem a presenca de tampio. As culturas foram
inoculadas com 1,0 ml de uma suspensfc homogénea de €. sitophila (uﬁa
algada de ﬁicélio + esporos/10 ml de meico) e incubadas sob agitacSo
circular a 28°C e 80 rpm durante 8 dias (Incubador New Brunswik).

Apds 8 dias., o contstdo dos frascos fol filtrado a vicuo em pa-—
pels de filltro previamente secos e pesados. No filtrado foi determina-—
do o pH e o material retido ne filtro foi seco a BO2C durante uma noi-
te para a determinacio de peso seco do micélio.

II1.1.8 - Efeito da Agitag8o: TForam estudadas culturas submersas
agitadas e ndo agitadas (300 mg de celulo=e 20 ml de meio Fries modi-
ficado), assim como culturas em meio semi-~sdlido (300 mg dercelulose/ﬁ
ml de meic de Fries modificado).

Um  grupo de erlenmeyers de 125 ml contendo meio de cultive (Li-
quido ou semi-sdlido) foi tamponado com biftalato de potédssio 0,06 M
em pH 6,0 e outro corrigido ¢ pH inicial em 6,0 com NaOH 1,0 M. Os
frascos com cultura ndco agitadas foram incculados com 1,0 ml de wuma
suspensfio homogénea de C. sitophila (item I1I1.1.8) e incubados em es—
tufa a 28°C. Os frascos com cultura agitada foram inoculados e incuba—
dos em agitador termostatizado a 28°C e aproximadamente 80 rpm. A cada
dia estudado, o0 conteddo dos frascos foi filtrado a vicuo. No filtrado
fdim'dé£éfﬁiﬁada d pH., O méterial.réfidé”ﬁo.paéei.dé filtrb foil aaao.a.

80°C por uma noite e entfo analisado guanto ac teor de proteinas. A
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determinaci&c de proteinas fol feita através de extracio com NalOH 1,0 M

a 100°9C por 10 minutos e quantificacBo pelo métode do Biureto {(item

T11.2.9).

111.2 =~ ESTUDD DA COMPOSICAD QUIMICA DO MICELIC DE Chrysonilia
sitophila

I1I1.2.1 - Obtengdoc de Micélio para Andlise Quimica: O micélio foi

obtido apds 5-10 dias de crescimento em placas de Peiri com melc dea
Fries-1,5% Sacarose a 28°C. Posteriormente o micélic fol seco a 100°C
por 4 héras e entdo analisado.

111.2.2 - Determinag8o da Porcentagem de Agua: Foi determinada
pela diferenca de peso antes e apds a secagem a 30°%C durante uma noi-~
te. A andlise foi feitas em triplicata.

IT1.2.3 - Extrag8o com NaOH 1,0 M: O micélic foi tratadeo com NaOH
1.0 M a 100°9C por 10 minutos (12 mg micélioc seco/ml de solugdo). A so-—
lug8ec resultante fol neutralizada com HCLl 1,0 M e centrifugada a 2000
rpm  por 15 minutos. No scbrenadante foi analisado o teor de proteinas
pelo método colorimétrico do Biureto (item 111.2.9) e o teor de car-
boidratos totais pelo métode colorimétrico do fenol-dcido sulfdrico
{(item I1I.2.10).

I11.2.4 - Extrag8o com HCl 0,1 M: O micélio foi tratado com HC1
0,1 M a 121°C/1 atm em autoclave por 1 hora (1,8 mg de micélio seco/ml
de solugdo). O material resultante foi filtrado, lavado com Adgua e ©
filtrado analisado quanto ao teor de tiamina (Item IIT.2.11).

I171.2.5 - Extracdo com Eter Etilico: O micélio foi extraide com
éter etilico anidro sob refluxo por 6 horas a uma velocidadé de 2 a 4
gotas/segundo (0,4 mg de micélio seco/ml de éter). O material obtido
foi rapidamente filtrado e o filtrado seco a 100°C por 30 minutas. O

maberial seco Lol reportado como extrato etéyres [AQAC Methods, 1980a7.
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I11.2.6 - Determina¢do de Fibras: O micélio foi lavado com 2 POYT—
cGes de éter etilico. O'material obtido foi entio tratado com HgSQ4
1.25% (p/v) e NaOH 1,28% (p/v). por 30 minutos sob refluxo em duas
etapas distintas (0,4 mg de micélio seco/ml de soluglc). 0 material
residual fol filtrado em papel de filtro "millipore”, lavado e seco a
105°C por uma hora (P1l). Posteriormente este residuo foi incinerado em
muflas a B800YC e pesado (P2). A diferenca entre Pl e P2 dividido pela
masea de amostra x100 fornecsv a porcentagem de fibrae no micélio [La-—
ra e col., 1976].

I11.2.7 - Determinag&c de Cinzas: O micélio foi incinerado em mu—
fla a BOGPC. A massa de residuo apds a incineracBo dividido rela massa
de amostra fol reportada como cinzas [Lara & col., 19781.

I111.2.8 -~ Determinagdo do Teor de Acidos Nucleicos:

I11.2.8.1 - An&lise de Acidos Nucleicos Totais: O micélioc foi la-
vado sob agitagfio magnética com acetona a 4°C por 20 minutos (5 mg de
micélio seco/ml de scluclo), seguido de separacio e descarte do sobre-—
nadante por centrifugacico. Este processo foi repetido mais duas vezes
utilizando éter etilico e HC1O4 0,5 M, respectivamente. O micélio re-—
sultante do processo anterior foi extraido com 2 ml de HC104 0,5 M por
50 minutos a 70°C com frequente agitagdo. Este tltimo procedimento foi
repetido malis uma vez e os extratos foram combinados e diluides a 10
ml,

0 extrato obtido anteriormente foi diluido em 1:100 e lida a ab-—
sorbéncia em 260 e 268 nm. Segundo Ceriotti [1858], a absortividade de
solugdes de ARN e ADN sfo 30; 28,3 l.g7l.cm™ 1 e 27; 28,4 1.2 .cm ! em
280 e Z68 nm. respectivamente.

Contra a média destes valores em cada comprimento de onda foi

RNA no micélio foi obtida por difsrenca entre &cidos nucleicos totais



& DNA& determinado pelo métode colorimétrico da &ifenilamiﬁa (item
I11.2.8.2).

I111.2.8.2 - Andlise de ADN: O mesmo extrato obtido no item
11I1.2.8.1 foi analisadoe gquanto ao teor de ADN pelo método da difenila-
mina. Este método consiste em determinar a desoxiribose do ADN por uma
reacdo com difenilamina [Keyser e col., 18787.

A 2.0 ml de amcstra ou sclugio padric foram adicionados 2.5 ml de
DFA (1,0 g de difenilamina diseolvidos em 20 ml de Hs30, concentrado e
88 mi de Acido acético glacial). Esta mistura foil colocada em um banhao
em ebulicio por 5 minutos. Apds resfriamento foi lida a absorbincia em
540 nm. A concentracio na amosira foi calculada contra curva de cali-
pragio com ADN de "Calf Thymus'.

111.2.8 - Determinagfio de Proteinas - Madtodo do Biureto [(Plummer,
15787: Foram adicionados 1,0 ml de amostra € 1,5 ml de Reagente Bilure-
to, agitados e incubados a 37°C por 10 minutos. A absorbincia da solua-
¢80 resultante fol lida em 540 nm. A concentrac8o na amostra foil célv
culada contra curva de ¢alibr&§§o com albumina bovina.

Reagente do Biureta: CuB04.8Hz0 ... il 2.8 g
KNaCyHqO0g ...t 9,0 g
Diluido a 1,0 1 com NaOH 0,2 M contendo 5,0 g de KI.

111.2.10 - Determinagfio de Carboidratos - Método do Fenol-&cido
sulfiurico [Tubols e col., 1858]: Foram adicionados 2,0 ml de amostra,
50/M1 de fenol B0% (o fenol foi previamente destilado 2 8 g foram dis-
solvidos em Z ml de dgua) e 0,5 ml de &dcido sulfdrico concentrado,
agitados e resfriados a 25-30°C. A absorbincia foi lida em 480 nm. A
concentragdo na amostra fol calculada contra curva de calibragBo com
glicose. |

I1I1.2.11 - Determina¢8o de Tiamina [AUAC Methods, 1880bl: Foram

adicionadecs 5.0 ml de amostra, 3.0 ml de solucBo oxidante (4,0 ml dse
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Ez(FeCNg) 1,.0% em 100 ml de NaOH 15%) e 13,0 ml de iso-butanol e aéil
tados por 2 minutos. Na fase de iso-butanol foi determinada a fluores—
céncia a 435 nm com excitag8o em 385 nm (Fluorimetro Perkin Elmer
MP1045). Brancos foram preparados repassando a solucio oxidante Por
NaOH 1B% . A concentracdo na amostra foi calculada contra curva de ca-—
libracic com dicloreto de tiamina.

I1T1.2.12 - Andlise de Aminodcidos (Colaboragio Dr. Jaime Baeza):
0 micélio foi hidrolisado com HCl 6 N na presenga de mercaptoetanol {5
M#1/10ml  de HCl 6 N) em atmosfera de nitrogénio por 22 horas (o tubo
foi selado a fogo logo apds o borbulhamento de nitrogénio). O material
obtido fol secc a vicuo e submetido a anéliée em analisador de aminocé-—
cidos Beckman 118L. Uma andlise em duplicata foi feita em analisador
Aminochron IXI (IQ-UNICAMP). 4

11I1.2.13 -~ Andlise da Distribuigdo dos Carboidratos (Colaboragﬁo.
Dr. Gerd Wegener): O micélio fol submetido a hidrdlise extensiva (4h)
com Acido trifluorocacético 80% sob refluxe. O material resultante foi
filtrado a vAcuo, o filtrado foi neutralizado através da evaporacSo do
dcide trifluorocacético e analisado em analisador de agiicares Biotronik
LC2000) .

I11.1.14 - Andlise de Acidos Graxos (Colaborag3o Dra Sonia Era-
zo): O extrato etéreo obtido no item JII1.Z2.5 fol saponificado e este-—
rificado com KOH/metanol e ent8o submetide a andlise de Acidos graxos
por cromatografia gasosa., utilizando uma coluna Chromosorv - LAC
SR-728/5%, forno a 160° por 2 minutos & aumento posterior de 4°C/mi-
nuto até 230°C e detector de ionizacio de chama {Cromatografo Perkin
Elmer 38920}.

I11.2.15 - Estudo dos Carotendides Presentes no Micélio

”fiI;Q.lS.l - BExtracfo com Aeetéﬁé/Agua: O.micélio "in natura” foi

tratado com acetona/s/dgua (B80:20) sob agitagfo com pérolas de vidro Dor
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1 minuto seguido de filtracdo. O filtrado foi extraido com éter de pe-
troleo. Todo o processo foi desenvolvido na auseéncia de luz. Da =olu-
8o etérea fol registrado um espectro vigivel na regifio de 350 a 550
nm.
111.2.15.2 ~ Obtenc8o de Extratos para Anflise por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE): Foram testados 3 diferentes métodos
de extrac8o de carotenos, a saber: extracic com tetrahidrofuranc (THF)
por D minutos [Buresu e Bushway. 198813, extragio subsecuente com THFE
por 30 horas & £xiracdo subsequente com acetona por 30 horas. Todos oz
processos foram desenvolvidos na auséncia de luz.
a) Extrac8o com THF por 5 minutos: A extragioco foi feita com 3 porcdes
de 40 ml de THF (previamente passado por coluna de éxido-de aluminio

para eliminzmcdo de perdxides) por 5 minutos sob intensa agitacio ma—

nual, utilizande pérolas de vidro e sulfato de sddio para facilitar a
maceragio. U8 eéxtratos obtidos foram reunidos e evaporados sob pressio
reduzida. O material resultante foi dissolvido em éter de petrdleo a

estocado em geladeira. Uma alicota deste extrato fol evapcorada a tem-—
perstura ambiente, redissolvida em clorofdrmio e entfo cromatogratada.
b) Extrac8o com THF e Acetona por 30 horas: O micélio residual do pro-
cesso de extraglo anterior fol dividido em 4 porgdes. sendo que 2 fo-
ram tratadas com 50 ml de acetona e as outras 2 com 50 ml de THF. Es-
tes sistemas foram agitados a 200 ropm por 30 horas em temperatura am-—
biente. Os extratos resultantes foram cromatografados.

¢) Condigdes Experimentais para a Cromatografia dos Carotendides: Co~-
luna /urBondapak C-18 (Waters}); solvente de eluigdo acetonitri-
la/THE/dgua (85:12,5:2,5) a 1,5 ml/minuto; detector em 470 nm (Sistema
cromatografico Waters S000A).

. I11.2.15.3 - Obtencfio Preparativa de Carotenéides: O mic&lio foi

tratado com lisozima em tempfo fosfato de potéssio 0,08 M e pH 7,7 por
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18 horas (22 mg de lisozima/8.864 g de micélio "in natura”) [Norgard ,ér
col., 19701. A suspens&o formada foi extraida com acetona fria sob iﬁ«-
tensa agitag&o por 3 minutos (utilizando pérolas de vidro para macera-—
¢80). Os carotenos foram ent8o extraidos com &ter de petrdlec. A fase
etérea fol seca com CaCllg anidro e cromatografada em placa preparativa
{alumina newnutra, aprox. 1 mm., ativada a 1100C por 3 horas) utilizando
éter de petrdleo/acetona/éter etilico (90:5:5) como eluente. Os céro—*
tendides separados foram dessorvidos com acetona/dgua (80:20) e ex-
traidos com éter de petrdlec. Esta fase etérea foi. séca’ com peneira
molecular e analisada por espectroscopia vrisivel. Todos 08 processos
foram desenveolvidos na suséneias de luz.

II1.2.18 - Conversfo de Diferentes Substratos & Massa Fuangica:
Foram desenvolvidas culturas com diferentes substratos (glicose, saca-
rose e celulose) em meio de Fries modificado tamponado com biftalato
de potédssio 0,06 M, pH 6,0 sob agitagio de 80 rpm a 28°C durante 6
dias. No caso de substratos soltveis (glicose e sacarose) foi determi-~
nado o peso seco de micélio apés filtracso e secagem a 80°C durante
uma noite. Fara as culturas com substratos insol‘aveis (celulose), o
peso seco de micélic fol determinado indiretamente através da andlise
de proteinas no residuo (item II11.2.9), assumindo como 40% o teor de
proteinas ne micélio seco.

I11.2.17 - Determina¢8o de Digestibilidade em Madeiras Biodegra-
dadas: Foi feita a biodegradacio de madeira P. radiata (40 mesh) em
meio de Fries com 1.8% de nmadeira e 0,2% de glicose tamponado com bif-
talato de potéssio 0,05 M a pH 6,0. As culturas foram inoculadas com
1,0 ml de uma suspensio homogéna de (. sitophila (item I11I1.1.8) e in-
cubadas a 28°C e 80 rpm durante 28 dias.
| As .' amostras d.e”made.ifa rééicﬁﬁai”fc}fém t”r.-é.ii;a;:.iaénf.;oﬁ celuiase :co-:

mercial (Gist—Brocardes previamente testada, possuindo atividade espe-—
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cifica de 0,118 U.I./mg de sdélido) por 24 horas. :
Una amostra entre 100-200 mg fol exatamente pesada em frascés
pléasticos de 15 ml: a estes frascos foram adiciconados 10 ml de uma so-—
lugdo de celulase em tamp8o citrato de s6dioc 0,060 M a pH 4,8 correas-—
pondendo & uma atividade de 1.0 U.I/ml. Em cada frasco foram adiciona-
dos 1 a Z gotas de merticlate para manter o meic estéril e entio incu-
bados (na posi¢lo horizontal) a 50°C em um agitador a 200 rpm. As
amostras foram posteriormente filtradas & vacuo e no filtrado foil de-
terminads © LTeor de aglcares redutores totals pelo método do DNS {(item
IT1.2.18).
I11.2.18 - Determinag8o de Aglcares Redutores Totais - Mé&todo do
DHNES (Mandels e col.. 18761: A 1.0 ml de smostra foram adicionados 0.8
ml de tampfo clitrato de =06dio 0.05 M, pH 4.8 & 3.0 ml do reagente de
DNS. A mistura foli colocadsa em banho em ebuliciEo por 5 minutos & a ab-
sorbancia lida em 550 nm. A concentracBo de aglcares redutores na

amogtra foi calculada contra curva de calibraci8o com glicose.

Reagente do DHS:
Acido 3,B5-dinitrosalicilico ....10,6 g

Hidrdoxido de 26dio v..ve e e 19.8 g
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111.3 — DBIODEGRADACEO DE MADEIRA POR Chrysonilia sitophila

I1I1.3.1 - Preparacdo da Madeira (Extragdo com Eter Etilico e Eta-
nol): A madeira de Pinus radiata D. Don (30 anos - procedéncia Chile-
na) foi moida (aprox. 40 mesh) e extralda com éter etlico em um extra-
tor de Soxhlet até a soclugdo drenada n3o apresentar colora@éo {(8-10h).
Este processo fol repetido com etancl como solvente de extragéo.‘ﬁ ma-—
deira extraida obtida (30,440,2 % lignina, 47,5+0,% % celulose e
22.540,4 % hemicelulose) foi utilizada na maioria dos experimentos
realizados, eXceto quando especialmente mencionado.

111.3.2 ~— DegradagBo Seletiva de Lignina - Influéncia da Concen-
tracBo de Glicose e Nitrogénio: Aproximadamente 800 mg de madeira fo-
ram suspensas em 40 ml de meio de Fries modificado com diferentes con-
centracdes de glicose (0-2%) e sulfato de ambnio {0-50 mEg N/1) e es-
terilizadas a 1219C/1 atm por 10 minutos. Estes frascos (erlenmeyer
250 ml) foram inoculados com 1,0 ml de uma suspengdio homogénea de. C.
sitophila (1 alcada de micélio + esporos/i0 ml de meio) e incubados
durante 15 dias a 28°C em astufa microbicldgica sem agitagBo.

Apds 15 dias o material foi filtrado e a madeira mais fungo reti-
dos no papel de filtro foram suspensos varias vezes em dgua para sepa—
rac8c do micélio por flotag8o. A madeira livre de fungo fol seca a
80°C por uma noite e pesada.

A diferenca entre massa inicial e massa obtida nesta etapa foi
determinada como perda de peso total. Um branco foi conduzido sem a
inoculac8o de fungo e posteriormente tratado como o3 demais frascos. A
perda de peso deste controle foi descontada da perda de peso total.

¥sta madeira foi analisada quanto ao teor de lignina Klason, ce-—
lulosé e hemicelulose (itens II1.3.2.1 e 111.3.2.2) & a perda de com—

ponentes foli calculada como segue:
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% Perda de Componente = m. componente inicial -~ m. comp. final

m. componente inicial
onde: m. comp. inicial = m. madeira inicial x % do comp. inicial

m. comp. final = m, madeira final x» % comp. final

O cultivos foram feitos em triplicata e cada ampstra de madeirs
foi analisada em duplicata.

I11.3.2.1 ~ DeterminacBoc de Lignina Klason: & determinagio de
lignina Klason fol feita pelc método ASTM [ASTM Methods., 1868a]. Cerca
de 200 mg de madeira previamente seca a 80°9C durante uma nolite foranm
digeridas com 3 ml de dcido sulflrico 72% f88.5% v/v) durante 2 horas
a 19-20°C sob agitacBo magnéitica. A seguir a mistura foi-diluida CcOom
72 ml de dgua e colocada sopn refluxo por 4 horas. Ao términce do reflu-
x0o © material fol filtrado em funil de vidro sinterizado (previamente
secé e pesado) e lavado com aproximadamente 100 ml de dgua destilada
quente. O material retideo no funil foi seco a 105°C por 2 horas e no-
vamente pegado. O regiduc insoluvel do processo & denominadé lignina
Klason.

I11.3.2.2 - Determinacioc de Celulose e Hemicelulose:

Na fragdo soluvel da determinac8o de lignina Klason fol determi-
nado © teor de aglicares por cromatografia ligquida de alta eficiénceisa.
A andlise fol desenvolvida em coluna BIORAD HPX-87H (45°C), utilizando
HoS0,4 0,01 N a 0.6 ml/min como eluente e detector de indice de refra-
8o (cromatdgrafo HPFlOBZ}. Nestas condigfes glicose & separada dos
demais aglGcares provenientes da hemicelulose (xXileose, mancse, galacto-
se € arabinose). O teor de celulose foi calculado como o teor de gli-
cose x 0,8 (fator de hidrdlise) e hemicelulose como o teor de xXilose e

outros actcares x 0,88 (fator de hidrélise).



34

I11.3.2.3 - Determinag8c do Indice de DegradagSo (rot-index): _O'
indice de degradscio foi obtido como a porcentagem de soliveis obtidos
no tratamento das amostras com NaOH 1,0 % a 100°C durante 1 hora [ASTM
Methods, 1986bl.

IIT.3.2.4 - An&lise Termogravimétrica: Fol realizado o estudo
térmogravimétrico de madeiras nfo inoculada {controle}‘e biodegradads.
As amostras foram previamente pulverizadas em moinho de bolas durante
50 minutos {(Jarra de porcelana de 30 cm de altura e 186 cm de difmetro
contende 10 ©bolas de porcelana com 5 cm de didmetro) & rotaglc de
aproximadamente 50 rpm. A madeira pulverizada foi lavada com dgua des-—
tilada e seca a 80°C durante 8 horas e pésteriormente sm dessecador
com Pp0s e vécuo durante uma noite. O termograma foi registrade com
uma termobalanca Perkin-Elmer D3C-2Z 4 velocidade de aquecimento de
15°C/minute sob atmosfera de nitrogénio. |

| A partir do termograma obtido foram calculados os valores de
In (- dln M/AdT) e 1/T na faixa de 220°C a 310°C, os guais foram grafi-—
cados para a obtengd8c do valor da energia de ativag8o aparente para a
pirdlise da madelira [Nguyen e col., 1881] {(figuras 30 e 31 - apéndice
Iy.

I111.3.3 - Biodegradac8o de Cavacos: Cavacos de P. radiata (4,0 x
3,0 x 0,1 ecm) foram extraidos sucessivamente com éter etilico e eta-—
nol, conforme descrito no item III1.3.1. Posteriormente, foram esteri-—
lizados em Agua a 121°C/1 atm por 10 minutos. A biodegradacio foi de-—
senvolvida colocando-se o cavacos em placas de Petri previemente cul-
tivadas com C. siteophila em meio de Fries 85 mEq N/1 e 1,0 % de glico-
se durante 3 dias. Apds 29 e 46 dias de incubaglo a 28°C, os cavacos
foram retirados, lavados com agua, secos a 80°C durante uma noite e

paesados.
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111.3.3.1 - Determinagdo de Fenol-oxidases: A presenca de feﬁgl

oxidases foi observada através da adiclo de orto-dianisidina 1,0 mM em

etanol:dgua (70:30) sobre as placas cultivadas. O desenvolvimento de

coloracdo avermelhada fol observado apds 12 hora [Ander e Eriksson,
19787.

I11.3.3.2 -~ Andlise EspectroscéHpica dos Cavacos Biodegradados: Os
cavacog foram analisados antes e depois da biodegradac8o por espec—
troscopia de reflectincia na regifio do U.V. . Os espectros foram re-—
gistrados com o auxilio de um dispositivo para reflectincia no espec-
trofotbmetro Zeiss-DMR 21, utilizando Mg0 como referénecia. A intensi-
dade de reflexfo fol medida nos espectro=z é cada 5 nm e os dados tra-
tados conforme sugerido por Polcin e Rapson [1988697], péla seguinte
equagio:

K/5 = (1~R)Z/2R

onde: K: fator relacionado & absorc8o.

S5: fator relacionado ao espalhamento (constante em todo
comprimento de onda) |

R: % de reflectincia obtida

Os resultados obtidos para K/5 foram graficados como funcio do
comprimanto de ondsa.,

Como as intensidades dos espectros diferem de um cavaco para ou-
tro, foram normalizados os espectros para um valor inicial (apds a au-
toclavagem) de K/5 = 10,0 & 280 nm.

III.3.4. - Estudo do Mecanismo de Degradac8o da Lignina Durante a
Biodegradacio de Madeira: A biodegradag8o foi feita em Erlenmevers de
1000 ml contendo 5,0 g de madeira moida (40 mesh) e 20 ml de meio de
cultura (3 Ifrascos com madeira previamente extralids e 3 frascos com

madeira ndo extraida). Os frascos foram inoculados com micélio de ¢
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sitophlila obtido apbés 5 dias de crescimento em meio Fries 85 mEg N/l |
1.0 % glicose, tampio blftalato de potéssioc 0,05 M, pH 8,0. A inocula~
¢cdo foi feita como segue: apds 5 dias de crescimento, o0 meio original
fol trocade por 20 ml de meio recente, agitado energicamente e entdo
adicionado a 5g de madeira previamente esterilizada a seco por 3 horas
a 121°C/1 atm. Os fracos incculados foram incubados a 2B-30°C ¢ manti-
dos estacionarios. Foram feitas 3 adigdes (20 ml, cémpensando a evapg—
rac8o) de meio Fries 85 mig N/1, 1.0 % de gilcose, tampio biftalato de
potassio 0,05 M, pH 6,0 a cada 10 dias durante 1 mes. Apbs este peric-
do foram feitas adieles de solucdo de glicqse 1,0 % a cada 10 dias du-—-
rante 2 meses. 0 material residual da biodegradaclo foi filtrado, la-—
vado com &gua e seco a B0° durante uma noite.

O diagrama 1 mostra na forma de diagrama de blocos o procedimen—
to utilizado na obtenclo dos produtos de degradacdo da madeira por C.
sitéphila. |

I11.3.4.1 - Obtengdo da Lignina "Milled Wood Lignin“r(MWL): A
lignina MWL fol cbtida através de um processo de moagem da madeira se-—
guida de extracd@o com dioxano/dgua [Lai e Sarkanen, 18717. Cerca de 10
g de madeira previamente extraida e seca, foram colocadas em um moinho
de bolas de ago (20 x 14 cm de di&metro carregado com 20 bolas de acgo
com 0,5 cm de raio) e embebidas em tolueno destilado. O moinho foi
agitado com movimentos circulares (aproximadsmente 50 rem) durante 17
dias a temperatura ambiente. Diariamente foi feita uma nova adigdo de
tolueno para compensar as perdas. Apds o processo de moagem, a madei-~
ra foi recuperada, lavada com tolueno, dgua, seca a 80°C durante uma
noite e pesada. A madeira moida foi extraida com 150 ml de dioxa—
a0/8gua (9:1) por 24 h a 25-30°C. A exXtragido foi repetida com nova
rlstura de dioxano/&gua por 144 h. Os extratos foram combinados, eva—

sorados, secos em dessecador com Po0s sob vdcuc e pesados. A lignina
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obtida foi purificada come segue: a) dissolvida em 16 ml de acido acréj-*
tico 90% e preciplitada em 184 ml de Agua, filtrada, lavada com 150 ml
de Agua e 3eca em d@ssacaaor; b) redissolvida em 30 ml de 1,2-diclo-
roetanc:etancol (2:1), centrifugada e o sobrenadante precipitado em 150
ml de éter etilico a 4°C, filtrado e lavado com 150 ml de éter etili-
co. A MWL obtida fol seca em dessecador com P20s5 sob vécuo por 72 ho-

ras & pesada.

PINUS RADIATA
I} PREVIAMENTE EXTRAIDC
13 "IN NATURA"

MWL DE P. RABIATA
CONTROLE

ESTERILIZACAD

o EXTRAGAQ DE MWL
A secos 1I8°C 3 H

INGCULO DE INOCULAGAC %w ESTERILIZADG P, RADIATA ESTERILIZADO
CHRYSONILIA SITOPHILA D PREVIAMENTE EXTRAIDC CONTROLE
11} 18 NATURA

BI ODEGFSADACKO
3 MESES
P RADIATA BIODEGRADADO P RADIATA BIODEGRADADO
PN 5 I) PREVIAMENTE EXTRAIDG CALDO DE CULTURA
PREVIAMENTE  EXTRAIDO gl i :
| TN NATURA

|

ExrRAqa DE DESTILACAQ
MHL i i
MWL DE P. RADIATA P RADIATA BI1ODEGRADADO B . .
5 1ODEGRADADO "IN NATURA” VYOLATELS NAO VOLATEIS

EXTR?CEO EXTRACAD

19) ETER DE PETROLED con
! CHaLlas .

29) CLORQOFDRMIO 2Cl2
{

3¢) ACETONA

4o} METANOL

FRAGAD - CHad
5¢) DIOXAN?} 967 =

LFA - METANOL LFA — DIOXANG

DIAGRAMA 1 ~ Diagrama de blocos mostrando o procedimento experimental.

seguido para a obtengdio dos produtos de degradaclo de FPinus radiata
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por Chrysonilia sitophila durante 3 meses. ﬂ

111.3.4.2 - Obtengdo das Ligninas Fortemente Alteradas (LFAY: A
porgdco da madeira biocdegradada sem prévia extraglo foi utilizada nesta
etapa. Apds a bicdegradscio, a madeira residual foi lavada com excesso
de 4gua & entio extraida em Soxhlet sucessivamente com &ter de retrd—
leo, cloroférmio, acetona, metanol e dioxano 96% ( 8 h/extragcio). Os
extratos em metancl e dioxano foram evaporados scb pressic reduzida e
secos em dessecador a vdcuo com PuyOs. Os produtos obtidos foram denc-—
minados come LFA-Dioxano e LFA-Metanol, respectivamente.

I11I1.3.4.3 - Estudo de Sub-produtos do Processo de Biodegradagio:
Os caldos de cultivo (filtrado) obbidos no item I11.3.4 foram tratados
como descrito abaixo:
a) Destilag&o: Os filtrados (diluidos com Agua de lavagem a cerca de&
400 ml) foram destilados sob fluxo constante de nitrogénio durante
15-20 minutos. Os destilados foram coletados e avolumados a 50 ml com
agua. Estes destilados foram analisados em cromatégrafo a gis Van den
50890A, coluna LM-100 - Polietilenoglicol, nitrogénio como géis de ar-
raste a 4,1 ml/min e detector de ionizac8o de chama. A identificacgso
dos volatels (etanol e metanol) foi feita através de contaminacfo da
amostra com padrio sxterno.
b) Extrag8o com CHzClo: Apds a destilacBio, o caldo residual foi ex-
traido com CHzCly em funil extrator (3 vezes). Os 3 extratos de cada
amostra foreaun combinados, evaporados e pesados. Os extratos foram
dissolvides em 2,0 ml de CHzCN/H20(1:8) e cromatografados em cromatd-—
grafo liquido de alta eficiéncia Waters 6000A, colunafpﬂondapak Cc-18,
CHaCN:HzO0 (1:8 e 1,0% de CH3COOH) como eluente a um fluxo de 1,0
ml/minuto e detector em 280 nm. Alguns mondmeros modelo de lignina
(éiééal”§éfétriliéo; aidéido véfaﬁriiido.e.ééidd ftéiioo) foram usadda

como padric para uma discriminacio dos fragmentos obtidos. Este extra-—
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to também fol analisado por cromatografia de permeacdo em gel utilil‘
zando uma coluna com Sephadex LH-20 (iftem II1.3.4.4). |

I11.3.4.4 - Determinsglio da Distribuiclio de Pesos Moleculares -
PermeacBo em Gel Sephadex LH-20 ¢ LH-80: Foi prevarada uma coluna com
Sephadex LH—20 (86 x 1,1 cm) e a permeagBoc em gel foi dessnvolvida
utilizando os seguintes parémetros [Connors e col., 1978]:
~- Solvente; N,N-dimetilformamida; fluxec 0,30 ml/min (bomba peristéitiw
ca LEB).

~ Detector U.V. em 275 nm (LEB-UVCORD $2138).

Registrador LEB 2210).

-~ ConcentragBo das amostras: Compostos modelo = 1,0 mg/ml; volume

injetado G,40 ml.
Ligninas = 2,0 mg/ml; volume
injetado = 0,40 ml.

Calibracio - Compostos modelo de lignina: peso molecular 504--188

(figura 32 - apéndice I).

- Volume morto: poliestireno de peso molecular 12500.

!

Volume limite inferior de detecgfo: acetona, peso moliecular 68
De maneira semelhante foi preparada uma coluna 80 x 1,0 cm empa—
cotada com Sephadex LH-860 [Connors e col., 1980].
- Bolvente: N .,N-dimetilformamida/0,1 M LiCl: fluxo: 0,11 ml/min.
- DetecgBo: Fragbes de 1,0 ml coletadas e absorbancia lida em espec—
trofotémetro Micronal B382.
- Concentrac8o das amostras: Poliestirenos = 10 mg/ml: volume
injetado 0,40 ml (detecs&o em 254 nm).
Ligninas = 2,5 mg/ml; volune
injetado 0,40 ml (deteccfo em 280 nm).
~ Calibra¢8do - Poliestirenos de peso molecular conhecido: 47500:

28006; 25000; 12500; 4000 (figura 33 - apéndice I).
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Os cromatogramas obtidos foram integrados em fractes de Z ml e os
valore de My (massa molecular média), M, (massa molecular média em nu-
mero)} e My /M, (dispersibvilidade) foram calculados pelas equagles abai-

%20 [Goring. 187113:

My = % ay x My i Mp o= % ay ; Dispersibilidade = M,/M,
< Ay < a; /My
onde: aj = area do cromatograma sob uma frac8o "i" {2 ml).

*

Mj = peso molecular para a fragio "i" obtido por interpola~
¢80 na curva de calibracgio.

I11.3.4.3 - Andlise Espectroscédpica das Ligninas na Regifo do
U.V./Visivel: Fol preparada uma solucgio estoone de cada lignina em
dioxano 96% (0,5 mg/ml). Esta solugBo foi diluida 1:10 com dioxa-—
nos/édgua (1:1) e ent8o registrado o espectro U.V.. No caso do espectro
visivel foi wutilizada a solugdo estogue para obtengdo do espectro (Es-
pectrofotdmetro Intralab DMS-100). Foi calculada a absortividade a ca-
da 5 nm na regido de 240 - 550 nm. Estes valores foram graficados em
func¢do do comprimento de onda.

11I1.3.4.6 - Anédlise Espectroscédpica das Ligninas na Regifo do
I.V.: Foi registrado o espectro de infra vermelho das ligninas entre
4000 e 800 cm~1 utilizando pastilhas de KBr (2% de lignina) num espec—
trofotdmetro FPerkin Elmer 1430.

I1T1.3.4.7 - Acetilag8o e Espectroscopia RMN das Ligninas: A ace-
tilac8o foi feita com 50 mg de lignina dissolvidas em 2 ml de piridina
e Z ml de anidrido acético {(ou guantidades menores de lignina manten-
do-se a proporclo de reagentes) [Lenz, 1968)]. A mistura foi borbulhada
por 15 minutos com nitrogénio e o frasco selado. O sistema foi deixado
a temperatura ambiente por 50 h no escuro e o produto recuperado por

precipitagdo em éter etilico frio. A lignina acetilada foi dissolvida
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em CDClz e analisads por espectroscopia RMN-1H e 15,

No caso das LFA n3o ocorreu preciptac8o em éter etilico & entio o
excesso de znidrido acético fol degradado pela adigio de metanol se-
guido de evaporacio sob pressio reduzida com o auxilio da formagioc de
azebtropos com tolueno e etancl. Finalmente as amostras foram comple—
tamente secas em dessecador com POy sob vacuo (1 mm Hg) por 3 horas.

Oz espectros RMN-1H foram resgistrados em gapetrbimetros Bruker AW
BC e Varian Gemini-300 utilizando tetrametilsilanc come referéncia in-
terna. Os esgpectros RMN-13C foram registrados em espectrdmetro Varian
Gemini-300 utilizando tetrametilsilanc como referéncia interna.

I11.3.4.2.8 - Determina¢8c de Carbonilas (Estruturas tipo Conife-~
ril aldeldoc e Acetogualacona): Foi utilizado o método desecritc por
Adler e Marton [1859]. Uma solusdo de lignina (solucfo estogue item
1i7.3.4.5) 1ol reduzida pela adicBo de borohidreto de sddic  (260-300
mg/mg  de lignina) e deixada dursnte 15 horas no escuro. Esta solucdo
fol posteriormente aeidificada a pH 2,0, diluida com dioxano/ dgua
(1:1) e utilizada como branco para a obtenc8o de um espectro U.V. di~
ferencial de uma amostra em mesma concentragio porém nido reduzmida. O
espectro U.V. fol registrado na regifio 250 - 400 nm {egpectrofotdmetro
Intralab DM5-100) e o teor de carbonilas foi calculado com base nas
absortividades do coniferil aldeido e da acetoguaiacona (figuras 34-37

- apéndice I/Espectros; figuras B8 e B9 - apéndice II/estruturas).

111.3.4.9 - Determinac8o de Hidroxilas Fen6licas: Foi utilizado o
método descrito por Wexler [1864]1. Uma solugdo de lignina (diluigdo da
solugdo estogue, item [I1II.3.4.5 em dioxano/&gua (1:1)) que foi acidi-
ficada até pH 1,0 com a adig80o de HC1 1,0 M foi utilizada como refe-
réncia para & obtengfo de um espectro U.V. diferencial utilizando como
amostra uma soluefo em mesma concentracdo, porém basificada a pH 13,0.

0 espectro foil registrado entre 220-340 nm e o teor de hidroxilas fe-
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nélicas calculados com base nas absortividades em 255 nm de compostoé
modele previamente reportadas [Wexler, 19641 (figuras 38-41 - Apéndice
1). |

II1.3.4.10 - Determina¢8o de metoxilas nas MWLs: O teor de meto-—
xilas foi determinado sezundo o método descrito por Browing [198773.
Cerca de B0 mg de lignina foram tratadas com 6,0 ml de HI e 2,0 ml de
anidrido propidnico em um Kit para determinacfo de metoxilas (figura
4Z - apéndice I). A digestio foi feita durante 40 minutos a 150°C sob
fluxo congtante de nitrogénio. O destilado passa por um frasco lavador
contendo uma suspensido de fdsforo vermelho (80 mg/100 ml de dgua) e &
coletado em uma solucdo des bromo (0,7 ml de Brs e 20 ml de solugBo
acetate de =6dio 10% em &dcido acéticosanidrido acétice G:1), na qual
ocorre a formacdo de Iy, O Ip formado foi entf@o titulato com tiossul-
Tato de s6dio previamente padronizado. A partir do volume gasto na ti-—
tulagdo, calculou~se a porcentagem de metoxilas na amostra {(Ffigura 42
- apéndice 1).

I111.3.4.2.11 - Andlisse Eiementar: Foi realizada a determinacgsio

dos elementos Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio em analisador elementar

{(Perkin Elmer CHN-2400 e IH-USP)Y.
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Iv - RESULTADOS E DISCUSSA0

Como mencionado anteriormente, a necessidade do estudo de novos
microorganismos capazes de degradar lignocelulfsicos € um pPonto neces-
s4rioc ao conhecimente dos processos de degradagio e - suas rossiveis
aplicacles tecnolégicas. Neste contexto desenvolvemos o estudo do as—
comiceto (. sitophila utilizando substratos como madeira, celulose e
agucares livres, visando abranger diversos aspectos relacionados a
biocdegradacio de lignoceluldsicos.

IV.1 - OTIMIZACAC DAS CONDICOES DE CRESCIMENTO DE C. sitophila

Foram avaliados diversos fatores fisiros e guimicos relacionados
ao crescimento do ascomiceto . sitophila. A metodologia do cultivo em
tubos horizontals fol empregada para o monitoramento do cragoimento
fingico em fungio do tempo, conforme descrito por Ryan e col. {19437..

IV.1.1 -~ Quantificagdo do crescimento fingico - Linearidade do
método: Um grafico tipico de avango da fronteira micelial versus o
tempo & mostrado na figura 10. A inclinag3o da reta obtida foi defini-
da como a velocidade de crescimento do fungo. sendo que em todos os
experimentog desenvolvidos as retas apresentaram coeficientes de cor-
relacio maiores ou iguais a 0,98 [Ferraz e Duran, 19891].

Inicialmente observamos gue a velocidade de erescimento apresen-—
tou certa variabilidade numa mesma condigfo de cultive, desenvolvida
em diferentes séries de experimentos (variacfo maxima em relag8o a mé-
dia = 4.8%). Desta forma, em cada série fol conduzido um experimento
em condigfes padronizadas (Meio de Fries modificado, pH 6,0, 85 mEqg
N/1 a 28°C). A velocidade de crescimento médis obtida nestas condicSes
fdiHEQSSImm)h; sendo Que desvios déssé:ﬁéidf.fofaﬁ ﬁormalizados 3unté~.

mente com 08 demals experimentos da mesma série.
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FIG. 1¢ - Progressio da fronteira micelial de Chysonilia sitophila em
fungdo do tempo em um tubo de crescimento horizontal. Meio de Fries
modificado, 1,5% qﬁoelulgse, 85 mEq N/1, pH 5.8 a 37°C.

IV.1.2 -~ Efeito da temperatura: Foram estudadas temperaturas na
faixa de 28-379C. As velocidades de crescimento obtidas estfo mostra-
das na tabela 1 e indicam pouca variagio na velocidade de crescimento
dentro da faixa de temperaturs estudada. Este resultado & interessan-—
te, uma vez que um controle rigido de temperatura ndco & necessario du-
rante o crescimento.

TAB. 1 - Efeito da temperatura na velocidade de cresciemnto de

Chrysonilia sitophila(*k)

Temperatura (°9C) Velocidade de Crescimento {(mm/h)
28 2,688 £ 0,05
30 2,41 x 0,08
35 2,44 + 0,05
37 2,37 1+ 0,07

(%) Meio de Fries modificado, 1,5% de o -celulose, 85 mEq N/l,pH 5,8.
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Iv.1.83 =~ Efelto do pH: Foram estudados cultivos na faixa de pﬁ
2,7 a 9.0. O= resgultados obtidos est8o mostrados na figura 11. A méaxi-
ma velocidade de crescimento fol obtida em pH 8.0, sendo restrita a
faixa oétima entre 5.8 a 6,3. Este resultade indicou a necessidade de
controle do pH em culturas com meic liguido, considerando que altera-
¢Bes deo pH provocadas durante o crescimento fingico s80 bastante oco-
muns. Cabe ressaltar gue na metodologia do tubo horizontal, a variagdo
de pH do meic utilizado pelio microorganismo € despresivel, J4 que =&

fronteira micelial sempre cresce em um setor ainda intacto [Ryvan e

col., 18437. 3,2

VELOCIDADE DE CRESCIMENTO {mm/h}

o]
o i

5 s _ 10
pH
FIG. 11 - Efeito do pH na velocidade de crescimento de Chrysonilia

sitophila. Meio de Fries modificado, 1,5% de «-celulose,

85 mEq N/1 a 289°(C.

IVv.i.4 - Efeito de lons Tartarato ¢ da Fonte e ConcentracBo de
Nitrogénlo: O efeito de ions tartaraté foi estudado considerando gque

este Anion €8td presente na principal fonte de nitrogénio do melo de
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Fries, na fTorma de tartarate de amdnio. Os resultados obtidos est#o
nostrados na tabela 2. |
TAB 2 - Efeito do fon tartarato na veloclidade de crescimento

de Chrysonilia sitophila (%)

Meio de Fries modificado Jelocidade de crescimente {(mm/ h)
NH4+ como (NH4)2804 2,87 = 0,086
NH4%v como (NH4Y2(C4H408) 2,83 + 0,04

(%) Meio de Fries modificado, 1,5% de oL -celulose, 85 mEg N/1, pH 5,86

a 28°C

Us resu}_tédos ckbtidos indicaram que o &nion tartarato n&oc €& meta-—
bolizado como fonte de carbono e também ndo atua como inibidor do
crescimento.

No estudo da fonte de nitrogénio mais adeguada ac crescimento de
C. sitophila, avaliamos dois meios de cultivo tradicionais: Czapek e
Fries, além de duas composisles minimas de sais propostos neste traba-—
lho. O meio de Czapek e o meio de Fries apresentam NaNOz e
(NH4)2(C4qH40g) /NaNOg  como  fontes de nitrogénio, respectivamente. As
duas composigfes de sais propostas apresentam os nutrientes béasicos
além de uma Ffonte de nitrogénio na forma de NO3™ ou NHg4t (MM NOz~™ e MM
NH4+, respectivamente). 08 resultados obtidos estio mostrados na tabe-—
la 3.

Os resultados provenientes dos MM NOg~ e MM NHy" indicaram gue o
fungoe utilizma indiscriminadamente NO3~ e NH4' como fontes de nitrogé-
nio. A utilizac8o de NO3z™ ou NH4+ como fonte de nitrogénio proporcio-
na a vantagern de empregar-se qualqgquer dos dois ions dependendo da dis-
ponibilidade, enguanto gue numerosos fungos necessitam de uma forma
especifica” de nitrogénio como NHyt, uréia ou amino &cidos [Moore-Lan-

decker, 197271.
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TAR 3 — Efeito da composic8o do meio de cultura e da fonte de

nitrogénio na velocidade de crescimento de Chrysonilia sitophila (%)

Meio Concentracgdo de Velocidade de
Nitrogénic (mEg/1) Crescimento {(mm/h}
Fries modificado 85 2,87 £ 0,03
Czapek 35 2,46 + 0,08
MM NOg~™ 35 2,22 = 0,05
MM NH4* 35 2,31 £ 0,24

(%) Meio indicado acima com 1,5% de o« —celulose, pH 6,0 a 28°C.

0 efeito da concentracio de nitrogénioc na velocidade de cresci-
nento de (. sSitophila foi estudado na faixa de 0 a 150 mEg N/1. Os re-—
sultados obtidos est8o mostrados na figura 12, Padeuse_notar uma velo-—
cidade de crescimento mdxima na faixa de 50 a 150 mEq N/1 e ainda que
acorreu crescimento a niveis constitutivos de nitogénio. Este 1ultimo
resultado mostra que C. sitophila é capaz de reciclar seu proprio ni-
trogénic como no caso dos Basidiomicetos [Leisola e Fiechter, 1885].

IV.1.5 =~ Efeito da concentracfo de biotina: Virias espécies de
Neurosporas estudadas por Ryan e col. [1843] apresentaram dependénocia
de biotina para o crescimento. Neste sentido foi avaliado o efeito
desta vitamina no crescimento de C. sitophila utilizando concentragdes
na faixa de 0 a 30 pgsl. Os resultsdos obtidos estio mostrados na ta—
bela 4. Pudemos notar que em contraste com vidrias espécies de Neuros-
poras, o© Ascomiceto C. sitophila ndo apresentou mudanga significativa
na velocidade de cresciemnto devido a presenga de biotina no meio de

cultura.
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FIG. 12 - Bfelto da concentragfo de nitrogénio na velocidade de
crescimento de Chrysonilia sitophila. Meio de Fries modificado,
1.5% & —celulose, pH 6,0 a 28°C. (NH4)9S04 como tnica fonte de

nitrogénio.

TAB. 4 — Efeito da concentracdo de biotina na velocidade de

crescimento de Chrysonilia sitophila (%)

Bictina (ug/l) Velocidade de crescimento(mm/h)}
0,0 2,68 £ 0,13
2.0 2,87 £ 0,14
4,0 2,74 + 0,13
8,0 2,82 + 0,10
30,0 2.76 £ 0,03

(%) Meic de Fries modificado, 1,5% de o -celulose, 85 mEq N/1. pH 8,0

a 28°C,
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A metodologia do tubo horizontal utilizada proporcion&u a avalia;
¢do do efeito dos principais fatores fisicos e guimicos sobre a velo-
cidade de crescimento de C. sitophila. No entanto, enguanto & metodo-
logia utilizads relaciona a progressio da fronteira micelial {cresci-
mento) com < tempo como uma funcdo linear, o crescimentoe fingico medi-
do pelo aumento de massa ndo apresenta-se como uma fungdo linear, con-—
forme mostrado na figura 13 (item IV.1.6). Kste fato implica gue em.
Bltima anédlise., a otimizagdo da velocidade de crescimento poderia ndo
borrespander exatamente iz condicfes Otimas de crescimento baseadas no
actimulo de massa fGngica com o tempo [Cooney, 18817.

IV.1.6 - Efeito do Tipo de TampBo e da AgitagBo: Apds a avalia~
¢&c  de parémetros bésicas relacionados ds condigfes de cultive de (.
sltophila, desenvolvemos o estudo de wm tampfc apropriado para a rea—
lizagdo de culturas em meio liquido. Os resultados obtidos estdo mos-—
trados na tabela 5. Podgmos notar gue o crescimento faingico ndo foi
fortemente Aafetado devido a natureza dos tampdes, porém fica evidente
que o tampioc mals indicado & o biftalato de potédssio/dcido ftialico,

uma vez que apresenta malor capacidade tamponante na faixa de pH 6,0.

TAB. 5 - Crescimento de Chysonilia sitophila em culturas

liguidas utilizandeo diferentes tampSes (%).

Tampio utilizado Pesc seco do micéliol(mg) pH final da cultura
N&o Tamponado 72,7 * 2,3. 2,4 x 0,1
Fosfato 76,5 + 4,9 - 3,6 x 0,1
Biftalato 75,3 £ 3,0 5,0 &£ 0,1
Citrato 80,2 + 5,9 8,1 + 0,1

(x) Meio de Fries modificado, 1,0% de glicose (20 ml), 85 mEg N/1,
agitag8o de 80 rpm a 28°C. Todos os tampes 0,05 M, pH inicial 8,0.

Peso seco e pH final determinados apds 8 dias de crescimento.
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Definido um tampio apropriade estudamos o efeito da agitacdo no
crecimente de (. sgitophila. bem como a utilizacio de culturas semi-s&-
lidas {(figura 13).

A a8gitacB0 apresentou um efeito marcante no crescimento fangico,
condiderando gque sob agitasdo o residuc celuldsico apresentou 2 vezes
mais proteinas que o residuo de culturas ndo agitadas. Em culturas com
meio semi-sdlido foram observados teores de proteina no residuo celu-
lésico compardveis aos obtidos em culturas agitadas, indicando que o
efetivo crescimento de €. sitophila, utilizando substratos insolGveis
come celulose, necessita de um contato eficiente entre micélio = o
substrato em guestio,

Nestes cultiveos, o efeito tamponante do biftalato foi avaliado
através de medldas do pH nos filtradeos das culturas em diferentes
dias. Os resultados obtidos indicaram pequenas mudangas no oH, sendo
que ndo foram observados valores inferioves a 5,8. Culturas semelhan-
tes desenvolvidas sem a utilizacéo de tampfo apresentaram quedas de pH
até 4,5, enguanto gue os teores de proteina no residuo celuldsico fo-
ram semelhantes aos obtidos em culturss tamponadas atéd o 42 e 52 dias,
porém um teoxr inferior de proteinas no residuc apdés 8 e 9 dias de cul-

tivo foil obeservado.
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FIG. 13 -~ Crescimento de Chrysonilia sitophila em culturas
estaciondrias (—&—); agitadas a 80 rpm (—@8— ): e meio

semi-sélido (— @ —). Meio de Fries modificado, 85 mEg N/1,

Biftalato 0,05M, pH 6,0 a 28°C (item III1.1.9).

0BS.

As barras de erro indicadas scomente em um sentido tém como

correspondéncia igual erro no outro sentido.

&1



' _52

Iv.2 ~— ESTUDC DA COMPOSICAC QUIMICA DO MICELIO DE C. sitophila:

0 estudo da composicfo guimica do micélio de €. sitophila foi dém

senvolvido visando avaliar o potencial deste microorganismo para a

producéo de proteinas unicelulares. Os teores de cada componente forsm

comparados aocs reportados para microorganismos em estudo ou jA utili-

zados em foermulacdes de rac8c animal ou em dietas de alimenta¢8o huma-
na.

IV.2.1 - Composicfio Quimica: A distribuic8o dos principais compo-

nentes presentes no micélio de C. sitophila esté mostrada na tabela 6.

0 teor de &gua observado no micélio "in natura” foi 56 + 4 % .

TAB. 6 - Composiglio quimica do micélio de Chrysonilia sitophila(x)

Componente Porcentagem (peso/peso)
Proteinas 39,2 =+ 1.5
Carboidratos A 28,3 + 2,21
Extrato etéreo 12,1 + 1,8
Fibras 5,8 + 1,0
Cinzas 3,3 + 0,2
Acidos nucleicos totais 3,3 + 0,2
| ARN 2,86 + 0,4
ADN 0.7 + 0,2

(*) Micélio obtido em placas de Petri com 5-10 dias de crescimento em

meio de Pries-1,5% sacarose a 2B°PC, 85 mEq N/l e pH 8,0.

0O teor proteico no micélio de (. sitophila é comparivel aos en-
contardos na literatura para vérias espécies de leveduras (34-50%)
[Lichifield, 18831, a Sporotrichum pulverulentum (= P. chrysosporium)
(38%}.ffhoﬁka e col., 19801 & a C%aeﬁtomiuﬂ cellulolyticum (458%) [(Was-

lien e Steinkraus, 198071, j& utilizados na producico de proteinas uni-
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celulares. Devemos ressaltar que um dos principais inconveﬁi&ntas péra
a producfo de proteinas unicelulares diretamente a partir de materiais
lignoceluldsicos €& o baixo conteddo proteico normalmente encontrado
nos microorganismos celulelitices [Tenaka e Matsuno, 198851.

Dentro deste contexto,., o Ascomiceto . sitophila apresenta wum
enorme potencial para a produgBoc de proteinas unicelulares a partir de
materiais lignoceluldsicos, considerando sua capacidadé em metabolizar
este tipo de substrate [Durdn e col., 1888 a2 e b; Ferraz e Durén,
1989; Freer e col., 1880] aliado ao seu alito teor prcteico,

0 teor de carbholdratatos no micélio de C. sitophila foi superior
ao reportado para "Torula Yeast™ (20,8%) e inferiar ao de Eﬁisopus sD.
(40%) [ ©Shay e Wegner, 1935; Sales e col., 193831. O teor de extrato
etérec & um indicativo do contetido de &cidos graxos, porém no éaso da
extracio do micélio de (. sitophila com &ter etilico, ocorreu uma ex—
tragio simulténea de carotendides, oz quais contribuiram para o eleva—
do teor observado. |

O tecor de fibras observadeo foi pouco superior ao reportado para
“Torula Yeast"” enguanto gue o teor de cinzas fol compativel aos re?mr«
tados para este Ultimo e Rhisopus sp. [Shay e Wegner, 1985; Sales e
col., 1983].

Quando comparamos Os teores de Acidos nucleicos presentes no mi-
célio de (. sitophila aos observados em leveduras (6-12%), algas
(3-8%), bactérias (8-16%) [Kihlberg, 19727 e fungos filamentosos
(B-10%) [Reed, 1883], rodemos notar que o Ascomiceto em guestio apre-—
senta teores inferiores aos reportados para a maloris dos microorga-—
nismos utilizados na produc8o de proteinas unicelulares. Este resulta—
do & um bom indicativo, pols o aparecimento de sub-produtos indeseja-
#éis.gé”métabéiizacad dos.écidds.nﬁciéiéos,.ﬁais.como écidé Grico, seél

riam minimizados no consume de uma proteins & base de . szitophila.
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Neste ponto fez-se necessirio uma andlise detélhada dé cada cémﬁ'
ronente do micélio de . sitophila visando avaliar com profundidade o
potencial deste microorganismo para a produglo de proteinas unicelula-—
res.
Iv.2.2 - ComposigBo em AminocAcidos: A composicfio em anminoidcidos
das proteinas do micélio de . sitophila estd mostrada na tabela 7.
TAB. 7 - Distribuic8o dog amincdcidos no micélio de

Chrysonilia sitophila (%).

Aminodcido % (g a.a/100 g proteina) FAO-WHO (1965]
Ac. aspd&ritico 13,08 -
Treonina | 5,12 » 2.8
Serina 5,23 -
Ac. Glutamico 20,12 -
Frolina g8.51 -
Glicina | 7,40 -
Alanina 8,79 -
Valina 9,48 4,2
Metionina 1.89 2,2
Isoleucina 1,45 4,9
Leucina 7,80 4,8
Tirosina 1,07 2,8
Fenilalanina | 4,12 2,8
Lisina 3.03 4,2
Histidina 0,01 -
Arginina 4,82 -
Cisteina 0,08 1,2

(%) Micélio obtido em placas de Petri com 5-10 dias de crescimento em
ﬁéib”dé Fries—i,5% sacafoéé a 2808, 85 mEq N!l e pH 6,0, O desvio

mé&ximo cbservado para a andlise de amincidcidos fol de 3% .
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Quando comparamos 08 teores de aminolcidos obtidos péra . éih
tophila com outros microorganismos e cereais, podemos notar que: 08
tecores de Acido aspértico, prolina, glicina, alanina e valina sf8o su-
periores aocs reportados para dspergllus fumigatus, Penicillium sp..
Trichoderma viride., Chaentomium sp., “"Torula Yeast”. FRhisopus sp.,
Geotrichium candidum, farinha de milho e farinha de amendoim; treonins
e serina sBc superiores a Chaentomium sp., T. viride e compativel 808
demais indicados anteriormente; &cido glutémico & superior a 4. Ffumi-
gatus, Penicillium sp., I'. viride, Chaentomium spy., G. candidum., com~
pativel a - farinha de amendoim, farinha de soja e inferior a "Torula
Yeast"; leucina e metionina s8o compativeis a todos anteriormente ci-
tades; fenilalanina & inferior a todos anteriormente citados com exce-
¢80 de Penicillium sp.: lisina, cisteina e arginina sfo inferiores a
todos anteriormente citados com excecdo de farinha de amendoim e fari-
nha de soja: isoleucina & tirosina =8¢ inferiores a todos anteriormen-
te citados [Shay e Wegner, 1985; Rogers e col., 1972; Sales & col.,
1983].

De maneira geral, pudemos notar que a qualidade das proteinas de
C. sitophila com relagdo a constituicio de aminocdcidos, & comparavel a
dos microorganismos e cereals anteriormente descritos. Ressaltamos
ainda gque a mailoria dos aminodcidos de (. sitophila se enguadram nos
niveis minimos sugeridos pela FADO para uma proteina destinada a ali-
mentacio [FAO-WHO, 18651, com excegso de isoleucina, tirosina, cistei-
na € lisina.

Freer e col. [18807 demosntraram gue as proteinas de . 3itqpﬁila
apresentaram valores nutricionals {(relaclo aminodcido essencial/ ami-~
noécldos totais) superiores aos recomendados pela FAO e comparaveis
aos éas proteinas do ovo e caseina, sendo o amincédcidos sulforados os

dnicos limitantes. Qutros aspectos sobre s composicio de aminocicidos
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das proteinas de (. gitophila foram estudados recantementeA{O‘Reillyvé
col., 1981; Freer e col., 1990] e indicaram que dependendo do substra-
to utilizado como fonte de carbono observaram-se diferentes distribui-
¢fes de amino &cidos.

Iv.2.3 - Composig8ic em Ag¢lcares: A composiclo de aclcares presen—
tes nos carboldratos totais de €. sitophila esta mostrada na tabela 8,

onde podemos observar a predominféncia de glicose.

TAB. 8 - Distribiugfo de carboidratos no micélio de
Chrysonilia sitophila (%)

Carboidrato % (g do agltear/100 g carboidratos totais)

Manose 16,4
Fruatose 1.5
Galactose 6,9
Xilose ﬁ 0.8
Glucose 80,3

(%) Micélio obtido em placas de Petri com 5-10 dias de crescimento em
meio de Fries-1,5% sacarose a 28°C, 85 mEg N/l e pH 8,0. O desvio

méximo observado em anAlise de aglcares foi de 7.5 % .

IVv.2.4 — ComposiglBio em Acidos Graxos: A composigifio de dcidos gra-
xXos presentes no extrato etéreo de C.sitophila estd mostrada na tabela
9.

Observamos uma composigdo bastante variada de dcidos graxos, sen-—
do que o teor do Acido graxo essencial linolénico (€ 18:3) e de acido
estedrico (C 18) foram superiores aos reportados para "Torula Yeast' e
Rhisopus sp. [Shay e Wegner, 1985; Sales e col., 1983]. O= demais &ci-
doé' gréxoé.apresentam—se em quantidadés cémpativeia com 08 microorga—

nismos anteriormente citados, com excessio de &dcido lincleico (C 18:2)
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que apresenta-—-se em peguena qQuantidade.

TAB.S - Distribuwicio de Acidos graxos no micélio de

Chrysonilia sitophila (%).

Acido graxo % (g de &Ac. graxo/100 de &c. graxo total)
Caprico (C 8) 2,7
Caprilico {C 8) 2,6
Caprdico (C 10) 1,1
Liaurico {(C 12) 3,5
Miristico (C 14) 4,0
Palmitico (C 18} | 7.4
Palmitoleico{C 16:1) 6,0
Estedrico (C 18) 11,8
Oleico (C 18:1) 18,0
Linoleico {C 18:2) 13,8
Linolénico {C 18:3) 9,5
Outros 20,0

(%) Micélio obitido em placas de Petri com 5-10 dias de crescimento em
meio de Fries-1.5% sacarose a 2Z8°PC, 85 mEq N/1 e pH 6,0. O desvio

maximo observado em andlise de &cides graxos foi de 7,.5% .

IVv.2.5 -~ HEstudo dos Carotendides: O extrato etérec de . sitophi-
la apresentou wna gquantidade significativa de carotendides, os quais
880 responsévels pela coloracgio rodsea deste Ascomiceto. Com o objetivo
de estudar estes carotendides de maneira gualitativa e quantitativa,
foram desenvolvidos extragdes do micélio utilizando solventes orgéni-
cos.

“ihiﬁiéiméhte féi feita uma exﬁraééé.dé micéiio "in natura’ édm

acetona/dgua  fria durante 1 minuto. O extrate apresentou ooloracdo
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alaranjada caracteristica e um espectro visivel com méximds PouCo ée&
finidos em 448, 470 e 495 nm indicando & presenca de carotenos [Vetter
e col., 197137.

Experimentos posteriores realizande exiracgio descrita por Bureau
e Bushway {19881 foram desenvolvidos utilizandeo Tetrahidrofurano
{THF}. Como apds B minutos de extragfo o micélio residual ainda apre-
sentou coloracido rosea, foram feitas extractss subseguentes por 30 ho—
ras com THF ou acetona.

A andlise cromatogridfica (CLAE) destes extratoes indicaram a pre-
senga de vadrios compostos conforme mostrado nas figuras 14 e 15.

A partir.da anfdlise dos extratos obtidos apds 30 horas de extra-
cdn subseguente & extracgio de 5 minutos (fig. 15), podemos notar cla-
yamente gue em prolongados tempos de extracdo, os carotendides sio de-
gradados a compostos alinda coloridos, porém muitas fragfes devem ser
formadas {(diminuigfo dos plcos com tempo de retengfo entre 7 e 12 mi-
nutos, com aumento de absorbancia posterior sem definigfo de picos).
Estes resultados indicaram que extracBes prolongadas ndo s8o0 adequadas
para a obtencgdc destes carotendides.

Embora as extragdes por 30 horas proporcionarem maiorés descolo~-
races, o micélio residual ainda apresentou coloragio rHsgea inviabili-
zando desta forma, a determinac8o guantitativa dos carotendides.

A obtenclo preparativa dos carotendides de (. sitophila foi de-
senvolvida com extracgio precedida de uma protedlise, conforme descrito
por Norgard e col. [1870]}. A separacdo dos carctendides feita em pla-
ca cronatografica preparativa, indicou a existéncia de 6 compostos com
bandas distintas, sendo gue 3 delesg apresentaram coloragfo alaranjads

intensa.



59

110

756

ﬁésarbiﬁcfa {470 nm)}

tempo (min.)
FIG. 14 - Cromatograma (CLAR) dos carctendides presentes no extrato
de THF/5 minutos obtido a partir do micélio de Chrysonilia sitorhila.
Coluna beondapak C-18. solvente acetonitrila/THF /dgua (85:12,5:2,5)

1.5 ml/min (fitem III.Z.15.2Z, p. Z9).

Absorbiancia (Y70 nm)

{empo(min)

FIG. 15 ~Cromatograma (CLAE) dos carotendides presentes no extrato de
THF/30 horas obtidos a partir do micélio de Chrysonilia sitophila.
Coluna ‘prBondapak C-18, solvente acetonitrila/THF/4gua (85:12,5:2,5)

1.5 ml/min (item II1.2.15.2, p. 29).
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A pureza de cada fracio separada foi monitoradé ror cromatogra%ia
de camada delgada. O egpectros Visivel de 2 desses compostos estdo
mostradeoe nas figuras 16 & 17. O terceiro composto de coloragdo ala-—
ranjada apresentou~se em peguena guantidade e sua recuperagio nidoc foi
possivel.

O composto nf? 1 apresentou um espectro visivel de maximos pouco
definidos (fig. 18}, tiprico de carotencos substituidos com fungdes al-
deidos., ésteres ou epdxidos. O composto n? 2 apresentou um espectro
vigivel com méximos em regifes tipicas do licopeno (fig. 175 — 4486,

472, 505 nm) [Vetter e col., 1971].
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FIG. 18 ~ Eespectro Visivel de um caroteno purificado & partir do
extrato-preparativo/éter de petrédleo do micélio de Chrysonilia

sitophila. Composto n?2 1. Solvente utilizado éter de petrdlaec.
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FIG. 17 - Espectro Visivel de um carotenco purificado a partir do

extrato-vreparativo/éter de petrdleo do micélio de Chrysonilia

sitophila. Composto n?® 2. Solvente utilizado éter de petrédleo.

Estudos posteriores [0O°Reilly e col., 19911 envolvendo os carote-
néides de C. sitophila indicaram a presenga de compostos pertencentes
aos grupos das apoxantinas, xantophilas e acs;§~carotenos, porém ne-—
nhum destes compostos foram preparados e identificados definitivamante
até o momento.

Como ilustrativo do teor de vitaminas no micélio de C. sitophila,

foi determinado o teor de tismina (1,83 mag/g de micélio seco).
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De maneira geral foi observado Que a oomposicéd guimica de (. éiw
tophila coloca este Ascomiceto como um microorganismo potencial parafa
produgdo de proteinas unicelulares visando nio somente a suplementagdo
de racfes animais, como também rara a utilizac8o em dietas de alimen-—
tacdo humana. De fato, espécies semelhantes a O, Sitaphiia,_as Neuros-
boras sitophila e crassa, tém sido extensamente wtilizadsas na produgio
de fermentados de farelo de amendoim, um alimento tiéico da Indonésisa
denominado “Ontjon” [Quinn e col., 1975; Beuchat, 1978; Fardaiz e Mar-
kakis, 18811. |
IV.2.8 -~ Avaliac8o da Conversfio de Diferentes Bubstratos & Massa
Fangica: Apde a avaliacio das caracteristicaa guimicas do micélic da
C. sitophila estudamos a capacidade de converséo de diferentez subs-
tratos A massa flingica. Os rendimentos de conversdo (g de micélio se-
co/g de substrato total) obtidos para glicose(1,0%), Sacérose(l,d%} e
celulose(l,5%) foram 0,38; 0,24 e 0,14, respectivamente(ao 8¢ dia de
crescimentol. A conversio de glicose obtida & comparavel a observada
para varias espécies de fungos e bactérias (0,34-0,51) [Nagay, 1979].
IV.2.7 - Avaliac8o da Digestibilidade de Madeira Biodegrdada: Estu-
dos da digestibilidade de serragem de Pinus rédiata biodegfadado dua-
rante Z8 dias mostraram que a madeira biodegradada teve sua digestibi-
lidade (4 celulases comerciais) aumentada em 1.8 vezes (4,5 ¢ 8,0 mg
de glicose produzida/100 g de madeira nas madeiras n8o tratada e bio-

legradada, respectivamente).



IV.3 ~ BIODEGRADACKO DE.MADEIRA POR Chrysonilia sitophila

IV.3.1 - Degradag8o Seletiva de Lignina ~ Avaliag80 das Condi-
¢8es de Cultivo: Em relacio ao aspecto da biodegradag8o de lignocelu—
lésicos que envelve a busca de métodeos alternativos de polpagic, ezstu-
damos o efeito dos dois principais fatores que afetam a degradacio se-
letiva de lignina durante a blodegradacdo da madeira, conforme descri-
to em estudos com Basidiomiceteos [Yang e col., 1880: Leisola e Fiech-
ter, 1985; Tran e Chambers, 18871. Estes dois fatores compreendem a
concentragdo de nitrogénio no meio de cultura e a adic8o de um co-
substratc, comoe glicose.

Os resultados cbtidos estio mostrados nas figuras ES e 19, A fi-
gura 18 mostra gue as perdas de celulose foram maiores que as perdas
de lignina em todas as concentragdes de nitrogénio estudadas, guando
ndo foi adicionado um co-substrato ao meio de cultura. No entanto,
auando as culturas continham 1% de glicose (fig.19), as perdas de lig-
aina foram superiores &s de celulose apresentando um maximo de 18 ¥ =&
10 mEgq N/1. Observa-se entfo, Que a adigdio de 1% de glicose ao meio
croporcionon  a inibigdo da agfo esoun rrodusdo das celulases. bem como
m  crescimento mals efetiveo de fungo (peso seco de micélio 2,1 vezes
superior aqueles observados em culturas sem glicose), ocasionando
naior deslignificac8o da madeirs.

A variac8o da concentrac3o de nitrogénio mostrou que em 10 mEg
I/l foi obtida a maior deslignificacdc quando na rresenga de 1% de
tlicose como co~substrato. Nas culturas com 0% de glicose a desligni-
‘icagdo n&o fol significativamente alterada pela concentrag3o de ni-

rogénio.
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FIG. 18 -~ Perda de componentes na madeira de Pinus radiata apbis 15

iag de biodegradacioc por Chrysonilia sitophila na auséncia de um co-—
substrato (0 % de glicose) em concentragbes variaveis de nitrogénio.

(~~&—) Perda de Peso: (—&—) Perda de Lignina; (-=8--) Perda de ce-—
lulose; (— 0 —) Peso seco de micélio. Meio de Fries modificade - 0,0%

le glicose, 3% de madeirs, 280C, tampio biftalato 0,05M, pH 6,0,

Em todos experimentos desenvolvidos as rerdas de hemiceluloses
loram inferiores a 2% ficando dentro da faixa do erro experimental.

Outro experimento foi desenvolvido utilizando concentraces de
licose entre O e 2% e 10 mEQ N/l s&na@ aue a maxlma perds de lignina
nbtlda f01 em 1/ de glirasc ¢ a perda de carboidratos n8o foi inibida

dignificativamente acima desta concentracdco de glicome.,



20 _ 8h
— 15 T
2
o | L
: | S
w3 - 4 r—
gj | - “—“-M—""“‘-——-—,_
2z i —
- oo & 10 [ E LT
o | - ST
B % i g U SN T
O U ! _{ - s % = -~ "‘5—-“__,“%—‘“—“ -M_HHL P
g )“ —ﬁ__,,. ] p— -"-—5,_______“_ b
od ! I ~ -
O . ! ! -
& E‘g x"-»
2 5 G - b= 5— i 1- &
£} (2%
2 !
o]
Q
%5}
0
Q
[ 4]
o o= ] i c ] : 1
0 10 20 30 40 50 60
CONCENTRACAO INICIAL DE NITROGENIO (mEg N/ L)
‘IG. 18 - Perda de componentes na madeira de Pinus radiata apds 18

lias de biodegradacio por Chrysonilia sitophila na Presenga de um co-
substrato (1 % de glicose) en concentracles varidveis de nitreogénio.

—A—7} Perda de Peso; (~&—) Perda de Lignina; (—8--) Perda de ce-—
ulogg: (- O -~——) Peso seco de micélio. Meio de Fries modificade -

,0% de glicose, 3% de madeira, 2B0C, tampio biftalato 0,065M, pH 8,0.

Resultados semelhantes foram reportados para bicodegradacSes de
olpas termomecaénicas e Kraft utilizando o BRasidiomiceto P. chrysospo-
Ium. Nestes experimentos a méxima degradacio de lignina foi obtida
nando baixas concentracSes de nitrogénio foram adicionadas ao meio de
Altura € a degradagfo de carboidratos foi inibida pela adleao de gli-

e [Yang e col. 1880; Tran e Chambers - 18877,
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Podemos ainda avaliar s quantidade de proteinas unicelﬁlares {Qif
célio fingico) gerado como sub~produto dos processos de biodegradagio
seletiva de lignina. Foram obtidos 1,9 mg de nicélio/ml de meio de
cultive com 1% de glicose a 10 mEg N/1 {(miéxima deslignificac8o) e no
casc das culturas sem glicose foram obtidos 0,9 mg/ml de meioc a 10 mEq
N/1. Estes resultados indicam gue o micélioc fuangico aparece como  um
sub-produto pouco expressive do Processc, porém em escala ampliada de-—
ve ser considerado a viabilidade de sua separacdo e recuperacio.

A madeira obtida nas condigdes de maxima deslignificag8o (1,0% de
glicose e 10 mEag N/1) foi caracterizada por técnicas adicionais com &
finalidade de evidenciar as modificacfes ccorridas, como descrito
abaixo,

IV.3.1.1 - Indice de Degradac8c e Andlise Termogravimétrica: Um
aumento de 4 vezes na solubilidade em NaOH 1% (indice de degradacio)
foi observado na madeirna biedagradada, indicande um processo de degra-—
lac8c generalizado (4,2 + G,5 % e 17,5 + 0,1 % rara controle & madeira
yiodegradada respectivamente).

Fol desenvolvido un estudo termogravimétrico das madeiras contro—
e e bicodegradada. Os termogramas diferenciais {DTG) e as curvas uti-
.izadase pera o célculo da energia de ativac8o aparente para a pirdlise
5180 mostradas na figura 20 e figuras 30 e 31 (apéndice I).

Pudemos notar gue a madeira biodegradada apresentou uma menor &gs-—
abilidade térmica com relagdo a madelira n8o tratada, conforme obsepr-
‘ado nos picos dos DTG em 323°0C e 337°C, respectivamente.

Congiderando que a pirdlise da madeira na faixa de 220-310°C se-
ue ums cinética de primeira ordem [Nguyen e col., 19811, as energias
e ativagio aparentes obtidas, foram - 23,4 Keal/mol na madeira biode-—

rada e 19,2 Kcal/mol no controle.



87

10 _ :

mw&% 34 |
e ;
i kY :
si. T
hY Zﬂ g
~10f" N j;i
\3\‘ ;‘gir
A5 /]
- R ]
o : . A i)
= "0 W (7
2 . LS
i} i
Vi
' boio
-30 1;{;.
. Yo i
Lo
o _ Lar
- Y
-40 . ' %},
=5 05— ™7 T T s
100 150 200 250 300 350 400 450
TEMPERATURA (°C)
FIG. 20 -~ Termograma diferencial de Pinus radiata controle —~LA—) e

biodegdradado por €. sitophila durante 15 dias (—&—). Biodegradag3o

em Meio de Fries modificado, 10 mEa N/1, 1,0% de glicose, 3,0% de.ma-

deira, tamp8o biftalato de potéssio 0,06 M, pH 8,0 a 280C.

Hornof e col. [Nguyen e col., 15811 tém relacionado a energia de

ativagdo para a pirdlise com os respectivos teores de lignina e de-—

nonstraram Que quanto maior a energia de ativagdo, menor o teor de

lignina na polpa. Isto também comprova a diminuig8o do teor de lignina
12 madeira biodegradada.

Beall e col. [1978] demonstraram que madeiras biodegradadas, poYr
‘ungos de decomposig8o parda e fungos de decomposig8o branca, com per—
las de peso inferiores a 20%, apresentam um aumento na energia de ati-—
ragdo

los em nossos experimentos.

para a pirdlise, indicando concordéncia com os resultados obti~
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dagd0o de cavacos
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IV.3.2 - Biodegradagiio de Madeira em Cavacos: Este estudo foi de-

rara elucidar o comportamento de C. sitophila na biocdegra-

de P. radiata, bem como para avaliar a egpectroscopisa

de reflecténcia no U.V. [Polcin e Rapson, 19687 como uma técnica ana-—
litica dirigida a biodegradac8o de madeira. Foram biodegradados cava-
cos de P. radiata (4,0 x 3,0 = 0.1 em) em placas de Petri durante O -
46 dias. Os resultados obtidos estfo mostrados nas figuras 21 Ae B.
Us espectros U.V. obtidos mostraram uma gueda significativa da absor—
c&0 em 280 nm, indicando a degradac3o da lignina contida na superficie
dos cavacos.
12
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IG. 21 -~ Espectros de reflecténcia da madeira de FPinus radiata

utoclavada n8o inoculada (—0—) & madeira biodegradada durante

g

(——TO—) e 46 (=8~} dias por Chrysonilia gitophila. Culturas em

lacas de Petri contendo micélio Previamente crescecido durante 3 dias .

n meilo de Fries modificado,

75

= {1-R)Z/2R, onde: R =

1.0% glicose, B85 mEq N/1- rH 8,0 a 289¢C.

% reflex8o.
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A espectroscopia de reflescténcia no U.v. apareée COmo uma ferfgu
menta interessante para seguly processos de biodegradacadc de madeira,
pois além da gqueda significativa de absoresio na regifio de 280 nm ob-
seyrvamos uma tendéneia diferenciada de gueda na regifo de 310 nm (fi-
sura 21B)Y, indicando gue & lignina residual da superficie do cavaoco
apresenta estrutura modificada em relac8o ao controle.

Esta técnica apresenta um potencial de aplicacg8o em.estudos en—
volvendo a selegfio de microorganismos que degradam lignina durante a
biodegradagdo dé madeira, pois devido a sua simplicidade experimental
possibilita b teste de intGmeros microorganismos simultaneamente [Fer-—
raz e Dur&n, 19907. '

Apesar destes experimentos mostrarem que . sitqpbila degradou =a
lignina contida na superficie do cavaco, a profundidade da biodegrada-—

780 permanece indeterminada.

IV.3.83 - Estudo do Mecanismo de DegradacSo da Lignina Durante =&
3iodegradacBo de Madeira: Estes experimentos foram desenvolvidos com o
sbijetivo de elucidar o mecanismo de degradacdo da lignina durante o
>rocesso  de  bhiodegradacEZo da madeira pelo Ascomiceto C. sitophila.
Jesta forma foram realizadess bilodegradagdes por periocdos prolongados
'3 meses) sem controle especifico de nutrientes. O protocolo experi-—
1ental seguido estd resumido no diagrama 1 (item 111.3.4.2). As ligni-—
a8 obtidas foram caracterizadas por andlises de grupos funcionais,
mélise elementar, técnicas espectroscépicas como RMN-1H, RMN-13C,
V., U.V./VISIVEL e pela distribuicio de resos moleculares. Os frag—
ientos de lignina liberados no meio de cultura foram analiéados PO
romatografia gasosa e liguida e distribuicBo de pesos moleculares.

A madeira biodegradada por 3 meses apresentou a segulnte perda de
omponentes: 20,1 + 3,8 %, 25 0 + 8 9 .& 17 7 + 4 9 % para a perda.

€ peso, lignina e carboidratos, respectivamente. A solubilidade em
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NaOH 1% { 1indice de degradac8o) para esta madeira foi 11,9 2,?\‘%
contra 4,2 * 0,5 % no controle.

IV.3.3.1 - Rendimentos de Extrac8o das Ligninas.de P. radiata e
P. radiata Biodegradado Durante 3 meses: Foram estudadas as ligninas
fortemente alteradas metanol e dioxano (LFA-Metanocl e LFA~Dioxano,
respectivamente}, além da "milled wood lignin" (MWL) controle e biode-
gradada. Os rendimentos obtides rara a extracdo das ligninas e frag—-
mentos liberados no meio de cultura, estio mostrados na tabela 10.

A pré-extragBo da madeira biodegradada "in natura” apresentou
rendimentos com relag8oc a masss de madeira extraida de 0,18%, 0,35% e
0,35% vpara os sclventes &ter de petrédleo, éloroférmio e aceiona, reg-
pectivamente. Estes 3 primeiros extratos ndo foram estudados POT com—
preenderem ©2 materiais resinosos, taninos e flobafenos da  madelra
(extrataveis).

TAB. 10 — Rendimentos de extraclo das ligninas de Pinus radiata e

P. radiata biodegradado vor Chrysonilia sitophila durante 3 meses

Rendimento MWL, MWL, LFA LFA Extrato CHoCls do
(%) Controle Biodegradado Dioxano Metanol Meio de Cultura
A B.2(2,9) 10,1(2,7) 0,9 0,8 0,25
B 23,3(9,9) 32,4(8.0) 3,0 2,0 0,756

nde: A: expresso em g de produto/100 g de madeira x 100
B: expressoc em g de produto/100 g de lignina na madeira x 100

(rendimento do produto rurificade)

Os rendimentos das‘LFAs observados foram da mesma ordem que ague-
es reportados para a extraclo de madeira “spruce" biodegradada em ca-—
acos pmr P. ohrysosporium durante 3 meses (perda de lismina 20% o
erda de peso 8%; 0,5 g/100 g de madeira para ambas LFA-Dioxanc e LFA-
etancl) [Chua e col., 188217,
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IV.3.3.2 ~ Distribui¢do de Pesos Molecularass daé Ligninas EstuéaH

das: As MWL controle e biodegradada eluirsam no voiume de exclusdo dé
coluna Sephadex LH-20 (Vgyelusge-Poliestirenc P.M. 12.500 = 21,0 ml;
Veluicgo MWL, = 20 - 22 ml) e foram ento cromatografadas em coluna com
Sephadex LH~860 (figura 22). A coluna LE-80 foi calibrada com poliesti-—
renos de peso molecular conhecido (P.M. 47500 - 4000) (figura 32 -
apéndice I) e os resultados obtidos para ﬁ@,-ﬁn e éispersibilidada-

(My/Hp) estfo mostrados na tabela 11,

.
= l; el iy

EXTINGEO EM 280 nm

S ' *

0 20 4o 60 80 100
o VOLUME DE ELUICAO {ﬁn) -
FIG. 22 - Permeac8o em Gel SEPHADEX LH-80 das Ligﬁinas MWL de Pinus
~adiata e P. radiata Biodegradado por Chrysonilia sitophila Durante 3
wses. (—O0-—) MWL Controle; (—®—) MWL de P. radiata biodegradado.
'olvente Dimetilformamida/0.1 M LiCl 0,1 ml/min (item II1.3.4.4, op.

g) .

erhadex LH-20 e o3 resultados obtidos s80 mostrados nas figuras 23 e

NRiICARP i

BIBLIOTECA CENTRAL z
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24. A coluna LH-20 foi calibrada com 11 compostos ﬁodelo de lignina
(P.M. 504-166) (figura 33 - apéndice I) e os valores de My, M, e dis-
persibilidade estdo mostrados na tabela 11. Esta andlise evidenciou
gque as LFAs representam fragmentos da lignina original liberados pelc
processo  de blodegradagdo, pois apresentaram pesos moleculates médios

(M) inferiores a 1000.

EXTINGAKO EM 275 nm

15 30 .45 - 60
VOLUME DE ELUICAO (m%)

o

'IG. 23 - Permeacdo em Gal SEPHADEX LH-20 da lignina LFA-Dioxanco de

inus radiata Blodegradado por Cﬁrysonilia bltophlla durante 3 meses.

olvente dzmetllformamida 0,3 mi/min (ftem II1.3.4. 4, p. 38).
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EXTINCAD EM 275 nm

y T ¥
0 15 30 45 50

VOLUME DE ELUICAC {mi}

FIG. 24 - Permeac3o em Gel SEPHADEX LH~20 da lignina LFA-Metanol de
Pinus radiata Biodegradado por Chrysonilia aitophila durante 3 meses.

Solvente Dimetilformamida 0,3 ml/min (item I11.3.4.4, p. 39).

TAB. 11 - Massas moleculares médias e polidispersibilidade dags
ligninas obtidas de Pinus radiata e P. radiata bicdegradado por

Chrysonilia sitophila durante 3 meses.

Lignina Estudada My My MM
MWL Controle 13175 5882 2,34
MWL Biodegradada 15030 7141 2,10
LFA-Dioxano 867 893 1,25
LFA~-Metanol 753 537 1,40

No casoc da MWL biodegradada o aumento no valor de ﬁ% deve ser

atribuido ao processo de biodegradac8o que foi efetive nos fragmentos

de baixo peso molecular. Este fato fica evidenciado rela dininuicio da

dispersibilidade observada & pela manutengio do peso molecular de plco
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{figura 223 -

IVv.3.3.3 =~ Caractarisiic:aa Espectrais das Ligninas Estudadas

S IV.3.3.3.1 -~ U.V./Visivel: Os espectros U.V./Vigivel obtidos es-
tdo mostrados nas figuras 25 e 26 e algumas relagfes de absortividades
na tabela 12. Pode-se notar que as ligninas denominadas fortemente al-
teradas (LFAs) apresentaram caracteristicas significativamente dife-
rentes em relagfo a MWL controle, indicando que a obtengdo das mesmas
fol um procedimento adequado ao estudo da biodegradacdo de lignina “in
situ”, conforme descrito anteriormente [Kirk e Chang, 1974, 1875; Chua

e col., 1882]3.

36/

1.0

ABSORTIVIDADE (l/g.cm)

240- 280 320 360
' - COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

FIG. 25 -~ Espectros U.V. das Ligninas de Pinus radiata e P. radiata
3Jiodegradado por Chrysonilia sitophila Durante 3 meses.
e} MWL controle, (~—~~—= MWL biodegradada, {(—e—:3 LFA-Dioxanoc e

eeesn) LFA-Metanol. Solvente untilizade dioxano/Adgua (54,6%).
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A queda significativa na absortividade em .“BBDvnm e 310 mm c{aa '
"LFAs" (tab.1Z) pode ser atribulda a reacdes de abertura do anél aro‘-
matico, degradacdo de ~-p insaturaeBes e ol-ceto grupos (310 nm)

{Goldshmid, 1971]. A MWL biodegradada apresentou peguena diminuig8c na

absortividade em 280 nm e 310 nm.

0 aumento de absortividade na regifo entre 405 e 420 nm nos es-

pectros da LFA-Metanol e LFA-Dioxano vodem indicar a presenca de Bru—~ .

ros tipc guinona nessas ligninas, conforme comparacdo com composbtos

modelo que absorvem nesta regifio [Vanucecl e col., 1988].

2,4

-1,84

1,24

" ABSORTIVIDADE (1/g.cm)

0 ' —
350 400 450 500 550
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

TIG. 26 - Espectros Visivel das Ligninas de Pinus radiata e P. radiata
Jiodegradado por Chrysonilia gitophila Tharante 3 meses.
——)} MWL controle, (~——~3 MWL bicdegradada, (+—+= LFA-Dioxano e
«+=»+} LFA-Metanol. Solvente utilizado dioxano/4dgua (86%)

As relagBes de absortividades {(tabels 12) foram calculadas para

videnciar as modificacBes occorridas nas ligninas estudadas. Podemos
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observar que a relacio 280/310 apresentou peguenas ﬁaodificac&es pé;ra
as ligninas bicdegradadas guando comparadas com © controle, indicand5
que - a absortividade nas duss regifes (280 nm: anel aromatico tipo
guaiacil e/ou siringil e 310 nm: ¢ - carbonilas e oi-—ﬁ insaturagdes)
diminuiram em mesma proporsdoc apds O processc de biodegradag%q, As re-—
lacdSes 280;’405 e 280/420 nm apresentaram quedas significativas nas
ligninas biodegradadas {(principalmente nas LFAm), indiéando ©c apareci-— .
mento de cromdéforos que absorvem na regiéc‘éo visivel (Quinonés_) e

concomitante perda de cromSforos gue absorvem em 280 nm (anéis aromé-

ticos de lignina).

TAB. 12 -~ Absortividades na regifo do U.V./visivel de ligninas de
Pinus radiata e P. radiata biodegradado por Chrysonilia sitophila
durante 3 meses (%) |

Comprimento MWL MWL LFA LFA

de onda Controle Biodegradada Dioxano Metanol

ABSORTIVIDADES (l.g~lem™ 1)

280 nm 18,9 17,8 13,8 10,2
310 nm 9,7 8,8 7.4 6.2
405 nm 0.3 0,5 0,7 : 0,5
420 nm 0,2 0,3 0,5 0,4

RELACOES DE ABSORTIVIDADE

280,310 1,9 2,0 1,9 1,8
280/405 59,1 36,9 20,1 20,9
280,420 86,8 50,6 26, 1 28, 3

(¥) O desvio méximo observado em determinagdes de absortividade para

ligninas & de 3% .
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IV.3.3.3.2 - Infra Vermelho: A atribuic8o de bandas de espectfos
I.V. de lignina tem sido feita astravés de estudos comparativos com mé«
delos, esendo que varios autores reportaram estas atribuiceBes. Hergert
L1871} compilou dados de I.V. de ligninag e dividiu-as em 2 grandes
grupos, como ligninas guaiacil e siringil-guaiscil. Nestes termos,
descrevemos as bandas observadas COmo segue:

3420 em~l: estiramento O-H, esta banda é composta de OH fendlico
e UH alifdético, sendo que o Gltimo normalmente aparece em NUMEro de
onda  malor, © gue deve justificsar a assimetria da banda observada em
nossc CAasO0.

2930 em—1: estiramento C~H sp9.

1730-17210 cm™1l: regifo de estiramento C=0 de carbonila nfo conju-
gada e Acidos carboxilicos.

1680 cm™1: estiramento C=0 de carbonila conjugada com anél aromi-—
tico e Adcidos carboxilicos cenjugados com o anél.

1800 e 1515 cm~l: vibrecio de anél aromitico.

1470-1450 cm~1: deformacsio assimétrica de C-H.

1430 em™1: vibracio de anél aromatico.

1270 e 1220 em~1: vibrac&o de anél tipo guaiacil com eabtiramento

1140 cm—1: deformagBio fora do planc de C-H aromatico do tipo
zualiacil.

1090 em~1: deformacio C-0 de alcool secunddrio e éter alifatico.

1035 cm—1: deformac@o no plano de C-H aromético de tipo guaiacil
: deformagdo C-0 de &lcool primério.

A partir dos espectros 1.V. das ligninas estudadas observamos que

' sbsorees entre 1730 e 1500 om~! apresentaram modificacBes signifi-

:ativas, conforme mostrado no ecdlculo das relacBes de bandazs para esta

egifo {(tabela 13)(figuras 43-46 - apéndice I).
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Estes resultados indicaram a ocorréncia de reagdes ‘envolveﬂdc
formac8o ou quebra de grupos carbonilas nio conjugados, &cidos carbo-
xilicos, & ~carbonilas além da degradacio de anéis aromiticos, porém
uma an&lise mais detlhada destas relacOes de bandas deve ser feits
considerando a determinacfo do teor das estruturas anteriormente cita—

das {(item IT1X.3.3.4).

TAB. 13 — Rela¢Bes de intensidade de bandas na regiio do Infra-
vermeliho de ligninas de Pinus radiata e P. radiata biodegradado

vor Chrysonilia sitophila durante 3 meses (%),

Bandas RelacBes de Intensidades

(em™1) MWL, MWL LFA LFA
Controle Biodegradada Diozano Metanol

1730/1510 0,24 0,24 0,34 0,78
1880/1510 0,37 0,40 0.51 0,78
18060/1510 0.85 0,54 0,58 0,82
1465/1510 0,686 0,61 0,70 0.85
1430/1510 0,61 0,57 0,80 0,70
127071510 1,14 1,18 1,23 1.25
1140,/1510 0,88 0,89 0,92 0,93

(%) O desvio méximo observado no calculo de relagfes de bandas I.V. em

agpectros de lignina & 12%

IV.3.3.3.3 - RMN-1H: 0s espectros de RMN-1H das ligninas estuda-—
las forneceram as integra¢Ses porcentuails mostradas na tabela 14 (fi-
suras 47-50 - apéndice I). A atribuicdo de cada regifio de deslocamento
‘01 determinada baseando-se en espectros de compostos modelo de ligni--

12 reportados na literatura [Lenz, 1968].
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TAR. 14 - Pozrcentagen de prdtons (RMNwlﬁ) de ligninaé de Pinus radiata
a2 P. radiata biodegradado por Chrysonilia sitophila durante 3 meses(*}
Deslocamento Abtribuigdo Porcentagem de prdtons
(ppm) MWL MWL LFA LFA
Controle Biodegradada Dioxane Metanol

7.3 - 6,3 aromatico & 15,5 + 1.1 12.5 + 6,1 i3.8 2,4

ot-vinila

5,3 - 5,75 f -vinila e 4,5 + 1,5 3,0 + 0,3 2,4 2,3
oL - 1

5,75 — 5,2 L - 3 2,8 + 1,1 2,7 + 0,6 2,4 2,8

5.2 - 2,5 o= 2:4 ;% 37,5 £ 3,6 37,6+ 2,4 35,3 28,3 .

e OCH3 | |

2,6 - 2,1  acetoxi 6,8 + 0,3 6,3 + 0,4 6,0 6,0
aromatico |

2,1-— i,8 acetoxi 23,3 + 5,3 21.5 + 0,1 24,9 22,56
alifatico

1,6 ~ 0,0 H ligado a 9.8 + 5,4 14,5 + 3,5 15,2 29,6
—C-CHo~C-

(%) Denomina¢ic de prdtons: « -1 = prétons ligados a C-™ em estrutu-
ras ﬁ - (-4 (figura 5% - apéndice II).

X -2 = prétons ligados a C~o0 em estruturas pinoresincl (figura
56 — apéndice 11}.

-3 = protons ligados a C-o em estruturas fenil-cumarano (fi-—

gura 57 - apéndice I1).

Quando comparamos as porcentagens de protons das ligninas biode—
gradadas com a MWL controle podemos observar diversas modificacBes es—

truturais, conforme descrito a seguir.
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A MWL Dbilodegradada apresentou diminuicdo de pfétons arométié&s
e/ou L~ vini licos.

A reacdo de acetilagfo da lignina introduz grupos acetila aos
grupos OH alifiticos e aromiticos, sendo gue estes gsinais (apds aceti~
lagdo) tornam-se distinguiveis no RMN-1H [Lenz, 1968]. Desta forma pu-—
demos observar que o8 grupos OH aliféticos e OH arométicos nio sofre—
ram modificacd8o significativa na MWL biodegradada, conforme evidencim—
do pela integra¢§o dos grupos acetoxi. Também a regido de prétons li-—
gados a carbonos saturados e prétons de grupos metoxila (5,75 - 2,5
ppm)} ndo apresentou mudanca significativa.

Para a LFA-Dioxano as modificagfes maié significativas envolveram
a diminuic8o de prdtons arométicos e/ou & - vinila e ﬁ - winila e/ou
ol —- 1.

- No caso da LFA-Metancl, a diminuicso da porcentagem de prétons
aromaticos e/ou ol - vinila; B - vinila e/ou - 1 ed~ 2, B % e/oun
OCHy foi bastante significativa. Outra modificacfio significativa foi o
aumento de protons abaixo de 1,6 ppm (tabela 143.

Como no caso da andlise dos espectros I.V., a interpretagio dos
espectros RMN-1H deve ser feita considerando outras evidénéias de mo-
dificacdes estruturalis das ligninas estudadas, conforme mostrado pela
determinagi8c do teor de grupos funcionais {item IV.3.3.4).

IV.3.8.8.4 -~ RMN-13C: 0s espectros de RMN-13C das ligninas estu—
dadas foram analisados e aos sinais observados foram atribuidos inten—
sidades variando entre muito forte e muito fraco, conforme utilizado
previamente por varios autores [Chua e col., 1982; Haider e col.,
1985; Robert e Chen, 1989; Tai e col., 18%80].

Os sinais observados, suas atribuigBes e intensidades estfo mos—

tradcs.ﬁa tabela 15 (figurass 51-54 ~ apédndice I1).



TAB. 15 - Sinais observados em espectros RMN-13(C de ligninas de Pinus
radiata & P. radiata biodegrdado por C. sitophila durante 3 meses (%),
N  Deaslocamento Intensidade Obeervada Atribuicdo
A ppm) MWL MWL LFA LEA
Controle Biodegradada Dioxano Metanol
1 193,4 mf mf mf - C-® /G-CH=CH-CHO
2 188.,5 inf mf mf - C-eL /G-CHO
3 180.0 mf - f - COOH aliféatico
ou orto-guinona
4 171.4 - mf m m C=0/L-0~CH5—-COOH
ou L-CHo-CHo~COOH
5 170.8 £ £ mf £ C=0 acetil alif.i
6 189,7 - mf mf mf C=0 acetil alif.2=
T oO167.,1 - mf mf mf C=0/COCH aromé&tico
2 156,98 mE " mf mf mf C~4/p~hidroxifenil
g 153,0 mf mf mf mi C~3/G~-CHO
i0 151.1 £ f il mf C-3/G acetilado
il 149.8 mf mf mf mf C-3/G
12 148.,4 mf mf mf mf C-4/G~p-aril-éter
13  140.,2 - mf mf “mf C-1/G-CHo-CHo~1
14 138,7 mf mt mf mf C~1/G~CHp~0Ac
15 133,3 - mf e mf ndo determinado
is 131.5 mf m m £ C~1/G-eterificado
17 129,3 mf m m £ C-5/G e/ou C-de C—f
em G-CH=CH-CHO
18 122.5 mf mf £ mf C-5H/G~acetilado e
] ' C-A/G~CH=CH~CH»0AC
19 120.,3 £ mf mf mf C-8/G
20 114.,5 mf mf mf mf C-5/G-eterificado
C~B/tipo G-4-0-G-5
21 111.8 mf mf mf mf C-2/G ‘
22 83,2 - - mf - G-l / X ~Eteres
23 80,0 mf - mnf mf C~-f /P ~aril-éter
24 70,1 - - - mf C-oL /L-CH_OAC
25 88,3 mE mf m mt C/-CH~0Ac efou
CHy /L-0~-CHo-COOH
26 84,5 mf mf mf mf C~% /-CH>0Ac
27 62,3 mf mf mf £ C-% /P ~aril-éter
CHo/~-CH»OAC '
28 56,1 E F ¥ F OCHg~arcmitico
29 5G,7 - mf - tof C-A /fenilcumarano
a/0u egtruturas Bl
30 42,5 mf mf mf - C~« fpinoresinol
31 38,8 - m m mf C~el /pincresinol
32 34,1 - - mf mf ~CHg-
33 32,2 - mf mf m C-%/G-CHyCHoCH-0AC
34 28,7 m ME MFE MF -CHo~/G~C5~CHo~C5~G
-CHg-/alquil sat.
35 27,5 - - - f ~CHo~
35 24,8 £ m mf mf ~CHg~ ; ~CH3z e/ou
C-pB /L-CHp~-CHo~CHg
37 23,1 - m m m ~CHy~ alquil sat.
38 21,1 MF MF MFE  MF  CHa/acetil =
R " CH3m2?fG*CHQCHZCH3
(*}) INTENSIDADES: wf = muite fraco: f = frace; m = médioc; F = forte:
MF = muito forte. G = unidade guaiamcil. L = lignina.

81



82

Como ;waferencial fol utilizado o sinal de carb&nos de‘grupos ﬁéw
toxila, aos quais fol atribuida a intensidade “forte™.

" 0Os sinais em 171,4 prm somente estio presentes nas ligninas de
madeira biocdegradada indicando o aparecimento de grupos carboxilicos
nas cadeias laterais destas ligninas.

O sinaihem 38,9 ppm aumentou de intensidade nas MWL biodegrada e
LFA-Dioxano indicando a resisténcia de estruturas tipo rinoresinol
(figura 58 — apéndice I) & biodegradag8o. No caso da LFA-Metanol esta
observagdo n&o ocorreu,

0 aumento na intensidade do sinal em 32,2 ppm na LFA-Metanol in-
dicou o aumentb da proporg8c de carbonos séturados na cadeia lateral
desta lignina. Também 0 aumento na intensidade dos sinais em 29.7;
27,5; 23,1 e 14,1 ppm em todas as ligninas de madeira biodegrdada in-
dicaram o aumento na proporgdo de carbonos saturados naslcédeias late-
rais.

IV.3.3.4 - Andlise de Grupos Carbonilas, Hidrokilas, Metoxilas e
An&lise Elementar das Ligninas Estudadas: A andlise elementar foi fei-
ta em quadruplicata para a MWL controle e em triplicata para a MWL
biodegradada e indicou boa reprodutibilidade rara os teores de carbono
e hidrogénio (desvio méximo de 3,7% para carbono e 1.8% para hidrogé-
nio). No entanto estas anilises té&m indicado um teor de nitrogénio va-—
ridvel entre 0,3 e 2,1%, com pouca reprodutibilidade (extremos de
0,33% a 1,48% na MWL controle analisada em gquadruplicata). Consideran—
do incomum a presenga de teores maiores que 0,2% de nitrogénio em lig-
ninas {Chen e Chang, 1985: Kirk e Chang, 1975; Lai e Sarksnen, 1981] e
a baixa reprodutibilidade dos resultados obtidos para este elemento
nas andlises em guestfo, foi desprezado qualquer teor de nitrogénio__

bbééfﬁé&o'é”célculade 0 teor de oxigénio como 100% —(%C + wH).
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A partir das porcentagens de cada elemento foram calculadas as
férmulas minimas para as ligninas estudadas com base em estruturas fe-—

nil-propano (Cg), conforme mostrado na tabela 18.

TAB. 18 - An&lise Elementar e Férmulas minimas com base em estruturas
fenil-propano (Cg) das ligninas de Pinus radiata e P. radiata

biodegradado por Chrysonilia gitophila durante 3 meses

Lignina % C % H % 0 Formula - Peso

_ Minima (Cg) Molecular
MWL Controle 58,8x2,2 5,7+0,1 35,5i2,3 CgHip,304,1 183,8
MWL Biodegradada 60,8+0,5 5,8+0,1 33,8+0,68 CgHg 903, 8 178,9
LFA-DIOXANO - 58,7 6,7 | 34,6 CoH12,204 .0 184,4
LFA-METANOL 54,1 8,7 39,2 CgH13,404.9 200,0

A LFA-Metanol apresentou um sumento de 3 hidrogénios e 1 oxigénio
para cada estrutura fenil-propano. Este resultado & tipico de proces—
08 oxidativos de biodegradasfio da lignina, nos gquais ocorre a incor-
poracdo de oxigénio atmosférico ou de dgua [Chen e Chang, 1985; Craw-—
ford e ecol., 1982). No entanto, Chen e Chang [1985] tém ressaltado que
algumae ligninas obtidas de "BIRCHWOOD" biodegradado por P. crhysospo-
rium apreszentaram menores proporeles de oxigénio com relagio a MWL
ontrole, indicando gue a combinagio de processos oxidativos e reduti-—
o podem ocorrer durante =z biodegradagdo. Também a identificag8o de
‘ragmentos de lignins diferenciados apenas pela presenga de grupos CO-
JH e CHpOH tem indicado este cardter oxidativo e redutive da biodegra-
lac8o [Chen e Chang, 1985]. Neste agpecto podemos obsegvgr_que a lig-
1iﬁémﬁﬁtmdétP;m}a&iéﬁa.Biééégéédéaé.ﬁéo apregentou incorporagfo signi-

‘icativa de oxigénio com relagBo a MWL controle. No caso da LFA-Dioxa—
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no ocorreu aumento de 2 hidrogénios por cada unidade fenil Propanc sem
concomitante ineorporaﬁ;é§ de oxigénio, evidenciando de=ta forma o ca-
rater redutivo de algumas etapas do processo de biodegradacgio.

Cs resultados obtidos para a anidlise de grupos funcionais estdo

mostrades na tabela 17.

TAB. 17 - Grupos Funcionais de Ligninas de Pinus radiata e
P. radiata Biodegradado por Chrysconilia si tophila Durante 3 meses (%)
VARIAVEL LIGNINA

MWL Controle MWL Biodegradada LFA-Dioxano LFA-Metanol
% $-OCHz 12,2 (0,71) 11,7 (0,87) n.d. n.d.
% g-ou 2,1 (0,22) 2,1 (0,22) 2,2 (0,24) 1,4 (0,18)
oé»»C:O,ﬁd—DCHg 0,083 (0,045) 0,075 (0,050) 0.080 (--) 0,052 (--)
'X‘—C_:O/,@fw-OCHg 0,021 (0,015) 0,025 (0,017) 0,026 (~-) 0,018 (~-)
0(-—45 insaturada '
(*) n.d.: nfo determinado; entre parenteses estfo citados o8 wvalores

de nUmero de grupos funcionais por unidade fenil-propano (Cg).

A MWL bicdegradada apresentou um aumento no teor de o -carbonilas
com relagdo ao controle. Hste resultado analisado em conjunto com as
relagfes de bandas no I.V. (tabela 13) mostram que para a MWL biode-
gradada o aumento no teor de ®- carbonilas acompanha o aumento da re-
lag8o 1880/1510 em~ 1, indicando que neste caso a principal reacgHo
dcorrida foi a formag8o de ® - carbonilas e nfo a abertura de anéis
arométicos. A concordéncia entre a nZo modificac8o no teor de B - car-
gonila—-a(-ﬁ insaturadas na MWL biodegradada (tabela 17) e a manutencio
la relag8o em 1730/1510 cm~! (tabela 13), bem como a pequena gueda de
ibsortividade em 280 nm {(tabela 12), - fortalecem a sugest8c da nSo

ibertura de anéis aromidticos desta lignina. Neste sentido, a diminui-
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¢80 na porcentagem de prdtons na regifio 7.3-6,3 prm aa MWL, biodegrada—
da (tabela 14), pode ser atribuida a diminuig¢8o no teor de prétons
o-vinilicos.

0 aumento na intensidade dos sinais entre 289,7-14,1 ppm no
RMN-13C (tabela 16) sugerem a possibilidade da formag8o de novos capr—
boncs saturados nas cadelas laterais da MWL biogdegradada.

Uma reacfo caracteristica para a abertura de ocdﬁ insaturacdes
de ligninas . causada pela degradacio ror fungos de decompoaig%o‘bran—
ca, & a guebrada da dupla ligacfo e concomitante Formac8o de um diol
[Chen e Chang, 1885]. Como n8o foi observado um aumento significativo
de hidroxilas alifiticas na MWL biocdegradada (tabels 14}, poderiamos
sugerir uma reagdo para a formaglo do diol, seguida da oxi-dacéo do &l-—
cool da posicio para um grupo carbonila. Esta dltima estrutura pode-—
ria ainda permanecer estdvel ou perder os carbonosﬁ e (p.e. OH-
CszHQOH,} conforme Jji demonstrado para a biodegradas8o de compostos
modelo de lignina, por fungos de decomposiglo branca [Kirk, 1987].

Ainda, & néc despolimerizacio efetiva desta fragciio de lignina
biodegradada sugere gue ndc ocorreram reactes extensivas envolvendo a

quebra de ligagfes entre unidades fenil-propano, como ﬁul e @ -0-4.,

A LEA-Metanol apresentou uma diminuic#o no teor de & - carbonilas
e %~ carbonilas—o(-ﬁ insaturadas conforme mostrado na tabela 17. Neste
caso observamos que a diminuic¢8o no teor de « - carbonilas ocorre Jjun—
tamente com © aumento significativo da relacBo 16680/1510 em~1 (tabela
13). Este fato pode ser atribuido a um efeito conjunto onde occorrersm

a formagfo de Acidos carboxilicos (absorclo na regifo de 1730 -~ 1850
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Outro forte indicativo da abertura de anéis aromidticos na LFA—M‘e-—'
tanol € a oguaeda _aignificaﬁiva na absortividade em 280 nm (tabela 11).
Este tipo de reaglio tem sido proposta como um dos mecanismos da degra-—
iacdo de anéis aromdticos em ligninas biodegradadas por fungos de de-—-
zomposicdo br-anca {Chen e Chang, 19857].

Outra rrossibilidade é a formacgSo de grupos carboxilicos nas ca-
deias laterais,. conforme sugeride pelo aparecimento &e sinals em 171.,4
ppm no RMN-13C (tabela 18).

No caso da diminuiedo de [ carbonilas ~ 4 —ﬁ —insaturadas pode
ber ocorrido a quebra de o - @ insaturacio e ndo a diminuig8o de &
zarbonilas, poisf~Cz=0 ligadas a carbonos saturadog nao sofrem redu-
780 nas condigfes de endlise utilizadas {fitem 111.3.4.8).

A diminuig8oc de prdtons aromiticos e/ou AL -vinila e ﬂr -vinila
z/ou o -1 {tabela 14), sugere além da abertura de anéis saromdticos
também a guebra de M*ﬁ insaturagfes. A formag8o de novos carbonos sa-—
turados nas cadeias laterais &€ corroborada pelo aumento significativo
ie sinais entre 38,9~14,1 ppm no RMN-13C. Também a formagio de estru-—
turas  tipo ~C~CHp-C- nas cadelas laterais desta lignina é corroborada
relo aumento da porcentagem de prdtons na regific abaixo de 1,8 ppm no
MN-1H

Os teores de hidroxilas fendlicas somente foram significativamen—
e alterados na LFA-Metanol (tabela 17) e pode estar associado com a
formag8o de <Quinonas, conforme sugerido pela andlizse das absortivida-—
ies no U.V./Visivel (tabela 12).

A diminuig8o de protons na regifio de 5,2-2,5 ppm (RMN-1H, tabela
L5) deve ser atribuida exclusivamente a diminuic8o do teor de metoxi~
Las, ja& gue os prétons tipoo -2, pa s l}.gados a carbonos saturadog de—

rem ter dumentado conforme ev1denr~iado pelo eapectro RMN 13¢. Reaqées

le desmetilag8o podem ter ocorrido seguidas da formacZoc de metancl e
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quineonas [Kersten e col., 198571, conforme sugeridec pela detecglo ‘de
metanol nos <aldos de cultivo (item IV.3.3.4) e de quinonas através da

espectroscopia U.V, /Vieglvel (tabela 12).

A LFA-Dioxanc apresentou uﬁ aumento na relagfo 1660/1510 cem—1
{tabela 13) seguido da ndo formacfo de « - carbonilas, conforme mos-—
trado na tabela 17. Também o aumento da relaclo 1730/1510 em~1 ngo foi
seguido do  aparecimente de %\*C:O~m-—@ ingaturadas. Neste caso uma
reagldo esperada € a abertura de anéis aromiticos de maneira semelhante
ao obvservado para a LFA-Metanol, porém em menor extensido, JA que a
diminuicdc de prdtons aromidticos no RMNwlﬁ.néo foi aignificativa {ta~—
bela 15).

A principal reac8o esperada na LFA-Dioxano & a formaclic de Erupos
carboxilicos nas cadeias laterais (aparecimento de sinal em 171.4 ppm
no RMN-13C). ReacBes que levam a formacdo de carbonos saturados nas
cadelas laterais também devem ter ocorrido, conforme evidenciado pelo
aumento na intensidade de sinais de carbonos saturados no RMN-13¢
(34,1 - 14,1 ppm).

As evidénclas de reagdes ocorridas nas LFAs envolvendo os carbo-
nes das cadelas laterais e os baixos pesos moleculares médios observa—
dos  (B87 na LFA-Dioxano e 753 na LFA-Metancl) sugerem guebras entre

unidades fenll-propano tipo F>—1 e §3—O—4.

IV.3.3.4 - Estudo dos SBub-produtos da Biodegradac8o de P. radiata
por (. gitophila Durante 3 meses: A figura 27 mostra a eluigao do ex-—
trato-CHyCly  do caldo de cultivo em coluna com Sephadex LH-20, indi-

ando a presenga de compeostos com pesos moleculares inferiores a 400.
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EXTINGAO EM 275 nm

I i
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VOLUME DE ELUICAQD (mR)

FIG. 27 - Permeac8o em gel SEPHADEX LH-20 do extrato~-CHoClo de caldos
de cultivo obtidos na biodegradag8o de Pinus radiata poyr Chrysonilia
sitophila durante 3 maeses.

Solvente Dimetilformamida 0,83 ml/min (item 111.3.3.4, P.39).

A andlise cromatogrifica (CLAE) dos extratos-CHgCls, indicaram a
presenga de compostos com absorg8o em 280 nm (figura 28). Pode—se obh-—
servar que alguns mondémeros modelo de lignina injetados como padrdo,
apresentaram tempos de reteng8o maiores que agueles observados pars
compostos do extrato-CHpClo. Como a anilise cromatogrifica foi desen-—
volvida em uma coluna C-18 (apolar)., o aparecimento de compostos com
tempo de retencdo menor que o aldeido e o dcido veratrilico {figura
28),.indiéa a presenga de compostos mails polares {(saem primeiro em co—

lunas apolares C-18) no extrato-CHoCls.
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Estes compostog estariam portanto mais oxidadés que o8 modeios
citados anteriormente, Como Jé& demosntrado por Chen e col. [19821 que
detectou a presensa de compostos dicarboxilados no anel aromitico
quando analisou sub-produtos da degradac8o de madeira “"spruce" ror P,
Chrysosporium através da técnica de CG/EM. O tempo de retengéo obser-
vado ©para o Acido ftadlico, injetado como radrio, também reforga a su-—
gestdo da presenga de fragmentos dicarboxiladosz no ahéi aromatico (fi-—

gura 28).

ol 40T
PO }ERCT’N ;9“;.._ uTos)

e : '::_" bl pt s S s fite 4

FIG. 28 - Cromatograma (CLAE) do extrato-CHpCls de caldos de cultura
sbtidos na bilodegradacso de Pinus radiata por Chrysonilia sitophila
durante 3 meses. Colunaj}bBondapak C-18, solvente acetonitrila/dgua

(1:8 com 1% de &cido acético) 1,0 ml/min (item 111.3.4.2, p. 38).

Os destilados cobtidos dos caldoa de cultlvo mostraram a prpaenga o

ié“'metanol e etanol 1dent1ficddgs por cromatografia gasosa (figura

30). A presenca de metanol em culturas obtidas da bilodegradacioc de ma-—
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deira tem sido atribuida a desmetilagc8o da lignina, sendo éue poste-—
riormente este metanol pode ser utilizado pelo fungo para a produgfo
de 'perdxido de hidrogénio {(necessirio bara a ag8o das lignina-peroxi--
dases), através da aclo de metancl-oxidases [Eriksson, 1987b]. A de~
tecgdo de etanocl e metancl também tem sido reportada para a degradacio
de lignina marcads com 146, comprovando que o metanol & proveniente da

lignina e o =tanol da fermentac3o de glicose [Ander e Friksson, 198571.
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FIG. 29 - Cromatogramas (CG) dos voldteis obtidos na biodegradacio de
Pinus radiata por Chrysonilia sitophila durante 3 meses. |
(a) Cromatograma dos voliteis obtidos por destilacBo dos caldos de

sultura sem madeira; (b) idem "a" porém de culturas com madeira; (c)

tdem "b" contaminado com metanol; (d) idem "b" contaminado com etanol.

soluna LM-100/Polietilenoglicol, Ny 4.1 ml/min (item 1I1.3.4.2, p. 38)
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E interessante ressaltar que a relacdo de metancl/etanol nos des-—
tilados de caldo sem madeira & 1:25, enquanto que para as culturas
contendo madeira & 1:7, indicando realmente gue o metanol encontrado

foi proveniente do processo de degradag8o da madeira.

A compilacdo dos resultados da andlise das ligninas estudadas e
dos fragmentos liberades no caldo de cultura, tém proporcionado a pos-—-
sibilidade da sugestio de algumas reagdes que devemn occorrer durante a
biodegradag8o de lignina “"in situ” ror C. sitophila. Desta forma des-—
crevemos abaixo um resumo das modificaedes cobservadas para cada ligni-
na Dbiodegradada, seguidas das evidéncias analiticas que levaram a es-—
tas conclusdes e as resqgdes propostas para o processe de bicdegrada—

GEO.

MWL de P. radiata Biodegradado
- Aumento do teor de X~ carbonilas {andlise de grupos funcionais;I.V.)
- Abertura de Ci~63 insaturacdes (U.V. 280 nm; RMN-1H; I.v.)
- N8o abertura de anéis arcmiticos (I.V.; U.V. 2B0 nm:; andlise de gru—
ros funcionals: RMleﬂ).
- Aumento de carbonos saturados (RMN*iSC},
- Diminuigdc de metoxilas {andlise de grupcs funcionais).
- Nio modificac8io no teor de hidroxilas aromiticas e alifaticas (an&-
lise de grupos funcicnais; RMN*iﬁ).
- N&o modificag8o no teor de oxigénio, carbono e hidrogénio (snélise
elementar)

~ Manutenc8o de alto peso molescular (distribigdo ds P.M./LH-80)
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ESQUEMA I - Reac8o propdsta:

CHOH
—OH HC—OH CH,OH
CHz i
HC—OH HC=O
OCH, i‘ow; ”lf OCHz
oL

LFA-Dioxano

~ Abertura de bi~‘ﬁ insaturagles e aneis aromaticos (U.V. 280 nm; I.V.
RMN-1H; RMN-13C e andlise de grupos funcionais)

- TFormacdo de grupos carboxilicos (I.V.; anilise de grupes funcionais
e RMN13C),

-~ Incorporagdo de 2 &4tomos de hidrogénio/unidade fenil-propanc (anédli-
se elementar).

- Aumento de carbonos saturados nas cadeias laterais (RMNulSC}.

- Formag8o de gqQuinonas (U.V./Visivel; metanal noe caldo)

- Despolimerizagdo (Distribui¢8c de P.M./LH-20)
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ESQUEMA Il - Reag3o proposta

HOCHy QWM yooc  QCHs

| ]
HO%H;{ O@S HQC“"O f i }gz(:_-o if
HC—O=\ 4 L + |
HCOH = HC=0 ' COCH
O OCHz @OCHs @oc:ﬁ?,
ot OL oL

LFA-Metanol
- Abertura de anéis areméticcs:ad)-@ insaturacdes (U.V. 280 nm; I.V.;
RMN-1H; RMN#iSC g andlise de grupos funcionais)
- Formac3o de grupos carboxilicos (I.V.; andlise de grupos funcionais
e RMN13C)
~ DiminuigZo de ol- carbonilas e ¥ - carbonilas -4 ~f5 —-insaturadas
{andlise de grupos funcionais)
-  Incorporacio de 3 Adtomos de hidrogénio e um de oxigénio/unidade fe-

nil-propane {anadlise elementar).

1

Aumento de carbonos saturados nas cadeiss laterais (RMN—lBC).

Diminuicio de metoxilas (RMN-1H e RMN-13C - analise indireta)

1

Formaclo de guinonas (U.V./Visivel; metanol no caldo)

Despolimerizacdo (Distribuiefic de P.M./LH-20)
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ESQUEMA V ~ Reacso Proposta
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V - CONCLUSOES

-~ Foram otimizadas as principais condicBes de cultivo para (. si-
tophila utilizandc celulose como fonte de carbono.

~ A composigdo quimica do micélio de €. sitophila foi determinada
g avaliado gque este Ascomiceto tem umn potencial para‘a producio de
proteinas unicelulares.

- Foram avaliadas as condicBes de cultivo onde (. sitophila pro-—
porciona a maxima deslignificacio da madeira P. radiata, indicando a
necessidade da adig8o de um co-substrato {glicose) para a ocorréncia
de deslignificagido seletiva.

H

- O mecanismo da degradaclo de lignina "in situ” foi estudado e
indicou que (. sitophila proporciona reagBes de biodegradagic seme—
lhantes as propostas para a biodegradagio de lignina por fungos de de-—
zomposicdo branca, tais como: clivagem Cy - Cﬂ & ﬁ ~O-aril.

Estas reagdes foram evidenciadas através da andlise de modifica—
:8es na estrutura das ligninaé de F. radiata biodegradado, onde con-—
zluimos sobre o aparecimento de novas subestruturas contendo &Acidos
rarboxilicos e novos carbonos saturados tipo C-CHg~C nas cadelas late-

rais das ligninas. Também processos envolvendo a abertura de ol —ﬁ in—

saturagbes e anéls aromidticos foram evidenciados.
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APENDICE I - Espectros e fTiguras utilizadas péra o célculo de

rropriedades fisicas e guimicas da madeira e lignina.

Calculo do valor da Energia de ativacio aparente (Eg) para a pi-

rélise de madeira na faixa 210 - 330°0C:

-Pirélise segundc cinética de 15 ordem: - dM/dT = k.M
onde: M = massa de madeira & temperatura T:
k = constante de velocidade.

~ Como k pode ser descrito pela equacio de Arrhenius:
k¥ = Z e E/RT
onde: E = energias de ativagHo; R = constante dos gagea;

T = temperatura ¢ Z = fator pré-exponencial.

- Ent8o - dM/dT = (2 . e~E/RT . M) ou
In (- d 1In M/dAT) = ln 2 - E/RT

- Graficando In (- d 1In M/dT) versus 1/T —> inclinag8o = -~ E/R.
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M/ 47 )

in (-8 1n

T ! T 5 ‘
16 : 17 18 19 20 21
1wt /T or)

THE REGRESSION POLYNOMIAL OF LINE 1 -

{ 1.063E+Q1) + (~9.631E-01)%X
THE VARIANCE - 1.BB1E~02

FiIG. 30 - Gréfico dos valores de 1In (~ 4 1in My dT) versus 1/T obtidos

a partir do termograma da madeira de Pinus radiata controle.

Célculo do valor da Energia de ativag8o aparente (E3) para a pi-

rélise na faixa 210 - 3300C:

Inclinag8o = - E,/R

- 0,96b61 . 1,8872 cal/mocl.K = Ea = 1,82 cal/mol

Eg = 19,2 Keal/mol.
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FIG. 31 - Grafico dos valores de 1ln (- d ln M/ dT) versus 1/T obtidos

a partir do termograma da madeirs de Pinus radiata biodegradada por

Chrysonilia sitophila durante 15 dias.

Calculo do valor da Energia de ativagB8o aparente (Ez) para a pi-

rélise na faixa 210 - 330°0(C:

“Ea = 23,4 Kealrmel



106

100.000
I
N
o
G
<
3
B 10.000
= -
= ]
(o]
2 )
m -y
4]
d
1.000 ; i f , ,
10 25 40 55 70 85 100

VOLUME DE ELUICAD (mi)

THE REGRESSION POLYNOMIAL OF LINE 1 -

{ D.169E+00) + (-2.69FE-02)%X
THE VARIANCE - 1.379E~03

?ié.ISQIQHIéufﬁa de.caiibra¢§6.dé coiﬁﬁa Seprhadex LH-60 utilizando

roliestivencs como padrdes.
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FIG. 33 - Curva de calibra¢fo da coluna Sephadex LH-20 utilizando

compostos modelo de lignina como padrfes (Nogueira, 18980).
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Cédlculeo do teor de grupos carbonilas (estruturas acetogualacona e

~oniferil-aldeido) por espectroscopia U.V. diferencial:

Célcule do AE310 nm © 2E342 nme

A Ex10 nm = Azino x P.M. para Cg em questio/c
AEz42 am = B340 x P.M. para Cg em auestio/c
onde: Azi0 & A3zqp = Absorbincia em 310 & 342 nm respectivamente.

c = concentragfo da amostra(e/i)

Resolucd3o de Z eguagdes - teor de carbonilas:

10.500X + 9400Y

it

AE310 nm
AEaqs pm = 19.800X + 2020Y

onde: X = n% de ®-carbonilas- Q{—ﬁ—insaturadas (figufa 59).
Y = n% de o -carbonilas (figura 58)
Indices numéricos das eguagdes = valores obtidos a partir
da determinacioc de c:arbcnilas em compostos modelo de ligi’xi-

na (acetoguaiacona e coniferil-aldeido - figuras B8 e 59).
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FIG. 35 - Espectro U.V. diferencial utilizado para a determinagso

ror Chrysonilia sitophila.

de carbonilas na lignina "MWL" de Pinus radiata biodegradado
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FIG. 386 - Espectro U.V. diferencial utilizado para a determinacg3o

de carbonilas na lignina "LFA-Dioxano" de Pinus radiata

biodegradade por Chrysonilia sitophila.
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FIG. 37 - Egpectro U.V. diferencial utilizado para a determinagio

de carbonilas na lignins "LFA-Metsnol” de Pinus radiata

bicdegradado por Chrysconilia sitophila.
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Calculeo do teor de hidroxilas aromdticas por especiroscopia Ug.v.

diferencial:

% P~OH = Ay % 0,182 / ¢

onde: A3 = leitura da absorbaéncia em ZB0 nn contra linha base.
0.192 = fator correspondente a absortividade média de 14
compostos modelo de lignina com teor de ¢-OH conhecidos.

o = concentrac8c da amostra em g/l.

N® ¢-OH/Cg = P.M. para Cg em questBo x % #-OH

(17 = 100)

onde: 17 = peso molecular do fragmento OH.



Mhel
[ ) .

e

iyt

et

Frnlp

AT
e

Fonls e
Beun

I |

g

——

e,
Wl
[y

L'}

F oty

v
i
L

Lol |
L

Trace: i
Gbsorhance mode
Ord Min —~{}, 100
Upper Wl T20.0 nm.
Baseline {orrected

. Banﬁwidtﬁ

Ord Max
Lowsr Wl

1.0 nm.
0. 400
220.0 nm.

Time Constant 0.3 sec

Scan Speed

1000 ne/min.

i ]

LM |
Wl

Lec
s

ey B
e,

[ s |

F
W |
| gt

FIG. 38 -~ Espectro U.V. diferencial utilizado para & determinacio de
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FIG. 38 - Espectro U.V. diferenciallutilizado para a determinagio

de hidroxilas fendlicas na lignina "MWL" de Pilnus radiata

biocdegradado por Chrysonilia sitophila. )
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FIG. 40 - Espectro U.V. diferencial utilizado para a determinag8o

de hidroxilas fendlicas na lignina "LFA-Dioxano” de

Pinus radiata biodegradado por Chrysonilia sitophila.
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O FIG. 41 - Espectro U.V. diferencial utilizado para a determinacio

de hidroxilas fenélicas na lignina "LFA-Metanol" de

Pinus radiata biodegradado por Chrysonilia sitophila.
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FIG. 42 - Kit para determinacio de metoxilas

Reacles envolvidas na determinacBode metoxilas
I) Balfo de reacdo: Lignina-OCHz + HI —=» Lignina-OH + CH3I
11) Bureta receptora: CHzl + Bro -— CHzBr + IBr

IBr + 2 Brg + 3 HpO —» HIO3 + 5 HBr
111} Frasco de titulagfio: HIO3 + 5I° —» 3 I5 + 3 Hy0

1V) Finalmente o Iz & titulado com tiossulfato de sdédio.

Calculo do teor de metoxilas

% OCHz = Vol. Tiossulfato (ml) x N (tiossulfato) x 0,00517 x100

Massa de lignina (g)

it

onde: 0,005617 (P.M. OCH3)

(1000 x n® Atomos de iodo formados nas reacdes)

= 31 /1000 % 6
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FIG. 47 - Espectro RMN-1H de lignina "MWL" de Pinus radiata controle
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EXP1  PULSE SEQUENCE: S2ZPUL
DATE BZ-15-31

SOLVUENT  COOL 3

FILE H

OBSERVE PROTON

FREGUENCY 208.875 MHZ
SPECTRAL WIDTH 4588.5 HI
ACG. TIME 1.778 SEC

PULSE WIDTH 5@ DESREES
AMBIENT TEMPERATURE

NG. REPETITICNS 148

DOUBLE PRECISION ACGUISITION

DATA PROCESSING .

FT SIZE 1BK

DISPLAY

WIDTH OF PLOT 18.5 PPH

START OF PLOT ~-@.5 FPM - P

TOTAL TIME 4.4 MINUTES

o,

r T T : et - " . N i 1,

18 PFPM =

FIG. 48 - Espectro RMN-1H de lignina "MWL" de Pinus radiata

biodegradado por Cbrysoniiia sitophila
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EXF3  PULSE SEOUENCE: SIPUL

OaTE  11-85-90

SOLUENT  CDRCLE

FILE H

OESERVE PROTON
FREQUENCY Z82.875 MHZ
SPECTRAL WIDTI ;
a0, TIME 2,8 |
PULSE WIDTH
AMBIENT TEH
WO, REPETIT
OOURLE PREC .

naTa PROCESS /,ff
FT SIZE 32K .

DISPLAY Jt
WIOTH OF PLOT 14.5 FPM S
START OF PLOT -0.52 PPM {

ToTAL TIME 12.8 MINUTES //;

f,ﬂf’ﬂ# i
/ =
/ Ao
A Ao
T S, : 2N P
AN TN
t = [ i 1 1 T 7 r : : —. ! . - 3 o
13 FFPH z

FIG. 49 - Espeotro RMN-1H de lignina "LFA;Dioxano” de Finus radiata

biodegradado por

Chrysonilia sitophilia
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EXPZ PULSE SEGUENCE: S2PUL
DATE 119538
SCLVENT  COCL3
FIiE H
OBSERVE PROTON
FREQUENCY 300.975 MHZ
SPECTRAL WIDTH 5000.2 HI
ACQ. TINE 3.002 SEC
FULSE WIDTH 45 DEGREES
AMEIENT TEMPERATURE
NO. REPETITIONS 256
DOUBLE PRECISION ACQUISITION
DATA PROCESSING
FT SIZE 32K
DISPLAY
GIDTH OF PLOT 14.5 EPHM 7
START OF PLOT -8.52 FPM /
TOTAL TINE 12.8 MINUTES | P {
o , ]
[ 7
| fxff/{ E/Ai
, . .
/ A A
,,—r“}i. f 3 *L *,g B
M:w-ﬁf\\mﬁﬂmwf’" \k%_:,f,;,fi ‘
T T : ; T T A T ] e [
12 FFEN & 3

_ FIG. B0 - Espectro RMN-1H de lignina “TLFA-Metanol' de Pinue radiata. ...

biodegradado por Chrysonilia sitophila
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EXPS  PULSE SEQUENCE: SZPUL
DATE &1-16-31
SOLVENT CDBCL3
FILE G

OBSERVE CARBON
FREGQUENCY 75.4852 MHZ
SPECTRAL WIDTH 18781.7 HIZ
ACG . TIME 2.8 SEC
PULSE WIDTH 45 DEGREES
AMBIENT TEMPERATURE
NO. REPETITIONZ 515@8
DECCUFLE PROTON
LOW POWER 20 DB
WAL TZ-18 MODULATED
CONTINUDUS DECOUPLING
DOUBLE PRECISION ACQUISITION
DATA PROCESSING
LINE BROADENING 1.8 HZ
FT SIZE 32K
DISPLAY
WIDTH CF PLOT 248.82 PPH
START OF PLOT -12.55 PPM
TOTAL TIME 11 HOURS

Z26.7 MINUTES

¥
130 FPH 178 168

FIG. 51 - Empectro BMN-13C de lignina "MWL" de Pinus radiata controle



cXPI  PULSE SEQUENCE: S2FUL

DATE §2-15-91

SOLUENT  CDCL3 _ 128
FILE ¢

OB SERVE CARBOUN

FREQUENCY 75.452 MHZ
SPECTRAL WIDTH 18781.7 HI
ACG. TIME 2.8 SEC

PULSE WIDTH 45 DEEREES
AMBIENT TEMPERATURE

NO., REPETITIONS 125448
ECOUPLE PROTON

LOW POWER 26 DB

WALTZ-15 MOBULATED
CONTINUOUS DECOUFLING
DOUBLE PRECISION ACQUISITION
DATA PROCESSING

t INE BROADENING 1.0 HZ
FT SIZE 32K
DISPLAY

WIDTH OF PLOT Z248.62 PPM
START OF PLOT —-13.13 PPM
TOTAL TIME 27 HOURS
2.4 MINUTES
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FIG. 52 - Espectro RMN-13C de lignina "MWL" de Pinus radiata

biocdegradado por Chrysconilia sitophila



EXP2 PULSE SEQUENCE: SZPUL

DATE  11-14-90 | o 1z8
SOLUENT COCL3 :
FILE ANDRE

OBSERVE CARBON

FREQUENCY 75.482 MHZ
SPECTRAL WIDTH 18751.7 HZ
ACO. TIME 0.8 SEC

PULSE WIDTH 44 DEGREES
AMBIENT TEMPERATURE

NO. REPETITIONS 53534
DECOUPLE PROTON

LOW POWER 20 DB

MALTZ~16 MODULATED
CONTINUGUS DECOUPLING
DOUSLE PRECISION ACQUISITION
DATA PROCESSING

LINE BROADENING 1.2 HZ

FT SIZE 32K
DISPLAY

WIDTH OF PLOT 248.82 PPM
START OF PLOT -12.13 PPM
TOTAL TIME 1t HOURS
53.7 MINUTES

T L T
229 FPM 188 ~8

357
L 3ES
286

—% i
™ [
-yt -y
i !

f
ige PPH

FIG. B3 - Espectro RMN-13C de lignina "LFA-Dioxano” de FPinus radiata

biodegradado por  Chrysonilia sitophila



EXR1  PULSE SEQUENCE: S2PUL
DATE  21-02-52
SOLVENT  CDBCLS
FILE LIGNIN

130

{ESERVE CARBON
FREQUENDY 75.4B2 MHZ
SPECTRAL WIDTH 18761.7 HI
ACG. TIME 0.8 BEC
PULSE WIDTH 44 DEGREES
AMBIENT TEMFERATURE
NO. REPETITIONS 49399
GECOUPLE PROTON
LOW POWER 20 DB
WALTZ~1E MODULATED
CONTINUGUS DECOUFPLING
OOUBLE PRECISION ACQUISITION
DATH PROCESSING
LINE BROADENING 5.0 HZ
FT 5178 32K
DISPLAY : i
WIDTH OF PLOT 248.52 PPHM ’
START OF PLOT -12.45 PPM
TOTAL TIME 11 HOURS
5.6 MINUTES
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FIG. 54 - Espectro RMN-13C de lignina "LFA~Metanol"” de Pinus radiata

biodegradado por Chrysconilia sitophila
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APENDICE 11 - Estruturas de fragmentos de lignina mencionados no

texto.

i
HCOH

HEEGH OCH;
H{——0

!
od-1 —= H{CH

H{LO 0lH;

~0

¥FI1G. B5 -~ Estrutura ﬁwOué com o-hidroxilas. Prétons oKA-1

Hg-—-—fi:H
o2 —a HC\C/Cﬁz
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£=7 - Estruturas Fenileumarano. Prétons K-3.

53 - Estrutura Acetoguaiacona. K-carbonilas.

—gtura Coniferil aldeido. ¥ -carbonilas- o(ﬂﬁ —insaturadas
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FIG. 58 - Estrutura Acetogualacona. oL ~carbonilas.

;. B9 — Estrutura Coniferil aldeido. ¥ -carbonilas- o(—g@-—insaﬁuradas

Ias



