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RESUHO

Estudou-ge as enzimas celulolfticas e lignolfticas produ-
zidas pelo mlicroorganismo Chrysonilia sitophila TFB~27441 que fot
isolado do trato Intestinal de um inseto xildéfago.

A produclio de celulases fol estudada utilizando como fonte
de carbono no meio de cultivo glicose, * -~celulose e K -celulose
pré~tratada fotoquimicamente. As enzimas estudadas foram B-D-gli-
cosldase, endo-1,4-B-D~glicanase e a atividade celulolitica total
foi estimada utilizando papel de filtro como substrato.

A atividade lignolftica fol determinada medindo—-se a capa-
cidade do meio extracelular de oxidar dlcool veratrflico a aldef-
do veratrflicc na presenga de H;02, e pela capacidade do complexo
énzimético de degcorar uma solucgio de "remazol brilliant bilue R”,

A protefna unicelular foi anallzada pela composigio de seus

amincacidos.



ABSTRACT

Cellulolytic and ligninolytic enzymes produced py the
fungus Chryscnilia sitophila TFR 27441 isolated from a
x1lophagous Insect were studied,

Glucose, ™ ~cellulose and X-cellulose photochemically
pre-treated were used as carbon source for cellulase production.
p~D“glucosidase and end0m1,4~ﬁ*D*glucanase enzymes were studied

and the total activity of celiulase was measured as filter paper
activity.

Oxidation of veratryl alcochol to veratraldehyde on the
presence of HpUOpand degradation of remazol brilliant biue were
uged as a mesure for ligninolytic activity of the culture media.

Single cell proteins were analyzed and their amino-acid

composition determined. .



ABREVIACGES

ABS ' Absorbincla

CHC .Carboximetilcelulose.

DHS Kcido 3,5-dinitrosalisilico.

FPA Atividade em Papel de Filtro.

pHPG ' p-Nitrofenil-B-D-glucopiranosideo.
REB "Remazol Brilliant Blue R”.

SCP Protefna Unicelular.

TGO Tris-glicose oxidase.
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I INTRODUGKQ

" FEm  virtude do esgotamento da biomassa fdésstl (petrdleo,
carvio e gds natural) € evidente que a blomassa primiria e resi-
dual sers, num futuro imediato, a principal fonte de recursos con
que 2 humanlidade contard para a obteng¥o de alimentos, produtos
qufmicos orgénicos e inclusive combustf{vels 1fquidos e gasosos
(1),

De  um modo geral, entende-ze por biomassa todo material
produzido por sé&res vivos, seja animal ou vegetal. Porém, 95 %
deste total (164 bilh@es de toneladas por ano) é composto por ma-
tertal lignoceluldsico produzido através de fotossfntese, sendo
este a principal fonte renovével para a obteng¥o de produtos quf-
micos de interesse industrial. A biomassa produzida por fotos-
gsfntese & composta por celulose ( 45 %), hemicelulose ( 20 %) e
lignina ( 20 X) (2).

Algumas possibilidades de produc%o de combustfveis, pro-
dutos quimicos bdsicos e produtos para a Indistria de alimentos
ou r#gﬁes animaig obtidos a partir de materials lignoceluldsicos,
sdo esquematizadas na Figura 1 (3.

A celuleoze pode zer usada como pdlpa ou convertida em ou-
tros derivados tale como "rayon”, celofane, acetateo de celulosze,
et.c. A hemicelulose pode ser usada como um componente da polpa ou
degradada como 2 celulose em suas unidsdes de carboildratos a par-
t!r.dos quais podem ser obtidos compostos qufmicos ou gervir como
fonte de carbono para a obteng¥o de protefnas unicelulares. A

lignina pode ter diversas aplicagBes (Figura 1) com pronunciadas



diferencas nos valores de mercado. Por exemplo, uma llbra de 1tg-
nina usada como combustivel vale Ug& 0,04, enquanto que a ugada
como dispersante em produtos como corantes e tintas, vale ao re-
dor de U 1,00 a libra (4),

‘Varios produtos apresentados na figura 1 s%o, ou poden
ser obtidos por processos que envolvem microorganismoz ou en=zti-
mas.

(Xilitol

Furfural

Hemicelulose — Xilose

Etanol, butancl, ace-

t.ona, scido acético,

ebtc.

——= Polpa

Protefna uniceiular

Biomagea Celulose Glicoge — - Hidroximetil! furfural

Frutose, sorbiltol, etc

Combust fvels

Produtos qufmicos de baixo peso mo-

< lecular

Lignina
Nispersante

Reasinas

\Matrizes de abgzorglo ele.

FIGURA {. Usos dos lignoceluldsicos.



1.1 CELULOSE: ESTRUTURA E BIODEGRADACAQO,

A celulose é a base estrutural das células vegetals e a
gubstincia natural mais abundante produzida por organismos vivos.
Carateriza-se por sger um homopol fmerc linear composto por unida-
des de anidroglicose ligadas através de ligagBes 1,4-B-glicosfdi-

cas (5) (Figura 2).

Hz COH HaCOM

AR pIx,

H,COH HzCOH

L UNIDADE DE CELOBIOSE — ]
1,03nm

GRUPOD
NK#REDEJ%’%%INAL GRU?O TERMINAL

HzCOH

HO@ CADEIA DE CELULOSE @H

FIGURA 2. Egtruturé da celuloze.

& ligag3o de duas moléculas de glicose através dos carbo-
nee 1 e 4 ocorre com a eliminag3o de uma molécula de 4dgua. Na
realidade a unidade que se repete na cadetaz de celulose & a celo~
biose que tem um comprimento de 1,03 nm (5). Os grupos OH termi-

naig da cadeia apresgentam diferentes comportamentos. 0 Ci1-0OH & um



grupo hidrato de aldefdo, derivado da formagdo do anel por uma
ligag%o hemjacetal Iintramolecular e apresenta propriedades redu-
toras. O grupo C4-0H do outro extremo da cadela de celulose é uma
hidroxila alcodlica e, portanto, nZo redutor.

0 peso molecular da celulose nativa varia bastante depen-
dendo da origem da amostra (50.000 - 2,5 mi{lhBes). Como a celulo-
gse é um polfmero linear com unldades e ligagBes uniformes, o bLa-
manho da cadeia & usualmente especificado como grau de polinmeri-

Zagdo.

Ag menores unidades estruturatis da celuiose gfio as fibri-
las elementares nas quals um pequeno nudmero de cadelas polliméri-
cas est¥o orientadas em paralelo e fortemente ligadas entre g1
por meio de pontes de hidrogénio. Nas fibrilas elementares alter-~
nam-se regifes cristalinas e regifes amorfas, sem existir uma
fronteira definida entre elas. As microfibrilas s3o finoes empaco-
tamentos de fibrilas elementares e podem ser consideradas como
unidades constituintes das fibras de celuleose (6).

A natureza insoluivel e polimérica da celulose determina a
forma do ataque inicial por um sistema celuiaf. Na degradac3o de
celulose por um microorganisme, este deve produzir enzimas extra-
celulares que difundam e quebrem a cadela de celulose ou, deve
ocorrer um contato direto das células e, portanto das enzinmas

presentes na sua superflicie externa, com as fibras de celulose. A

maioria dag enzimase celulolfticae (celulases) produzidas por mi-
croorganismos s%o enzimas extracelulares (6).
Fatas enzimag atuam sinergisticamente formando um complexo

enzinitico e podem ger clagesificadas em tré&s grupos (6):



a) Endo-1,4-P-D-glicanase (EC-3.2.1.4). Este grupo de en-
zimas causa rupturas hidrolfticas internas na cadela de celulose.
Varias endoglicanases tém sido 1soladas, cada uma delas parece
ter uma egpecificidade diferente (dependendo do sgubstrato) e um
modo de agHo caraterfstico.

b) Fxo~1,4-B-D-glicanages. S%o dois tipos de enzimas, am-
bas atuando no grupo terminal n%o redutor das cadetlas malores de
celulose ou das cadelas majs curtas, estas dltimas produzidas pe-

la ag¢3o de endoglicanases. Ap exo-celulases podem ser exo~celo-

bioidrolase (1,4-pB ~-D-glicano celobioidrolase, EC-3.2.1.91) ou
exo-1,4- P -D-glicosidase (exo-1,4-pP -D-glicanoc glicoldrolase,
EC-3.2.1.74), que liberam ¢&lcbiose e gllicoge, respectivamente,
¢) P-D-glicosidases ou celobiases. S¥o enzimas (B-D-glico-
gideo glicoidrolase, EC-3.2.1.21) que transformam celoblose e ou-
tras celodextrinas em glicoge. Formalmente, estas enzimas n3o po-
dem ser classificadag como celulases uma vez que n¥o atacam celu-

loge.

Fxiste um grande numero de métodos para analisar a ativi-
dade' total ou parcial do complexo celulolftico. Na tabela Ne |
gfo apresentados 2 clasgificagBo de diferentes tipos de enzimas,
e o substrato utilizado para medir sua atividade.

0t maie comum dos ensajios qualitativos para determinar ati-

vidade celulolftica total utiliza como substrato "celulose amu-
re”, que consiete em celulose ligada ao corante "Remazol Bril-

liant Blue R” (RBB). A medida que a celulose & solubilizada pelo

microorganigmo ou eolugio de enzima, o corante é libherado e s in-



tensidade da c8r corresponde & capacidade celﬁlo!ftlca do eplatena
(7,8).

Dentre as técnicas ‘quantitativas‘mostradas na tabela Ne¢ |,
a mails comum & a que usa papel de filtro como substrato e que
quantifica a atividade celulelftica total, conhecida como FPA ("
filter #aper act.ivity”). Este ensalo fol padronizado nos traba-
lhos de Handels e col. (9).

Apesar de multos microorganismos degradarem celulose, so-
mente alguns fungos, tais como Trichedermns reesel, T, |ignerun,
T. Koningli, Phanerochaete chrysogporium e algumas bactérias,
tais como Clostridium Thermocellum, Thermonospora sp., s3o conhe-
cidos pela sua capacidade de produzir quantidades mals elevadas
de celulase. A descoberta de novas espécies celulolfticas é alinda
um campo aberto. Considerando que asg enzimas celulolfticas apre-
gentam baixa atividade, seu custo ainda é um dos principalis pro-
blemas mesmo nos trabalhos com fungos hipercelulolfticos (prodﬁ-
tosg da engenharia genética). Este & um dos fatores que Impedem a
industrializagBo dos processos de hidrdlise enzimdtica para a de-

gradag¥o de lignoceluldsicos (10).



TABELA N+ 1
ENSAI10S PARA CELULASES

ENZINA SUBSTRATO

Celoblase, P-glicosidase Celoblose

(FC 3.2.1.21) pNPG

Ari1-p~D-glicosidase 2-Hitrofent1-g-D-

(FC 3.2.1.21) glicosideo

Exo-1,4-P-D-glicanase celulose crigtalina

(FC 3.2.1.91)

Celobioidrol ase avicel

(EC 3.2.1.91)

D-glicoldrolase celulose cristalina

{(EC 3.2.1.74> C _ ({algodfo), avicel.

Fndo-1,4-B-DI glicanaze carboximetilcelulose

(EC 3.2.1.4) (CHC)

"Celulage”™ papel de filtro

celulose-azure

PRODUTO

-------------------

D-glicose

p-Nitrofenol

2-Nitrofenol

celoblose

Acvdcares redutores

D-glicose

Aguicares redutores

agucaresg redutoresg

Remazol Brilliant

o e



1.2 LIGNIRA: BIQSSINTESE, ESTRUTURA E BIODEGRADAGRO,

A lignina é um polfmero aromitico, tridimensional, cowmpos-

to basicamente de tré&s diferentes tipos de dlcools p-hidroxicina-

mflicos (Figura 3).

CH,0H (I;HZOH ?HzOH
GH CH CH
i | il
CH CH CH
OCH3 HzCO OCH3
H OH H
I IL I

FIGURA 3. Estrutura de dlcools cinamflicos. (1) KAlcool

p-cumarflico, (11) Klcool coniferflico e (IlI1)

Kicool sinapflico.

A quantidade relativa destes dlcools no polfmero determina
o tipo de lignina. Ligninas de madeira mole s%o principalmente
pelineros  de dlcool conlferflico; ligninas de madeira dura s¥%o
misturas polimédricas de dlcool coniferflico e dlcool ainapflico e

ligninas de ervas sgfo mlieturas dosg tré&s dlcools (11).

A blossintese da lignina come¢a com a convers%o da glicose

produzida na fotossintese, em dcido chiqufmico, a partir do qual
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s%0 formadoe os aminodcidos aromaticos L-fenilalanina e L-tirosi-
na via dcido prefénico (figura 4). Oz aminodcidos s%0 desaminados
a seus correspondentes écldos cindmicos, o8 quals, por sucessglvas
hidroxilagBies e metilagBes, produzem os adclidos p-cumirico, cafeil-
co, f‘erﬁiicé, 5-hidroxi-ferdlico e dcido sindpico. Os correspon-
dentes 4dlcools cinamflicos g¥%c finalmente formados por ativagfio
enzimnatica e reduglo dos correapondentes dcidoa e aldefdos (5).

Todag transformacBes acima s¥o por via enzimitica.

H
9 CHZCOCOOH
H—C—(CHOM);~CHzOH ——= HO COOH ——— —<::><
: COOH
HO
Glicose ac. chiquimico ac. prefenico
NH2
I
@-CHQ—CH—COOH . @-CH—“—-CH—-COOH
o | CH,OH
L ~ fenilanaling a¢c. cindmico |
CH
4 | : il
CH
"
HO@—CHZ—'CH“COOH i HO@—CH:CH—COOH il o
Ry Ra
L. — tirosing ¢c. p—cumdrico OH
FIGURA 4. Biossintese da lignina (R;=R; =H + 1 :

Ry=H, Rp=0CH;3:11 ; R4=R,=0DCHz: 111).
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A biosasfntese da macromolécula lignina a‘partlr das unida-
des monoméricas de fenl!lpropano pode gser descrita como uma poli-
meriza¢io destdrogenativa radicalar, tendo Inicio com a2 desldro-
genaglo enzimitica dos dlcooie p-hidroxicinamflicos que produzen
uma variedade de dfmeros e ollgdmeros chamados ligndis. Poste-
riormente os precursgoreg monoméricos acoplam-ge aos oligbmeros em
lugar de agruparem entre si (5).
0 princfpal problema no estudo da estrutura dé lignina & a
dificuldade de isold-la do material -lignoceluldsico sem produzir
reagBes secundédrias. Esta separag¢fio ocasiona quebra de ligagGes,
mudangas na extensﬁordo pol fmero, no conteuddo de grupos funcio-
naig e alterag%o dag propledadee fleicas e gquimicas.
Diversos métodos té&m sido utilizados para propor estrutu-
rag de ligninas. Estes incluem determina¢Bo estrutural dos produ-
tos de degradag¥o qufmica, andlise espetral e funcional, ou a si-
mulag¥o da estrutura da lignina por computador (2).
Existem trés tipos principals de ligag¢Bes na lignina (12):
a) arilglicerol-f-aril-éter (entre as unidades 1 e 2, 3 e 4, 7 e
8, 9 e 10, 10 e 11 na figura 5). Estas envolvem aproximadamen-
te 40 % das unidades de fenil propano na lignina de abeto e
aproximadamente 60 % na lignina de madeira de vidoeiro.

b) Estruturas fenilcumaram (entre as unidades 6 e 7 na figura 5),

Estas envolvem aproximadamente 20 % das unidades de lignina de

abeto e 10 % de vidoeliro.
¢) Estruturas bifenila (entre unidades B e 9, 14 e 16 na Figura
5). Podem envolver 25 % das unidades fenilpropano de lignina

de abeto e 10 ¥ de vidoeiro.
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HE=0 [cHa0H]
HC

o [ | OCH
”H H(I: 0 “O?H @ 3

FIGURA 5. Estrutura aproximada da lignina.

Exitetem outros tipoe de ligagBes, além dog 4 menclonados,

que contribuem em menor propor¢do para a estrura da lignina.
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'A natureza tem desenvolvido mecantsmos eflcientes para
biedegradar lignina, o que é evidente pela ausénecia de acumulo da
mesgma. Esta blcdegradaqﬁo-é uma dag male Importantes contributl-
¢cBes para o clclo carbonc-oxigénic da biosfera.

Oé estudos sobre a blcdegradagﬁo de ligninas s¥%o dificulta-
dos pela pouca compreensdo da estrutura nativa do polimero e pe-
lag modifica¢Bes causadag no procesgso de isolamento. Isto tem le-
vado os pesquisadores a utilizar ligninas modificadas, ligninas
sintéticas, material llgnoceluldsico intacto ou modelos de lignt-
nas de baixo peso molecular. Por consequéncia, surge uma terceira
dificuldade quando se deseja quantificar a blodegradag3o na lig-
nina nétiva.

Az mudancas estruturaié na lignina apés o ataque microbial,
incluem quebra oxidativa das cadeias laterals, quebra de ligacles
P-aril-éter, degradag¥o dos nicleos aromaticos, desmetoxilagBes e
oubtras modifica¢Bes. A detecgdo destes eventogs € uma tarefa df“
ffcilt. Com o propésito de superar as dificuldades numerosas téc-
nicas wv&m sendo desenvolvidas, destacando-se o uso de lignina
marcada com 14-C, porém este substrato ndo é digponfvel comer-
cialmente sendo sua sfntese bastante laboriosa. Compostos diméri-
cog, do tipo arilglicerol p-ari]l éter e 1,2-dlar!lpropano-1,3-
diol também tém sido usados para eluctidar as reagfes individuals

envolvidas na degradac3o de lignina (11).

Dots wmétodos para medir a atividade lignolrftica de um siste-

ma, destacam—se pela sua simpliclidade. Um delesz fol sugerido por
Gienn e Gold (13) e aperfeicoado por Ulmer e col. (14}, e congis-

te no usc de corantes poliméricos como substrato. O outro método
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mede a capacidade do sistema de catalisar a convers3o de dlcool
veratrflico para aldefdo veratrflico na presen¢ga de peréxido de
hidrogénio (i5).

Oz fungos lignocelulolfticog podem sger classificados quan-
to ao tipo de degradag¥o que causam na madeira, da seguinte forma
a) fungoe de decomposic®o branca ("white rot fungi”); b) fungos
de decomposig¢io parda ("brown rot fungi”): e ¢) fungos de decom-
posigHo branda-{”soft rot. fungi”).

Os microorganismos degradadores de lignina mals eficientes

até agora conhecidos s%Ho alguns fungos de decomposig¢Zo branca,
destacando-se entre eles Phanerochaete chrysosporium (11).

Congtiderando que o sistema lignolftico degrada uma varie-
dade de substratos complexos, postulou-se que um catalizador nHo
especf?ico estava envolvido na degradag¥o de lignina. Baseando-~
e neste fato sugeriu-se que espéctes ativadas de oxigénio tals
como &@nlon superdxido, perdxido de hidrog&nio e oxigénio singlete
estavam envolvidos na blodegradag¥o de lignina (16).

0O isoclamento e purificag¥o de uma hemoprotefna, que na
presenga de H;0ze Op degrada lignina e compostos modelos, foram
realtzados pela primneira vez por Tien e Kirk (15) e por Gold e
coel. {17) no ano 1983 a partir do fungo P. chrysosporium.

Estudos com compostos modelos do tipo p—G—é, té&m demons-

trado que existem dois modos de degradagio por P. chrygosporiunm.
0 primeiro ¢ iniciado por ruptura oxidativa entre C« e Cp na par-
te glicerol da cadeta. O segundo mecanismo, também oxidativo, en-

volve uma ruptura inicial de 0-C na liga¢¥o B-0-4 (18).



FIGURA 6.

{(HouC)—0

Sub~estrutura de lignina artlgltcerol B-aril

sftios do ataque inicial na degradag¢¥o fungal.

dter

15
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1.2 PROTE(NAS UNICELULARES.

0 termo "proteflnas lunicelulares” ("single-cell proteins”:
SCP) fol usado pela primeira vez por C.L. Wilson em 1966 (19),
para designar ag protefnas de microorganismos unicelulares, tals
como aiéas, bactérias, leveduras e fungos, os quals podem ser
cultivados em grande escala com a finalidade de serem usados como
fonte de protefna na alimentagBo humana ou animal (20).

A compoaigio dos aminodcidoe de uma protefna determina, em
principio, o potencial nutritivo da mesma (21). Existem aminodcl-
dos que n¥do podem ger sintetizados em quantidades adequadas pelos
animals euperlores e devem ser obtidos através da dieta e s¥o
chamadog de aminodcidos nutricionalmente essenciais (arginina,
leucina, valina, isoleucina, ligina, histidina, metionina, treo-
nina, fenilanalina, triptofano e tirosina) (22).

Exigtem dols processos para a produg%o de SCP a partir de
materials lignoceluldsicos. Um deles obtém SCP através do cresct-
mento direto de microorgantigmos em matertalas lignoceluldaticos
pré-tratados. Aeg dificuldades deste processo s3o que, geralmente,
o conteddo proteico dos microorganismos celuloliticos & baixo e a
geparaciio do microorganismo do resfduo n¥o hidrolizado & diffcil.
No entante, 2 simplicidade do processo o faz economicamente atra-
tivo. 0O segundo processo consta de quatro etapas: a) pré-trata-
mento, b) producHBo de celulasesg, ¢) hidrdllee enzimgbica & d) as-
gimilagio ou fermentac¥o. As dificuldades deste processo estio
aggocladas ac malor ndmero de etapas existentes em relagBc ao an-—

terior (23).
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1.4 PRE-TRATAHEHRTOS DA BIQNASSA,

A conversfo de material lignoceluldstico em produtos tals
como protefna unicelular, dlcool, etc., somente é técnica e eco-
nomlcamenté vidvel se o material for modificado medliante algum
pré-tratamento (24).

0 principal problema na bioconversZo de materiais lignoce-
luidsicos ¢ allnacessibiiidade das enzimas 2 celuioée. isto se

deve a que a lignina estd associada 2 celulose envolvendo-a, o

que dificulta sua quebra completa. Além disso, existem fatores
estruturalis na celulose que dificultam sua hidrdélise, tais como
cristalintdade, grau de polimertza¢3o e estrutura microfibrilar
(23). |

Pensava-se que a cristalinidade era o fator determinante
na hidrdélise da celulose por enzimas ou dcldos (25), porém, tra-
balhos recentes demostraram que este é um fator secunddrioc (26),
sendo o fator determinante a drea superfictal, isto &, a drea de
contato entre a enzima e o material.

Diversos pré-tratamentos té&m sido sugeridos para melhorar
a hidrdlise enzimdtica dos lignoceluldsicos. Alguns deles s%o

classificados e apresentados na tabela Ne 2,
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TARELA Ne 2

Métodos de pré-—-tratamentos de matertiais lignoceluldsicos.

A.~ Fisicos: ‘ Hoagenm
Pirdlise
Irradiag3o de alta energla, etc.
B.- Flefco~Quimicom: Vapor
Explos¥o com vapor, etc.
C.- Qufmicon: Kcido, base
Gas (Cl10g,N0p, S02)
Oxtidag¥o (Hp02,0z8nlo0?
Solventes que solubilizam celulose
ExtragBo com solventes orginicos, etc.
D.~ Bioldgicos: Macerag®o enzimdtica (pectinases)
Bactériaé

Fungos

O efeitos da luz no pré-tratamento de lignoceluldsicos
para uma posterior hidrdélise enzimstica vém sendo estudados des-
de 1947 (27). A degrada¢do fotoquimica de materias )ignoceluldsi-
cos tals como madeira, celulose, hemicelulose e lignina fol ex-
tensivamente revisada por Hon (28). O pré-tratamento fotoquimico
de palha, resfduos lignocelulésicos e hidroxipropano metil celu-
loge mostrou modificagBes estruturais do material e um correspon-
dente incremento na resposta microbioldglica (29,30,31).

Recentemente, Durdn e col. (32) encontraranm qué o pré-
tratamento fotoquimico de celulose a A>300 nm & um bom método pa-

ra aumentar a hidrélise da celulose pela celulage.
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1.5 OBJETIVOS

Este trabatho teve como objetivo‘o estude das enzimas ce-
luloclfticas e lignolfticas produzidas pelo ascomiceto Chrygonilia
gitophila TFB 27441 utilizando diversas fontes de carbono tats
como glicose, celulose microcristalina, A -celulose, K -celulose
pré-tratada fotoquimicamente e casca de arroz.

Outro objetive foil estudar a composic¥o de aminodcidos da
protefna wunicelular obtida do fungo, visando uma aplicabilidade
do mesmo na produgfo de ragSes animaiz deslignificadas e enrique-

cidas quanto aoc teor protefco.



720

CAPITULO 11}

PARTE EXPERIHMENTAL
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Il PARTE EXPERIMENTAL.

11.1 HATERIALS,

I1.1.1 Reagentes e Procedéncia.

Kceido bérico Merck
Kcido cftrico p.a. . QEEL Ind. Quim. S.A.
Kcido 3,5-dinitrosalicflico p.a. Merck
Kcido ftalico Herck

Agar U.S.P. Biobras
Albumina (bovina} Sigma
AKlcool etflico Merck
Anldrido acético p.a. Carlo Erba
Bicarbonato de sdédio Merck
Biftalato de potdssio Ecibra
Borohidreto de sddio Sigma
Carboximet!l celulose - Sigma
Celulose alfa | Signma
Celulose azure Signma
Celuloze microcristalina 0,019 mm Serva
Cloreto de cdlcio Ecibra
Cloreto de potassio p.a. QFEL
Clorofdrmio | Herck
Dicloreto de tiamina Herck
Dioxano Carlo Erba

Fenol U.S.P, Fisher Sc¢. Co.



Foasfato de magnésio
Foefato dipotéssico
Fosfato mono potdssico
Glicose

Hidrdéxido de potsssio
Hidréxido de sdédio
Metabissulfito de sddio
Holibdato de szddio
NHitrato de sddio
4-Nitrofenol
o-Dianisidina

Papel de filtro Ne¢ 1
Pentdxkido de fésforo

- Perdxtido de hidrogénio

Peroxidase de rafz forte tipo I

Piridina

pRPG

"Remazol Brilliant Blue R”

Sacarose

Sephadex G-25-300
Sulfato de ferro (II)
Sulfato de magnésio
Sulfato de manganés
Sul?ato de cobre
Sulfato de metila
Sulfato de =zinco

Tartarato de sddio

Carlo Erba
Carlo Erba
Carlo Erba
Quinis
Merck
Carlo Erba
Carlo Erba
Herck

Carlo Erba

Riedel-de Haen

Sigma
Whatman
Merck
Merck
Merck
Merck

Sigma

"Sigma

Carlo Erba
Sigma
Eclibra
Fisher Sc.
Carlo Erba
Carlo Erba
Aldrich
Carlo Erba

uimis

Co.
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Tartarato de sddio e potdssio p.a. Carlo Erba

Trisz(hidroximnetil)aminometano Sigma
Triton X-100 Stgma
Vanilina ' Frods. Quim.

I1.1.2 Instrumentagio

Balanga Mettler H54 AR.

L.abor

Banho termostatizado com agitagZo Forma Scientific modelo 2564.

Espectrofotémetro Micronal modelo B-382.
Espectrofotfmetro Baush & Lomb, Spectronic 2000.
Evaporador rotatério Rotadest LD-60.

Analisador de aminoidcidos Beckman modelo 119 CL.
Estufa de cultivo m@delo 116 Fabbe.

Autoclave vertical modelo 103 Fabbe.

Fluxo laminar Veco modelo VLFS 12,

Centrf{fuga Danon/1EC Divigsion modelo 1EC B-20A.

L8mpada de vapor de merctrio HQL-Osram, 125 Uatt.

Potencifmetro E-512 Hetrom Herisau.
Radidmetro YSY~-Kettering model 65 A.
‘Sistema de cromatografia LKB 2137,

Sonicador Kinems#tica Cmbh PCU 1.
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11.2 KICROORGANISHOS E HEIQS DE CULTIVO.

I1.2.1 Microorganismos.

Neste trabalho foram estudadas duas espécies de fungos,
uma pertencente a classe dos ascoﬁycetoé (C. sitophila) e outra
a dos basldiomycetes (P. chrysogporium).

Chrysonilia sitophila TFB 27441 foi isolado do trato 1ins-
testinal do inseto Tribolium ferrugineum encontrado em amostras
de casca de arroi procedentes do estado de Goids (Brasil). Este
fungo fol iniclalmente denominado Neurospora sitophila, porém,
posteriormente fot reclasgificado como C., gitophila, uma vez que
H. siltophila corresponde somente a um estado teleomérflico deste
fungo (33)

Phanerochaete chrysosporium BKM-F-~1767 (cepa ATCC 24725)

fol cedido pelo Profesor Juan L. Carrau (Universidade de Caxijas
do Sul, Bras!l), e fol usado como padr3o nos estudos de atividade

lignolftica por ser o fungo melhor estudado neste campo.
[1.2.2 Padronlizac3o dos indculos.

Fundamento do método:

Un dog fatores que influencia de maneira {mportante no
crescimento, produg¥o de enzimas e outros metabdlitos de um fungo
¢ o tamanho do indculo, que é geralmente quantiflcade contando ao

microscoplo o nimero de esporos em suspenso. Em nosso caso, o
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tamanho do indculo fotl padronizado de uma maneira mals simples

que foi bastante reprodutivel para os fing desejados.

Hetodo:

Foram realizados cultivos de fungo em tubos de ensalo de
120 % 10 mm (Schott GL 14) contendo 3 ml de meio de C=zapeck modi-
ficado (1,5 % de glicose, 3 % de agar) (ver 11.2.3). Estes tubos
foram (noculados e incubados 2 28 °C durante 24 h. 0O conteido mi-
celar de cada tubo foi raspado e transferido para 10 ml de solu-
¢%0 inoculante (Czapeck modificado) e agitado Intensamente até
digpersfio total; 0,5 ml desta solu¢%o fol pipetado para cada 20

ml de metio.
11.2.3 Melos de cultivo.
Fundamento:

flz microorganismos precisam para seu crescimento, de um
melo que deve conter uma fonte de carbono tal como glicose, ami-
do, celulose, etc., além de salis minerais e de elementos tragos.
Butros fatores tais como o pH e a temperatura devem ser otimiza-

dos.

Heioa:
Meio de Czapeck (34,35) modificado para o crescimento de

C. sttophila:



(36):

Nitrato de

sddio

Fogsfato dipotéssico

Sulfato de
Cloreto de
Cloreto de
Sulfato de
Sulfato de
Sulfato de
Cioreto de

Agua

magnésio
potdssio
célclo

cobre (x 5 H,0}
ferro (x 7 H,0)
manganés

Zzinco

Tamp%o biftalato ©,06 ¥ (pH

6).

Temperatura de crescimento 28 °C.

Para Phanercochaete chrysosporium foi usado o seguinte

Nitrato de

amnio

Fosfato monopotdssico

Sulfato de

Cloreto de

magnésio

calclo (x 2 HO)

Kcido ftélico

Tiamina

Kcldo cftrico monohidratado

Sulfato de zinco (hepta hidratado}
Sulfato de ferro (hepta hidratado)

Sulfato de cobre (penta hidratado)

3,0
1,0
0,5
0,5
0,3
0,10
0,20
0,02
0,15

1,0

0,22
2,00
0,24
0,10
1,66
0,1
0,5
0,5
0,071

0,025

Mg

ng
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Sulfato de mangan&s (monohidratado) 0,005 ng
Kcido bdrico ' : 0,005 ng
Moltbdate de sddio (dihidratadoao) 0,008 mgj
Kgua 1,0 | 1

0 pH fol ajustado para 4,6 com hidrdxido de potiéssio

Temperatura de crescimento 28 ¢C,

6 N.

27
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11.3 ARKLISE DAS ATIVIDADES CELULOL{TICAS.

11.3.4. HMétodos usando “celulose azure”

Fundamento dos métodos:

"Celulose azure” & uma celulose & qual fol ligada o co-
rante "remazol brilliiant blue R”. £ posafvel usi-la como fonte dea
carbono para o crescimento de um microorganismo e observar de
forma qualitativa (visual) ou de forma quantitativa (medindo a
absorb&ncia) a liberag3o do corante 2 medida que a celulose val

sendo hidrolizada.

Hétodo de Smith (37):

0 mejo de Czapeck modificado fol preparado sem fonte de
carbono e usando 0,75 % de agar. Este melo fol distriburfdo em tu-
bos de 120 x 10 mm em uma quantidade de 2 ml por tubo. Os tubos
foram esterelizados 3 121 ¢C por 15 min e, posteriormente solidi-
ficados em posig3o vertical.

Fol preparado melo de Czapeck modificado dissolvendo os
componentes do melo em 2/3 do volume de agua requerido (sgsolugldo
A). 0O tergo de &gua restante fot misturado com "celulose azure”
(solug¥o B) para dar uma suspensfo 2 %, uma vez que A e B foszsen
miasturados,

Az golugles A e B, foram esterilizadas separadamente e

misturadas rapidamente. Uma aliquota de 0,5 ml desta mistura foi
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pipetada assepticamente sobre o melo ja preparado. Apds o res-
friemento doe tubos, fol inoculada uma suepenz¥o do fungo (indcu-

lo padr3o 11.2.2).

Mét.odo quantitativo:

Foram realizadas culturas em meio lfquido, de C. gitophi~
la usado 20 ml de meio Czapeck contendo 2 % de "celulose azure”,
apéeg centrifugar o caldo fol medida a absorbfSncia a 595 nm, em

diferentes Intervalos de tempo.

11.3.2. Atividade em papel de filtro.

Fundamento do método:

Este ensalo é uma medida da atividade celulelftica total
de um caldo de cultivo ou de uma s=olug¥o de enzima. Foi sugerido
e padronizado por Mandel e col. (38) e estd baseado na reproduti-
bilidade da hidrdlise produzida por enzimas celulolfticas, sobre
um material celuléegico padr8o, como & o caso do papel de filtro

Whatman N2 1.

Hétodo:

Um volume de 0,5 ml de scobrenadante ds cultura & 1 ml  de
tamp%o citrate 0,05 M pH 4,8 foram adicionados num tubo com tam-

pa de rosca de 18 mm contendo uma tira de papel de filtro UWhatman
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N2t de i1x6 cm. Apds ! hora de incuba¢®o 3 50 2C, os agucares 11i-
beradoz foram determinados pelo método do DRNS (ver 11.6.1). Me-
diu-se também a glicose liberada, pelo métode do Tris-glicose
oxidase (TGO)Y (ver 11.6.2). Uma unidade de FPA ¢é definida como a
quant.tdade de enzima (ml de caldo) necesaria para liberar um mi-

cromol de glicose por minuto.

I1.3.3 Atividade Endo-1,4-f-D-glicanase.

Fundamento do método:

Ecte ensalo mede os agdcares liberados de uma celulose
goldvel (carboximetilcelulose) que permite uma melhor ag3o das

endo~glicanases e fol! degenvolvido por Mandels e col. (8).

Método:

Foram adicionados 0,5 m! de sobrenadante do caldo de cul-
tivo a 0,5 ml de uma solugdo 1 % de cérboxlmetilcelulose {CHC) em
tamp3oc citrato 0,5 H (pH = 4,8) e incubados por 30 minutos & 50 =
C: o2 agudcares liberados foram determinadog pelo método do DNS
(ver 11.6.1), Uma unidade de atividade Endo-1,4-p-D-glicanase &
definida come a quantidade de enzima (ml de caldo) que libera 1

mol de glicose por minuto.
P 9 p

11.3.4 Atividade de B-glicosidase.
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Fundamento do método:

A atividade B-glicosidase fol determinada usando p-nitro-
fenti-p-D-glicopiranoside (pHPG) (38) que & um substrato que si-
mula a estrutura da celobiose (figura 7). O fenolato do produto

liberado (p— nitrofenol) & wmedido espectrofotometricamente a 400

nm.
H
GHOH
HO H o NO,
HOJQH
OH
H
FIGURA 7. Estrutura do pNPG.
Método:

Foram adicionados 100 pl de sobrenadante do caldo a 1,0
ml de pNPG 2 mlM dissolvidogs em tamp¥o acetato 0,05 M (pH=5,0).
Apés 5 minutos de incubagZo & 40 ¢ C, a reagfo fol interrompida
pela adig3o de 2,0 ml de uma solug¥o de bicarbonato de sédio 1 H
e a absorbincia fo! lida a 400 nm. Uma unidade de atividade
glicosidage & deflininida como a guantidade de enzima que libera 1§

pmol de p-nitrofenal por minuto.
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11.4 ANALISE DA ATIVIDADE LIGNOLSTICA.

[1.4.1 Por descolora¢¥o de "remazol brillfant blue R” (RBR).
Fundamento do método:

Este ensaio estid baseado na degradacgfo de RBB com concomi-

tante perda &a-cer, como proposto por Ulmer e col. (14).

SO4Na

\\T:::::]//SOECHchzoS(sta

FIGURA 8. Eetrutura do "remazol brilliant blue R” (RBB).

NH,
N

0
O H

Método:

Foram adicionados 100 pl de uma solug%o de RBB 2 % a 10
ml de cultura. Apds 1 hora, a 28 2C, 0,1 ml desta mistura fol di-
tufda para 1,0 ml com #dgua destilada e as absorbfncias & 585 nm e

a 500 nm foram medidas. O resultado fol expresso segundo a formu-

ia seguinte:

Raz%o absorbincia = ABSsgs (branco) - ABSs5s (amostra)
50 500

[=]
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ABSgs (branco) fot obtida usando melo de cultivo n3o iné-
500

culado.
Para este ensalo, o corante foil purificado wusando unm

equipamento cromatografico LKB @ coluna de 2 x 60 em empacoltada

com sephadex G-25-300 para remover Iimpurezas.

11.4.2 Por oxldacHo de alcool veratrflico.

Fundamento do método:

Foil proposto por Tien e Kirk (15) que a capacidade de uma
solugHo enzimitica de oxtdar dlcool veratrilico para aldefdo ve-
ratrflico esta diretamente relacionada com a sua atividade ligno-

i1ftica.

P i
CHp C=
Ligninase
H0, /0,
OGCH; OCH,
OCHj OCH,

FIGURA 9. OxidacHo de dlcool veratrilico por ligninase.
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Hétodo:

Foram adiclonados:ESO pl de sobrenadante da cultura e 200
pl  de perdxido de hldrogénio 2,0 mH a 250 pl de uma solug¥o de
d8lcool veratrilico 8 mM, em tampHo tartarato de sédio 0,4 M (pH =
2,5). 0 aparecimento do aldefdo veratrflico, fo! determinado len-
do-se a absorb&ncia a 310 nm. Uma unidade internacional (Ul) fol
definida como a quantidade de enzima que oxida 1,0 pmol de &lceool
veratrflico para aldefdo veratrflico por minuto. 0O aldefdo vera-

trflico fol sintetizado 2 partir de vanilina (ver apéndice).

11.4.3 Por modificag¥o da Absorbincia da lignina.

Fundamnento do método:

A lignina de caesca de arroz extrafda com dioxano (ver
11.7.1), tem wuma absorbfincia carateristica 20 redor de 285 nm

(39), esta absorbéncia & modificada pelo ataque enzimitico (40).
Método:

C. sitophila foi incubada em frasco Erlenmeyer de 125

ml contendo 10 m! de melo Czapeck modificado usando-se gllcose e

lignina nas seguintes propor¢8es:



as

Glicose Lignina
1,0 % | 0,1 %
0,5 % 0,1 %
0,0 % 0,1 %
1,0 % 0,0 %
A lignina-dioxano foi adicionada segundo descrita em

I1.4.4. Apds diversos intervalos de crescimento, o meio fo! soni-
cado e centrifugado. A cada 0,5 ml foram adicionados 4,5 ml de

KOH 0,55 % (P/V) e absorbincia fol lida 2 284 nm.

11.4.4 Atividade lignolftica induzida por lignina.
Fundamento do método:

Em estudos com P. chrysosporium, fol descrito que a 1lig-
nina presente no melo de cultura atua como indutor, aumentando a

produgZo de ligninase (14).
Método:

A lignina dioxano (ver 11.7.1) foil dissolvida em KDH 0,2
H para dar uma concentrag¥o de 25 g/1. Foram adiclionados assepti-
camente 0,4 ml desta scolugZo a 10 ml de meio de cultivo esterili-
zado_(anpeék modificado 1 % de glicosele o pH ajustado para 6,0
com H3POy. Este meto fol inoculado com €, sitophila e mantido sem

agitagZo.



36

A atividade lignolftica foil ensalada em virios intervalos

de tempo pelo método do "Remazol Brilliant Blue R” (ver 11.4.1).
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1.5 ANALISE DE PROTE{HAS.

I1.5.1 Método do Biureto. .

Fundamento do método:

A reagdo do bilureto ocorre com todos os compostos que
contém duas ou mals ligagBes peptfdicas. A cor azul produzida &
atribufda 2 um complexo de coordena¢Zo entre o cobre e quatro

dtomos de nitrogénio, dois de cada cadeia peptfdica adjacentes

(41).

Mdtodo:

Para preparar o reagente do blureto (42) adicionaram-se
2,6 g de sulfato de cobre penta hidratado e 9,0 g de tartarato de
sédio e potdssio a 500 ml de uma solugHo 0,2 N de hidrdéxido de
sddio contendo 5,0 g de lodeto de potdssio; elevou-se o volume
para 1,0 litro com uma solugfo 0,2 N de hidréxido de sdédio.

Para a andlise de protefna, adlcilonou-se 1,5 ml de rea-
gente de biureto a 1,0 ml de solug¥o investigada, misturou-se e
aqueceu-se durante 10 min & 37 2C ., Enfriou-se & temperatura am-
bhiente & a absorbfncia fot lida em 540 nm. A concentiraclo de pro-

tefna foi determinada através de uma curva de calibracio usgando

uma solucfo de albumina como padrio.

I1.5.2 Andlise de Amninodcidos.
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Fundamento do método:

Estd baseado na diferenca do tempo de reteng%o dos diver-—
gos aminodcidos quando passédos por uma coluna cromatogrifica. #
possfvel quantificar e identificar os diversos aminodcidos compa-

rando-os com um padr3o.

Metodo:

0 wmicélfo do fungo foi hidrolizado com HC1 6 N na pre-
genga de P-mercaptoetancl (5 pl/ 10 ml de HCI1 & N) em atmosfera
de nitrogénico por 24 h em tubo fechado. O material obtido foi

posterliormente analisado em analisador de aminodctidos
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11.6 ANALISE DE ACUCARES

11.6.1 Analise de agudcares redutores (método do DNSY (43).
Fundamentos do método:

Basela-se na leitura espectrofotometrica da cér provocada
pela reduglo do dcido 3,5-dinitrossalicrlico a 3-amino-S5-nitros-

salicflico pelos grupos aldefdo dos agucares redutores

Hétodo.

0 reagente DNS foi preparado dissolvendo~se 10,6 g de
dcido 3,5;dln1trossaltcf11co e 19,8 g de hidrdéxido de addio em
1,4 1 de dgua destilada. A esta solug¢Zo foram adlcionados 306 g
de tartarato de addio e potdssio, 7,6 ml de fenol (p.f. BO 2C) e
8,3 g de meta bissulfito de sddio.

Adicionou-se 3,0 ml de reagente DNS a 1,5 ml de amostra e
tncubou~se em um banho de dgua a 100 éC por 5 minutos. Esfriou-se
& temperatura ambiente. A absorbiincia fot lida a B50 nm e compa~—

rada com uma curva padrdo.

I1.6.2 Anidlise de glicose {(método do TGO) (44).

Fundamento do método
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Este método estd baseado na oxlidag3o da glicose para dci-~
do glucdnico pela glicose oxidase com a geragio de perdxido de
hidrog&nio. Este reage quantitativamente com o sistema peroxida-
se/o~dianizidina formando um produto colorido que absorve a 420

nm. A absorgio é diretamente proporcional & concentragfio de gli-

coge.
GLICOSE . -
GLICOS + H,O + O ACIDO GLUC
LICOSE 2 e X IDASE ONICO + H,0,
HRP
;05 + O-DIANISIDINA —————s= H0 + O-DIANISIDINA OXIDADA
Método

0 reagente TGO foi preparado adicionando-se 1,0 ml de so-
tug¥o de o-dianisidina (0,03 M) e 1,0 ml de solug¢3o de triton
X-100 20 % a 100 ml de tampZo Trie 0,5 M pH 7,0. Filtrou-ge a va-
cuo para eliminar partfculas em suspensZo. Ao fliltrado adictonou-
se 4 mg de glicoge oxidase e 0,5 m]l de solugdo de peroxidase ( 8
mg/ml. Esta golug¥o fol aglitada e mantida ne escuro a 4 2C, con-
dig8es nas quals foi estavel por varios dfas.

Para o teste de glicose foram adicionados 3,0 ml de rea-
gente TGO a 0,2 mi de amostra contendo 0,3 a 1,0 mg/ml de glico-

se. Esta mistura fo! incubada durante 90 minutos & 40 =2€C. A ab-

gorbéncia lida a 420 nm fol comparada com uma curva padréo.
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11.7 OUTROS HLTODOS

11.7.1 Extrac¢fio de lignina de casca de arroz com dioxano.
Fundamento do método:

Este método de extracHo foi desenvolvido por Pepper e
col. (45) baseando-se no fato que a mistura dioxano-dgua-HCl so-

lubiliza a lignina causando poucas modifica¢gBes na sua estrutura.

Método:

A casca de arroz previameﬁte mofda e peneirada (tamiz 0.3
mm}, fol extrarlda de forma contfnua num aparelho de vidro Soxhlet
com 2.5 1 de solugﬁo.de etancl/benzeno (1/1) durante 53 horas.
Este materlal fol flltrado, secado ao ar e, finalmente, secado
até peso constante num dessecador sob vicuo e pentdxido de fdésfo-
ro. Uma amostra de 25 g do materlal pré-extrardo fol colocada num
bal%o de vidro de 3 safdas, previamente evacuado durante 15 minu-
tos. As safdag foram conectadas a um condensador de refluxo, bor-
bulhador de nitrogénio e funil de adig¢¥o com corretor de press¥o.

0 sistema de solventes, 500 ml de dtioxano/dgua (9/1) con-
tendoe 0,2 N em dcido clorfdrico, foil adicionado lentamente com

funil de adig¥o. A mistura de rea¢®o fol aqueclida com auxflio de
manta elétrica e refluxada por 30 minutos, sob agitagZo e atmos-

fera de nitrogénio.
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A migtura resultante fol eafrtada até temperatura am-
biente e filtrada. O resfduo sdlido foil lavado imediatamente com
50 ml de solvente. O filtrado fol neutralizade com blcarbonato de
sédlo e deixado em repougo durante 24 horas. Essa solug3o fol
concentrada até 30 ml num evaporador rotatdrio e adicionada gobre
i 1 de dgua destilada contendo 1% (P/V) de sulfato de sddio.

A lignina precipttada neste dltimo processo fol separada
por centrifugag¥o e lavada com dgua. Esta operac3o foi repetida
3 wvezes. A seguir, a lignina fol secada até peso constante num

dessecador sob vicuo e pentdxido de fdsforo.

11.7.2 Andlise de 4dcldo crftrico (46).

Fundamehtowdo método:

Baseia-se na leltura espectrofotometrica da c6r do deri-
vado do &cido citrico quando reage com anidrido acético na pre-

senga de piridina.
Hétodo:

A 1,0 ml de caldo foram adicionados 1,3 ml de piridina
sob agitag¥o. Adiclonaram-ge a estas egoluglo 5,7 ml de anhtdride

acetico e a mistura fol deixada em repouso por 30 minutos 2 30 ¢C

A absorbincia fol lida a 420 nnm.

11.7.3 Irradtacties da celulose.
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As irradiag@es foram realizadas com uma limpada de wvapor
de mercirio HRQL-Osram, a velocidade de fluéncia, determinada com
um radidmetro YSI-Kettering (modelolBS A), fol de 68,4 U/mt para
A>300 nm e 108,00 W/mtpara A>254 nm. A dist8nclia da amostra em
relago 3 l%ﬁpada fol de 17 cm. Ags irradiagBes foram reallzadas
colocando-se 300 mg de celulose numa placa de vidro de 20x20 cnm
formando uma monocamada e coletadas a diferentea tempos de irra-
diag8o. Para as irradijag¢Bes a X > 300 nm foi utilizado um filtro

de vidro Pyrex transparente.

11.7.4 Determinag®o do peso seco.

0 meio de cultive contendeo celulose e fungo foi filtrado
e secado durante 12 h a 80 2C. O peso deste resfduo foi denomina-

do peso seco.
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CAPITULO 111

RESULTADOS E DISCUSSKO



111 RESULTADROS E DISCUSSXO.

I11.1 PRODUCXO DE ENZINAS CELULOLITICAS.

Numa primeira etapa, observou-se de forma qualitativa a

capacidade de €. sitophila em degradar celulose. Para este fim

foli usado o ensaio com "celulose azure”. Na figura 10, pode-se
observar a difusHo da cor azul, causada pelo corante "remazol
brilltant blue R"” que & liberado & medida que a celulose wvai

sendo hidrolizada pelo fungo.

FIGURA 10 . Ensalo qualitativo da capacidade celulolftica de C.
sitophila TFB 27441. C: Controle e X: Tubo inoculado

(ver 11.3.1).

Usando o mesmo princfpio, porém em meio lfquido, & possf-

vel quantificar a liberag¥o da cor lendo a absorbéncla a 535 nm.
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A figura 11 mostra a absorbincia do meio de crescimento a dife-
rentes tempos quando "celulose azure” & usada como iunica fonte de
carbono. Estes valores indicam que C. sltophila alcanga uma ati-
vidade mixima apds 84 horas de crescimento. Existe uma correlagfo
linear entre a absorbfncia a 535 nm de "remazol brilliant blue R”
e a concéntraq%o de glicose - uma unidade de absorbincia equivale
sproximadamente a 12 mg/ml de glicose produzidos (7). Na figura
11 pode-se observar que em 48 h de crescimento a absorbéncla ¢ de
0,170 unidades o que equivale aproximadamente a 2,0 mg de glicose
por ml. Este valor significa que em 48 h, 20 % da celulose pre-

sente foi hidrolizada. Acima deste valor o método n%o & linear

(7).
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FIGURA 11 . Absorbincia a 535 nm a diferentes tempos de cresci-

mento de €. sttophila TFB 27441}, ugando "celulose

azure” como fonte de carbono (ver 11.3.1).
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A qﬁantlf!cac%m das enzimas celulolfticas produzidas por
C. sitophita fol realizada usando como fonte de carbono X-celulo-
se em melo de Czapeck modificado sob agitagBo (figura 12).

B-glicosidase e endo-1,4-P-D-glicanase alcangam a ativi-
daée maxima no quarto dia apdés o qual a primeira delas comega a
decair e a ségunda permanece quase constante. A atlividade en §a~
pel de filtro alcanga o médximo no quinto dia e em seguida perma-
nece constante. |

Na tabela N2 3 gXo mostradas as atividades celulolfticas
de €, pitophila comparadas com as de T. reesgel QH 6a, a cepa sel-
vagem do fungo produtor de celulaées mais eflclente @ melhor es-
tudado. Esta compara¢¥o é feita com a finalidade de avalliar me-
thor estes resultados. Observa-se que quandc o substrato de cres-
cimento & d-celulose ou celuloge microcristalina, as atividades
celulolfticas relativas a FPA s%o mals baixas para CG. gltephila
que para T. reesel. Esta situag3o muda bastante quando o substra-
to de crescimento é glicose. Isto nos leva a pensar que as enzi-
mas celuloltticas (FPA) de C. siltophila s%o constitutivas, ou
seja que quanto maior o crescimento fungal, malor a produgio de-
lag. No caso de T. reesel as enzimas celulolfticas 830 principal-

mente induzidas pelo substrato,
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FIGURA 12. Produg3o de celulaseas por €, gitophtla TFB 27441 usan-
do o ~celuloge como fonte de carbono em cultura com

agitac8o. As atividades est@o expressas em U.1/].
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Tabela NHe¢ 3. Atividade celulolftléa (U.I./ml) de C, sttophtla TFB
27441 (no quarto dfa) e T. reesel QM-6a (no décimo
tercelro dfa de crescimento), em diferentes substra

tos ({substratol = 1 %)

S e mmcmiecae e e €. 8itophila T. reesei

Substrato: o ~celulose

FPA 0,05 0,17
P-glicosidase 0,01 0,20
Fndo-glicanase 0,20 . 14,0

-u-—-_.m.__—--.-—-.-.-..-.._-...-...a——.—m——-.«..—.—..—-_—-.u_.m..__.-.-..—.....—__-......—_...._._-......—..-.....-_--..-—-—......-.-._—.

Subgtrato: celulose

microcristalina

FPA 0,01 | 0,04
B-glicosidase 0,04 0,04
Endo-glicanase 0,08 0,30

m—.—-mu.-..m.——mu-—.........-.-...u-_..-m_—.....--..-._-._.—_...__.........._-,___u.u.-....-.._-.-..—_.-.._-._..-—_m_—-u_._......-..

Substrato: glicose

FPA _ 0,23 0,05
B-glicosidase 0,02 /
Endo~glfcanase 0,05 ¢, 80

u...w.....-.._.—...-.-—-—....—_-.-.ue——.m_—-u_“m_—-..--—...._._-u.u._.—_.m__—-..——.-m_--..-—-..‘....._._—-....—-....__—.u_—-._

{(X) ref. (47).



111.1.1. Conclus8es.

Az enzimas celulolfticas de C.l sftophila TFB 27441 =30
produzidas em baixa quantidade quando se usa a ceilulose como
gubstrato de crescimento, porém estas aumentan quando a fonte de
carbono perﬁlte um malor crescimento como é o caso da glicose.
coﬁtudo, ecbtes valores n3o alcangam aqueles obtidos com fungos
hipercelulolfticos como & o caso de T, reepal 9414 (FPA 5,0 U/ml)
e T. reesel C-30 (FPA 13,6 U/ml) (4®). Portanto este fungo deve-
ria ser mutado como aconteceu com a cepa salvagem de T.reesef, se
se quliser ugd-lo para produzir celulases. |

Esta baixa atividade celulolftica pode ser uma vantagen
gquando se pensa no uso de €, sitophila em processos tais como
polpamento bioldglico, onde é de relevante importéncia a conserva-

¢3o da celulose.
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111.2 PRE-TRATAHERTO FOTOQUIHICO PARA A PRODUCXO DE CELULASES,

A producfo de enzimas celulolf{ticas usando celulose pré-
tratada com luz ultravioleta foi estudada realizando as experién-
cias em triplicata usando os seguintes substratos:

~ o ~celulose.

~ ® -celulose irradiada com A > 254 nm durante & horas.

- ®-celulose Irradiada com A > 254 nm durante 12 horas.

- ®-celulose Irradiada com A > 300 nm durante 6 horas.

- o -celulose irradiada com A > 300 nm durante 12 horas.

Destas culturas os seguintes par8metros foram estudados
peso seco, atividade em papel de filtro (FPA), protefna solidvel,
agicares redutores, dcido cftrico e pH (nesta expériencia o pH do
melo nZo fol tamponado).

Obgervando o gréfico da variacgio do peso seco (figura 13)po-
demos ver que a irradliag3o a X>254 nm durante 6 horas & efetiva
para aumentar o crescimento fungal (aumenta duas vezes comparado
com o crescimente na amostra sem 1rﬁadlar). Isto n%o deve ser
conslderado como uma medida absoluta, devido asoc fato de que o
peso seco representa o peso do mlcélio mais o peso da celulose
n#o consﬁmida, Pordm como a celulose & a Unica fonte de carbono,
esta medida pode ser considerada como um parimetro acettsdvel de

¢crescimento.
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PERDA RELATIVA DO PESO SECO (%)
[631
O

(&)

FIGURA 13. Perda relativa do peso seco de culturas de C, elto-
phila crescendo em d-celulose pré-tratada ( cultura
estacionaria, meio n¥o tamponado). (-@-) celulose nZo
irradiada, (-0-) e (-U-) irradiadas a A > 254 nm por
& é 12 hrs respetivamente, (-A-) e (-X-) irradiadas a

A > 300 nm por & e 12 hrs respetivamente (ver I11.6.3}
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Podemos ver também, que o aumento do crescimento n¥o & pro-
porcional ac ndimero de fdétons usados no pré-tratamento, uma vez
que a amostra irradtada a A>300 nm durante 12 horas teve unm
crescimento compardvel 2aquela irradiada 6 horas a A>300 nm. ls-
to pode ser explicado considerando que o fndice de cristalinidade
e @a drea superficial especifica n%o variam linearmente com o
teﬁpo de irradlagio (49).

Ho estudo da producfo de celulases (figura 14), vemos que
para um major decréscimo no peso seco (figura 13}, n%o é major a
produc®o de enzimag. Por exemplo, na amostra 1frad1ada a A>254 nm
durante 6 horas se tem o malor decréscime no pesc seco, entretan-
to este tempo e comprimento de onda de irradiac¢3o n3o corresponde
na figura 14 a uma malor producgio de celulases. Fol observado
por Mandels (43) que a produgHo de celulases é fung3o do substra-
to, e é matlor quando a celulose n%o & facilmente degradada pelo
fungo. Em nosso casc, aparentemente o aumento na produgio de ce-
lulase seja devido a mudangas locals na rede cristalina da celu-
losze.

A produg3o de celulases mostrou-se mals efetiva no pré-tra-

tamento a A>254 nm durante 12 horas (figura 14).
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FIGURA 14,

ProdugHic de celulase (atividade em papel de filtrol) de
C. sitophila crescendo em ™-celulose pré-tratada
{(culturas sem agitag¥o, melo n¥%o tamponado). (-@-) ce-

tulose n%o irradiada, (-0-) e (-0-) irradiadas a x >

254 nm por 6 e 12 hrs respetivamente, (-0-) e (-X-)

irradtadas a A > 300 nm por 6 e 12 hrs respetivamente.



A producXo de protefna extracélular (figura 15}, aumenta em
todos os casos em que as amostras foram irradiadas. Obsgerva-se um
comportamento diferente em celuloge irradiada com A>254 nm du-
rante 6 horas, onde ::se:- tem um mé&ximo de 0,9 mg/ml de protefna
no quinto dia de crescimento fungal, para depoig diminutr. Con-
giderando que na atividade em papel filtro, nas mesmas condicBes
(6 horag, A>254 nm) n%o se observa O mesmo comportamento (figura
14), pode-se sugerir que, provavelmente ha produg3o de enzimag

com atividade diferente a FPA. O decréscimo de protefna no melio,

apée o quinto dia de crescimento, talvez seja devido a um proces-
so de adsorcio das enzimas na celulose.

Foram medidos os acdcares liberados na hidrdélise do papel
de flltro, pelo método do DNS (agucares redutores totats) e pelo
método do Tris-glicose oxidase (glicose). N#o fol encontrada di-
ferenca entre estas duas analises, isto & indicativo de que a ce-
lulose e os oligossacar{deos produzidos na hidrélise sdo efetivé—
mente levados até glicose o que & de utilidade num processo in-
dugtrial. 0 mesmo fol encontrado ﬁa dosagem dos agucares presen—
tez no melo de cultivo, que deu um valor de 0,02 mg/ml, tanto pa-
ra glicose como para agucares redutores totails.

0 pH do melo de cultura é modificado pelo crescimento
fungal como mostra a figura 16. O meio permanece ao redor de pH

7,8 para a amogtras n¥o irradiadas até o oltavo dia de crescimen-—

to, a partir del qual se obgerva um aumento brusco. Nas amostras

Irradtadas o pH comega a aumentar a partir do terceiro dia.
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PROTEINA SOLUVEL [mg/ml]

FIGURA 15. Produglo de protefna acluvel por €. sitephila TFB
27441 usando &-celulose pré-tratada em culturas s=semn
égitacﬁo (meio n%o tamponado). (-@® -) celulose n¥o
irradtiada, (-0-) e (~D-) trradiadag a A > 254 nm por &
e 12 hre respetivamente, (-0-) e (-X-) irradiadas a

A > 300 nm por 6 e 12 hrs respetivamente.
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FIGURA 16.

Vartacdo do pH do wetln de crescimento de Q, altephila

TFBE 27441 usando o ~celulose pré-tratada em culturas
sem agitagBo (melo n¥F¥o taponado). (-@-) celulose n%o
irradlada, (-0-) e (-D-) irradtadas a X > 254 nm por 6
@ 12 hrs respetivamente, (-8-) e (-X-) irradiadas a A

> 300 nm por 6 e 12 hre respetivamente.



0 fato do €. sitophila n¥o mudar bruscamente o pH do meto
at.é o oltavo dia, &€ uma vantagem gquando ge tem interes em proces-
sos em grande escala, uma vez que as mudangas do pH no meio de
cultura podem influenciar diminuindo o creécimento e a estabili-~
dade das enzimas produzidas.

Nas amostras pré-irradiadas com Xx>300 nm durante 6 e 12 ho-
ras, encontrou-se 5 X de citrato no melo de cultura, e 0 %X nas
outrag amogtrag. Este é um fato interessante visto que 86 no ma-
terial iIrradiado a A>300 nm se induz a produg¢3o de cltrate, o
que confirmaria a hipétise de mudangas nos metabdlitos quando a

celulose & modificada em sua estrutura por luz UV.
1.2.1 Conclus@es

0 pré-tratamento fotoquimico apresenta-se como um método
que produz mudangas na estrutura da celulose que permite a indu-
¢Ho de celulase e de oublros metabdlitos como no caso do citrato
Para a indug¥o de celulases, a irradia¢¥o num comprimento de onda

de 254 nm por 12 h foi o mais adequado.
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111.32 PRODUCKO DE ENZIMAS LIGNOLITICAS.

Fol! estudada a produ¢¥o de enzimas lignolfticas por C.
sltophlila e P. chrysosporium ¢ estes valores comparados com og
dadog da literatura para este dltimo. Na tabela Ne2 4, s3¥o mostra-
dos os resultados obtidos por descolorac3o de RBB e a oxidag¥o do

dlcoold veratrilico.

TABELA Nz 4

Atividade lignolftica de C. sitophila e P. chrysosporiunm.

_______ C._zltophila _ _P. chrysosporium B._chrysoaporium_(2a)
DIAS __RBB(b) U/1(c) __RBB(b) _U/1€c)_ ____ REB(b) Us14c)

1 o 0 o 0 0 0

2 33 4 5 0 8 0

3 56 7 9 5 13 23

4 67 67 42 2 17 15

6 58 18 9 0 13 9

8 58 2 9 0 10 4
~Ae 58 2o __ 9_ Q. _ — __8 ———
(a): Valores referidos em literatura para P. chrysosporium BKH

F. 1767 (14, 50).

(b): A razZo abgorbincia x 100 /A raz3o absorbincia méxima.
{c): Pmoles de &lcool veratrflico transformados a alderfdo wvera-

trilico por litro de caldo de cultivo por minuto.
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Os valores apresentados na tabela N¢ 4 s%e surpreenden-
tea, se considerarmos que P, chrysosporium é o microorganismoc com
major atividade lignolftica, conheclido até hoje. C. sitophila TFB
27441, apresenta uma atividade significativamente maior que o=
valores obtidos em nosso laboratdrio ou os referidos na literatu-
ra, para P, chrysosporium BKN F. 1767.

Na figura 17 pode-sé observar a produ¢Zo de ligninase me-
dida pela oxidacBo de #lcool veratrflico. Nesta figura est%o con-

glderados os valores miximos e wminimos obtidos em cada medida.

A produglfo e indugBo de ligninases por lignina pode ser
observada na figura 18, a atividade fol medida usando "remazol
brilliant blue R”. Estes resgultados nos indicam que C. sitophila
pode lnduzfr uma quantidade aproximadamente 25 % a mails de enzima
que a constitutiva quando o substrato (lignina) esta presente.
Esta inducf%o n3o alcanga a magnitude referida para P, chrygospo-
rium (14), porém, a quantidade de enzima produzida neste caszo,
ainda esta muito abaixo da quantidade de ligninase constitutiva
de C. giltophila. |

A figura 19 apresenta o espectro de absor¢%o da ligrnina dio-
xano onde se obgerva um maximo caraterf(stico a 284 nm. A figura
20 mostra como varia a absorbiincia em 284 nm em fungfo dos dias
de crescimento fungal. Deste dltimo gréafico podem ser obtidas
duag informagGes importantes. Uma delas & que na auséncia de gli-
cose, a lignina n¥o & modifticada e que com quantidades crescentes

de glicose aumenta a intensidade da modiflcacgfo.
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FIGURA 17. ProdugZo de ligninases por (, é!taphlln, medida pela
oxldacdo de dlcool veratrflico (melo de Czapeck 1 % de

glicoge).(ver 11.4.2),
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FIGURA 18. Produg¥o e indug3o de ligninase, em culturas de @, gt-

tophila TFB 27441, medida pela descolorac3o de "rema-

7ol brilltant blue R". (~0-) 0,1 % de lignina e 1 % de

glicoge; (-@-) 0,0 % de lignina e 1 X de glicose.
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ABSORBANCIA

i
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FIGURA 19. Espetro de absorg¢fo da lignina dioxano de caeca de

arroz. Solvente dioxano:agua (9:1).
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FIGURA 20. Modificag¥o da lignina dioxano de casca de arrom por
C. sitophila na presengl de diferentes concentragles

de glicosge. (-@-) O %, (-H-) 0,5 %, (-0-) 1 X.



Doe dadoe obzervados na figura 20, pode-aze postulasr que nuwms
primeira etapa existe um aumento da absorg¥o da lignina devido a
oxida¢Bes pelas quals acontece a biodegradag3o (40) e que aumen-
tam o ndmero de cromdforos.VPosﬁeriormente a absorbincia comenga-
ria a calr devido a uma diminug3o na concentrag3o da lignina.

Sabe~se que a biodegradac¢®o de lignina por P. chrysospo-
rium 86 & possi{vel se o fungo tiver uma fonte de energta tal como
celulose ou glicose (11). lsto significa que ainda que a energia

potenclial contida na lignina & realmente mals alta que a da celu-

loge, este fungo & Incapidz de uséd-la como fonte de energia. En

principio poder-se~ia dizer o mesmo para C, gltophila.
i11.3.1 ConclusBes

C. sitophila TFB 27441 produz quantidades elevadas de
ligninases (67 U/1) se comparado com P, chrysosporium BKM F, 1767
(20 U/1) e seu mutante P. chrysosporium SC 26 (32 U/1). Este fato
¢ extremadamente interessante, pois posibilita a realiza¢¥o de
pesquigag mals aprofundadas para compreender melhor seu sistenma
lignolitico e avallar as diversas possibilidades de uttilizag3o enm
processos de deslignificaglo e/ou obteng¥o de produtos da ligni-

na.
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111.4 PRODUCKO DE PROTEfNAS UNICELULARES,

A capacidade do fungo para produzir protefnas usando
celulose como unica fonte de carbono pode ser melhor avaliada se
comparada com outros fungos de conhecida atlvidade celulolftica.
A raz¥o de convers%o calculada como gramas de protefna/gramas de
celulose, mostra que o valor calculado (0.07;: 21 .mg de protefna
por 300 mg de celulose) para C, gitophila & similar aos valores
publicados para Aspergillue fumigatus (0.07) e maior que para
Trichoderma reesel (0.04) (30). Considerando que uma cepa de C.
gitophila € usada para enriquecimento prot&ico e melhoria do sa-
bor de farelo de amendoim para alimentag¢¥®o humana na Indonesia
(£1) é eviaente a importéncia déstes resultados.

Quando fol usada casca de arroz como gubstrato de cresci-
mento para C. altophila (meio de Czapeck n3o tamponado, cultura
n%io agitada) o pH e a atividade em papel filtro mantiveram-se
constantes nos valores 7.4-7.5 e 0,006 U.1./ml, respectivamente.
D peso do micélio no décimo dia de crésclmento é mostrado na ta-
bela 5 e comparado com o obtide no crescimento em ocutros ‘substra-
tos. A porcentagem de protefna emcontrada no micelio de C. smitop-
hila variou entre 10 e 12 %

A tabela & mostra a variag¥o da protefna solidvel em cul-
tivos de €. gltophila usando como substrato casca de arroz, estes
valores s%o comparados com a protefna solivel em cultivos com ce-
lulose.

Considerando a percentagem de protefna no micélio e a

quantidade de protefna soldvel, parece ser vidvel a wutilizag¥o
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deszte fungo na fermentagdo de casca dé arroz para o enrigquecimen-
to proteilco de racgBes animais. Também é importante destacar que a
casca de arroz usada n¥o fol! submetida a nenhum pré-tratamento,
ageim pode-se concluir que um processo de enriquecimento proteico
com o fungo serlta de balxo custo.

Os aminodcidos 1iberados durante a hidrélise da protef-
na do micélio foram analisados e mostraram.uma considerdvel pro-
porc¢¥o de aminodcidos essenclals, tais como histidina, leucina,
metionina, valina, etc.. Quando comparados com os valores refe-
ridos para outros fungos e gr¥os (Tabela Ne 7), conclul-se que o
conteddo de aminodcidos é semelhante aos apontados pela FAO como

apropriados para uma alimenta¢3o balangeada.

Tabela 5. Peso da massa miceliar de C. @gitophlla usando como

subgtrato casca de arroz e sacarose (no décimo dial).

SUBSTRATO PESQO DO MICELIO %)
casca de arroz (600 mg) 32,1 mg
sacarose (600 mg) 48,8 mg
casca de arroz (540 mg) + sacarocse (60 ng) 42,4 ng

(%X) erro maximo 2 %.
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Tsbela 6. VariagHo de protefna soldvel em mg/ml de culturas de ¢,

sitophila crescendo em diferentes substratos.

DIA 2 DIA 3 DIA & DIA 10
Casca de arroz (600 mg) 0,5 0,8 2,1 2,8
Celulose (600 mg) 0,6 0,6 0,6 0,6
Casca (540 mg) + sac.(60 ng) 1,3 0,9 2,8 3,0

Obzervando ag tabelas 5 e 6, pode-se dizer que usando pe-
quenas quantidades de sacarose, para obter um aumento no cresci-
mento inicial, se obtem um aumento significativo da quantidade de

protefna total.



Tabela

Alanina
Arginina

Kc. aspéartico
Cistefna

Kc. glutamico
Glicina
Histidina
lgoleusina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenijalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptofano

Tirosi{na

Valina

(a) ref.(30).

sitophila

6.70

2.50

7.50

0.01

8.30

1.45

5.30

5.70

3.90

1.45

2.80

4.30

N2 7. Conteddo de aminosdcidos de

reesel

(a)
5.10
4.00

7.70

5.90

4.00

5.10

2.00
5.50
3.70

2.60

3.70

fungos

amendolm e soja. mg/ 100 mg de protefna.

Amendolimnm

(a)
4 .20
10.60

15.10

17.40

4.00
6.70
3.00
1.00

5.10

4.40

Soja

(a)

3.30

7.30

3.70

1.80

18.40

4.00

o

.30

.00

.00

o O o

.80

5.00

4,00
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celuloliticos,

FAD

(a)

1.2

B [ -3
e 1e) N

v}
iN)
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I111.4.1 ConclusSes

0 alto conteudeo protefco (12 %, base uUmida) e a quantidade
de massa micelar produzida por C., gitophila TFB 27441 quande
crescido em casca de arroz, permitem pensar (considerando sua
abilidade em degradar celulose e principalmente lignina) na uti-
l11=za¢%0 desta cepa para a preparaglo de rag8es animails desligni-

ficadas e enriquezidas com a protefna micelar.
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CAP{TULO 1V

CONCLUSBES GERAIS
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IV CORCLUSHBES GERAIS

0 fungo Chysonilia gitophiia TFB-27441, apresentou uma
atividade celulolftica comparivel, em termos gerais, & de Tricho-
dermna reseel Q¥-6a, gque supBe a possfbillidade de desenvolver mu-
tantes com alta produg3o de enzimas celulolfticas, como té&m sido
dessenvolvidos a partir de T. reseet QH-6a (43).

Se consideramos a alta atividade lignolftica, podenos
pensar que este fungo tem um grande potenclal no dessenvolvimento
de racBes animals deslignificadas (52) e no polpeamento bioldglco
de madeira na inddistria do papel (53).

A protefna unicelular apresenta-se comparavel a fndices
de aminodcidos sugeridos pela FAO (30) o qué reafirma ag possibi-
lidades de usa-lo num processo de converso direta do lignocelu-

l6sico a protefna unicelular (5CP).
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AP£NDICE

A.- Sintese do slcool veratrfllico (54).

Num bal%3o de 1,0 1 de tré&s bocas conectadas a um conden-
sador de refluxo e a um funil de adig¥o contendo 52,4 ml de sul-
_fato de metila foram adicionados 36,4 g de vanilina e 30,0 nl de
sgua fervendo, esta solu¢¥o fo! aquecida num banho de vapor. Um
volume de 72 m)! de NaOH 5,0 M fol esquentado 2 100 2C e adiclona-
do a migstura de vanilina e dagua.

Esta dltima mistura foi aquecida continuamente num banho
de vapor. Foram adicionados 28,4 ml de sulfato de metila através
do funil de adic¥o numa velocidade suficlente para manter a ebu-
lig%o que comenga apds a adlg¥o dos primeiros 2 a 3 ml. Logo apds
a adic%o do sulfato de metila, que requer aproximadamente de uma
hora, a mistura de reag3o foi mantida em emn ebul iglo por matle 45
minutos. ApSs esse tempo um volume de 6 ml de sulfato de metila
fol acrescentado a mesma velocidade que a primeira adig3o. Apds
10 minutos de ebulig¢lo da mistura de reag¢do, adicionaram-se 12 ml
de hidréxido de zddio 5 M e outro volume de & ml de sulfato de
metila. A adlic¥Bo alternada de 12 ml de hidrdéxido de sddio BN e

de 6 ml de sulfato de metila fol repetida duas vezes malas, adi-
cionando-ege degta forma um volume total de 52,4 ml de sulfato de

metila. A mixtura de reac3o adicionaram-se 30 ml da solug3o de
hidréxido de sédic 5 M e esta fol aquecida por 20 minutos. A mis-
tura. de reac¥o foi esfriada rapidamente até 25 2C com agltagBo
continua e o aldefdo veratrilico fol extrafdo trés vezes com vo-

tumegs de 60 ml de éter.
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0 extrato etéreo foi éeco sobre suifato de magnésio ani-
dro e o éter fol posteriormente evaporado em evaporador rotatd-
rio. O rendimento alcancado fol de 28 g (70 %) de aldefdo vera-
trflico (rendimento da literatura 84 ¥%).

0 aldefdo foi reduzido para dlcool veratrflico com boro-
hidreto de sddio da seguinte forma: A uma solug%o de 15 g de al-
defdo dissolvidos em 1,5 1| de uma solucio sdgua:etanol (1:4) foram
adicionadog 7,5 g de borohidreto de sddio. Apde 24 h de agitaglo
contfnua o produto fol secado em evaporador rotatdrio até 25 ml e
em segulida extrafdo com cloroférmio. Uma vez evaporado o cloro-
férmio o -dlcool veratrflico fol destilado sob viacuo para garantir

gua purezsa.
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