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RESUNO

Chrysonilia sitophila (TFB 27441) é um fungo que conse-

gue transformar, em elevado rendimento e curto espago de tempo,
casca de arroz em proteina unicelular.

0 rendimento e/ou a qualidade da proteina unicelular ob
tida puderam ser melhorados utilizando-~se um pré-tratezmento gui-
mico ou fotoquimico em separado.

Os pré-tratementos fotoquimicos estudados foeram irradisa
dio.

¢fo a comprimentos de onda meiores que 254mm e 300 nm e o

[=

s quini

Ak
——

cos foram Agua oxigenada em meio bdsico, 0zdnio e clorito de s6~

Dos resultados obtidos, o pré-tratamento fotoquimico

mogtrou ser ¢ mais eficiente, com significative zumento na masse
fungica e no teor de proteinas totais.

A andlise de aminocédcidos nas cascas pré-itratzdas nfo a-
presentou altera¢fes significativas, mas con relacio

X

& anédlise
da masse fingica foram notadas modificacles marcanites nos tsor
de aminodcidos tanto essencisig quanto nfo essenciais.

-
a8

Dados de guimiluminescéneiz sugeren gque

a casca de arroz
is eficiente.

quando em meio badsico, provoca na lignine a perds de suas propri
edades antioxidantes, possibilitandc aossim um atsgque fingicc mom

A hidrdlise da casca de arrcz en Acido ftriflucracédsico
mostrou que esta reagfo é vidvel, do ponto de vista gquimico, e

que o pré-tratamento com clorito de sdédio nfio altera significati
vamente ¢ teor de glicese obiida.
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A hidrélise enzimdtica das cascas de arroz, usando celu
lase comercial, mostrou que as cascas tratadas com luz e com clo
rito de sédio inibem percislmente & enzima e aguelas tratadas

com dgua oxigenada e ozdnio sio favorecidas.

Micrografias obtidas de casca de arroz mostram, do pon-
to de vista morfoldgico, que os pré-tratamentos atingem princi-
palmente as camadas da epiderme inferior e o paréguima e gque e-

les n8o chegam a atingir a organizacfo celular da casca.

A emissBo fluorescente de lignins-dioxanc extraida.de
casca de arroz lrradiada a comprimentos de onda maiores que 3CO
nm sugere que & fotdlise da casca provoca na lignina o apareci-
mento de estruturas do tipo vanilina e dcido vanilypiridvico e gue
2 irradiagfo a comprimentos de onda maiores que 254 nm provoca ©
aparecimento de estruturas estilbénicas.

A energia de ativagZo da reagBo de pirélise de lignina-

dioxano foil calculada através de dadcs termograviméiricos.
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SUMMARY

Chrysonilia sitophila (TFB 27441) is a fungus which is

able to convert very efficiently rice hull in single cell prote
in. '
The yield and/or the quality of the single cell protein

were improved by chemical or photochemical pre-treatment alonse,

The photochemiczl pre-treatments studied were irradis.-

tion at wavelengihs higher than 254 nm and 300 nm and the chemi

cal treatments were basic hydrogen peroxide, ozone and sodium

chlorite.

The results have shown the pnotochemical pre-itreatment
to be the most efficient one, with significant increasse in the

fungal growth and in the %otal protein content.

The aminoacid analyses in the pre-treated rice hull ha
ve shown no significant changes tut the fungal zgrowth showed re
markable modifications in the aminoacld contents regarding both

egsentizl and no-esgential amincacids.

Chemiluminescence data suggest the loss of lignin ont

Fise

oxidant properties when rice hull is treasted under alkaling co

It

ditions, making the fungal attack more efficient.

Rice hull hydrolysis with trifluoracetic acid showed

o

this reaction to be possible in the chemical sense and that pr
treatment with sodium chlorite did not change significently the

glucose content obtained.
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Enzymatic hydrolisis of the rice hull with commercial
cellulasge showed that treatment with light and sodium chlorite
inhibits the enzyme action while hydrogen peroxide and ozone

treatments are favoured.

Photomicrographs obtained from the rice hull have shown
that pre-treatments change mainly inner epidermis and rarenchyma

and that they do not change cellular organization of the hull.

rTluorescent enission of the lignin~dioxane extracted from
irrediated ()»3C0 mm) rice hull suggest the Tormstion of structu-
res-related to vanillin and vanilpyruvic acid while irradiation
at wavelenghts longer than 254 nm leads to the appearance of stil

benic structures.
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1. INTRODUCZO

:Nos dize de hoje, parece claro que a biomassa (primé-
ria e'residual) serd rum futuro muito breve a rrincipal fonté
de recursos que contaréd a humanidade para obtencBo de alimen-
tos, produtos gquimicos orgfnicos e combustiveis 1iguidos e ga-
sosog, devido ao esgotamento e encarecimento crescente da bio-

masga féssil (petrdleo, carvio e gis natural}(1"4).

Neste sentido, os residuos de cardter ligno celuldsico
constituem uma matérie prlma renovével e abundante cujo apro-
veitamento € desejével e tem provocado un inter8sge crescente

pelos processos microbviolégicos.
As vantagens destes processos podem ser resumides em:

~ O consumo de energia & reduzido e s aumenta a sezu
ranca, pois geralmenie se opera a pressfes e temperaturas pré-

ximes &s do ambiente,

~ Diminui-ce & poluigBo ambiental, pois se utilizam

resfducs que necessitanr ser eliminados.

- Aumenta-ce a produtividade e o aproveifamento da nmg

térie prima, como se deduz zo comparar os tempos de duplicacio

{

dos microorganismos com os das plantas e animais guperiores e
a seletividade de uma reagfo enzimdiica com a de uma reacfo

guimica n&o bioldgica.

A aplicag¢Bo dos desenvolvimentos tecnolégicos da in-
distria quinmica e os recentes avangos da erngenhariaz genétics

LY

. nos processos microviolégicos té&m garantido que a biotecrolo-

gia se converia em ume das édreas do corhecimento

{9
X3
e
]

mais din

i

cas e incvadoras deg srnos citenta.
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1,1. Composiciio e recurscs disponiveis

Os residuos, ligrnoceluldsicos sZo formados basicamente
de celulose, hemicelulese e lignina. A Tabela 1 mosira os valo

‘\
res dos componentes de alguns residucs celulésicos(5’.

TARELA 1. CompesigBo de alguns residuos

celulédsicos.

e L L R L T N SN L I L o L N L T L N D T I I N L L L o D T e I o s s s e o =

Fonte Celulose(s) Hemicelulose() Tigninal?)
Lixo Urbano 61 2 9
ladeiras moles 45=-50 ' 25-35 - 25=35
Madeiras duras 40-55 2440 18-25

Forragens, palha de

‘cereais, bagago de

se, unidas por ligagles @-1,4. Zsta ligacBo & o resultado da e
liminacgZo de uma molécula de d4gus das hidroxilas dos carbonos 1
e 4 de duas unidades de glicose adjacentes. A posiclo B da hi-
droxila do carbono 1, faz necessdrio que a unidade seguinte de

. glicose 48 um giro de 180° em torno do eixo C1-C4 do. anel pira

nosidico. Assim sendo, a unidade que realmenie se repets no 0

limerc é a celobiosze. A estrutura dz moléecula de celulose & r

H)

presentada na Figura 1.
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A hemicelulose difere da celulose pela variedade de aqu
cares que a forma, pelo tamanho de suas moléculas que sH50 meno-

res e pelas ramificac¢Bes apresentadas.

Os seus principais formadores s&o pentoses {(xilcse e a-
rabinose), hexoses (glicose, galactose ¢ manose) e alguns agica-

res dcidos (dcidos hexurdnicos).

A lignina & um polimero tridimensional formado por uni-
dades de fenilpropano com hidroxilas fenélicas em posigio pora
derivadas dos é&lcoois p-cumarilico (I}, coniferflico (II) e Sing
pilico (III).

GH,0H CHa0H CH,0H
CH CH CH
i i i
CH CH CH
OCHy  H3CO OCH3
H " OH H
T TT I

%]

As medeiras moles sZc aquelas formedas por ligninas pro
&1

venientes principalmente do ccol coniferflico (II), 235 madei
ras duras possuem ligrinas derivadas dos 4lcoois coniferflico -

(II) e sinapilico {III) e as

U’-i

ramine2s possuem lignina dos trés
dlecols citados

Devide & complexidade de cua molécula e & variedade de
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1.2, Aproveitamento

de resfduocs celuldsicos
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Celulose

Pasta de papel

FIGURA 4. Aproveitamento de reciducs lignoceluld
de processos fisico-guimicos.
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Nos esquenas das Figuras 4 e 5, indica-se as principa-
is vias para o aproveitamentc dos residuos lignocelulésicos., A~
pesar da pirdlise e gasificagfo estarem recebendo alguma atencHo
(7"12), as vias mais pronissoras parecen ser aguelas baseadss em
processos biloquinmicos e principalmente as que conduzen o obien-

Zo de etanol e a producio de bicmassa (PUC).
g D ¢

A via do etanol é importante devido a sua utilizacfo co
mo matéria prima bdsica na inddstria quimica e como combustivel

en motores de explosHo (13—14).

Por outro lado, os residuos celuldsiccs se caracterizon
pelo seu baixo conteuddo em proteinas e dlgestibilidade, o que di
ficulta a sua utilizacZo como alimentag¢fo” animal no seu estado o
riginal. Porém, quando s@o submeitidos a itratamentos simples co-
mo maceracgfo com solugfes de NalH, sus digestibilidade pede ser

sunmentada consideravelmente.

Se apés ¢ pré-iratamento, se empregz O ﬁaterial lignoce
luldésico como substrato para o crescimento de nicroorganisnos,
pode~se aumentar o conteudo de profteinas fazendo com que & bio-
magsa obtida substitua satisfaltoriamente 2 racfo animzl.

o esquema da Pigurs 6 se mcstran as ebapas necessdrias

parz a produgio de etancl e PUC., 3SBo0 reelizados pré-tratamentos

seguildos de hidrdélise enzimdtica; em seguida se submete o resi-

duo sdélide a uma fermentacBo aerdbica, para a obtengiic de PIC ou

anaerdbica pars produzir etanol (15).
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FIGURA 6, DPrincipais vias para o aproveitamento de resfduocs

lignocelulésicos.
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2. PRE-TRATANTENTOS

A maior dificuldade para o aproveitamentd dos residuos
lignoceluldsicos, na obtencZo de etanol ou PUC, ven a sef a qﬁe-
bra das ligagles glicosidicas @—1,4 para liberar as moléculas de
glicose e celcocbiose que posteriormente serfo fermentadas a2 eta-
nol ou ch(ls).

7]

A reaguo de hidrdélise proprianenie dita nfo & linmitante
e

na velocidade do processo, pois a dificuldacde consiste na possi-

bilidade do dcido ou enzime alcangar os lugares de reacgio.

~ Como a celulose nativa estd protesids por ume barreira
fisica formada por lignina e sua prérria estrut tura cristaling, &
interessante entfo realizer pré-tratamentcs que possibiliten dimi
nuir ou mesmo alterer o polimero lignina, reduzir =z cristslinids

de da celulose e zumentar a sua dreas superiicizl.

0 pré-tratazmento ideal, que pode ser diferente para uma
“ou outra matéria prima, deve ser econbmics, cu seja, deve regue-
rer pouco investimento em equipamento, consumir quantidade razoi

vel de energlzs, utilizer resgentes barzitces g facilmente recupsrd

c
veis, ser aplicédvel a véries matérizs prircas, ete.

Os pré-traianentcs se classificon em fizizes, guinicos
e biolégicos e algung processcs sfo combinegfes de deis

O
pré-tratanentos aplicadcs simultaneaments ou en sequéncia.

Os pré-tratanentos fiszicos podem ser divididcs enm mech-
nicos e nfo meclnicos. Os primeircs utilizam forges de impacto
ou cizalhamento gue conseguen dividir o materisl liznccecelulésico
enm particulas nmenores. A relagfo superficie/volume iorna-se
ior, fezende a celulose mencos cristaline e mais sugcetivel & hi-
drélise.,
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Os moinhos de bolas, roles, martelcs, etc, sHo exemplos

tipiccs(17—18).

Og pré-iratamentos fisicos nfo meclnicos causam decompo
sigBo e solubilizagfio de uma fragZo da lignina. Entre estes po-

(19-2C)

de-se citar tratamentos com radiagfes e a utilizagio de

~ : = . 21.22)
vapor a altas presstes seguida de descompressio réplﬁa( e

Os pré-tratamentos quimicos sfo utilizados para remover
lignina due rodeia a celulose e destrulr suz estrutura crista-

lina; s8o utilizados principalmente na indéstria de parpel.

Mesmo levando-se em conta que 08 pré-~tratamentos quini-
cos sfo tastante eficientes, eles possuem algumas desvaniagens
que n8o podem ser ignoradas, ou seja, eles ¢80 caros pars seren
utilizados em material lignocelulbsico e requerem equirnament
pecial resistente a corrosio.

Os pré-tratamentos quimicos meis usados sBo aqueles gue

o . . 223-27)
utilizam solugles dilufdas de TWalH ou NH4OH (23-27)
les consegue-se aumentar a édrea superficial eiravés do inchsgo

e através de

das fibras ds celulose,

{(282_29
Cs préwtrauaienuos deidos 2 29)

utilizam geralmente 4-
cido sulfirico diluifdo e eliminam a maior perte da hemicelulose

presente.

Além destes tratamentos mencionados, existen outros que

se baselzm na oxidagdo da lignina e sua posterior sclubilizacBo.

Os agentes oxidantes mais utilizados sBo oxignio ~  ~°/
(33-35) (36) -

ozdnio e dzua oxigenada em meio bédsico

Geralmente, 0s pré~tre

(37.38)
tes que oz fisicos \37-3%) e Pan e cclabvoradores mer.cionam gue
I

tanentos quimicos s8¢ mals eficien

5]

para a palha de arroz, o tratemento fisico mais eficiente é o mof



=
-

nho de btolas e enire os quimicos, a acfo de NalOH z quente,

Este vltimo tratamento apresenta a vantagen de aumentsar
consideravelmente a digestibilidade dos residuos lignocelulési-

(40)

cos

Um enfoque difemnte do problema consiste na separach

o]

dos trd8g componentes (hemicelulose, celulose e lignina) utilizen

O.
o

do solventes especificos para hemicelulose e celulose, ficand

(40 : ‘
lignina como residuo sélido‘*“). O procedimenio € esguematizado

na PFigura 7.

Resfduo Celuldsico

]
Solvente 4 -~ Tanque 1 —————> Themicelulose em sQ
TucBo
Residuo
sélido
Y
Solvente B3 ~———1—» Tangue 2  ——  resgfiduo sblido
{iignina)
| Celulose eom
Recuperacio sclucgdo
de solvente L Tanque agiizdo —«-——— £mus

Celulose reprecipitada

(amorfa)-

PIGTRA 7. Esquema de pro

2y

n

edimento para a oblteng8o Ze celulese

e
de baixa crisitalinidade



0 solvente para hemicelulose {solvente A), pode ser tan
to um &cido como uma base diluido e & gquente; os solventes de ce
Ilulose (solvente B) sZo agentes de inchago que provocam a separg

gﬁo'e ruptura das fibras da celulose nativa.

0s solventes de celulose maeis conhecidos s80 ¢ Cadoxen

e o CMCS que sfo respectivamente complexos de cddmio e ferro.

Cs pré-tratamentos bioldgicos utilizam microcrganismos

que atacam a madeira e conseguen degradar lignina e/ou celulose

S80 clessificados em bactérias, fungoe de putrefacfo
branca, fungos de putrefacfo marrom e fungos de puitrefaglo amare

la.

Desses microorganismos citados, o fungo de putrefacHo
brancea parece ser o nals eficiente para o pré-iraiamento de 1i
noceluldsicos; possul cerca de mil espécies, das guais poucas dg
(41)

las foram examinadas com relacglo a decomposicgZo de ligninas.

A degradacio da lizmina ocorre pele ztaque de ligninaose
o L] P q L

aos residuocs fendllcos com desmetilagZoc e quebra de anel,

Estudos feitos com palha de trizo mostram gque 45% @

lignina pode ser degradada guando se usa o microcorganismo
(42
LY £

4
thus stercoreus '’ ).

A deslignificac8Bo bicldgica parece ser sma tdenica bas-
tante promissoré, mas tem sido evitada em escala indusirial devi
do a sua baixa velocidade, Ixiste porém a possibilidade de. ace-
lerar o processo através de nodificacfes genéticas 40 microorga~
nismo e/ou do uso de um tratamento fisico ou quimico do substra-

to antes do tratamento biolédgico,
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3. HIDRCLISE DE RESIDUOS ILIGNCCELULCGSICOS

Depois de realizados os pré-tratamentos adequados, o
passo seguinte para produzir etancl ou PUC é hidrolisar a celulo
se de tel modo gque ela possa ser aproveitadsa por micrcorganisw

mos. &Bsta hidrélise pode ser dcida ou enzimdtica.

3.1, Hidrdlise Lecida

;

Quando se use 4dcidos fortes, conceantradds e a guente na
hidrdélise de lignoceluldsicos, os pré-iraitamentos sio desnecessd
rios; mas devido As altas temperaturas utilizadas (~200°C), além

de se obterem produtos de degradacgfo indesejéveis

b d
O

e
K
]
[
bt
o
=3
o
o7
@

corrosdo do reator e o alto custo de recuperscio do rescgente de-
vem ser levados em conta.

Apesar das considerag¢Ces acima, tem sido usadeo IF ligui

_ A3mid)
do ou gasoso na hidrdlise de residuocs celulésicos(’3 .

As reagles envolvidas sZo representadss abaixno:

4+ n HF n C6H11@5F (1)

(06H1005)n

k.

i

n C6H1105F 4+ n H,O — 1 C6H (2

12
As vantagens que este procedimenioc apresenta sfo sau g
a
¢80 (30 min) e baixas temperaturas (0-25°C); per outrc lazdc, as

desvantagens sBo alto custc e toxicidede do HFP, gendo necesgdri

I~

t0 rendimento em glicose, da ordem de 90 %, tempcos curio

n
S

ra

1%

o

a sua recuperacgio.

Apesar das desvantagens, este Drecesso porece ser ceon
nicamente vidvel mesmo quando comparado com processos enzimiti-

008(44).



3.2, Hidrélise Enzimdtica

Dentre os fungos gque produzem enzimas extracelulares ca

pazes de hidrolisar celulose destaca-se Trichoderma reesei que é

reconhecidamente & melhor fonte de produg8o industrial de celula
Lo 45).

Estas enzimas s8o usadas para descrever o modelo para a
hidrélise de celulose e Eveleigh e colaboradcres'  / sugsrem aqu
0 "ccmplexo celulase" envolve no minimo irés delszs que s8o care

terizadas pele ssu modo de a2¢Ho:

1. f-1,4-glicano-glicancidrolace (EC3.2.1.4,Cy, erndoglicanase )

)

2. p-1,4~glicano-celobioidrolase (EC3.2.1,921,C

SICRP: 1
celorioidreloss)

1’

3. p~1,4-glicosidase (EC3.2.1.21, celobiase)

-Celulﬁse . CY - | - l l

Celobiase l l l L

A er—— S rr——

- - L4 L]

glicoze”

FIGURA 8. Esquema de atuacBo das enzimes rna hirédlize enzimdiioa



Como mostrado na Figura 8, as endoglicanases clivam a
celulose nativa ao aczso, possibilitando a formagfo de cadeias

nenores, de celobiose e de zlicose.

As exoglicanases atuam nas exiremidades nfo redutoras
das cadeias, seperando meoléculas de celobicse e finalmente as

glicosidases hidreolisam a celobiose a glicose.

Como o substrato € insoldvel em soluglo aquosz, as enzl
mas terfio que dirigir-se & sua superficie onde serfo adsorvidsas

para ypoderen reagir

Dois fatores deven ser considerados na hidrélise enzind

a. A natureza e produgio de celulases.

b. A natureza do substrato e as interz¢lfes enzimz-zubsg

trato,

3.2.1, ProducBo 2= Celulases

As celulases mais ativas sfio aguelasz provenientes do Tri
_ [ ay
N - . e 0
choderma reesel, Pleurotius sajor-~caju e Agvergillus weniii .

Tedos oe microerganismos citados sofrem inibicH

o
tabélitos, principalmente glicose; por icso, 2 produclc de celu-

lases ¢ geralmente realizade fora dos processos de hidrélice pro
: R ),
priamente ditces .

o

utilizado por produzi

alto rendimento. Entretant

deficientes em B-1,4-zlicosidase, o gue iem motivado estudos ro
&

i
zentide de melhorey =z font



(e

]

Assin sendo, nz literatura aparecem trabalhos que se u-

tilizam de mutantes ou outros fungos celuleliticoz tais come Tri

(49) (50) T

choderma reesei QW 6a e Schizophyllum commune " ', cujos rem

sultados obtidos indicam que as celulases provenientes desses pi
croorganismos possuem alto conteddo enm Pnglicosidase mag sfo de-
ficientes ex excglicsnases.

Por outro lado, a produgBo de celulases a pzrtir de

»

Thermoncspora sp, tem o inconveniente de originzr endo e exozli-

canases que s&o inibidas pela celobicse, além do que =zuas f-z1li-
- . : {510
cosidases s8o ternmicamente instdveis "7,

A+ 174 o I3yt -1 AA 3
Atualmente ac pesgulisas sfo dirigidas no sentids de se

encontrar microorgznismos celuleliticos, terncf{licoz, zerdiicos
ou anazerdébicos capazes de produzir celulases eom guantidode sufia

ciente e equilibrada na sus composigBo, para rezlizar 2 hidrdl

se e fermenitzc¢fo simulianeamente. Feste sentido, cg reszuilisdes
{52
obtidos com Chaetomium Cel;ulolyticar‘ﬁ ) na obtengfo de TUC e
. 53) : "
-eom Bacillus stearothermOpﬁllus( ' nz produgBe de elarnol, pare-

cem ser prometedores.

enzima na velocidade de hidrdélise, cBo propozios difsrerisc umode
los cinédticos. ZBo classificados em do0isz grandes zrutes, depele
dendo se ge considera o complexo enzimditico e o zubsiraio conmo
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S+ E —» SE ———» P 4 E — PE (3)

onde S e E sZo as concentragles de substrato e enzima, SE um com
plexo intermedidrio, P os produtos de reacsio e PE um complexo

regponsdvel pele inibigfo da enzima.

Og resultados apresentados por Koichire e colaboradores

(54)

s80 explicados por esie mecanismo

(55)

Henrissat e colaboradores consideram gue a enzing

seja formaeda por tré&€s componentes e que o substraio, durante a
hidrdélise, origina cadeia de celulose de tamannhos varisdos. As
trés enzimas atuanm simultaneamente; deste mode, &g eﬁioglicﬂnﬂ—

segs formam um complexo enzimes-substrato com 2s ¢

o
e
[N
0
g
b1
o
0
H ;)
w
o)
o
——
e
I

lose rompendo-as 20 acaso e dando cadelas nais curias, éelobiose
e glicose. As celobioidrolases formam um complexo com as sxire

midades nfo redutoras formando celoblose que € nidrolisadz pal
celobiese o glicose. As itrés ernzimes podenm apresenier inibkicBo

- por parte da celoblose e glicose.

A equagfo cinética para a degradagio de celulose obiida
segundo =28 hipéteses anteriocres results extremamente complexa de

vido zo nimero de parfmetros e de concen

..

agles de produics ine

termedidriocs, chegonde a ser invidvel do ponso de wista pritice

Uma =clugfo intermedidric enire o prineirc e ¢ sezinde
&)
modelo & a proposta por Saddler e colaboradorQSCSL Zles consi

deram o substrato formado por uma fracio zmorfa e outra crisiali
na e n&o diferencism as acles de endogzlicanzase e ¢elobioidroleose
ou seja, admiten que a agfo dessas enzimas libheraz celobloze gue

se hidrolisa em fase homogénea =z glicose pela acfo da celobizcse.
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4. PRODUCIEO DE PROTEINAS UNICELITARES — PUC

A utilizagZo direts de residuos agricolas para alimenta
¢80 animal é pouco recomenddvel pela sua balxa digestivilidade e

baixo teor de proteinas (inferior a 8 %).

Com relagZo & digestvibilidade, ela pode ser aunentazda u
tilizando~se unm pré-tratamento adeguadc e guantio =¢ teor de pro-
teinas, 0 uso de microorganismos capazes de aproveitar estes subs
tretos para sua nutrigZo e crescimento faz com gue haja un enri.

guecimento.,

A obtengBo de PUC, a pertir de residuos liznoceluldsicos
pode seguir dois caninhos diferentes: hidrdlise e fernentasfo con

-~

Secaulvas ou hidrdélise e fermentagBo simultéineszs.

4,1, Hidrdlise e Termentacfo Consecutive

As etapas deste processo sfo: pré-tratamento, hidrdlise
enzimftica com celulases e finalmente unms fermenteciio aerdhica
com levedura.

o (57) . ] e

Homphrey propls um processc pars o zrroveliamsnito
de lixo urbano, cujas vaniagens se baselam ns ubtilizagfc de leve
duras cujo crescimento é rapido e nc pH 4,5~5,§ que nminimiza o

competicZo de bvactérias, melhorando zg condicles de asgepsio. -

As desvanviogens deste procedinmento re51dem eri ser un
processo nais lento e mals cero cue 2 hidrdélise enzindtica ou &e

cida,



4,2, Hidrdlise e Fermentacfo Simultfnez

Uma cutra altermative € & utilizacdo de microorganicmes

celuloliticos de rdpido crescimento tais ccmo Chaetomium eellulo

iyticum para a2 hidrdlise e fermentagBo zerdtica simultfinez, gjue

foi proposto por liooc-Young e colaboradores. e desenvolvido nz Uni
. " 58

versidade de ﬁaterloo( ).

4
Mediante este processo que utiliza reaiduos acricolas
térmica e quimicamente pré-tratados e fermentzgio zemi-sdliin,
consegue-se um produio gue coentem 35 % de proteine e se desiina

a racfo animal.
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5. OBJETIVOS DO TRABALED

Como na maior parte dos processos, vistos anteriormen-
te, a etapa delterminante na producgfo de etancl cu PIC £ a hidré-

lise enzimdtica, é conveniente a realizacio de estudos que condu

zam a um melhor conhecimento deste fendmeno.
Cs seguintes pontos merecem eniZo destague

e 3 - N By .-
a, IEstudar um microorganisme capaz de produzir celilom

-
ses e fermentar os aglcares produzides a TIC,

b. Propor novos pré-iratamenios, mois haratcs ¢ eficie

entes que os atuais, capaces de eliminar ou dirmini-

@
o
Q

3 - o = - = 3 b b g 3
ir a2 barreira fisicz da lizgnina « risinlinidadie

o~ d oy 2 e i 1 A P -
Com relagfo zos Itens zcima, ncsso Srabalho procurca

oo L do JF M FEp— “ o b}
dar enface ac estude de algwms pré-itraiter-enios arnlicadozs 2 ooz

de arroz com objetivo de se obter PUC, asravés do tratameno. D¥n
gico de subsirato com 0 microorzanismo Chryconilis sitophilsn que

foi recentemente isoladc por nosse grupo

m 2 T3 Y e o ) e - e 4 3 - ~
go, o Tribelium ferruzineum enconirade er smoztiras de ocasca 4

arroz procedente do estado de Goids,



6., EYPERIVENTAL

6.1.1.

Reagentes e Procedéneis

fcido Acético p.a.

Lcido 2érico p.a.

Leido Clord

v

drico p.a.

Lecido Citrico p.a.

Acido 3,5-dinitrossalicilico p.a.

Acido Fitrico p.=z.
Acido Sulfirico p.a.

Agar U,3.P.

Agua Oxigenads p.a,

Albvumina Rovina

Llcool Ztilico

Anirona p.a.

Ranzeno

Bicartonzto de 3464dio p.a.

Cloreto de
Cloreto de
Clorito de
Dioxano

Fenol

Cdlecio anidro
Potédssio p.a.

Sédio - soluclo 30 % (p/v)

Fosfato dibdzico de Potézsio

Glicose

Yerck
Verdk
Merek

QEZL



Hidréxido de S46dio p.a.
Todeto de Potédssio p.a.
Hetabissulfito de Sédio p.a.
Nitrato de S6dio T+,

1

Pentéxido de ™sFforo

Pepel de Filtiro n?

Sulfeto de Cobre IT p.a.
Sulfato de Perro IT p.a.

Sulfato de Sédio p.=z.

Tartarato Duplo de Sédio e Poidsgio p.a,
6.1.2. Instrumentacio

A casca de arroz fol irradiade utilizanigws
rada de mercirio HQIL-Csram, e as wvelocidades de Tlubr
‘determinades através de um radifzetro YSI-Fettering,
da Yellow Springs Instrument Co.

As determinagles ezpectrofotomédiricaz Torer
Estectrofotbmetro Baush Lomb, Spectronic 207C.

A andlise de agicares da casca de arrcz nidr
deido trifluorzcético foi feita sm um analizadsr de g
2000 Biotronik.

A guiniluminescénecia da casca de srroz foi »
num contador de cintilagfo Reckman LS-7200.

Eepectrosz de fluorescéncia de soluglez de 1i
no foram obtidos através de espectrofluorizeirc Terk:
443.

As andlises caloriméiricas foram feltas aira
nalisador termograviméitrico (951) da ™ Pont Instrume

"N
[a]

4

Carlo Erba
NMerck
Carlo Erbz
Carlo Zrba
Whatman
Ferck
Carlec Irta
Helore
Verck
Corlo HIrba
& unz 18me
cin foram

o "t [l il |
nodelo TR
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Micrografias de amostras de casca de arrcz foram obti-
des utilizando-se microscédpio eletrdnico de reflexfo JEOL JSV-
P15,

Egpeciros de foioacdstica de casca de arroz foram obii

dos num espectrofotdmetro fotoacustico CAS 400 da BDT Pasearsh.

Esyectros na regific infravermelho foram obitidos atravéds

de espectrofotdmetro infravermelho A-202 da Jasco.

A determinacfo de amirodcides na casca de arroz foi fel

A

ta utilizando-ze um analisador de aminodcidos Beclman 110 0L

6.1.3. Solucdes Esueciais

DissolugBo de 21,0 g de nitreto de =43io, 1,0 g de Tosw
fato divésico de povdsszio, 0,5 g de cloreto &z poidosic 2 7,71 &

P
]
3
(&)

e e . - - " ~ -
SolucZo de Biureto - Usade sarz o deierrinecfo A2

proteines soliveis e prcieinze micelisres.

C rezgernte de Ziureto € prex

l'w -4
{‘_1
{‘J
(&3]
O
[
',. I
923
13
O
[
g
8
s
e
O
i
i
&

-
C

o

. 3 1 o + o b .o I A S -
de sulfato de cobre IT e 2,0 g de tariaraio Suplo de zdiic 2 10-
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SolucfBo de dcido 3,5-dinitrosszlicilico - Usada na de

terminac8o de agicares redutores.

A golugBo de dcido 3,5-~dinitrossalicilico foi prepara-
da dissolvende~se 19,8 z de hidréxido de sddic ¢ 10,6 g de dei-

de 3,5-dinitrossalicilice em 1,4 1 de dgua destilada. A esea s9

lugBo acrescentou-~se 306 g de tartarato duplo de zsdéddic ¢ potds-
sio, 7,6 ml de fenol e 8,3 g de metabigsulfito de sddio.

6.2. Pré-extracio da casca de arrcz

A casca, antes de gualquer traiamento, foi lavada com £
gua, seca en estufa, moldzs e peneirads.

A fragBo dz casca gue passou pela pensira de mslhd 7,3
mm (48 mesh), foi colocada em Soxhlet e feita exiragfc com henze

ne=etznol 1:1 (v/v) durante 48 horas.

0 produto insoldvel obitido fol seco & missa gonstonte e

rmantido en dessecsadir.

Recupercu-ce 28 % da massa originsl.

A casca de arroz fol irrasdiasde uitilizendo-ze ums 1&8nps-
de vapor de merciric, colocada a 17 cm de alluras de uma placa de
vidro 20720 cm gue continha uma monccamcda de 2mosTtro.

A
iy

ts wvelocidades de flufnecin foran determinzsidaos oiravés
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s a ; 2
de um radidmetro, obtendo-se cs valores de 68,4 w/m” para Ay 300
2 =
nm e 108,0 w/m" para A\y254 nm.
Nas irradiagles a A%»300 nm, utilizou-se um filtro de Py
rex refrigerado a dgua.

Os tempos de irradiagfo das amostras forasm 1, 3, § e 12

horas.

(60) .

Esta extracio 0l feita com & ajuda de unm al¥%o
fundo redondo de trés boczs, =dapiado a uma menia de sguecinen—
to. Ha boca central do balBo conectou-se um condencador de Yo
fiuxo e nas laterais, um funil de adiclio com egualisadcer 3o pres

880 2 um tubo capilar

Este tubo capilar fol ligado a uma itorneiras de trés sai

dss, possibilitando ou & evacuagfo dos g2ser de sisfernn cu o Lor
- P - s o
bulhamento de nitrogénio, conforme 2 necessidcie.
Jo balfo colocou-se 25 g de czzex de grroz e no Turil
" ~ - p i -
de adigfo 500 nl de solugBc dioxano-dguza 2:1 (v/v) 7,8 1T em 721,

-y b [ .. oy S . R, S oy
Techando-ze o condenssador de raeflure com ure ftamng czme

x kel - - - 2 -+ ~ e . L] -
rilhada zdeguada, evacuiou-s2 0 sigterma durante 20 ninuios.

] Ay ] En =1 - - - T
Acrescentou-se lenitamenie a sclucBo do furnil zo bnlfo e

.

Retirou~ze o tampa esne

ri
se 2 solugfo scb refluxo durante 30 minutos.
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0 residuo obtido fei lavado com solugfo de dioxano-4

A

gua 9:1 {(v/v) e o filtrado assim obtido foi neutralizado com bi-

carbonato de sddio sbélido, concentrado em evapcrador rotativo a-
té 30-4C nl e adicionazdo lentamente 2 1 1 de sclucBe de sulfat
de sédioc 1 & (p/v).

A lignins assim obtida foi centrifugada, lavadsz com -

gua destilada, seca a massa consiante e mantida em dessecador,:

B A & 3 ~ 5 R U
£.5. TIré-iratamento d2 ¢esea de arroez com d-un orisensds anm

00 g de cacse
oxigenada 1 % (p/v). O pKE foi =zjustado 2 11

0
dréxido de sddio e deixou-se em zzitacfo durante 24 h

Tavou~se 8 casca conm Zoun d

e
trou-se, secou~se & nasse constante e mantida em

]
. oot s . 7 F -

Hecuperou-se 73 & da massa de partiia,

(652)
& 6 é oy o [y et (q;\ DYy - A e e
Cow & - 8 U(i : -\O a8 Qagr WAL v B TN SR W ) CO,.L Ct..O_.’ i
- Y - T L -
Colocou-se casgea de arroz numa coluna eromatosrdficae




de sédio(63)

Cagea de arroz foi

suspensa ¢ agitada enm so

]
-

i P
‘}“‘"‘\5

8o (1.w0,

cageca:golucglo) 2 ¢ (p/v) de clorito de sédic e 0,4 % (v/v) de 4-
cido acdtico glzeial a 80-90°C durante dums hores.

Piltrou-se ¢ sélide, lavou-se com Agua destilada, secou
se & massza constante e manteve~-se em dessecador.,

Recupercu-se 70 % da massa de partids.
6.8, Tratamento Tincico de lignira—diocxesnc e czscn dg arror

‘A amostra fol susypensa em 20 ml de solugfo ds Coapek e
inoculada com 0,5 ml de suspensiio do fungo Chrygenilisc zitorhiae
la (TFB 27441),

A mistura foi deixada em estufa & 30°C, com agitagBo ve
riédicz, durante 10 dias, cuicelzveda, Filtrads 2 o croliic “aoo
Idvel seco a messa constante,

A massa desse residuc foi chomadas "mosen seca",

Enzaios semelhontes foram feltes deinends—zs & mishora
durante 2C diss e ocuircz foram feitos beorbtulharic-re oxwizdrnio ro
lugar de =gitacBo peridédica,

€.2. DeterminccZo 4z massa do micdlio opds orescimerto ©in~i.
co dog cascnn de arrgz tratadns e nBn Yrotads




A determinacioc foi feita conforme procedimenio j& des-

erito no tépico anterior.

Utilizou~se 120 mg de amostra de partida e deixou~se na
estufa a 30°C a susgpensSo de casca em Czapek durante 1C e 20 dias

respectivamentie.

0 produtc obtido foi autoclavado, filtrado s

L)

47]
On
e
[
7]
[

0
lavado com dgua destilada até gue nBo se notasse mais a pr

o
L]
[}
5

&
2

de casca de arrToz.

Deixou—-ze entBo o micédlic am estufa a 5C°C durant

horas e determinou-se suga massa.

¢

6£.10. Andlise quimics dos constituintes da ca

6.10.,1. Determinacfo de celulose™ 77

reazen

ot
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0
re. obter celulose livre de lignina, hemicelulese e cinias

antrons.

B o A R £ - ~} t"; Aeye o ey g oy n e ey P a0 Ee Tyres ~
Cragles Jde CeLuioze 5z0 ODLICas & pUuIrLlr de ums curva Tagrnd

~

A solucgdo padrio de celuvlese foi obiida "digzolvendo-se”
50,00 mg de papel Thaimen n? I em 10 ml de deoldo sulfirico €7 7,
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Esta solugBo foi diluida a 50C ml, obtendc-se entZo solu

¢80 que continha 100 pg de celulose/ml.

6.10.2, Determinacic de liznina

3 Avm Y 4 = 2 2 | e
0 teor de lignins na amostra analisads fol obtd

tir da sema des reszultados de andlise de lignins Mlzson' 77 e

. . £3)
lisznira soldvel em é01dc( 3’.

pode

Lignina Tlason fol determineda através do nméiodo dcido
1 4 ' . " P
sulférico 72 & (v/v) e o teor de ligninz soldvel foi obtido =2
vartir da absorbincis a2 205 nm do Tiltrado ¥locon, usando-zo 25w

-1 -1

sorpiividade de 105 l.g “.com .

gq

. . s J S . .
citaggfo, a terperatura ambisnte,

Transferiu-se a mistura para ur balic de 1 1, zdapiou-
d

se unm condensader de refluxo e acrescenicu-=se 5E0 ml dz Asue dng
tilade,
Refluxcu~ze durante gquaetro horas, deizoi-ze esfrisr o
filtrcu-se. 2 sélido obitido foil lavado com £ruz Jdestllnds & sow
e -
co emn estufa 2 massa ccnstante.
e - " P
Com o filtrado, otieve-ze a absorkBnceis a 270 nn conirs

brance de solucBo de deido sulfirico 3 7 (v/v).



(66)

£.10.3., DeterminacBo de cinza

Obtida apés aguecimentc da amostra em mufla a 600°C, du

s

rante duas horas, resfriamento em dessecador e medids de massa,

6,10.4, Determinazcic de hemicelulose

Hemicelulcse Toi determinada, subitrzindo-ge o seng das
rnasses dos trés compon entes (celulose, lignina total e cinza) da2

magse da amostra pativa ou tratads.

6.11. Determincciico de vrotelnzs soliveis e vrotoeinoz nicellac
resg

Y - .
= - - ’ L )
(”"”
AA o A+ a Turadtat o/
SleeZ2 O I uOdO {iu SAAYe 0 *
4o A ,. 4- 3 -t o=
Pera a andlise de protelinns sclivels, zdiclioncu-ze 1,5
& 3 3 - N - ~ e 3 g~ Ll me -
zl de reszsgente de Ziureto a 1,0 ml da solugde invesitizcdn, ooue-

ente & deternminou-ce 2 absordinciz 2 %40 nm

- 2 . . ot P
o caso da masss nicelier, inicialmente ze efetuou ums

(62)

exiracio “ conm solugBo de hidréxido de sddic 0,2 N 3 ml pa-
ra 100 mg de amosira) a 100°C durante dez minuos. Dos ml 0D
tides da extrogio, utilizou-se 1 nml para a andlize.



A concentracgfio de proteinas foi determinada através de
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540 m %
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0 hidrolisado ¢ separado numa coluna de trocz idnica
(resina DICNEX DA-X4-2C) utilizendo-se tampfo borato pH 9,1.

‘A solugBo & eluida e misturada com a solugBo complexante
{(reagente Cu-2,2-cinchoninato), numa coluna espiral de teflon de

30 metros de ccenvrimento, & temperatura de ebulicBo do Asun,
Y ;] A g’ (=]

Cs complexos coloridos resultantes sfo detectados = 420

nme,

3
{J-,
o
et
0
)
2
)
0
©
m
3
0
2
L43]
(o
3

£.14, Soearificacio enzinm

rcg utilizondo-

se celulase

6.14,1. Atividade da celulase en papel de filtro “haotmon nol

(70)

Une tira de papel de filtro Vhstmen nel (1
foi colocada em um tubo de enszio de 18 eom com tampz de rosco.
Juntou~se 0,5 ml de soluclo de enzima (1,5 /1) e 1,0

ml de tampfoc citrato 0,05 17, pH 4,8. Agiftcu-se ¢ deixou-se en

0]
Lot
o
|
fu -
4}

[¢£]

[

|

banho~maria a 50°C durante wmz hora. Acresceniou-s
lugZo de dcido 3,5-dinitrossalieilico, ferveu-se a nmisturs duran
te 5 minutos, acrescenitou-se 16 nl de dzua destilada e leu-se a

absorbdncia da solugBo colorida a 55C nm contra brance.

A messa de glicose foi determinads airavés de uns curva

de calibragBo de absordincia a 550 nm X messa de zlicose.

A concentrecfo da solucgfo padric uiilizodn fol de 2,724
J"’
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UJtilizando-se 0 procedimento anter
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Usou~se comprimento de onda de excitagfo igual a 360 nm.

6.18, Andlise termocrovimdtricn das ligninzs-dioxsno isclndos
(74-78)

As andlises foram feitas em atmosfersz de nitro
fluxo de 6C ml/min, ntiiizendo-se em ftorno de 10 ng de onosira o

velocidade de aquecinento de 10°C/min, na Ffoixa de O n £00°C,

As temperaturas correspondente

n
£
O
0n
o]
o
3
o
O
63
o
3]
‘_.lc
g
h
-
[¢0
Lo
bl |
O

das curvas obtidas foram chanadas de Tl, 7, e T, respectivanents,

”~ - R ] P = {79}
.19, Iierosconia eletrfnics

Amostras de cascs de arroz tratcda o nfio Sratodn forom
micrografadas em nicroscédpio eletrdnico de reflexio.

Pequena porgio de zmostrs fol eosloczda em suporie edegan
do, recoberta com uma fina comoda de oure & introduzida no microg
cdpio. Feran tirades trinta micrografics das seis smosiras sstu-
dadas.

(82)

6.20. Easrectiros de fotoocisticn
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7.1, Pré-cxtracio da casca de arro

A casca de arrcz recebida par stude fol lavaeda com &Ge-

i
gua para ce eliminar possiveis substlneias estranhas, come por e

xemplo areia ou mesmo pedages de Zrroxz.

Depois de laveda, a casca fol seca em essiufa & 60°C Que

ante 48 horas, molds em moinho e peneiradsa,
N#Zo existe regrs gerszl que deltermin e 0 taranho da rarti
cula de madeirz g ser anaslisada, mas via de
¢Oes de 40-80 mesh (0,05-0,4 mm)}, Yo nogso casc uiilizamos a
casca que passou rela peneira de 48 mesh (
A extrescfo feita com benzeno-etancl 1:1 (v/v) visou a g
liminac8o de substlncelas que nBo fazem parte da parede celvlar,
como exemplo: dcidos grazos, resinas, cersas, coraentes

-

constituen soroximadesmente 2 7 da massa inicial.
D

7.2, DOs Pré-tratcmentos

A luz ultravioleta consegue peneirar em alizumas modsi-

ras n#o mais do-que 75 pn, a luz visivel 200 pmoe a infroverne-

lha de 1 a 1,5 mm. Apesar de luz uliravicletiza gonsegulr pengirar
muite pouco em material celuldsico, é sabido gque ele & deszradade
{831
L

principalmente pelzs presenga de lignina gue se oxida

ca, duplas lizagles, grupos carbcnilas, ete, £ gue possitilita &
oxidacglo da lignira. Desies, as carbonilas corjugades zo angsl o
roxédtico apresentam-ze ceomo os croeméforos mals efelivos para der

¥
infcio & fotodegradacgio.
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A fotodegradagfo da lignina

=0 l::o
Y
OCH3» OCH3»
-0 p -0
¥
=0 e
+ ———
OCH3 OCH3s
. OH
o e
e e LS
i
--c-._-
Oz
OCHs
Oe
02
B — ]

é representada na Figura 9.

OCH3 OCHsg
Os

-
4+ CH»OH
o
0
(4]
* | -
4+ H—C=0
OCHy
0 .
T TR e
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0 pré-tratamento que utiliza 4gvs oxigenada em meio bé~
(61)

sico, suzerido por Gould e cclabhoradores y Taz usc do radieal

altamente reativo HO* como agente oxidante dz ligninso
& &

Este radiecal é formade durante a reacfo enire a 4gus 0-

N -

xigenadz e o Bnion hidroperdxido (HCO

H,O H0CT e HO! ¢
q202 + C . +

3
Py

A reagBo acima é dependente do pH do meis; sose pH rerd

$timo a 11,5 gue & o PK, da reaciic de dizsocizcBo dn 4drie omige-
nada:

o0 - - wt 4 oo

-~
v
S

Dois exemplos da aclBo de dgua oxlgenads em meio bdesico

] 3 -~ & e e s gmen P
gura 10. Nz primeira rescBo (6), 2 estratora qui

3
1..:.

sfo dados na

[ 1
{‘J
jo N
o
%]
338
]
,..I
b
Q
{2

nofda & degrad i
xido e dioxetano e na seszunda reaclc {7) mos
p

fa e S Ry = -  demyn = s oy 2 R
produtos de degracic com estruturas oxirang .

e
:-?3—2—- 09 s A 4] . TV
0 00® >0 e S

0 0 o0 0 0 e
0 0 0 0 -
o 0-0H -3
+HOQ 0 +HO0 o o Lo N
. -HQ® ~HG® N
oe o 0 .
TTTRA LD, AoBo de perdailin o LiidreAric oo

irafdess 3 13 -ntea
LLODI NS A8 LTSN,



o
o)

Lol - - 3
O pré.traitonento com oz8nio foil eseclhildn

&l
i
i

R e e
RSN S

N

ey e oy
.

e

[,

!

&
4
juns
b
¢

-

-~

L
{
i

{
i

i
.
R
[

[ SRR SN

{1

Liate!

[h4®

e
ek et

)
o

A ey

e
R L I S

.
F ey fa iR A
hos oy

R
LR N S T

ey

!
;

I

HyCO OH
O 10H}

«Dy

0-0-0~

403 Elia
30
O IoH]

_0 [OH}

HyCO

el

..02
-CH,OH

OCH,
0-0-0"

S

QGS
DCHy

OH

[

0CHy

«Hy0
-H;0;

0CH,

003

OCH,
{OHI

1084}

10m0-0

s~
o
a

T e et T et
° LeZ0N

A

2

.
Y e Y
Lo e

™
LA Tea

L

T
- ®

A
[N

N

W e
[ I

-
G *

bl
o
w3



A deslignificacfo com clerito de sédio estd basead

reaclio enire C10,, C1CT e lignina; j4 que en rmelo 4eoid
: ¢
tempo que se oxida a CIC."

reduz a €10 e C1° =20 mesmo
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7.3.

¥edida da mossf seeaz no crescimento finsico

7.3.1. Crescimento fingico de lign

e

o e

or

.
ey
TLCE
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™

Liih
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roz tratadas fotoguid

Fs

F

w

Amogtr de

[0}

a

A,

casca de arros foram irrsdia

£

,
2z

<
o

e Xy3C0 nm durante 1, 3, 6 e 12 horas, exiraindo-se logo ords s
a ligninz-dicxano. OCs rendimentos obiidos nesin oxiracBo esiXo
na Tabela 2.
TAPELA 2. Rendimento obtido n2 extracfo de 1i-znina-
dicxano de casca de arroz irrsdiada.
I A s A= Bl o N Il
tempo de irradiaciBol{h) R i R .
P S / A»254nm Ap200nmt
Fo
1 "’:’- A
A
5’3 5,‘%
& £,0 Te3
12 545 S .2
Com relagic zo iratomentc Dingico de liminnes-Iizxinno
de caccas de grroz irradiodss e nlo Irrediacds, 2 rocoe de parti
da foci de 200 mg e 0s resulitados obtides feram evpresacs em g

e tarvelasdos &



~ TABETA 3. Crescimento fingico de ligninas-dioxano de

casca de orrcz *tratadas foicquimicamente.

&
H 17¢ 118 204 LI

=
o
]
p
Lt
O
.
Jout

LD CA 30C 3H 177 110 289 19,4
LD Cca 2 1
A 2

\AA

. ‘. .
Os resuliados zeime mestran gue Chrysoniliz zitorrila
m - . = s - £ L.
TPB 27441) concegue degradar lignina-dioxanc, uosnde ests rmotord

al como idnica fonte de cartono e gque tcdecs oo pré-‘ratancnion
togquimicces reslizados na casca de arrcz levan o unm o

‘dimento de tratamento féngico da orden de 20

”~ F k) 2. 4 q - -
2¢20 durante uma hors & zonprimentcs de onda moloves suc 2
N
~ L4 e oy 3 e +. -
Te3e2. Crescimenico DNMnzico de gosoz de 2rrcz Srotals foinasd
e - +
mijeanmenue
L v v oy A 3 ’\(‘“ . - e AN
A maessa de partida foi de 600 mp ¢ of vesutadosn ot
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TABELA 4. Crescimento fingico da casca de arrocz tratads

fotoguimicamente
3é61ido Filtrado Total ANGD:
(mg) (zmg) {mg)
CA 487 115 02 o,0
CA 300 1H 575 130 05 17,1
ca 300 31 573 114 687 14,1
CA 254 1H 581 12¢ c1l 16,4

CA 254 3H 575 110 685 13,8

i WA M e i e e gy i P Y AT A AR S il ey e g . i ek WM. v e o i o frrak e A S i " S e SyHe TR T T 44 ok $LA ik e i n o e T i s
e iy g Syl e SR ST SR ST S TS T UR! M TR, A AL ULl i bk . Ak e <P i s " o s R/ T Lve e v o e i k. Sl " e S e s s e o et e S T T T A R T T T N L T e

Hesta experiénein constatamos que Chrysenilis sitonhila

(TFB 27441) também consegue degradar cascs de arrcz usada cono !
nica fonte de carbono. Apesar dos rendimentos serem menorss que
os antericres, a irradiacgfo a 300 nm durarte uvnz hors continus

sendo ¢ procesgo mais eficiente para se oboer ZUC.
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T.3.3. Crescinmento finsico de casca &

micamente e con dguc oxigeraodn em meic bizico.

&

A massz de partida foi de &6CC mg e 0s resuliacdcs obibi-

dcs estlo no Pabeln 5,

Pelos resultados apresentades, pode~se notor que o trde

&

temento com dgus oxigenada em meio bdsico aumenta ¢ crescimento
fungico do casca de orroz em 8,3 % e gue spesar do Sraiamento o

toquinico simultineo melhorar o rendirnento, os valores obtidos
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nfo s3c superiocres acs da tabela anterior (tratamento fotoguimi-
P QU

co isolado),

A conclusBo-que se chega é que nEo se observa efeito si
nérzgico dos tratamentos com relzgBo 2o crescimento fingico d=z cas

ca de arroz.

imento fingico de casca de zrroz itroto-

¢
da fotogquimicamenite e com 4o oxigenada =nm

88lido Tiltrado Total ACT
{ e fme) {r o
s S D -

CAT 568 81 649 8,3
CAT 300 1H 587 98 68 14,2
CAT 300 3H 574 95 E69 11,7

T
Lt
LS
]
i\n
@]
<0
(8]
P
(@)
s

Te3ed. Crescimento finrice de casca de arrer sratada foiovuai-
nicamente 2 com ozBnio.
A massa de partida fol de €00 mg e cs reszultados obii-

des ectBo na Tehele 6,



TABELA 6. Crescimento fingico de casce de arroz trata-

da fotoguimicamente e com ozbnio.

Sé1ido ?iltrado Total AN e

{ng) (me) (me)
ca 482 123 605 0,0
CAT 375 77 450 ~25,2
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Cs resultados acima mostrem ums surprszendsnis rerds de
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e
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8080, A explicagBo para esta diminuicBo node ser 3u

. k] . LI 4 ——Y be DR N £ R I o b PR B
sendo devida aos intmercs sub-proditos formados dursrie 2 orido-
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das num perfodo de dez dias., A ddvida que nos apareceu foi se
esse tempo de tratamento seria suficiente para se ter um rendi-
mento mAxime de micélio, Outra gquestlo importante levantada £o
com relacfo & agitag¢fo periddica; ou seja, a agltqgﬁo seria sufi
ciente para oxigenar o melo e dar as condigles necessérias para
¢ ¢rescimento do fungoe?

Tentando esclarecer essas dividas fez-se o iratarmento
fingico de cascas de arroz pré-tratadas e nfo “ratada, con azitz
¢Bo e borbulhando-se oxiglnio. Da massa seca obitida, separcu-ze

a casce de arrcz remanescente ocbtendo-~se 2 messa do nmicdlio,

A magea de partida feil de 120 me e o0 resultodos ohiia

I Y

dog estfio na Tabela 8,

10 adies 20 dinm
(=) e
CA 79 a1
CA 3202 4 g6
CA 03 T3 T4
CA 0102“ 62 50
CA 300 1H 103 95

2C diss para

com 17 dias o
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7.6.1., Pré-tratamento fotoquinice

TABELA 11. Determinacfo pelo método de Bilureto de pfo-
teins solivel e insoldvel de amosiras prée-
sratedas Tfotogquimicamente e obtidas apds tro
tamente fUngic

Inscldvel Soliive Total EVANG
(%) (% (%)

CA - 6,1 5,3 11,2 2,0
C4A 300 1H 5,0 8,0 13,0 ‘ 14,0
CA 300 3H 4,7 _— —— —

Cs dados opres

8

NeaUts mosIlrom gue & oo

wn

ca de oXroz Lrrl
diada a 300 nm durente uma hora, apds o crescimsnio fingico, 4

enriguecida gquanto a0 seu teor de proseinn toitzl guande eccnmparie

da com g casca sen itratomento foltogulinico.

Un resultads intersssante foi zauele rslacionade com a

irradiacfo a 254 nm durante umn horz; apesor do crescitente Sin-

®
o
)
")
£
I
0
3
]_.!
3
k3
(3
o8
b

gico ter sido do mesma orden de grondeza daguel
ada a 300 nm durante uma hora, ¢ seu teor de proteina Sotal foi

significativansnte maoior.
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T.6.2. Pré-tratamento fotoquimico e com doua oxigenada

TABELA 12. Determinagfo pelo método de Biureto de pro-
teino soldvel e insoldvel de amostras pré-
tratadas fotoguimicomente e con dgua oxize-
nada e obtidas apds {trataomente fingico,

Insoldvel Soldvel Total JANGS'
(%) (%) (%)

OA 5,8 543 11,1 0,0
CAT 443 642 10,5 - 5,4
CAT 300 1H 4,0 | 2,7 6,7 -39,6
CAT 300 3H 3,9 4,0 7,9 ~28,8
CAT 254 1H 441 2,2 543 —43,2
CAT 254 3H 4,0 1,8 5,8 7,7

crescimento fungzico.

Con relagfo aos pré-~tratezmentos simulitinecs (fotoguimi-
co e‘quimicc), os resul

te aceniuada nos valores obtidos, chegzndo oo linite de 47,7 #
ne diminuicBo do teor de proteina ¢t

254 nm durante trds horas e tratoda con dzun oxigencda am meio

bdsico.
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7.8. Hidrélise 8z casca de arrcoz (nfo trotnda e tratada conm

clorito de gédic) em dcido trifluoracédtico s sua onflise

de acucares

E comum o0 uso de dcide sulfdrice para se hidrolisor po-
lissacarfdeos. UN&o haveria zroblema zlgum nesia reacHo, =z eln
terminzsge exatamente apdés a guebro das ligocBes glicosidicas:

mes é sabido que os monossacarideos tambdm recgenm con deidos die

minuindo assin sew rerdimenso.

A hidrélise com deido trifluoracédiico tem duas voniacens
principais sobre o dcido sulflrico: o tempo de rezcfo & menor e
nfio é necessdrio sua neutralizogBo pois ele § voldtil e pode ser

removide do meio resecional por evaporacho.

Os dados apressnitades na Tabela 17 sfBo percentunils e mog
tram que o pré-iratamento corm clorite de sé

altera a constituigfo de agicares (excetoc xiloss

ta andlise foil o teor de ligznina (resfdue n%s hilroligdvael)
casca pré-tratada com clorito de sddio, ¢ que jusitificn o uzo des

ta solugBo como agente desliznificanie.



v
0

TABELA 17, Andlise de agdcares provenientes da hidrdli-
em Zcido triflucracédtico de casca de zr-

e
roz gem pré-iratamento e itratzda com clorito

CA oA
nie”
Celeobicse _ e Ty
Raminose 0,3 AN
Nanose 243 N,2
Arabinose 1,7 256
Galactose 2,9 T,
Yilose a, 21,0
Glicose 41,2 10,6
£ aglcares 5443 £4,%9
Residuc n8o hidro
ligdvel 27,2 17,7
Cirzas 12,3 10,6
Total 91,8 ne,e
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7.10.2. Esveciros na regifio de infravernmelho

As bandas de absorgio na regifio de infravermelho sfic o-
tribuidas empiricamente e sfio baseadas em resultados obiidos de
compostos modelo.

Ag bandas mais caracteristicas de lignina sfio aguels
encontradas na faoixa de 151C e 1620 cm -1 (vivrogles C=C no cnsl
aromético) e entre 147C e 1460 cmf (deformaglo C-HE e vibragBes
C=C no znel aromdtico). A primeira regifio mencionzds n%c apre-

senta ouilras bandss adicicnals, pressando-se portonto para pro-

(=0

var a existéneia de lignina em preparac¢les desconhecidas. As in

tensidodes dessas bandas entretanto sfo influencicdos pelos gro-

rcs substituintes ligados oo anel aromdtico.

As diferentes relagSes sntre as intensidades das bandas
a 1510 e 160C cm."1 poden ser usadas pera diferencilar ligninos de
madeiras moles de ligninas de madeiras duras,. 4ssin sendo, en
ccmpostow nodelo gue representan & lignina de madeira dura, s

intensidades dessas duos

U

bandas sio praticamente os mesnog on-

quanto que em composios gque representan lignina de nmodeirs mole,
o o a -l . .

g intensidade do bends em 1210 eonm 4 consideravelnante nalor.

-

As bandas intensas correspondentes & abeeorefio de zrupos
. " -1 _
carbonils aparecen entre 1660 & 1725 cm e o sun exats posicho
pode informar se ele esuu conjugeda com o cnel aromdtico {posi-

D
bl 3 i o » L - - L TaN l
¢Zo abaixo de 1700 cm ) ou n&o (posigBo cecima de 1700 eom ).

Bstiramento hidroxila aparece como ums banda lorza no
(a2 -1 _
regifo de 3400 cm 2 & banda de estlranento C-H aparece por vol
-1 -
a de 2800-3000 em ~, REstas duns bandas nZo podem ser usados po
re eluclidor estruturas complexas do wipoe ligmina.

~

A pesigfo e intensidode de bandas entre 1000 e 1170 com
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TABETA 23, Comprimentos de onda de emissZoeo mdxine fluo-
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7.10.4.1. Pirédlise das licninas obtidas

A energiz de ativacfo (E) da reacfo de pirédlise de lig-
ninas pcde ser determinada através de termogramas, utilizando o

(91)

método desenvolvide por Freeman e Carroll que considera a re

aciic em questBo como sendo de cinética de primeira ordem:
#
-~ dw/dt = kw {12}

onde w é a massa no tempo t, e k & a constante de velocidade.

A constante k pode ser descrita pels equagfo de Arrhe-

nius:

-E/RT
k=2 e /R

onde E € a energia de ativacBo, R é o constante dos gnses, T & n
temperaturs absoluta e 2 é o fator pré-expconencial. Se T for ex
presso como T = T0~h bt , onde TO € a temperatura inicinl ¢ b &

& velocidade linear. de asquecimento, entio:

- & '
=< e W A (14)

ou

d In 3 % gy
11’1(—-'*&*:7,——52)-_*:111-6"% (15)
d 1In w

O coeficiente angular da reta obtida de In ( —

S

d 7
contra o inverso da temperatura absoluts dard o valor da energia

de ativagho sobre 2 constante dos guses.
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Com relacgfio & cinédtica de degradacio, a Tabela 25 mos-
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tanto relacionados com o contelddo de lignina da =2mosira.

O nosso objetivo foil o de através dos especiros de cos-
ca de arroz pré-tratada, comparados com o da casca nfo tratada,

pudessen nos formecer informacles 2 respeito do pré-tratomento.

Cs espectres analisados (Pigura 22), mosiram abscorcBes
na faixa de 300 a 350 nm, mas sZo exitremomente semelhantes nasg

vérias amostras.

T 1 + P e A 3 . ' G- r
Uma hipdtese leveniada seria = de guc ¢s produtos prove

4 = R QP . T - - 3 \ o e

nientes da degradacfo da limmina *também absorverian nesziaz regifio
] s 0 ~ - > - . . -, .

ou ainda, que as nmodificagfes rna ligrina seriam Ho peguernos jus

e - - 4 . b " -
nZo seriaem detectévels na hande larsze de ahsorc
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