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RESUMO

Neste estudo avaliou-se uma rota biolégica a temperatura ambiente para a biotransformacéo da cin-
za da casca de arroz em nanoparticulas de silica empregando o fungo Fusarium oxysporum. Foram realizados
ensaios e monitorou-se a producdo de biomassa flngica, pH e concentracdo de silica solivel em meio de
cultura contendo cinza durante 270 h a uma temperatura de 25°C, com uma concentracdo inicial de biomassa
de 0,3 g/L (base umida) in situ. A cinza antes e ap6s o tratamento foi analisada por espectroscopia de infra-
vermelho IV; MEV e DRX. Os resultados deram indicios que com o processo bioldgico a temperatura ambi-
ente ocorre uma biotransformacéo da cinza da casca de arroz, gerando silica soluvel e cristalina no meio de
cultura. Tais resultados indicam a possibilidade da sintese por via bioldgica de nanomateriais éxidos.

Palavras-chave: Cinza da casca de arroz, silica, bioprocessamento, Fusarium oxysporum, hanomateriais.

Biotransformation of rice husk ash in silica nanoparticles by Fusarium
oxysporum
ABSTRACT

In this study a biological route at room temperature for the biotransformation of rice husk ash
(RHA) in silica nanoparticles using the fungus Fusarium oxysporum was evaluated. Some tests were carried
out by monitoring the fungal biomass production, pH, soluble silica on culture medium with rice husk ash
and fungi, during 270 h at a 25°C temperature and 0.3 g/L (wet basis) biomass concentration, in situ. The
RHA was analyzed before and after processing by SEM and XRD. The results indicated that trhrough a bio-
logical process at room temperature a biotransformation of rice husk ash is reached by bioleaching and en-
zymatic action allowing the synthesis of oxidic nanomaterials.
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1 INTRODUCAO

A cinza da casca de arroz (CCA) é um subproduto agricola empregado como biocombustivel em di-
ferentes processos como pirdlise, gaseificagcdo e combustdo em leitos fixos e fluidificados especialmente em
industrias de beneficiamento de arroz [1-3]. A quantidade de silica presente na CCA pode variar entre 80 e
97% dependendo das condi¢Bes de queima e sua estrutura encontra-se, principalmente, na forma amorfa [1,

4].

A silica é um material inorganico empregado em uma ampla gama de aplicagdes comerciais como
peneiras moleculares, suporte para catalisadores, materiais eletrdnicos, assim como na inddstria civil como
pozolana no cimento e na producdo de abrasivos de carbeto de silicio, entre outros [4-7]. As particulas de
silica apresentam baixa densidade e alta resisténcia térmica e quimica. Com a diminuicdo no tamanho de
particula, a reatividade da silica aumenta significativamente, facilitando, por exemplo, o processo de sinteri-
zacdo. Atualmente, a sintese de nanoestruturas da silica é feita em condic¢des extremas de pH, usando produ-
tos como HCI, H,SO,4, HNOs;, NaOH e NH,OH [8], além de pressbes e temperaturas elevadas [9], eventual-
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mente em meios que apresentam toxidez [5, 8]. Normalmente, as quantidades produzidas sdo pequenas, e 0
material resultante apresenta caracteristicas inconstantes, devido a dificuldade de controle da aglomeracéo.

Recentemente surgiram novas alternativas relacionadas com a biossilificacdo. Muitos organismos
naturais produzem tecidos rigidos, como 0ssos, dentes, conchas, unidades esqueléticas e espiculas. Normal-
mente, esses tecidos sdo dispositivos com funces mecanicas (por exemplo, estrutura, corte, polimento), ou
fisicas (por exemplo, magnética, Optica, piezoelétrica), ou ainda bioquimicas, servindo como fonte de ions
para as atividades fisiologicas e, portanto, parte integrante do organismo [10].

Os tecidos rigidos sdo biocompdsitos e incorporam em sua estrutura tanto macromoléculas (lipideos,
proteinas, polissacarideos) como minerais (hidroxiapatita, carbonato de calcio, silica). Alguns organismos
unicelulares (bactérias e algas) também produzem materiais inorganicos de forma intra ou extracelular. Os
exemplos mais importantes incluem esponjas diatomaceas, as quais sintetizam materiais silicicos [11-14]. Os
fungos também podem ser empregados especialmente na producgdo de enzimas de forma extracelular para a
biotransformacéo de diversos materiais como zirconia e titania [15-16].

Recentemente Bansal et al. [17] apresentaram uma rota alternativa para obtengdo de nanoparticulas
de silica a partir da CA. A silica amorfa presente na casca foi biotransformada a temperatura ambiente (25°C)
em particulas de 2-6 nm com formato semi-esférico, na forma cristalina usando um fungo filamentoso, de-
nominado Fusarium oxysporum . Tal processo tem um potencial grande de aplicacéo, ja que opera a 25°C,
sem usar produtos quimicos.

O Fusarium oxysporum é um fungo fitopatdégeno encontrado em solos, que vive saprofiticamente na
matéria organica e em residuos infectados. O micélio é incolor inicialmente, mas com a idade torna-se amare-
lo, rosa ou pUrpura. Sua temperatura 6tima de crescimento in vitro é de 28°C [18]. O Fusarium oxysporum é
um microrganismo apropriado para a biossintese de nanoparticulas metélicas, capaz de sintetizar proteinas ou
macromoléculas in vitro [15-17].

Portanto, este trabalho tem como objetivo apresentar a avaliacdo de uma rota bioldgica & temperatu-
ra ambiente para a biotransformacdo da cinza da casca de arroz em nanoparticulas de silica empregando o
fungo Fusarium oxysporum.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

A CCA foi adquirida da Industria e Comércio de Arroz Fumacense Ltda (Morro da Fumaga, SC,
Brasil), ndo tendo sofrido nenhum processamento prévio antes de ser submetida ao processo de biotransfor-
mag&o.

O microrganismo empregado foi o Fusarium oxysporum fornecido pelo Centro de Estudios e Inves-
tigaciones en Biotecnologia (CIBIOT) da Universidad Pontificia Bolivariana (UPB), Medellin, Colémbia. O
fungo foi mantido em meio de cultura sélido com extrato de batata e glicose em placas com incubacéo a 25 +
1°C [18].

O meio de cultura aquoso, com 15g/L de extrato de malte (Hymedia) e 3g/L glicose (Hymedia), foi
ajustado em pH 6,8 usando 4cido cloridrico 1 M (Vetec) e hidréxido de sédio 1 M (Vetec) e posteriormente
esterilizado em autoclave com 1 atm de pressao, durante 20 min [17].

Para a obtencdo da curva padrdo de silica soltvel em espectrometria, foi empregada uma solugéo
aquosa de silicato de sédio concentrada (10 ppm) preparada a partir de silicato de sodio 99.8% (Vetec), e
posteriormente foram feitas diluigdes com agua deionizada correspondentes a 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1ppm, res-
petivamente.

2.2 Métodos

As curvas de crescimento do fungo foram determinadas em meio liquido com e sem presenca de
CCA e silicato de sodio puro (Vetec) durante um periodo total de 11 dias, através do método gravimétrico.
Em frascos erlenmeyers de 250 mL foram colocados 100 mL de meio de cultura liquido e 0,03 g de micélio.
O pH inicial foi ajustado para 6,8 com hidréxido de sédio (NaOH) 1 M e acido cloridrico (HCI) 1 M. O mi-
célio foi retirado da cultura, lavado com agua deionizada e finalmente pesado. Simultaneamente foi registra-
da a variacdo do pH de cada amostra.

A quantificacdo da silica solivel foi feita mediante a formacdo de um complexo beta-
molibdosilicato de coloracédo amarela, com uma solugdo molibdato de aménio com pH acido na faixa de 1,4 a
2,0. Para cada 2,5 mL de amostra foram adicionados 0,1 mL de solu¢do aquosa de molibdato de aménio
(0,2g/mL) e 0,05mL de HCI 1M. A solugéo foi agitada e deixada em repouso por 10 min. Na sequéncia, foi
adicionado 0,1mL de solugdo de &cido oxalico (3g/L) o qual promove a mudanca da coloragdo amarela para
azul por efeito da reducdo do complexo. Entdo, a solucdo foi agitada novamente e posta em repouso por 1
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hora. Finalmente, a leitura foi feita em espectrofotémetro UV-Visivel (Pro-Analise V-1200) com comprimen-
to de onda de 660 nm [19]. Para a obtencdo da curva padréo, foi empregada uma solug¢do aquosa de silicato
de sodio com concentracdes de SiO, correspondentes a 0,2; 0,4; 0,6; 8 e 1 ppm respetivamente, usando o
procedimento anterior.

Para a técnica de espectroscopia de infravermelho, foram tomadas amostras antes e depois do trata-
mento da CCA com o fungo Fusarium oxysporum. As amostras foram incorporadas por prensagem em pasti-
Ihas de KBr e analisadas em espectrdmetro IV (ABB, FTLA 2000), com a finalidade de observar a biotrans-
formacéo nos grupos funcionais da CCA.

Um difratbmetro de raios X (Philips, X-Pert) foi empregado para a caracterizacdo das fases cristalo-
gréficas da CCA antes e depois do tratamento com o fungo. As analises foram realizadas em amostras na
forma de po6, sem nenhum tipo de preparagio prévia, no intervalo de medida de 26 entre 3 e 120°.

Por fim, foi realizada uma analise por microscopia eletronica de varredura (JEOL JSM-6390LYV). As
amostras foram dispostas sobre uma fita de carbono e, por ndo possuirem carater condutor, foram metaliza-
das com uma fina camada de ouro, para visualizar as estruturas da CCA antes e apds o tratamento empregan-
do o fungo [17].

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise da Curva de Crescimento

O meio de cultura desempenha um papel importante para as diferentes aplicagbes dos microrganis-
mos [20]. A curva de crescimento do fungo Fusarium oxysporum é apresentada na Figura 1, onde nas primei-
ras 114 horas (aproximadamente 4 dias) o microrganismo encontrou-se na fase lag, definida como um perio-
do onde ndo ha quase variacdo na populacdo de fungo [20]. Para os diversos ensaios realizados, uma vez
superada essa etapa, o F. oxysporum apresentou uma fase exponencial acelerada de crescimento no meio de
cultura com 20 g/L de CCA que contém principalmente SiO, e outros elementos em baixas concentragdes
como Na, K, Fe, Mg, Mn, Al. Esses elementos podem estimular o crescimento pois sdo considerados como
essenciais para varias funcfes [21]. Apds 174 horas (7 dias) o estdgio final conhecido como fase estacionéria,
caracterizada pela escassez de nutrientes, comeca a aparecer, especialmente para o meio de cultura contendo
CCA. Esses resultados indicam que o fungo cresceu rapidamente e em maior quantidade no meio de cultura
com CCA e que ndo foram observadas mudancas significativas no crescimento do fungo entre os meios de
cultura com silicato de sodio e o meio de cultura sem aditivos.

«=¢==Meio de Cultura com fungo
Solugdo Silica com fungo

=== Solugdo CCA com fungo

Peso humido (g)

200 300

Tempo de crescimento (h)

Figura 1: Curva de crescimento do fungo Fusarium oxysporum.

3.2 Andlise da Variagao do Ph

A variacdo do pH em diferentes ensaios foi avaliada em funcdo do tempo. Foram verificadas as
condicBes dos meios contendo tanto silica como CCA sem adicdo de biomassa, para descartar mudancgas do
pH por fatores externos a acdo microbiana. Ao longo do experimento, o pH permaneceu em torno de 6,1,
enquanto a maior queda foi observada no sistema contendo unicamente o fungo sem a presenca de fontes de
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silica, até atingir um valor de 3,5. Na Figura 2 sdo mostrados os diferentes perfis de variacdo de pH. A ten-
déncia geral do F. oxysporum € diminuir o pH ao longo do tempo. Esse comportamento pode ser explicado a
partir da formacdo de acidos. BACON et al. [22] observaram a capacidade das espécies Fusarium de produ-
zir 4cidos, especialmente o fusarico.

== MC com Fungo
Silicacom Fungo
== Silicasem Fungo
=>é=CCA com Fungo
==ié=CCAsem Fungo

35 \ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (h)

Figura 2: Variagdo do pH durante o processo de biotransformacéo da CCA pela acdo do Fusarium oxyspo-
rum.

3.3 Analise da Silica Soluvel

Na Figura 3 e Figura 4 sdo apresentadas a curvas de concentracao de silica solivel em funcdo do tempo
para solug¢des com cinza da casca de arroz, silicato de sédio e meio de cultura com e sem microrganismo.

3,0 -
2,5 4

2,0

1,5 1

=4—CCA com Fungo

1,0 { / CCAsem Fungo
0,5 - == MC com fungo

0,0

Concentragdo de SiO? (ppm)

0 50 100 150 200 250 300

Tempo (h)

Figura 3: Concentragdo de silica solivel em funcéo do tempo para solugdes de CCA com e sem Fusarium
oxysporum e meio de cultura com presenga de Fusarium oxysporum.

Nas primeiras 120 horas, observa-se que o microrganismo estd num processo de adaptacéo. Logo
apos este processo, comeca a disponibilizagdo da silica no meio liquido. Segundo Bansal et al. [I7], formam-
se entdo nanoparticulas esféricas de silica. O periodo de disponibilizacdo da silica corresponde a fase expo-
nencial do F. oxysporum, que é o periodo onde se tem maior quantidade de biomassa e de enzimas excretadas
extracelularmente pelo Fusarium oxysporum para a lixiviacdo seletiva de silica, assim como a geracdo de
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proteinas que estabilizam as particulas [17, 23, 24]. No processo onde somente se tem o meio de cultura
(Figura 3), observam-se variagfes na concentracdo de silica, pois o microrganismo empregado foi obtido de
uma placa de Petri com meio de cultura sélido na presenca de CCA com a finalidade de diminuir o tempo de
adaptacao a silica.

Na Figura 4 sdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios realizados empregando duas solu-
¢des de silicato de sédio com uma concentracdo inicial de 10 ppm de SiO,, 15g/L de extrato de malte e 3g/L
de glicose, com e sem a presenca do Fusarium oxysporum. Ambas as curvas apresentaram um comporta-
mento similar com concentracfes de silica entre 40 e 50 ppm. Presume-se que 0 microrganismo, além de
disponibilizar a silica a0 meio, atua como agente modificador na estrutura da silica presente no silicato de
sodio, o que estéa de acordo com resultados reportados na literatura [17].

60,0 -
E 50,0 - .
s S
g .
© 400 - & OU—
m ’
g —&—Silicato de sédio com Fungo
3 30,0 -
,‘é’ Silicato de sédio sem Fungo
c
3 20,0 4
f =
5]
Q

10,0 -

0,0 T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300

Tempo (h)

Figura 4: Concentracdo de silica solivel em fungdo do tempo para solucBes de silicato de sédio com e sem
Fusarium oxysporum.

3.4 Analise dos Grupos Funcionais da CCA antes e apds a Biotransformacéao

A cinza da casca de arroz foi analisada por espectrofotometria de IR, que permitiu obter os picos de
absorcdo caracteristicos da cinza antes e depois do tratamento empregando F. oxysporum. A maioria dos
picos relacionados com a silica estd compreendida entre os comprimentos de onda 500 e 1250 cm™. Em am-
bos os casos, a mudanca mais importante esta no halo entre 950 e 1250 cm™ com pico méximo em 1070 cm™,
que pode ser observado na

Figura 5, associada com o modo vibracional de estiramento das moléculas assimétricas Si-O-Si [17,
25]. Esse halo esta presente em menor intensidade na CCA tratada, devido possivelmente & lixiviagdo de
particulas de silica a0 meio aquoso [17]. Os picos associados a comprimentos de onda de 540 e 800 cm™
estdo relacionados ao modo de balanco e flexdo de SiO,, respectivamente. O pico ao redor de 2300 cm™ est4
associado as impurezas da CCA.
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Figura 5: Espectro de infravermelho da CCA antes e ap0s o0 tratamento com o Fusarium oxysporum.

3.5 Determinacao da Composicédo de Fases da CCA

Na Figura 6 e Figura 7 respectivamente, a silica presente na cinza manteve-se predominantemente
amorfa e apresentou um halo de baixa intensidade entre 15 e 30°, de acordo com relatos encontrados na lite-
ratura [1, 3], este halo é tipico da forma estrutural da CCA.

180
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60
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20

Intensidade

— CCA sem Tratamento

5 25 45 65 85 105

20
Figura 6: Difratograma da cinza da casca de arroz

Na Figura 7, picos correspondentes a cristobalita, em torno de 22° e 37 ° comegam a evidenciar-se
com maior intensidade ap6s o tratamento com o fungo. Provavelmente a acdo do fungo é j& significativa a
temperaturas baixas (28°C) e pressdo atmosférica. Resultados semelhantes empregando casca de arroz foram
encontrados por Bansal et. al. [17].
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Figura 7: Difratograma da cinza da casca de arroz ap6s o tratamento com Fusarium oxysporum a temperatu-
ra de 28°C, pressao atmosférica. Picos destacados correspondem a cristobalita.
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3.6 Analise da Microestrutura das Particulas da CCA

As micrografias obtidas por MEV das particulas de CCA permitiram identificar uma estrutura lame-
lar e porosa (Figura 1, Figura 8 a, c, e), atribuida & oxidagéo dos compostos organicos que foram convertidos
em gases durante o processo de combustdo [1]. Nessas micrografias, Figura 8(a, b, €, f), também pode ser
vista a ondulagdo da epiderme externa, regido que concentra o maior percentual de silica [1, 2, 24]. A Figura
8(c, d) mostra, com maior detalhamento, a epiderme interna de uma das particulas de casca de arroz presente
na cinza, antes e depois do tratamento. Nota-se uma estrutura celular e porosa conhecida como esqueleto de
silica, resultante da remoc&o da lignina e celulose durante a queima [2] e que coincide com a area de menor
mudanca estrutural, possivelmente por apresentar menor concentracéo de silica em relacéo a parte externa da
CCA[2].

Apo6s o tratamento com o fungo Fusarium oxysporum, foi notado um aumento na porosidade
(Figura 8. b, c, d), provavelmente devido ao desprendimento de particulas estruturadas da silica pela agdo do
microrganismo. Os mecanismos podem ser atribuidos a acdo enzimatica e lixiviagdo acida. [14,17, 23].

Antes do processo

Apods o0 processo
. £

b

A5kV X500,

Figura 8: Micrografias da Cinza da casca de arroz antes (a,c, €) e ap6s o tratamento com Fusarium oxyspo-
rum a 28°C e pressao atmosférica (b,d,f)
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4 CONCLUSAO

Em concluséo, foi possivel observar que o fungo Fusarium oxysporum pode ser usado para biotrans-
formar a silica amorfa presente na cinza da casca de arroz através da acdo microbiana.

O fungo Fusarium oxysporum apresenta uma maior taxa de crescimento no meio de cultura conten-
do CCA. O tempo para chegar a fase estacionaria é de aproximadamente 11 dias. Uma producdo de biomassa
ao redor de 20 g/L foi obtida. Para diminuir a fase lag, que é de aproximadamente 4 dias, é necessario em-
pregar outros mecanismos de inducéo.

A sintese de nanomateriais 6xidos a temperatura ambiente é possivel mediante o uso de microrga-
nismos e de residuos agroindustriais. O método proposto apresenta baixo custo e de baixo impacto ambiental.
A silica formada tem possibilidade de ser empregada na industria da construcéo civil como elemento de re-
forgo a baixas idades de hidratacéo, o que esta sendo pesquisado na continuidade deste trabalho.
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