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INFLUENCE OF PROCESS PARAMETERS ON OBTENTION OF SILICA FROM RICE HUSK ASH BY ACTION OF Fusarium
oxysporum. In this work, an experimental design was used to analyze the influence of process parameters on the production of

extracellular enzymes such as -glucosidase and peroxidase, and their possible effect on the obtention of soluble and nanostructured
silica from rice husk ash by the action of the fungus Fusarium oxysporum. Specifically, pH, fermentation time and glucose
concentration in the culture medium were varied. Statistical analysis indicated that the silica synthesis in the aqueous medium was
strongly dependent on pH and time. Although the glucose concentration does not exert a direct influence on the biosynthesis of silica,
it is an important parameter in the production of extracellular enzymes. To prevent enzyme inhibition and provide higher dissolution

of silica, it is recommended to work at a pH close to neutral with a glucose concentration of 3 g L' for at least 144 h.
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INTRODUCAO

A cinza da casca de arroz (CCA) € um residuo do beneficiamento
industrial do arroz que contém entre 54 ¢ 96% (em massa) de SiO,,'
0 que a torna uma matéria-prima valorizada para a produgdo de
silica, sob diversas formas.> A CCA, natural ou tratada quimica e/ou
termicamente, tem aplicagdes como isolante térmico,® pozolana em
cimento e concreto,*® carga em polimeros,” precursor para sintese
de carbeto de silicio,'’ zedlita'' e cordierita,'? suporte de catalisado-
res,'*“matéria-prima para cerdmica e vidro,'>'®adsorvente de metais
pesados!’ e gases toxicos,'® entre outras.

Para se aumentar o valor agregado da CCA, diversos processos
quimicos,'>" térmicos,**> ou uma combinacdo de ambos** tém sido
relatados, de modo a aumentar a superficie especifica das particulas de
silica e diminuir a quantidade de impurezas, que incluem elementos
alcalinos e alcalino-terrosos. No entanto, esses tratamentos empregam
combustiveis fosseis para gerar calor, além de dcidos ou bases como
insumos em operacdes de lixiviagdo. Assim, hd produ¢do de novos
residuos sélidos, efluentes liquidos e emissdes gasosas em grandes
quantidades, além de consumo energético significativo. Tais aspectos
limitam a aplicagdo em maior escala desses tratamentos, tanto do
ponto de vista econdmico quanto ambiental.

Recentemente, cientistas comecaram a estudar a biotransfor-
magdo de micro e nanomateriais usando bactérias, fungos e algas,
capazes de sintetizar substincias como parte do seu metabolismo.?¢%
A formacao de silica micro e nanoestrutura a partir da biodegradagio
da cinza da casca de arroz pela a¢do de fungos € uma alternativa
promissora,’**! ja que parte de um residuo, tem um baixo custo de
insumos e pode ocorrer a temperatura ambiente.

Os fungos filamentosos tém se destacado nesses processos de
biotransformagao por sua capacidade de degradacdo do material
lignocelulésico, por meio de produgdo de enzimas extracelulares nao
especificas. Basicamente, as enzimas responsaveis pela degradacio
da cinza da casca de arroz s@o as enzimas oxidativas (oxidoredutases)
e hidroliticas (hidrolases).”’
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Neste trabalho foi usado um planejamento experimental para
analisar a influéncia de parametros de processo na producdo extra-
celular de enzimas como a B-glicosidase e peroxidase e seus possi-
veis envolvimentos na produgdo de silica solivel e nanoestruturada
para a sintese da silica com o uso do fungo Fusarium oxysporum.
Particularmente, foram analisados pH, tempo de fermentagado e con-
centra¢do de glicose no meio de cultura.

PARTE EXPERIMENTAL

A cinza da casca de arroz foi fornecida pela Industria e Comércio
de Arroz Fumacense (Morro da Fumaga, SC, Brasil) com diadmetro
médio de ~600 pm. A CCA ndo sofreu nenhum processamento
prévio antes de ser submetida ao processo de biotransformacdo.
Foram utilizados Azul de Comasie Brilliant Blue G-250 e p-nitrofe-
nil-B-D-glicopiranosideo (PNPG) para a dosagem da concentragdo
de proteinas totais e atividade enzimdtica, respectivamente, ambos
da Sigma-Aldrich; o-dianisidina e peréxido de hidrogénio da Merck;
dcido fosférico (H,PO,), 4cido cloridrico (HCI), hidréxido de sédio
(NaOH) da Vetec; extrato de malte e glicose anidra da Hymedia.

O microrganismo empregado foi o Fusarium oxysporum, for-
necido pelo Centro de Estudios e Investigaciones en Biotecnologia
(CIBIOT) da Universidad Pontificia Bolivariana (UPB), Medellin,
Coldmbia. O fungo foi mantido em meio de cultura sélido com extrato
de malte e glicose em placas com incubagéo a 25 + 1 °C. %

O meio de cultura foi preparado em frascos erlenmeyer, contendo
15 g L' de extrato de malte, 20 g L' de cinza da casca de arroz. O
pH foi ajustado empregando-se NaOH 0,1 mol L' e/ou HC1 0,1 mol
L. Diferentes concentra¢des de glicose foram testadas (3, 9,5 ¢ 16
g L'"). Posteriormente, os frascos foram esterilizados em autoclave a
120 °C, durante 20 min.*! Cada frasco foi inoculado com ~0,5 g (base
umida) de F. oxysporum, em camara estéril e mantido sob agitacio
a 200 rpm e a 28 °C, durante os diferentes tempos estabelecidos no
planejamento experimental (48, 144 e 240 h).

Foi realizado um planejamento fatorial 2° ampliado (planejamento
composto central), fizeram-se testes aleatoriamente para garantir a
validade estadistica dos resultados, realizando oito pontos do cubo,
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seis repeti¢des nos pontos centrais do cubo e seis axiais (o0 = 1),
conforme Tabela 1. Os fatores estudados foram: pH, tempo de contato
entre o fungo e a cinza da casca de arroz (t) e concentragdo de glicose
(GC) Quando o ponto central € adicionado, estima-se o efeito das
interagdes e a curvatura da superficie de resposta.®

Tabela 1. Corridas experimentais

Corrida pH t (h) GC(gL™")
1 0 0 0
2 1 -1 1
3 1 0 0
4 0 0 0
5 1 1 1
6 0 0 1
7 0 1 0
8 0 0 0
9 -1 1 1
10 -1 -1 1
11 0 -1 0
12 0 0 0
13 -1 -1 -1
14 -1 -1
15 -1 0 0
16 0 0 0
17 1 -1 -1
18 0 0 0
19 0 0 -1
20 1 1 -1

Os dados foram analisados estatisticamente usando o programa
Statistica 6.0° e as superficies e modelos encontrados foram feitos
utilizando-se o mesmo programa, usou-se andlise de variancia
ANOVA para indicar que fatores eram significativos ao nivel de
5% e determinou-se o modelo empirico adequado para descrever
o comportamento de cada varidvel de resposta em funcdo dos
fatores estudados. Para este estudo somente aqueles valores dos
coeficientes que foram significativos ao nivel de 5%, (p<0,05)
foram apresentados.

Na Tabela 2 encontram-se os fatores e os niveis selecionados
nesta pesquisa, os valores dos niveis foram selecionados baseados
em pesquisas anteriores.*® As varidveis de resposta analisadas foram a
producdo de proteina total (PT), atividades enzimdticas de peroxidases
(POD) e B-glicosidases, solubilizac¢do da silica (SiO,) e o didmetro
médio das particulas da CCA (D¢¢,)-

Tabela 2. Varidveis e niveis do planejamento experimental para a sintese de
silica (oo=1)

Nivel inferior Ponto central Nivel superior

Fatores 1 0 1

pH 3,0 6,5 10
t (h) 48 144 240
GC (gL 3 9,5 16

A concentracio de proteina total foi dosada usando o método de
Bradford.* A enzima -glicosidase foi avaliada segundo o método de
Tan e colaboradores.* A determinacéo da atividade da peroxidase foi
feita a partir do método de Vinterhalter & James, baseado na oxidagdo
da O-dianisidina e monitorada a 460 nm.**

A quantificacio da silica solivel foi feita pelo método colori-
métrico em espectrofotdmetro UV-Visivel (Pré-Andlise V-1200)
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em comprimento de onda de 660 nm. A distribui¢do de tamanho de
particula em suspensdes aquosas foi determinada por meio de difra-
¢do a laser (Mastersizer 2000, Malvern). Finalmente, foi realizada a
andlise por microscopia eletronica de varredura (JEOL JSM-6390LV).
A andlise quimica da CCA, antes e apds o bioprocesso, foi
realizada por espectrometria de fluorescéncia de raios X e espectro-
metria de absorcio atdmica no Laboratério de Desenvolvimento e
Caracterizac¢io de Materiais (LDCM), em Cricitima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do planejamento fatorial foram determinados quais
fatores tém efeitos relevantes na resposta e também a avaliacdo das
interagdes entre eles. Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados
obtidos do planejamento experimental. Os fatores estudados neste
processo foram selecionados com base no fato bem conhecido de
que processos enzimdticos empregados na sintese de materiais
metélicos e de diferentes 6xidos exigem condigdes especificas de
pH, concentracio de nutrientes/substratos, tempo de contato, tem-
peratura, entre outros. Adicionalmente, experimentos preliminares
demonstraram que tais fatores influenciam o processo em estudo.*
Essas condicdes estdo diretamente relacionadas ndo somente a
solubilizacdo da silica no meio aquoso, como também a producdo
de enzimas extracelulares responsaveis pela hidrélise e reducio de
diferentes compostos.

A andlise de variancia ao nivel de 5% indicou que estatistica-
mente o pH da solucdo foi o fator que mais influenciou na producio
de protefnas extracelulares, tanto na resposta linear (p = 0,001)
quanto quadratica (p = 0,008), A Equacdo 1 representa o modelo
empirico obtido pela andlise do planejamento experimental, sendo
os coeficientes em negrito estatisticamente significativos ao nivel de
95% de confianga (R? = 0,747 e ajuste = 0,518). Alguns trabalhos
publicados demonstraram que a produgdo de proteinas extracelulares
pode acompanhar a produc@o de biomassa em fungos filamentosos
em funcdo do tempo.* Nas condi¢Ges do bioprocesso, para valores
maiores de pH, na presenca de 20 g L' de CCA, o F. oxysporum
produz maiores concentragdes de proteina, como apresentado na
Figura 1. Por outro lado, o tempo de contato e a concentragdo de
glicose, para as condi¢des estudadas, ndo apresentaram significancia
estatistica ao nivel de 5% (p>0,05). Embora as intera¢des tenham
sido pouco considerdveis, essas nao podem ser descartadas. Estudos
anteriores indicam que a sintese de nanoparticulas de silica ocorre
mediante processos enzimadticos, e esses dependem do tempo e das
condigdes do meio.?""!

PT(ug mL"') =-201,5 - 201,4pH + 21,1pH? - 0,104pH:t (1)

As peroxidases (POD) constituem um grupo de enzimas oxi-
-redutases que catalisam a reducdo do peréxido de hidrogénio e a
concomitante oxidacdo de uma variedade de substratos orgdnicos
e inorginicos.’*¥ A atividade destas enzimas produzidas por mi-
crorganismos, em especial fungos, tem sido relacionada com uma
grande variedade de processos de interesse biotenoldgico tais como
degradacdo de poluentes e polimeros vegetais como lignina, entre
outros.’” Para a faixa testada, estatisticamente os fatores mencionados
ndo tiveram efeito significativo na producdo de POD, embora a and-
lise estatistica tenha indicado que existe uma forte interag¢@o entre os
fatores ao nivel de 5%, (p<0,05). Foi observado, conforme a Figura
2, que a produgdo desta enzima € considerdvel nas primeiras 90 h da
fermentagdo, no intervalo de pH de 3,0-4,0. A Equagdo 2 representa
o modelo empirico obtido pela andlise do planejamento experimental
(R*=0,752 e ajuste = 0,529). Os pardmetros apresentados sdo esta-
tisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca.
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Tabela 3. Resultados do planejamento experimental com os respectivos valores das varidveis de resposta: producio de proteina total, atividade enzimdtica da
peroxidase e B-glicosidase, solubilizagdo da silica e o diAmetro médio das particulas da CCA

H Tempo Glicose Diametro médio Proteina total Silica dissolvida Peroxidase B-glicosidase
P (h) (gLh (m) (pg mL™) (ppm) (Umg") (Umg?)
6,5 144 9,5 289 375 80 4,354E-05 1,92E-01

3 240 16 220 40 43 1,984E-05 5,14E-01

3 48 16 223 0 26 7,370E-04 0,00E+00
6,5 144 9,5 298 500 78 3,639E-05 1,10E-01

3 240 3 256 25 47 2,721E-05 1,73E-01
6,5 144 3 392 285 103 1,432E-05 7,97E-02

3 144 9,5 296 90 16 6,992E-05 1,38E-01
6,5 144 9,5 299 475 74 3,175E-05 1,26E-01
6,5 144 9,5 295 480 80 3,118E-05 1,26E-01
6,5 144 16 272 190 105 1,462E-05 2,84E-02
10 240 16 335 375 85 4,339E-05 1,67E-01
10 144 9,5 288 1375 47 3,921E-05 7,31E-02
6,5 48 9,5 149 220 20 3,891E-05 1,25E-01
10 240 3 263 535 102 2,479E-05 8,59E-02

3 48 3 167 115 40 3,451E-06 6,58E-02
10 48 3 175 250 56 5,646E-05 1,92E-01
6,5 144 9,5 297 1005 79 2,781E-05 1,57E-01
6,5 144 9,5 222 215 76 6,170E-05 3,04E-01
6,5 240 3 85 275 34 6,143E-05 2,89E-01
10 48 16 114 990 57 4,810E-06 4,59E-02
0, Il > 0.0005
9 = z :Ilggg 00008 Il < 0,0005
g B < 1400 0007 B < 0.0004
3. B < 1200 00006 [ < 0,0003
3 [ < 1000 T I < 0.0002
o © 0.000g B < 0.,0001
2, [ <800 9 B <0
E% 1 <600 = 0000y
z B < 400 3 9
2 = 3 ome
v <0 0000,
-
0,0001
0’0000

Figura 1. Modelo de superficie de resposta para produgdo de proteina total

POD(U mg') = 1,9%10° + 1,0x10°pH-t — 4,0x10°pH-GC -
1,0x10%t-GC )

A andlise de variancia ao nivel de 5% indicou que estatistica-
mente o tempo de contato entre o fungo e a CCA, em solug¢do, foi o
fator que mais influenciou a produ¢do de B-glicosidase (p = 0,015),
considerando-se o efeito linear. A Equac@o 3 representa o modelo
empirico da produgdo da B-glicosidase, sendo o coeficiente em negrito
estatisticamente significativo ao nivel de 95% de confianga, (R? =
0,673 e ajuste = 0,38).

BG(U mg"') =-0,238 + 0,113pH — 0,006pH? — 0,002t +1,3x10* t* +
0,038GC - 0,002GC* - 2,3x10? pH:-t — 0,001pH-GC + 0,001t-GC (3)

A producdo deste tipo de enzima foi maior para concentragdes
de glicose entre 3¢ 9,5 g L' para pH 6,5. No entanto, para tempos de

L

Figura 2. Modelo de superficie de resposta para produgdo de peroxidase

reagdo maiores, quando os nutrientes tornam-se escassos, a producio
dessa enzima também foi estimulada. Provavelmente, F. oxysporum
secreta este grupo de enzimas para catalisar rea¢des de hidrolise nas
quais os carboidratos de mais alta massa molecular presentes no
meio de cultura s3o transformados em glicose, para fornecer energia
e manter o metabolismo micelial.® As B-glicosidases sdo enzimas
envolvidas no metabolismo primario do fungo, tornando-se assim
importante monitorar a sua producdo ao longo do tempo, visando
avaliar o comportamento metabdlico do mesmo. Por outro lado,
a secregdo da B-glicosidase foi altamente dependente do meio de
cultivo e do pH.*** Para valores de pH écidos e préximos ao neutro
a atividade enzimadtica exibiu valores elevados para o caso dessa
enzima, conforme mostra a Figura 3.

A andlise estatistica indicou que as varidveis selecionadas, pH,
tempo de durag@o da fermentag@o e a concentracdo de glicose tiveram
efeito significativo ao nivel de 5% (p<0,05) na disponibilizacdo de



Vol. 37, No. 5

(B 1RRRPEONED

Figura 3. Modelo de superficie de resposta para a produgdo de B-glicosidase

silica no meio aquoso. Ndo obstante, existem limites para os valores
do pH, pois a produ¢@o de enzimas extracelulares responsdveis pela
biotransformacdo da silica pode ser inibida. Estudos com diatoma-
ceas estabelecem que a solubilizag@o da silica através de enzimas
denominadas silafinas, por processos de hidrélises e condensagao a
pH préximos ao neutro, permitem a obtengdo de particulas de silica
mais estaveis em meio aquoso.*’ O modelo de superficie de resposta
é apresentado na Figura 4 e indica que a maior concentragdo de silica
dissolvida pode ser obtida a pH superior ao neutro, e com tempos de
contato entre o fungo e a CCA na faixa de 80-200 h, apresentando
um méximo de 125 ppm apH 11,0; t=233he GC =3 gL', embora
a maior concentrac¢io sugerida pelo modelo matemadtico seja no pH
11,6. Valores préximos ao neutro apresentaram concentragdes de
silica soldvel considerdveis e diminuiram a contaminagdo da CCA
com fons de Na presentes no hidréxido usado para ajustar o pH. Com
relacdo ao tempo do bioprocesso, provavelmente a solubilizagdo e
biotransformac@o da silica ocorreram como resultado de processos
metabdlicos denominados de metabolismo secunddrio, os quais sao
operantes quando se tem algum tipo de estresse, por exemplo, aquele
provocado por altera¢des de pH. Por outro lado, os resultados pare-
cem indicar que o estresse pela deficiéncia de glicose nao € um fator
condicionante para a dissolucdo da silica. Estudos relacionados com
a dissolu¢do da silica usando Fusarium oxysporum indicam que o
processo ocorre através de processos enzimaticos.?’2%¥ Apesar de a

440

120 {
@ 400
z > 120
QC’J 80 <120
%2 < 100
2 Il <80
g‘ 40 <60
a X [1<40
° B < 20
E <0

Figura 4. Modelo de superficie de resposta para a dissolugdo da silica
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peroxidase e a B-glicosidase estarem envolvidas no processo, o plane-
jamento experimental sugere que estas enzimas nao sio diretamente
responsdveis pela dissolugdo da silica. Particularmente no caso da
peroxidase, os valores de pH e tempo para os quais foi observada
a maior dissolucdo da silica ndo coincidem com as faixas de pH e
tempo correspondentes 2 maxima atividade da peroxidase (pH entre
3,0 e 4,0, tempo de 90 h).

O modelo estatistico de segunda ordem na Equagdo 4 foi o que
apresentou menor erro (R2= 0,751 e ajuste = 0,527) para a descrigéo
da solubilizagdo da silica em func@o dos fatores selecionados e dos
niveis tratados. Na Equac¢ao 4, sdo apresentados os parametros esta-
tisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga (p< 0,05).

SiO,(ppm) = 20,21pH — 1,08t — 0,0041t*— 17,29GC — 0,86GC* (4)

A estrutura tipica da CCA foi lamelar e porosa (Figura 5A),
quando submetida ao bioprocesso (pH = 6,5;t =240 h,GC=3 ¢
L"). Observou-se uma diminui¢ido de tamanho considerdvel (~600
para ~80 um), no mesmo aumento (500x%, Figura 5B). Por outro lado,
as particulas de silica solubilizadas apresentaram tamanhos menores
que 5 um (Figura 5C).

Figura 5. Micrografias da cinza da casca de arroz: (A) antes e (B) depois do
tratamento com Fusarium oxysporum a 28 °C (pH = 6,5, t = 240 h, GC = 3
g L"); (C) silica solubilizada

A andlise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% indicou que
o tempo de fermentaciio apresentou significincia estatistica, tanto
no efeito linear (p = 0,021) quanto no quadratico (p = 0,007), no
diametro médio das particulas da CCA. Tempos de permanéncia
maiores e pH préximo ao neutro (pH: 7,0) promoveram a diminuigdo
do tamanho de particula da CCA (Figura 6), que foi acompanhado
pela solubilizagao da silica.

A andlise quimica por FRX foi realizada para amostras subme-
tidas a diferentes niveis de pH, a uma concentragdo fixa de glicose
(3 g L"), para um tempo de bioprocesso de 240 h. Na Tabela 4 sdo
apresentados os valores dos diferentes elementos presentes na CCA,
antes e apds solubilizagdo e biotransformagao por F. oxysporum, na
forma de 6xidos.

Estes resultados indicam que a concentragdo da silica na CCA
antes do bioprocesso € de ~85% e aumenta para ~92% nos processos
com pH préximo ao neutro e pH 3,0. Nos processos convencionais,*!
valores de pH >10 sdo usados para a solubilizagdo da silica na pre-
senca do F. oxysporum. Nesse caso, a concentragdo médxima de SiO,
obtida foi de ~86%. Possivelmente, a alcalinidade inibiu a atividade
de algumas enzimas e o metabolismo do fungo responsavel pelo
processo de hidrdlise e condensacdo da SiO,, dando como resultado
uma baixa concentracdo deste 6xido.
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Figura 6. Modelo de superficie de resposta para o tamanho de particula
da CCA

Tabela 4. Composi¢do quimica da CCA (em % massa)

L CCA sem CCA apds tratamento

Composigao
tratamento pH 3,0 pH 6,5 pH 10,0

ALO, 0,06 0,07 0,06 <0,05
CaO 0,055 0,05 0,056 0,057
Fe,0, <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
K,0 0,78 1,41 1,59 1,53
MgO 0,32 0,34 0,38 0,38
MnO 0,15 0,15 0,16 0,16
Na,O <0,05 0,96 0,34 4,07
P,O, 0,037 0,72 0,83 0,85
Sio, 84,90 91,45 92,16 85,81
TiO, <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Perda ao fogo 11,6 1,76 1,76 4,55
CONCLUSOES

A andlise estatistica indicou que a sintese da silica em meio
aquoso € fortemente dependente do pH e do tempo. Embora a con-
centracdo de glicose ndo exerca influéncia direta na biotransformagao
da silica, € um parametro importante na produgdo de enzimas extra-
celulares, de um modo geral. O modelo estatistico de segunda ordem
foi o que apresentou menor erro e melhor ajuste para a descri¢do da
solubiliza¢ao da silica. Para impedir a inibi¢do enzimdtica e garantir
maior dissolucdo de silica com tamanhos nano e micrométricos, ¢
recomendavel trabalhar a pH préximos ao neutro, concentracio de
glicose baixa 3 g L' e por um periodo de tempo maior que 144 h.
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