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ENZYMATIC HYDROLYSIS OF RICE HULL USING CELLULASES. EFFECT OF CHEMICAL
AND PHOTOCHEMICAL TREATMENTS. In the present work we reported the study of rice hull
enzymatic hydrolysis using a commercial cellulase preparation. The results showed that previous
treatment with light and sodium chlorite inhibits the enzymatic process (31.4 and 11.8%, respec-
tively) while hydrogen peroxide and ozone favoured the enzymatic production of reducing sugars
(5.9 and 54.9%, respectively). Studies performed by quimiluminescence showed that the chlorite
treatment produced the most significant change in the structure of rice hull. Nevertheless, this
treatment did not favour the subsequent enzymatic process. Photomicrographs obtained from rice
hull hydrolysates showed that pre-treatment changed mainly the inner epidermis and parenchyma
cell and that they did not change cellular organization of the hull.
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1. INTRODUCAO

Nos dias de hoje, caracterizados por um crescimento exa-
cerbado da populagdo e pela exploragio indiscriminada dos
recursos naturais, observa-se uma clara tendéncia de esgota-
mento de recursos. A partir deste fendmeno € possivel prever,
para um curto prazo, a falta de elementos essenciais para a sub-
sisténcia humana, especialmente alimentos e combustiveis. Nes-
te sentido, parece claro que a biomassa (primdria e residual)
serd num futuro muito préximo, a principal fonte de recursos
para a obtencdio de alimentos, produtos quimicos e combusti-
veis'. Dentro deste contexto, os materiais lignoceluldsicos ocu-
pam um lugar de destaque, principalmente em fungdo da sua
abundancia e do seu cardter renovdvel, fatores que tem propi-
ciado um grande interesse por este tipo de material. Residuos
lignoceluldsicos caracterizam-se pelo seu baixo conteddo de
proteinas e digestibilidade, o que dificulta a sua utilizagdo como
alimento animal no seu estado original. Por este motivo, a uti-
lizagdo de tratamentos prévios, que permitam aumentar a sua
digestibilidade e valor nutritivo, é absolutamente essencial. A
maior dificuldade para o aproveitamento dos residuos lignoce-
lulésicos estd representada pela barreira fisica formada pela
lignina, o que impede o aproveitamento da celulose nativa.
Virios tipos de pré-tratamentos podem ser aplicados com o
objetivo de diminuir o teor de lignina e facilitar a posterior
hidrdlise enzimdtica por celulases.

Em 1970, a produgdo anual de casca de arroz nos Estados
Unidos foi estimada em um milhdo de toneladas?, sendo que o
seu principal destino era a queima ou simplesmente o seu
acimulo. Pesquisas destinadas a investigar o potencial deste
material foram bastante populares na década de 60. Grande
parte destes estudos estavam orientados a explorar algumas
interessantes propriedades da casca de arroz? (ex. cariter com-
bustivel, abrasivo, isolante, etc.) ou das cinzas obtidas na sua
combustio? (ex. propriedades adsorventes, absorventes, filtran-
tes, etc.). Estudos mais recentes envolvem a utilizagido de cas-
ca de arroz na obtenc¢io de combustivel gasoso® e alcool?, e a
utiliza¢do das suas cinzas como adsorvente de 6leos’, aditivo
em concreto” e materiais poliméricos”®, Pesquisas relacionadas
com a obteng¢do de produtos de maior valor agregado sfio bas-
tante escassas e geralmente envolvem a produgio de acido
acético, metanol ¢ acetona, através de processo de destilagdo a
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seco’ e producio de xilose por hidrélise dcida’. Embora alguns
esforgos tenham sido dedicados ao estudo de aplicagdes para a
casca de arroz, atualmente nio existem projetos industriais que
visem a sua exploragdo em grande escala®.

No presente trabalho, encontra-se descrito o efeito de vérios
tipos de pré-tratamento, quimicos (0zdnio, clorito de sédio e
peréxido de hidrogénio) e totoquimicos, sobre a composi¢io
quimicad da casca de arroz e sua subsequente susceptibilidade a
sacarifica¢io enzimadtica.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Reagentes

A celulase comercial (Sigma) e outros reagentes e solventes
utilizados foram de grau analitico, e nfo sofreram nenhuma
etapa de purificagdo prévia.

2.2. Procedimentos

Pré-extragdo da casca de arroz

A casca foi inicialmente lavada abundantemente com
dgua, seca em estufa, mofda e peneirada. Visando-se a elimi-
nagdo de substincias que nio fazem parte da parede celular
(dcidos graxos, resinas, ceras, corantes, etc¢), a fracio de tama-
nho inferior a 48 mesh foi posteriormente extraida durante
48 h em extrator Soxhlet, utilizando-se benzeno-etanol 1:l
(v/v). O residuo sélido foi seco a massa constante e mantido
em dessecador.

Pré-tratamento por irradiagdo

A casca de arroz toi irradiada utilizando-se uma lampada de
vapor de mercirio (HQL-Osram), sem o vidro protetor, colo-
cada a 17 cm de altura, sobre uma placa de vidro (20x20) que
continha uma monocamada de amostra.

As velocidades de fluéncia proporcionadas pela limpada
foram determinadas por meio de um radidmetro (Y SI-Kettering,
modelo 65A), obtendo-se os valores de 68,4 W m™ (para A >
300 nm) e 108,0 W m™ (para A 2 254nm). Nas irradia¢des a A
2 300 nm, utilizou-se um tiltro Pyrex refrigerado a dgua.
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Pré-tratamento com H;0, em meio bdsico

1,00 g de casca de arroz foi suspensa em 50 mL de dgua
oxigenada 1% (v/v). O pH desta suspensdo foi ajustado em
11,5 com solug¢iio aquosa de hidréxido de sédio e deixou-se em
agitacdo durante 24 h. O material s6lido foi posteriormente
lavado com dgua destilada até pH neutro, seco até massa cons-
tante e mantido em dessecador.

Pré-tratamento com ozonio'”

A casca de arroz foi colocada numa coluna cromatogréfica
de 80 cm de comprimento e | cm de didmetro interno, através
da qual passou-se ozdénio durante 48 h (de baixo para cima)
com vazio de aproximadamente 100 bolhas por minuto.

Pré-tratamento com clorito de sédio’’

A casca de arroz foi suspensa em solugdo de clorito de sédio
0,4 % (v/v, em écido acético glacial ) a 80-90"C, e agitada magne-
ticamente durante 2 h. A relagio casca:solugio foi de 2:100 (v/v).

Andlise quimica da casca de arroz

A determinagio de celulose (livre de lignina, hemicelulose
e cinza) foi realizada de acordo com procedimentos descritos
por Updegraff'?. O procedimento envolve etapas de tratamento
com reagente de Crampton/Maynard (dcido acético-dcido
nitrico), hidrélise em dcido sulfirico a 67 % e formacio de um
composto colorido por rea¢do com solugdo de antrona. A
absorvincia do produto formado é medida em 620 nm (espec-
trofotdmetro Baush Lomb, Spectronic 2000), enquanto que a
concentragdo de celulose é determinada a partir de uma curva
de calibracdo realizada com um padrio de celulose, obtido por
dissolugdo de papel Whatman N” | em dcido sultirico a 67%.
O teor de lignina total foi obtido a Partir da soma dos valores
de concentragiio de lignina Klason'’ e lignina solivel em #ci-
do''. O teor de cinzas foi obtido por calcinacio da amostra
durante 2 h a 600°C. O teor de hemicelulose encontra-se inclu-
ido no parametro identificado como “outros”, o qual foi obtido
por diferenga (subtraindo-se a soma das massas de celulose,
lignina total e cinza da massa da amostra).

Medidas de quimiluminiscéncia foram realizadas em 50 mg
de material sélido, suspensos em 1 mL de hidréxido de sédio
5 M. As medidas foram realizadas em um contador de
cintilagio Beckman LS-7000.

Micrografias eletrOnicas foram obtidas utilizando-se um
microscopio eletronico de reflexdo JEOL JSM-PI5.

Sacarificagdo enzimdtica da casca de arroz. Determinagdo
de agiicares redutores™

A 50 mg de casca de arroz (peso seco) toram adicionados
0,5 mL de solugio de celulase (1,5 g L', atividade contra papel
de tiftro Whatman N° 1: 251 UL™!) e 1,0 mL de tampio citrato
0,05 M (pH 4,8) e a mistura foi deixada em banho-maria a
50°C durante 1 h. Acrescentou-se 3 mL de solugio de dcido
3,5-dinitrossalicilico, ferveu-se a mistura durante 5 min e acres-
centou-se 16 mL de dgua destilada. A mistura foi centrifugada
a 2000 rpm durante 5 min e a absorvancia da solugdo colorida
sobrenadante medida em 550 nm, contra branco de reagentes.
A massa de agicares redutores foi determinada a partir de uma
curva de calibragdo, preparada a partir de uma solugio de
glicose em tampdo citrato 0,05 M (pH 4,8).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O complexo celulase envolve no minimo trés enzimas, as
quais apresentam modos de acdo bastante caracteristicos.

QUIMICA NOVA, 21(2) (1998)

B-1,4-glicano-glicanoidrolase (uma endoglicanase), B-1,4-glicano-
celobioidrolase (uma exoglicanase) e B-1,4-glicosidase (uma
celobiase)'®. As primeiras clivam celulose nativa ao acaso, possi-
bilitando a formagio de cadeias menores de celotriose, celobiose
e glicose, enquanto que as segundas atuam nas extremidades nao
redutoras das cadeias, separando moléculas de celobiose. Final-
mente as glicosidases hidrolisam celobiose a glicose.

Como o substrato € insoliivel em solugdo aquosa as enzimas
terdo que dirigir-se a sua superticie onde, apés adsorvidas,
poderdo reagir. Desta maneira, o processo enzimdtico & hetero-
géneo, o que faz com que os efeitos difusionais sejam tdo
importantes quanto os cinéticos'®,

Em funcdo destes fatos, dois fatores sdo fundamentais para
a hidrolise enzimdtica com celulases:

l. A natureza das enzimas
2. A natureza do substrato

Por outro lado, nas fibras de celulose coexistem regides de
alta cristalinidade e regides amorfas menos organizadas. Quan-
to maior for a propor¢do da forma cristalina, maior a resistén-
cia ao ataque enzimitico'®. Deste modo, os sistemas de pré-
tratamento, além de permitir a deslignifica¢io do material,
podem diminuir a cristalinidade da celulose, podendo ser fun-
damentais para o decorrer do ataque enzimatico subsequente.

Embora a luz ultravioleta apresente baixa capacidade para pene-
trar em matertais celuldsicos (aproximadamente 75 pm), a sua ca-
pacidade para promover a oxidagio de lignina é bem conhecida'’.
Entre os vdrios grupos funcionais caracteristicos da lignina (grupos
fendlicos, duplas ligacbes e grupos carbonila), as carbonilas
conjugadas ao anel aromético parecem ser os croméforos mais efe-
tivos para dar inicio ao processo de fotodegradagiio.

O pré-tratamento que utiliza peréxido de hidrogénio em
meio bdsico deve seu poder oxidante ao altamente reativo ra-
dical hidroxila'®, gerado na reagio do peréxido de hidrogénio
com o anion hidroperéxido (eq. 1):

H,0, + HOO" HO" + 0" + H,O (N

A reagio acima ¢é dependente do pH do meio, em fun¢do do
anion hidroperéxido ser formado na dissocia¢io do perdxido
de hidrogénio (eq. 2):

H;0; ——~ HOO + H* (2)

A utilizac@o de processos de pré-tratamento com ozdnio é
bastante freqitente na industria de papel e celulose, principal-
mente em fungdo do seu elevado poder branqueador ¢ da sua
natureza nio-poluente. O mecanismo de degradagiio de lignina
ndo estd totalmente esclarecido. Sabe-se, entretanto, que rea-
¢des de hidroxilagio'¥, quebra oxidativa de grupos metoxila?
e abertura de anel?!, sdo freqiientes na reagdo entre ozdnio e
compostos modelo de lignina.

Processos de desligniticagio utilizando-se clorito de sddio es-
tdo baseados na reagdo entre lignina e ClO,, CIO", produtos estes
formados em reagdes redox de ClO; em meio dcido (eq. 3):

8 ClO;y + 6 H* 6 ClO; + CIO"+ CI' + 3 HO (3)

As reagdes entre lignina e ClO, siio exclusivamente oxidativas,
levando a formacio de derivados do dcido mucdnico e quinona.

Em fun¢do das caracterfsticas acima comentadas, cada pro-
cesso de pré-tratamento proposto apresenta caracteristicas que
podem ser exploradas na deslignificagiio da casca de arroz, de
maneira a favorecer posteriores etapas de hidrdlise enzimitica.
Na tabela | apresentam-se os resultados que ilustram o efeito
de cada processo de pré-tratamento na composi¢io quimica
bdsica da casca de arroz. Observa-se, a partir destes resultados,
que o tratamento mais eficiente para a redugdo do teor de
lignina estd representado pela utilizagdo de clorito de sédio
(redugiio de aproximadamente 45%). A redugo observada para
0s outros processos foi pouco significativa e bastante préxima
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Tabela 1. Efeito do pré-tratamento sobre a composi¢do quimi-
ca da casca de arroz.

Tabela 2. Efeito das condi¢gdes de pré-tratamento sobre a
hidrélise enzimdtica com celulase comercial.

Tratamento  Celulose Lignina Cinzas Outros) Pré-Tratamento Massa de Glicose!! Recuperagio'®
(%) (%) (%) (%) (mg) (%)
Nenhum 38,4 + 2,8 204 +59% 85+ 18 237 Nenhum 0,51 + 0,022% -
Irradiagio 339 + 34 31,8 £ 51 10,1 £17 242 Irradiagdo 0,35 £ 0,015 -314
H,0, 53,2 £ 3.2 280045 10,6 £1,7 8,2 H,0, 0,54 = 0,034 + 59
Oz6nio 41,6 £ 3,9 289 +47 10,722 18,8 Oz6nio 0,79 + 0,025 + 54,9
ClOy 39,6 £ 42 16,1 48 11,226 33,1 ClOy 0,45 = 0,029 - 11,8

(1) Valor obtido por diferenga: (massa total - (celulose+ lignina +
cinzas)); (2) Desvio Padrio de determinagéo feita em duplicata.

do erro experimental para esta determinacdo. E interessante
salientar o importante acréscimo experimentado pela concen-
tracdo de celulose (aproximadamente 39%), quando o trata-
mento € realizado com perdxido de hidrogénio. Tal resultado
indicaria que significativas quantidades de hemicelulose estdo
sendo transformadas e/ou eliminadas do sistema, o que é bas-
tante conveniente j4 que permite um aumento da quantidade
relativa do substrato de interesse. Pelo fato do teor de hemice-
lulose ser obtido por diferenca, é bastante dificil elaborar algu-
ma explicacio para a sua decomposigio.

A quimiluminiscéncia é uma técnica que apresenta bastante
utilidade no esclarecimento de modifica¢Bes estruturais em
biomoléculas, podendo ser usada, portanto, na verificagdo das
mudangas estruturais sofridas pelo material apés aplicagdo dos
diversos processos de pré-tratamento. A lignina, quando em
solugdo neutra, nfio € quimiluminiscente, mas apresenta impor-
tante emissdo quando em meio bdsico. As espécies responsé-
veis pela quimiluminiscéncia parecem ser oxigénio singlete e
carbonilas excitadas, espécies que tém sido detectadas em es-
pectros de emissdo de compostos modelo?? (ex: vanilina, icido
vanilico, etc.). Os resultados apresentados na figura 1, obtidos
por irradia¢do da casca de arroz em A > 300 nm, mostram uma
emissdo significativamente maior para o material submetido a
tratamento com clorito de sddio. Este resultado, que sugere
uma modifica¢do mais importante na estrutura da lignina, é
plenamente coincidente com a importante redugido do teor de
lignina comentada anteriormente.
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Figura 1. Efeito do pré tratamento sobre a intensidade quimiluminis-
cente obtidu da casca de arroz irradiada a A 2 300nm.

Os resultados obtidos na hidrélise enzimdtica da casca de arroz,
utilizando-se celulase comercial, sdo apresentados na tabela 2.
Observa-se claramente que, diferentemente do esperado, a maior
producdo de glicose € obtida quando se utiliza um tratamento pré-
vio com ozdnio. O tratamento com clorito de sédio, embora provo-
que as mudangas mais significativas com relagio a lignina, mostra-
se prejudicial a hidrélise, talvez devido a obtencfio de substratos
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(1) Resultados obtidos no tratamento enzimdtico de 50 mg de
casca de arroz, durante lh.

(2) Recuperagio de glicose em relacidio & quantidade obtida sem
pré-tratamento.

(3) Desvio Padrao de determinagio feita em duplicata.

que inibam parcialmente as celulases. O processo enzimdtico en-
volvendo celulases € bastante complexo, podendo ser inibido por
vérios produtos soldveis originados na prépria reaciio enzimdtica.
Celobiose e glicose, por exemplo, tem sido identiticados como
inibidores do complexo celulase, enquanto que B-glicosidase pode
também ser inibida pelo seu substrato, celobiose'’. Por outro lado,
existem fortes evidéncias sobre a significativa reducfio da atividade
da B-1,4-glicosidase, e inclusive de todo o complexo celulase, quan-
do grupos carbonilas sdo introduzidos e lactonizados na molécula
de substrato®. Em fungfio destes antecedentes, da complexidade do
substrato e da grande variedade de compostos que podem surgir do
pré-tratamento e da posterior reagdo enzimdtica, resulta bastante
dificil o esclarecimento dos motivos que levam a resultados como
os citados anteriormente.

Finalmente, para verificar o efeito fisico dos diversos tipos
de pré-tratamento, realizaram-se micrografias eletronicas, algu-
mas das quais sdo apresentadas nas figuras 2 a 6. Na figura 2,
correspondente a casca de arroz sem tratamento prévio, é possi-
vel observar a epiderme externa bem conservada, com estruturas
celulares revestidas de silica. Na figura 3, é possivel observar a
epiderme externa levemente atingida pelo tratamento com irra-
diagdo. Nas figuras 4 e 5, obtidas apds tratamento com ozdnio e
com peréxido de hidrogénio em meio bisico, respectivamente,
observa-se a epiderme externa bem organizada, mas com fissuras
entre as filas celulares. Finalmente, na figura 6, correspondente
ao tratamento com clorito de sédio, observa-se a epiderme ex-
terna fissurada. De um modo geral € possivel observar que, do
ponto de vista morfoldgico, os processos de pré-tratamento pa-
recem afetar igualmente e de maneira branda a casca de arroz. O
tratamento ndo chega a atingir a organizaciio celular, principal-
mente aquelas camadas que possuem células reforcadas por
silica. Convém salientar, no entanto, que uma interpretagdo ine-
quivoca do material fotogrifico ¢ bastante dificil, em fungio da
heterogeneidade do material estudado.

Figura 2. Micrografiu da epiderme externa da casca de arroz sem
tratumento preevio.
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Figura 3. Micrografia da epiderme externa da casca de arroz apos
pré-tratamento por irradiagdo.

Figura 4. Micrografia da epiderme externa da casca do arroz apds
pré-tratamento com 0zonio.

Figura 5. Micrografia da epiderme externa da casca de arroz apis
pré-tratamento com peraoxido de hidrogénio.

CONCLUSOES

Em fungio dos resultados apresentados, pode-se concluir que
o tratamento com clorito de sédio apresenta a maior eficiéncia
na deslignificagdo da casca de arroz, observagio que é também
sugerida pelos estudos de quimiluminiscéncia. O posterior pro-
cesso de hidrolise enzimadtica, no entanto, nio € favorecido pelas
mudangas provocadas por este pré-tratamento, provavelmente
devido a formagdo de substratos menos susceptiveis a acgdo
enzimdtica. O maior rendimento da hidrélise enzimadtica foi
conseguido com o pré-tratamento com 0z06nio, enquanto que o
tratamento com perdxido de hidrogénio possibilitou um signi-
ficativo enriquecimento do teor de celulose. Os estudos de
micrografia eletrOnica parecem indicar que os pré-tratamentos
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Figura 6. Micrografia da epiderme externa da casca de arroz apos
pré-tratamento com clorito de sidio.

propostos ndo conseguem atingir a organizacio celular da cas-
ca de arroz. Saliente-se finalmente que o processo enzimdtico
leva a obtengdo de agticares fermentaveis, que podem ser uti-
lizados na produgdo de etanol, o que eleva o valor agregado do
material em estudo. Embora andlises da relagio custo-benefi-
cio ndo tenham sido realizadas, a transformagdo de um residuo
agricola num material que pode ser utilizado como insumo na
produciio de combustivel parece, numa primeira andlise, bas-
tante conveniente.
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