Análise usando planejamento experimental de uma Rrota biológica para a obtenção de sílica a partir de cinza da casca de arroz por pela ação de Fusarium oxysporum
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Resumo

A importância influência de tempo de processo, pH e concentração de glicose na síntese de sílica por meio da ação do fungo Fusarium oxysporum a partir da cinza de casca de arroz (CCA) foi estudada através da metodologia de superfície de resposta. A produção de proteínas e de enzimas, como a peroxidase e β-glicosidase, foi quantificadas por método colorimétrico. Sílica solúvel e CCA foram analisadas antes e depois do processo por MEV, e quantificadas em espectofotometro UV-Vis a 660 nm. A distribuição de tamanho de partícula (DTP) foi determinada por difração a laser. Os resultados indicaram que o fungo Fusarium oxysporum eficientemente biotransforma e solubiliza a sílica, principalmente nas condições de 240 h, pH 6.5, e 3 g/L de glicose. O fungo atua de forma extracelular permitindo a síntese de sílica com tamanho entre 2-5 µm.
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INTRODUÇÃO
A cinza da casca de arroz contém alto teor de dióxido de silício (SiO2), entre 80 e 97%, o que a torna um resíduo valorizado(1). No entanto, essa cinza só terá alto valor econômico se tiver alta qualidade, que é mensurada pela alta superfície específica, tamanho e pureza de partícula. Consequentemente, seria um desperdício de matéria-prima nobre jogá-la fora, já que pode ser usada em indústrias, tais como eletrônica, construção civil, cerâmica, indústria química, fabricação de células fotovoltaicas, entre outras (2)
Recentemente, cientistas começaram a estudar a síntese de micro e nanomateriais usando bactérias, fungos e algas, que geralmente não são capazes de sintetizar estes materiais, como parte do seu metabolismo normal. A formação de sílica micro e nanoestruturada através da biodegradação da casca de arroz utilizando esses microrganismos é uma alternativa promissora, já que parte de um resíduo e tem um custo de insumos muito baixo.

Os fungos filamentosos têm-se destacado nestes processos de biotransformação por sua capacidade de degradação do material lignocelulósico, através de produção de enzimas extracelulares não específicas. Basicamente, as enzimas é responsável pela degradação da cinza da casca de arroz, são as enzimas oxidativas e as hidrolíticas (3).
Neste trabalho, pretende-se usar um planejamento experimental para analisar a influencia do pH, tempo da fermentação e a concentração de glicose no meio de cultura; na produção extracelular de enzimas como a β-glicosidase e peroxidase para a síntese da sílica com o uso do Fusarium oxysporum.
MATERIAIS E MÉTODOS
Materiais
A cinza da casca de arroz foi fornecida pela Indústria e Comércio de Arroz FumacenseLtda (Morro da Fumaça, SC, Brasil) com diâmetro médio de~600µm. Foram utizados Azul de Comasie Brilliant Blue G-250, p-nitrofenil-β-Dglucopyranoside (PNPG), ambos da Sigma-Aldrich; o-dianisidina e peróxido de hidrogénio da Merck; ácido fosfórico (H3PO4), ácido clorídrico (HCl), hidróxido de sódio (NaOH) da Vetec; extrato de malte e glicose anidra da Hymedia.
O microrganismo empregado foi o Fusarium oxysporum, fornecido pelo Centro de Estudios e Investigaciones en Biotecnologia (CIBIOT) da Universidad Pontificia Bolivariana (UPB), Medellin, Colômbia. O fungo foi mantido em meio de cultura sólido com extrato de maltee glicose em placas com incubação a 25 ± 1 ºC (4).
Bioprocesso
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 NaOH 0,1 M e HCl 0,1 M. Diferentes concentrações de glicose foram testadas (3, 8 e 16 g/L). Posteriormente, os frascos foram esterilizados em autoclave a 120°C, durante 20 min (5). Cada frasco foi inoculado com ~0,5 g (base úmida) de F. Oxysporum, em câmara estéril e mantido em agitação a 200 rpm a 28°C durante os diferentes tempos estabelecidos no planejamento experimental (48, 144 e 240 h).
Planejamento experimental

Foi realizado um planejamento fatorial 2k com um ponto central onde k representa 3 fatores: pH, tempo de contato entre o fungo e a cinza da casca de arroz (t) e a concentração de glicose(GC); a base 2 representa o nível de tratamentos para cada fator. Quando o ponto central é adicionado, estima-se o efeito das interações e a curvatura da superfície de resposta sem realizar o desenho fatorial completo, diminuindo o número de experimentos (6). Na Tab. 1, são apresentados os fatores e os níveis selecionados nesta pesquisa.
Tabela 1. Fatores e níveis do planejamento fatorial 2k para a síntese de sílica
	Fatores
	-1
	0
	1

	pH
	3,0
	6,5
	10

	t(h)
	48
	144
	240

	GC(g/L)
	3
	8
	16


Dosagem de enzimas
A proteína total foi dosada usando o método de Bradford (7). A enzima β –glicosidase foi avaliada segundo o método de Tan e colaboradores (8). A determinação da atividade da peroxidase foi feita através do método de Vinterhalter & James (1986), baseado na oxidação da O-dianisidina a 460 nm (8). 
Quantificação da sílica solúvel

A quantificação da sílica solúvel foi feita pelo método colorimétrico em espectrofotômetro UV-Visível (Pró-Análise V-1200) com comprimento de onda de 660 nm (5). A distribuição de tamanho de partícula em suspensões aquosas foi determinada através da difração a laser (Mastersizer 2000, Malvern). Finalmente, foi realizada uma análise por microscopia eletrônica de varredura (JEOL JSM-6390LV) (9,10).
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Planejamento experimental
O planejamento fatorial determina que fatores têm efeitos relevantes na resposta e  também permite medir as interações entre diferentes fatores.
Os processos biológicos empregados na síntese de materiais metálicos e de diferentes óxidos exigem condições especificas de pH, concentração de nutrientes, tempo de contato, temperatura, entre outros. Essas condições estão diretamente relacionadas não somente à solubilização da sílica no meio aquoso, como também à produção de enzimas extracelulares responsáveis pela hidrólise e redução de diferentes compostos.
Proteína Total

A ANOVA e o diagrama de Pareto com p=0,5 indica que estatisticamente o pH da solução é o fator que mais influencia na produção de proteínas. Nas condições do bioprocesso, para maiores valores de pH o Fusarium oxysporum na presença de 20 g/L de CCA produz maiores concentrações de proteína. Embora as interações tenham sido pouco consideráveis, essas não podem ser descartadas. O modelo de segunda ordem na Eq. (A) foi o que apresentou menor erro.
[image: image2.emf](A)
R2 = 0,755 e ajuste = 0,535
Peroxidases
As peroxidases (PX) são um grupo de enzimas oxi-redutases que catalisam a redução do peróxido de hidrogênio e a oxidação de uma variedade de substratos orgânicos e inorgânicos (11,12). A ANOVA e o diagrama de Pareto com p = 0,5 índica que existe uma forte interação entre os fatores. A produção de peroxidase é maior no nível superior da concentração de glicose no meio de cultura (16g/L). A Eq (B) representa o modelo estatístico obtido pela análise do planejamento experimental.
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R2 = 0,770 e ajuste = 0,563

β -Glicosidase
Os fatores selecionados, segundo a ANOVA e o diagrama de Pareto com p = 0,5, indicam que existe uma forte interação entre as variáveis na produção da β-glicosidase, principalmente envolvendo o tempo. A produção desta enzima torna-se maior a medida que a concentração de glicose aumenta. No entanto, para maiores tempos, os nutrientes tornam-se escassos e a produção dessa enzima aumenta. Provavelmente, F. Oxysporum secreta esta enzima para catalisar e sintetizar glicose a partir de nutrientes ainda presentes na CCA, para assim obter energia para manter o metabolismo. Por outro lado, a secreção da β-glicosidase é altamente dependente do meio de cultivo e do pH (8,13).
Na Eq (C) é apresentado o modelo estatístico obtido pela análise do planejamento experimental.

[image: image6.emf](C)
R2 = 0,704 e ajuste = 0,439.
Sílica solúvel da CCA
A disponibilização de sílica no meio aquoso depende principalmente do pH e do tempo de duração da fermentação. Não obstante, existem limites para os valores do pH, pois a produção de exoenzimas responsáveis pela biotransformação da sílica pode ser inibidas. Estudos em diatómeas estabelecem que a solubilização da sílica através de enzimas, denominadas silafinas, por processos de hidrólises e condensação a pH próximos ao neutro permitem a obtenção de partículas de sílicas mais estáveis em meio aquoso (14). Nas condições de crescimento descritas, o fungo estudado mostrou que no nível superior do tempo, a disponibilização da sílica foi maior. Provavelmente, o metabolismo secundário quando tem-se um estresse nutricional, como foi verificado, ativa a produção de enzimas responsáveis pela transformação e solubilização da sílica. 
A concentração de glicose, não apresenta estatisticamente efeitos consideráveis na síntese do dióxido de silício. O modelo de segunda ordem na Eq. (D) foi o que apresentou menor erro para a descrição da solubilização da sílica em função dos fatores selecionados.
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R2 = 0,896 e ajuste = 0,803.
Análise microestrutural da CCA

A estrutura típica da CCA é uma lamelar e porosa (Fig 1A), quando submetida ao bioprocesso (pH = 6,5; t = 240 h, GC = 3 g/L). Observa-se uma diminuição de tamanho considerável (~600 para ~80 µm), na mesma magnificação (500×, Fig 1B). Por outro lado, as partículas de sílica solubilizadas apresentaram tamanhos menores que 5 µm (Fig 1C).
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Figura 1. Micrografias da cinza da casca de arroz antes (A) e depois (B) do tratamento com Fusarium oxysporum a 28 °C (pH = 6,5, t = 240 h, GC = 3 g/L).
Diâmetro
A ANOVA e o diagrama de Pareto com p = 0,5 indicam que o diâmetro médio das partícula da CCA é função principalmente do tempo. Tempos de permanência maiores promovem a diminuição do tamanho de partícula da CCA, que é acompanhado pela solubilização da sílica. O modelo de segunda ordem na Eq. (E) foi o que apresentou menor erro para a determinação do diâmetro em função dos fatores de maior interação.
[image: image11.emf](E)

R2 = 0,603 e ajuste = 0,231.
CONCLUSÃO
A análise estatística indicou que a síntese da sílica em meio aquoso é fortemente dependente do pH e do tempo. A concentração de glicose não exerce influência direta na síntese da sílica, embora seja um parâmetro importante na produção de enzimas extracelulares.
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Analysis of biological route to obtain silica from rice husk ash by Fusariumoxysporum using response surface methodology

ABSTRACT

The influence of time, pH and glucose concentration on the synthesis of silica using Fusarium oxysporum from rice husk ash (RHA) was studied using factorial design experiments. Proteins and enzymes production as peroxidase and β-glucosidase were quantified by the colorimetric method. RHA and dissolved silica before and after bioprocessing were analyzed and quantified by SEM and UV-Vis spectrophotometer at 660 nm, respectively. Particle size distribution (PSD) was determined by laser diffraction in aqueous solution. The results showed that Fusarium oxysporum efficiently solubilized and biotransformed silica, particularly in the following conditions: 240 h, pH 6.5 and 3 g/L glucose concentration. Silica presenting sizes between 2-5 µm was produced  by extracellular action of fungi.
Key-words: Rice husk ash, silica, Fusarium oxysporum.
