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3 APRESENTACAO

O presente relatorio refere-se ac¢ dosenvolvimento da metodolo
gia analitica requerida dentro de projeto patrocinado pelo DAEE:
0S. 140600 "Biodigestao anaerobia de residuos lignocelulosicos".

Ressalte-se que este relatorio complementa o denominado "Biodi
gestao Anaerobia de residuos celulosicos, I - Fundamentos so-

bre a hidrolise do complexo lignocelulosico", de dezembro de

1986 .

e e e e e )
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INTRODUGAO

0 objetivo do projeto sobre a biodigestao de residuos lignoce-
lulosicos & o de desenvolver processos de hidrolise enzimatica
seguida de digestao anaerobia, para o reaproveitamento desses

residuos, com geragao de metano e fertilizante organico.

Evidentemente, o desenvolvimento de processos ira requerer nao
s0 a caracterizacao das materias-primas, mas também o acompa-
nhamento das unidades de tratamento. Nestas, sera necessario

verificar a variagao do substrato e, em especial,de sua parce
la mais refrataria, que e o complexo lignoceluldsico. Em ou-
tras palavras, serao requeridas analises de celuloses, hemice-
luloses e lignina. Tambem e importante verificar a atividade
enzimatica de celulases, para o acompanhamento da reacgao de hi
drolise, do processo de producao de celulases e de eventuais

procedimentos de recuperagao das enzimas.

Era importante, para a escolha dos métodos analiticos a serem
utilizados, que se soubesse "a priori" quais seriam os substra
tos a serem analisados. Existe, entretanto, uma grande varie-
dade de residuos lignocelulosicos: '"quebras'" de colheitas,plan
tas aquaticas, estrume, residuos da agroindustria (fabricas de

papel, agucar e alcool, industrias alimenticias e outras), 1i

X0 urbano, etc. Decidiu-se,portanto, considerando os objetivos

sociais da CETESB, dar prioridade ao lixo urbano. Por outro la
do, resolveu-se tambem que deveriam haver condicoes de se ana-
lisar residuos de origem vegetal, na eventualidade de se dese-

jar trabalhar com estes materiais.

Cogitou-se em realizar as analises de celulose e lignina fora
da CETESB, mas a hipotese teve que ser descartada pelos seguin

tes motivos:

- o elevado prego das mesmas, conforme consulta feita ao IPT

Instituto de Pesquisas Tecnologicas do Estado de Sao Paulo,

inviabilizava o projeto;

33-10-040/1
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- os elevados prazos para o conhecimento dos resultados nao per

mitiam o uso dos mesmos em controle de processos.

Por outro lado, a determinacao de atividade de celulases, para

os sistemas pretendidos, teria que ser feita na CETESB.

Dessa forma, decidiu-se implantar metodologias analiticas para
celuloses, hemiceluloses, lignina e atividade de celulases,Pas
siveis de aplicagao no desenvolvimento de sistemas enzimaticos

e anaerobios de residuos solidos urbanos e de origem vegetal.

33-10-040/1
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1. DETERMINACAO DO COMPLEXO LIGNOCELULOSICO

A grande interagao fisica e quimica existente entre a celulo-
se, a hemicclulose e a lignina, torna a separacao quantitati-
va das mesmas extremamente dificil. Dessa forma, a maioria dos
metodos resulta em analise de um dos constituintes mais um se-
gundo (por exemplo, analise de celulose em que se tem uma par
cela de hemicelulose respondendo ao metodo, ou analise de lig
nina, em que o resultado contem alguma hemicelulose), ou im-

plica na degradacao:parcial da substancia que se pretendia a-

nalisar(6).

No caso da celulose, ovisolamento pode ser simples em alguns
vegetais, quando a mesma ja se encontra razoavelmente pura, co
mo no caso do algodao. Por outro lado, a analise de madeira,ou
bagagd de cana, que ja conteriam teores apreciaveis de ligni-
na, seria relativamente complicada. Materiais como lixo urbano

devem, alem das dificuldades ja mencionadas, conter uma serie

de interferentes.

Normalmente os métodos de laboratorio para analise de celulo
se envolvem: reducao da granulometria, extracgao com solventes
adequados para remogcao dos extrativos, deslignificagao do ma-
terial e extraggn das hemicelulnses com 2alcali(h). Alguns me

todos incluem uma etapa de hidrolise, ou providenciam uma di-

gestao da matéria organica eventualmente presente.

Descrevem-se a seguir, alguns dos metodos que foram obtidos da

11 teratura.

1.1. METODOS LEVANTADOS NA LITERATURA

1.1.1. Cromatografia em papel

Este &€ o método TAPPI T250 pm-75(19), indicado para determina
coes rapidas e rotineiras de carboidratos contidos em polpa de

papel purificada. Baseia-se na determinacao quimica dos aculca

N _J
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res
procedimentos: hidrolise total, neutralizacao, concentracgao, se

separados cromatograficamente e envolve uma sequencia de

paragao cromatografica, analise dos acucares separados, calibra
cao e calculo. Este método permite a separacao das celuloses e

hemiceluloses, mas nao se aplica aos substratos que se pretende

analisar.
1.1.2. Cromatografia gas-liquido

0 método TAPPI T 249 pm-75(18) e usado para determinar os cinco
principais monossacarideos que definem a composicao de carbohi-

dratos da madeira e polpa de madeira. Os constituintes determi-

nados quantitativamente e com seguranca sao: glicose, manose,

arabinose, xilose e galactose, podendo-se precisar concentra-
¢oes individuais de cada um dos agicares abaixo de 0,1%.

As amostras sao hidrolizadas com acido sulfdrico; a porcao hi-
drolizada e neutralizada e os aclicares sao reduzidos com boro
s hidrato de sodio. Apos redugao, realiza-se uma acetilacao, com
anidrido acetico e acido sulfurico, e precipitacao dos acetatos
em banho de gelo. Em seguida, faz-se uma extracao com cloreto

de metileno para injegao no cromatografo a gas.

- - H . - . . .
Alem de ser muito especifico para madeira e polpa de madeilra,

este método requer uma coluna especial com modificacoes no ca-

nal injetor.

1.1.3. Metodo colorimetrico da antrona

Este metodo e preconizado por BENDER e colaboradores (15, da

USEPA, e e indicado para analise de celulose em composto de 1i

X0.

O método da antrona €& colorimetrico e engloba as seguintes eta

pas: (a) extracao da materia gordurosa do composto com benzeno;

N y
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(b) extracao da parte soluvel com agua; (c) hidrolise com aci-
do sulfurico; (d) determinagao dos acucares redutores formados

pela adigéo do reagentes de antrona e leitura da cor desenvol-

vida em espectrofotometro, a 630 nm.

1.1.4. Méetodo gravimetrico

0 metodo gravimétrico também e indicado no manual da EPA para

analise de composto de lixo, por BENDER e colaboradores (5).

O processo analitico baseia-se numa oxidacao da amostra com aci

-~ . = . 02 L
do nitrico, extragao de interferentes organicos com solventes
A . . ~ o
Organicos e calcinacao do residuo em mufla a 625 C. A perda

apos ignicao significa a procentagem de celulose presente. A ana

lise deve ser feita em duplicata.

Pode-se combinar o método gravimetrico com o da antrona.Apos as
extragaes com solventes, pode-se dissolver a amostra em acido

sulfurico e determinar os agucares formados na hidrolise colori

metricamente.

Por outro lado, o método gravimetrico e recomendado, por ser mais

rapido e facil de realizar que o da antrona (5).
1.1.5. Celulose em solugao cobre-ITI-tetramina

Este método e recomendado pelo WHO International Reference Centre
for Wastes Disposal (21), para analise de lodos de esgotos, re-

siduos solidos e composto.

A celulose contida no material e definida como a soma de celu-
lose e hemicelulose que sao dissolvidas em solugao de cobre-II-
~“tetramina. Inicialmente, a lignina, corantes e outros produtos
organicos sao lixiviados com hipoclorito de sodio; a seguir, a
celulose e dissolvida na solugao preconizada e medida pela per
da de peso da amostra durante este processo. A seda tambem se
dissolve na solucao de cobre-II-tetramina, o que nao significa

uma interferencia seria no metodo.

L
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1.1.6. Método de Van Soest

0 metodo de Van Soest, indicado por SILVA (16) para forrageiras
act-rmina, em sequencia, fibra em detergente acido, lignina, ce

lulose, cinzas e silica.

Inicialmente faz-se uma digestao da amostra em solugao de deter
gente acido, para remogao de proteina, gordura e carboidrato so
lavel; o residuo apos lavagens e secagem & a quantidade de fi-
bra. Esta é,em seguida, tratada com solucao de permanganato de
> g 5 g
potassio mais tampao de nitrato férrico nonoidratado, nitrato
de prata, acido acetico glacial e alcool butil terciario, e so-
P s s

lugao de desmineralizacao (4acido oxalico diidratado e acido clo

™\

ridrico concentrado). Com isto, dissolve-se a lignina, que

determinada pela diferenga de peso na fibra. O residuo e incine
- o '

rado durante 3 horas a 500 "C, sendo a diferenca de peso, antes

€ apos a incineracao, a porcentagem de celulose.
1.1.7. Celulose Cross & Bevan na madeira

No metodo Cross & Bevan(l), a amostra a ser analisada sofre su-
cessivas extracoes com solventes (para remover os extrativos)
e cloragcoes (para dissolver a lignina), tendo-se como resulta-
do celulose mais hemicelulose. O metodo é indicado para madei-
ra, mas tambem pode ser utilizado em outros materiais, como plan

tas aquaticas, bagaco de cana e outros de origem vegetal.

1.1.8. Metodo de Waksman

Existe tambem o procedimento de WAKSMAN, indicado por ALVSAKER

(13), que & recomendado para analise de solos (humus), mas que
tambem pode ser empregado em compostos de lixo, por exemplo.Nes
te metodo, faz-se um fracionamento de humus atraves de hidroli-
se acida. Apos a remogao de substancias graxas, resinas e sold
veis em solvente proprio, os carboidratos (hemicelulose e celu
lose) sao dissolvidos em acidos de crescente concentragao; o re

siduo insolivel em acido & composto principalmente por lignina.

33-10-040/1

CETESB —-ﬁ




&

CETESB ——mF

As proteinas e outras susbtancias contendo nitrogenio sao par
cialmente dissolvidas no tratamento acido, e parcialmente en-

contradas junto com a lignina, como um residuo insoldvel em

acido. 0 procedimento de Waksman & resumido da seguinte manei

ras (&) determinagao de umidade, cinzas, N total e C totalj; (b)

fragao soluvel em éeter; (c) fracao soluvel em agua quente; (d)

fragao soluvel em alcool; (e) tratamento com HCL a 2%Z; (f) tra

tamento a frio com HZSO4 a 807, seguido de fervura com acido
fraco. Nos filtrados de (e) e (f) determina-se aclcares redu
tores e, estes multi%licados por 0,9 correspodem a '"hemicelu-
lose" e "celulose" reébectivamente; (g) residuo insoluvel em
dcido. Determinar lignina neste residuo apos analise de N e cin
zas; (h) proteina total. Multiplicar o valor de N total por
6,25 .

o procedimento e complexo, demorado e so

Como pode ser visto,

fre interferencias de elevados teores de proteinas.

1.1.9. Lignina na madeira

0 metodo esta baseado na hidrolise de carboidratos por acidos

fortes restando como residuo a lignina (2). Entretanto, como

alguns dos extrativos da madeira podem permanecer insoluveis

junto com a mesma, procede-se a uma serie de extragaes com sol
ventes apropriados. O metodo da determinacao da lignina por
meio do acido sulfurico a 727 envolve tres extracoes prelimina

- - . . o o
res: (a) com alcool etilico para remover os taninos catecois;

(b) com solugao de alcool-benzeno, para remover resinas,oleos,

graxas e ceras; (c) com agua quente para remover OS materiais

solUveis restantes.

Pode-se aplicar este metodo para substratos de origem vegetal,

tais como bagago de cana, plantas aquaticas etc. Entretanto,

nao pode ser usado na analise de lixo urbano e composto, pois

todos os materiais insoluveis em HZSO4 a 727 e nos solventes

acima mencionados, irao ser quantificados como lignina.

e
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Em consulta feita ao IPT-Instituto de Pesquisas Tecnologicas,
verificou-se que nao existe metodologia disponivel para anali-
se de lignina em lixo urbano (para composto, pode-se adaptar
os metodos indicados para humus de solo, como o de Waksman). O
desenvolvimento de metodologia para lignina em lixo parece com
plexo. Seria possivel avaliar a mesma atraves de sua redugao
a compostos fenolicos e analise de fenois; entretanto, € possi
vel que a eventual presenca de resinas fenolicas no substrato

possa interferir na analise.
1.2. METODOS SELECIONADOS PARA IMPLANTAQKO

Dentre os metodos apresentados, optou-se pela implantacao dos
seguintes: (a) método gravimetrico para celulose em composto,
recomendado no manual da USEPA e pelo IPT, em consulta feita

aquela entidade; (b) celulose CROSS e BEVAN; (c) lignina na

madeira.

Apresentam—-se, a seguir, as metodologias de cada um dos tres

metodos.

1.2.1. Metodo gravimetrico (conforme EPA-6700-73-01) (5)

Indicado para analise de celulose em composto de lixo.

Reagentes:

acido nitrico concentrado
acido acetico glacial

. benzeno

. eter

. metanol

acetona

Procedimento:

Pese 1 g de composto finamente triturado, com aproximagao

de miligrama, coloque em um Erlenmeyer de 125 mf, e adicione

6 mf de agua, 24 mi de acido glacial e 2 mf de acido nitri

L
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co concentrado. Aquecga suavemente numa placa de aquecimento por
; ; - ’ o i

20 min.; resfrie ate aproximadamente 80 C, adicione 50 m& de

benzeno e agite vigorosamente por ce-ca de 2 min. para extrair

o material soluvel em benzeno.

Coloque um cadinho de Gooch com um filtro de amianto em equi
pamento de succao; transfira, tanto quanto possivel, a cama-
da de benzeno para dentro do filtro (com succao), tomando cui
dado para nao passa}-a parte inferior do liquido. Adicione en
tao, ao Erlenmeyer, 61tros 50 m? de benzeno, agite vigorosa-

mente, deixe decantar e transfira todo o liquido para o cadi-
nho. Lave todo o material solido para dentro do cadinho com
acetona, tendo o cuidado de nao deixar nada no Erlenmeyer. La
ve o material solido no filtro completamente com sucessivas
porgaes de 100 m% de benzeno quente, metanol quente e éeter. A

pos lavagem, limpe a parte externa do cadinho, coloque em uma

o X .

estufa a 105°C para secar, resfrie em dissecador, pese com a
proximacao de miligrama; em seguida, coloque em uma mufla a
o ; -
625°C por uma hora, esfrie, pese e anote a perda de peso apos

ignicao.

Calculos:

perda apos ignicao x 100 = porcentagem de
peso inicial da amostra celulose
Observacao: - a analise deve ser feita em duplicata

Provavelmente o HNO, sera responsavel, neste metodo, por qual

quer tipo de reacao de oxido-redugao e o acido acetico deve-

ra ser um meio continuo, ou em outras palavras, devera repre

sentar o papel de solvente.

As extracoes com benzeno, eter, metanol e acetona servem para e

liminar qualquer outra matéria organica diferente da celulo

se. Cabe aqui um aparte - para este tipo de analise, a amos-

N

33-10-040/1




Y &

!

L

10.

tra deve ser selecionada, ou seja, deve conter na sua maioria:
celulose, lignina, substancias inorganicas, aminoacidos e pro
teinas. Borrachas, plasticos, e outros tipos de polimeros, que

a oxidagao com HNO3 e insoluveis nos solven-

tes acima citados, devem ter sido postos de lado. No final do

seriam resistentes

-

procedimento deve-se ter celulose e material inorganico e, apos

a queima na mufla, deve-se ter apenas material inorganico.

1.2.2. Méetodo Cross & Bevan para celulose (conforme norma ABCP

M 9/71 (1)

Para analise de celulose em madeira e em residuos de origem ve
getal. Convem esclarecer que, no caso de substratos que conte-
nham clorofila, pode ser necessario adaptar o método para ga-

rantir a remogao total da substancia.

Objetivo e aplicacao:

Este método tem por objetivo a determinagao da celulose Cross e

Bevan na madeira.

Os resultados obtidos por este metodo sao de 1% a 2% mais altos
do que o preconizado pela norma TAPPI T 17 m-55. Isto e atribui
do a menor degradaggo sofrida pela celulose neste processo, on-

de os reagentes sao lavados rapidamente. Como este processo e

empirico, a sequencia de operacao deve ser seguida rigorosamen-

tEe,

Aparelhagem:

Balangca analitica com precisao de 0,1 mg

Bstufa a 105% = 3%

Banho-maria
Bloco de filtracao construido em metal resistente com orificios

cujos diametros se ajustem aos cadinhos por um anel de borra-

cha.
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Cadinho de vidro sinterizado de 30 ml de capacidade e porosi-

dade media.

Pesa-filtros

E[IfSB - [l It

Bequers de 50 m&. G ,
B | B0 lLu.fJ wif_[ JMZMI}”U /]B! M[

I«

Reagentes:

- Agua de cloro, ép;oximadamente 0,16 N e recem preparada.

= Solugio de acido sulfuroso, aproximadamente 0,16 N.

a) solucao de acido cloridrico 0,16 N;

b) solucao sulfeto de Sodio a 20 g/&.

Preparar uma solucao 1:1 do acido cloridrico e sulfeto de so6-

d16.

Solugao de sulfeto de sodio a 20 g/%. Dissolver 20 g de Na2803

anidro em agua destilada.

Alcool-tolueno l:2-misturar um volume de alcool etilico a 95%
e dois volumes de tolueno e homogeinizar.

Alcool etilico 957%

Eter etilico.

Amostragem:

Retirar e preparar as amostras de acordo com ABCP MIl. A serra-

gem utilizada sera aquela que atravessar uma peneira de n® 16

internacional (mesh 40 ASTM).

Determinar a umidade da amostra de acordo com a norma ABCP

M2/71.

A quantidade de amostra necessaria deve ser suficiente a deter -

minacao em triplicata.

N
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‘Procedimento:

Pesar 0,4 g a 0,5 g da amostra seca ao ar diretamente no ca-

dinho de tara conhecida.

Colocar o cadinho com a amostra dentro de um bequer de 100 mf
e adicionar agua destilada em banho-maria durante 30 minutos.
Lavar com alcool e entao adicionar alcool-tolueno no cadinho
e no bequer ate atingir a metade do cadinho. Colocar o con-

junto em banho-maria durante 30 minutos. Usando sucgao, lavar

duas vezes com 20 m% de alcool e duas vezes com agua destila-

da fria.

Encher parcialmente o cadinho com agua de cloro. O tempo de
cloragao & de 15 minutos. Durante este periodo, cerca de 50
mf de agua de cloro deverao ser adicionados ao cadinho e a-

travessar a amostra por drenagem natural ou aplicagao de suc

ggo.
Apos 15 minutos, adicionar 10 a 15 mf da solugao de acido sul
furoso, drenar por sucgao, lavar duas vezes com porgaes de

20 mf de agua destilada.

Colocar o cadinho no bequer de 100 m¥% e adicionar a solucao
de sulfeto de sodio 20 g/% no cadinho e no bequer até atingir
a metade do cadinho. Cobrir o bequer com vidro de relogio e

aquecer em banho-maria durante 30 minutos.

Transferir o cadinho para o bloco de filtracao e lavar duas ve

zes com agua destilada quente e duas vezes com agua destilada

fria.

Repetir o ciclo de cloracao, sendo agora o tratamento com agua
de cloro por 10 minutos, adicionando-se em seguida a solucgao

de acido sulfuroso.

33-10-040/)
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‘Lavar como anteriormente e levar ao banho-maria por 30 minu-

tos com a solucao de sulfito de sodio 20 g/%.

Continuar a cloragao reduzindo os ciclos para 5 e 3 minutos

respectivamenteem cada tratamento sucessivo, seguindo as la-

vagens usuais.

Se apenas uma palida coloragao rosada resulta da adicao de
sulfeto de sodio, depois do tratamento com agua de cloro por
5 minutos, reduzir o ciclo seguinte para 1 minuto. Se persis
tir uma coloragao fortemente avermelhada apos o tratamento com
agua de cloro por 3 minutos, repetir até quando se fizer ne-

cessario esse ciclo de 3 minutos.

O tratamento deve prosseguir até nao aparecer mais coloragao
rosada com a adigao da solucao de sulfito de sodio a amostra
clorada. Quando se fizer a cloragao por 3 minutos ou menos,
0 tempo de tratamento com sulfito de sodio devera ser reduzi-
do para 20 minutos. Quando a adicao de sulfito nao produzir

mais coloragao rosada, filtrar e lavar drenando o excesso de

agua por succao.

Transferir o cadinho para o bequer de 100 m{ e adicionar agua
destilada no cadinho e no bequer ate atingir a metade do ca-

dinho e aquecer em banho-maria por 30 minutos.

Filtrar por succao, lavando sucessivamente com 30 mf de Aagua

destilada quente, 20 m{ de agua destilada fria, 20 mf% de alcool

e 20 m2 de eter.

o + :
Secar em estufa a 105° I 3% por 2 horas e meia, passar para

pesa filtro previamente tarado, esfriar em dessecador e pesar.

33-10-040/1
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Resultados:

A porcentagem de celulose Cross e Bevan e dada pela expressao:

P
% celulose = L x 100
P
onde, P1= peso do residuo em g
P = peso da amostra em g

Reprodutibilidade:

As determinagoes em triplicata normalmente obtidas por este me

todo possuem um desvio de 2% ao redor da meéedia dos 3 valores.

Observacgoes:

O bloco de filtracao citado em aparelhagem nao e essencial
para a analise, podendo ser utilizados 3 frascos de filtragao
munidos de bocal de borracha de adaptacao ao cadinho filtrante.
A vantagem do bloco de filtracao € a possibilidade de executar

tres determinagoes em triplicata simultaneamente.
1.2.3. Metodo para lignina(conforme norma ABCP M10/71) (2)

Indicado para analise de lignina em madeira e em residuo de o-

rigem vegetal.
Objetivo e campo de aplicacao:

Este método tem por objetivo a determinagao da lignina na ma-
deira por meio de acido sulfurico 70%. Quando a madeira o tra
tada com acidos fortes os carboidratos sao hidrolisados,deixag
do um residuo insoltvel que & determinado como lignina. Como al-
guns dos extrativos da madeira podem permanecer insoliveis com
a lignina, eles devem ser removidos em primeiro lugar pelos sol

ventes adequados. O metodo da determinacao da lignina por meio

33-10-040/1
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de acido sulfurico 707 envolve tres extracoes preliminares:

a) com alcool etilico para remover O0s taninos catecois;
b) com solugao alcool-etileno para remover resinas, oleos, gra

Xas e ceras,

c) com agua quente para remover materiais soluveis restantes.

A conveniencia da extragao com alcool depende da finalidade da

analise e da matéria prima.

Aparelhagem:

Cadinho de vidro sinterizado, porosidade fina (n%® 3, 50 mfl),

cadinho de Gooch com uma camada de amianto lavada com acido ou
cartucho de papel de filtro. Cadinhos de vidro nao podem ser
usadas -se a lignina tiver de ser queimada. Aparelho de extra-

cao tipo Soxhlet.

Reagentes:

Solucao de alcool-tolueno - misturar 1 volume de alcool etili
co 957 com 2 volumes de tolueno.

Alcool etilico 95%

Acido sulfdarico 72% - juntar 665 mf de acido sulfdrico 96%
(d= 1,84) em 300 m{ de agua destilada, esfriar e diluir.a 1
litro. A padronizacao do acido pode ser feita por titulacao
ou por densidade . A densidade do acido sulfirico 72% a 20° ¢

€ 1,6338 g/mg.
Amostragem:

Retirar e preparar as amostras de acordo com a norma ABCP MI1.
Utilizar a fracao que atravessa a peneira n® 16 internacional

(malha40 ASTM) e fica retido na peneira n® 24 (malha 60 ASTM).

Determinar a umidade conforme especifica a norma ABCP M2/71.

33-10-040/1
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Serao necessarias pelo menos 2 g absolutamente secas para de—

terminacoes em duplicata.

Procedimento:

Pesar o equivalente a 1 g de amostra seca (a.s.), transferir para um cartu

cho de papel de filtro ecolocar no extrator SOXHLET. Extrair com

alcool etilico 95% durante 4 horas e,em seguida, com solucao de
alcool-tolueno de acordo com a norma ABCP M6/68. Transferir
quantitativamente a serragem do cartucho para um cadinho de vi
dro sinterizado de porosidade fina com alcool etilico 95% e
terminar a lavagem com mais 50 m2 a fim de remover o tolueno.
Remover o excesso de alcool por sucgao e colocar o cadinho em
um bequer de 600 m{ com 400 mf de agua destilada, cobrir com
um vidro de relogio e levar para um banho-maria em ebulicgao por
3 horas. Filtrar no proprio cadinho, lavar com 100 m% de agua
quente e finalmente com 50 mf de alcool etilico a 95% para fa
cilitar a remocao da serragem do cadinho. Depois dessas extra
coes preliminares deixar a amostra secar ao ar.

Nota 1 - Nas extracoes com alcool e alcool-tolueno pode ser
usado cadinho de vidro sinterizado de porosidade media ao in-
ves de cartucho de papel de filtro, porem tomando-se a precau-
gao ae cobrir o mesmo com papel de filtro ou tela de malha fi
na para evitar perda do material. Transferir a amostra seca ao
ar para um pesa filtro ou bequer de 50 mf de capacidade e adi-
cionar lentamente com agitacao, 15 mf de acido sulfirico 727%,
resfriado entre 13° & 20C, cobrir com vidro de relogio. A amos
tra deve ser homogeneizada por agitacao continua durante um mi
nuto, no minimo. Conservar a mistura durante 2 horas entre 19°%¢
z 1OC, agitando frequentemente. Se necessario usar banho de
agua para manter a temperatura entre esses limites. Transferir
o material para um bequer ou erlenmeyer de 1.000 m e diluir a
solucao de acido para 3% pela adicao de 560 mf de agua destila
da. Ferver durante 4 horas usando-se condensadores de refluxo

ou mantendo o volume constante por adigao ocasional de agua
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quente ao frasco. Deixar em repouso para sedimentagao do mate
rial insoluvel e transferir quantitativamente para cadinho fil

trante, previamente seco em estufa e tarado.

Resultados:

Calcular a porcentagem de lignina atraves da seguinte formula:

1

P

x 100

onde:

porcentagem de lignina

-
peso do residuo em gramas

L
By
p

= peso inicial da amostra a.s. em gramas

Expressar os resultados ate a primeira casa decimal. Quando se

fizer corregao para cinzas indicar nos resultados.
1.3, IMPLANTAQKO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS

Como parte da implantacao das metodologias analiticas, provi-

denciou-se o treinamento de um quimico da CETESB no Centro Tég
nico em Celulose e Papel do IPT. O tecnico em questao aprendeu
as analises de celulose Cross e Bevan e lignina, que sao roti-
neiramente feitas naquele Instituto. A seguir, foram analisa-
dos alguns substratos em que se conhecia o teor de celulose e
estava domina-

lignina, verificando-se que a téecnica analitica

da.

Quanto ao metodo gravimetrico para celulose em lixo, desejava

-se verificar tres aspectos:

a) a possibilidade de substituigcao do benzeno por tolueno.0O ob
jetivo desta substituicao e preservar o analista, uma vez
que o benzeno e altamente agressivo ao organismo humano, en

quanto que a agressividade do tolueno, embora exista, e em

menor grau;
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b) a possibilidade do uso do metodo, que e indicado para com-=
posto, para analise de lixo fresco, bem como a consistencia

dos resultados para composto de lixo;

c) a verificacao da reprodutividade do metodo para composto de

lixo e lixo cru.

Os trabalhos realizados, para verificagcao dos aspectos acima

mencionados, estao descritos a seguir.
1.3.1. Substituigcao do benzeno por tolueno

Para se estabelecer a viabilidade de troca do solvente, foram
feitos testes de analise de variancia de acordo com o metodo

proposto por GOMES(10), e conhecido por teste de Fischer.

Realizaram-se analises de celulose em amostra de composto de
lixo da Vila Leopoldina, seco e moido, com benzeno e tolueno,

e em sextuplicatas. 0s resultados estao apresentados na tabe

ez 1,

Tabela 1 - Resultados das analises de composto de lixo, para

benzeno e tolueno como solventes.

com benzeno (7 celulose) com tolueno (7 celulose)
34,18 38,73
37,87 36,50
38,73 34,93
33,79 37,41
35,01 38,37
34,90 37,80
X = 35,74 X = 37,24

.
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X = valor de cada um dos experimentos
634, 183 37:;873 38,73 weeo 37 ,80)
G = XX (= 34,18 + 37,87 + 38,73 * .....: + 37,80 = 438,22)
2
5%2 (= 34, 18° % 37,87° + 38,73° 4 .uvsss + 37,802 = 16040,86)
- 2 2
corregao = C = —%— = Céé%igg) = 16003,06)
- - 2 _
Qtotal = soma dos qgadrados total = IX G
(=16040,86 - 16003,06 = 37,8)
SQT = soma dos quadrados dos tratamentos =
2
2 2
Tl + T2 B e e
= = G
R
onde Tl’ TZ c Ty ¢ a soma das repeticoes de cada um dos tra
2 2
N <f (214,48)7+ (223,74)° _ 16003,06 = 16010,21 - 16003,06 = 7,15>
6
SQR = soma dos quadrados dos residuos =

CETESB —ﬁ
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Para a analise de variancia foram observados os procedimentos a
baixo delineados; os valores entre parenteses correspondem aos

obtidos na analise dos resultados analiticos da tabela 1.

n = n? de tratamento, ou experimentos ( 2, com benzeno e com

tolueno)

= nQ de repeticoes ( = 6)
N = nQ total de parcelas, ou resultados = n.r. (= 12)
GL= graus de 1ibei¢ade = numero -1
- dos tratamentos ( = 2-1 = 1)

- tokal (=12 - 1 = 11)
- do residuo GL total - GLT ( = 11 - 1 = 10)

SQtotal - SQT (= 37,80 - 7,15 = 30,65)

33-10-040/1
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QMT = quadrado das medias dos tratamentos =
. BUp als =7,15>
n-1 1
QMR = quadrado das medias dos residuos
SQR 30,65
- _SQR G: 2 = 3,0;>
N-n 10
Pode-se montar o quadro para analise da variancia.
Tabela 2 - Analise de variancia da substituicao do benzeno por
tolueno
Causa de variacao GL SQ QM F
tratamento (T) (1) SQT(7,15) QMT (7,15) 2,33
residuo (R) (10) SQR(30,65) QMR (3,07)
total (11) 5Q, ¢ a1 (37,80) -

U quadrado medio do residuo (QMR) mede o efeito do acaso, sendo
na verdade uma estimativa da Variancia(Sz); sua raiz quadra-
da & uma estimativa do desvio padrao (S). Tem-se que, no ca-
so da substituigao do benzeno por tolueno na metodologia para

analise de celulose em amostra de composto organico de lixo:

s° = QMR = 3,07

0 quadrado medio de tratamentos (QMT) mede ao mesmo tempo as

diferengas entre os tratamentos (no caso, uso do benzeno e do
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tolueno) e o efeito do acaso. Se nao houvesse qualquer diferen
ca entre os tratamentos, restaria apenas o efeito do acaso, e

y ] . ’ 2 ;
QMT estimaria a variancia ¢ tanto quanto OMR = S"(10). Assim,o

quociente

QMT
QMR

seria proximo de 1,0. Como sempre ha alguma influéncia do tra-

tamento, espera-se que F seja maior que 1,0, pois o numerador

encerra a variagcao dos tratamentos mais a do acaso, enquanto

que o denominador mostra apenas a variacao do acaso.

Um julgamento objetivo do valor de F e retirado de tabelas que

fornecem os limites unilaterais do fator F aos niveis de pro-

babilidade de 1% e 57%.
No caso em estudo, para nivel de probalidade de 5% e para n, =

=1 e n, = 10, obtem-se valor de F igual a 4,96. Isto signifi

que, na hipotese de nulidade, ou seja,se nao houvesse efei-

(que e o que se pretende verificar),

ca
to nenhum dos tratamentos

em 957 dos casos o valor de F deveria ser inferior a 4,96. Co

mo na verdade F resultou igual a 2,33, isto significa que a

substituicao do benzeno por tolueno nao provoca alteracao esta

éllaiiCl1C0S5s

3
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1.3.2. Aplicabilidade do metodo gravimetrico para lixo fresco

e reprodutibilidade

Para garantir que o metodo realmente avaliava o teor de celulo

se em composto organico de lixo e em lixo urbano fresco, adi-

cionou-se uma quantidade conhecida de celulose (na forma de pa

pel de filtro Whatmann n?® 1) em amostras previamente analisa-

das de composto e de lixo. Em seguida, fez-se uma analise de

variancia entre os valores teoricos determinados pela soma das

Concentragaes de celulose existentes no papel e no substrato
e os valores obtidos da analise da mistura do papel mais subs

“trato.
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tabelas 3 e 4 mostram os resultados obtidos para composto e

lixo fresco, respectivamente. A coluna (a) mostra os teores de

celulose no papel de filtro Whatman n9 1, analisado pelo méeto-

Cross e Bevan; a (b) apresenta as concentracoes de celulose

substrato; a (c) aponta os valores teoricos obtidos pela so

de _%%_(a)+ -%;—(b); a coluna (d) indica os teores obtidos atra
da analise de mistura de 1 parte de substrato mais 1 parte

de papel de filtro, usando-se o méetodo gravimetrico para celu-

lose em lixo (EPA - 6700-73-01).

Tabela 3 - Resultados obtidos com composto de lixo

Valores em 7 celulose

(a) (b) (c) (d)
papel de filtro composto de _}_ (a) + papel de filtro
lixo 2 + composto
Whatmann n? 1 1 (b) (proporgao 1:1)
2
99,16 38,73 68,97 61,60
9i9, 3F1 36,50 67,90 65,00
98,22 375,140 67,81 70,90
98 .30 38,37 68.3% 66,00
98,26 37,80 68,05 =

N
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- Tabela 4 - Resultados obtidos com lixo urbano fresco
Valores em 7% celulose
(a) (b) (c) (d) -
papel de filtro lixo urbano 1 (a) + papel de fil-
Whatmann n® 1 fresco 2 tro-+lim3u£
1 (b) bano fresco
2 (proporcao 1:1)
99,16 - 20,56 59,86 63,06
99,31 - 2:3,1.2 61,21 66,54
98,22 ' 22,00 60,11 66,51
98,30 ' 21,71 60,01 62,99
98,26 21l 15 59,69 58,72
As tabelas 5 e 6 apresentam o estudo de variancia feito para os

resultados com composto e com lixo fresco, respectivamente.O pro
‘‘‘‘‘ cedimento utilizado foi o mesmo que se empregou para se verifi-

car a possibilidade de substituigao de benzeno por tolueno, des

crito anteriormente.

Tabela 5 - Analise de varianciade resultados teoricos e analiti-
cos da adigao de celulose ao composto de lixo

Causa da va- GL SQ QM F
riacgao

Tratamento =5l 1.2:,:1:6 12,16 1,88
Residuo 7 45,18 6,45 -
Total 8 57,34 = =

Neste caso, o limite de F ao nivel de 57 de probabilidade e 5,59.
Uma vez que se obteve um valor inferior (1,88), pode-se dizer

que nao existe diferenca estatistica entre os valores tedricos e os
valores analiticos obtidos da adicao de celulose ao composto de

lixo.

L
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Tabela 6 - Analise de variancia de resultados teoricos e anali-
ticos da adicao de celulose ao lixo urbano fresco
Causa da va- GL SQ QM F
riacao
Tratamento 1 28,70 28,70 5,34
Residuo 8 43,02 5,38 -
Total 9 71,72 = -
0O limite de F ao nivel de 5% de probabilidade, para os valores

de GL da tabela 6 e 5,32. Uma vez que o resultado obtido e pra

ticamente igual ao da tabela (5,34), pode-se afirmar que o me-
todo gravimetrico EPA-6700-73-01, para analise de celulose em
composto de lixo, nao apresenta preferencia pela celulose do pa
pel de filtro, nem tampouco pela existente no lixo urbano fres

co, podendo ser utilizado na analise deste.
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2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE CELULASES

Nos processos enzimaticos de conversao de materiais celulosi-
cos, o custo das enzimas especificas & um dos fatores prepon-
derantes. Ao se dosar a quantidade necessaria de celulases a
Sserem utilizadas e necessario ter um critério que permita com
parar os diversos preparados enzimaticos. Este criterio nao po
dera ser baseado apenas na porcentagem de enzimas em relagao
ao substrato que se quer hidrolisar - & necessario que se te-

nha uma ideia da habilidade das enzimas em degradar os mate

riais celulosicos.

0 custo das enzimas nao devera ser referido ao volume das me s
masCr$/mf de enzima, por exemplo), mas sim a atividade, ou a
capacidade das mesmas em sacarificar os substratos. No entan
to, nao s6 as celulases sao misturas enzimaticas complexas, co

mo tambémos substratos sao extremanente variados.

As celulases contem principalmente endo e exo B glucanases
mais celobiase(1l). A hidrolise completa da celulose insolé
vel requer uma interacao sinergistica entre os diversos compo
nentes. As preparagoes enzimaticas tem diferentes proporcoes
dos componentes, dependendo do microrganismo usado, tipo do
substrato, condicoes de crescimento, técnicas de purificacao
etc. A atividade das enzimas varia com o tempo e condicoes de
éstocagem, pH, temperatura etc. Asexo B glucanases (Cl) con-
seguem converter a celulose cristalina, enquanto as endo B
glucanases (CX) atuam apenas sobre a celulose amorfa. Muitas

preparagoes de celulose tambem contém hemicelulases.

Os substratos celulosicos contem celuloses com diferentes graus
de polimerizacao, em diferentes formas cristalinas (quatro for
mas cristalinas mais uma amorfa) e.associados com hemicelulg
ses e lignina (que por sua vez tambéem sao polimeros complexos) e

com diversas outras substancias que podem interferir na hidro-

lise.
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0 relatorio "I Fundamentos sobre a Hidrolise do Complexo Ligno

celulosico" (9) aborda as questoes acima em maior profundidade.

Dessa forma, encontrar uma unidade de medida para a determinacao

da atividade de celulases nao e tarefa simples.
2.1. METODOS LEVANTADOS NA LITERATURA

A maioria dos metodos descritos na literatura para a medida da
atividade de celulases baseia-se na avaliacao da quantidade de
aglUcares formados durante a hidrolise de um substrato padrao,
obtida com a enzima a ser avaliada, em condigoes determinadas
de temperatura e pH. Uma excegao a regra e o metodo usado por
BROWN, citado por REESE (14), que mede diretamente a enzima,
tendo encontrado uma boa correlagao entre o conteudo de protei

na e a atividade enzimatica.

Os pesquisadores tem usado uma variedade de substratos, acoes
enzimaticas, unidades e atividades, desenvolvendo e modificando
meétodos proprios (11). Além de uma grande variedade de enzimas
usadas, foram empregados substratos tais como: celulose, celo
dextrinas, carboximetil celulose, celulose cristalina Avicel,

algodao, papel de filtro, celulose tingida etc. Os produtos me

11

ot
]

¥

(D

g

f

didos foram: e¢licose, perda em viscosidade, aclicares rec .
celobiose, perda em peso, reducao em OD, consumo de alcali, Li
beragao de corantes etc. MANDELS e colaboradores (11) apresen-
taram uma tabela que resume alguns tipos de ensaios realizados

para determinacao de atividade de celulases (tabela 7).
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Tabela 7 - Ensaios com celulases
Enzima Substrato Produto medido
Celcbiase Celobiose Gli cose
B Glucosidase Celodextrinas Saligenina
Salicina O Nitrofenol

Endo B 1,4 Glucanase

C
: Celulose amorfa Agucares redutores
CMC'ase Walseth
Sweco
Celodextrinas

Carboximetil celulose

Perda em viscosidade

Exo B 1,4 Glucanase

Celulose amorfa

A Glucocelulase Walseth Glicpse (A)
B Celobiohidrolase Celulose cristalina Celcbiose (B)
CBH Avicel
C1 Celodextrinas
Celulase
C. *C Celulose cristalina Perda em peso
1 b:4 ; =
. Avicel Acucares redutores
Avicelase ; ~
. : Hidrocelulose Reducao em OD
Hidroxicelulase :
: Papel de filtro
FP ase .
Celodgxtrlnas
Algodao
Miscelanea
"Suwelling factor" Algodao Consumo de alcali

Celulase de papel
de filtro

Papel de filtro
Fio
Celulose tingida

Maceraggo
Perda da resistencia 3
tensao

Liberagao de pigmento

Fonte: MANDELS; ANDREOTTI: ROCHE (11)
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Como consequencia, existe uma grande dificuldade em comparar
resultados de estudos entre si, havendo muita polemica entre
O0s diversos autores. Apenas como ilustracao, observe-se as
discrepancias encontradas quanto ao tampao de citrato que & u-
tilizado para dissolver as enzimas, e que & apenas um detalhe
do metodo: MANDELS(11) entre outros, indica tampao de citrato
de sodio 0,05 M pH 4,8; SADDLER e KHAN(15) recomendam tampao
de citrato-fosfato 0,2 M pH 5,0; SU(17) utiliza tampao de ci
trato 0,1 M pH 4,8; DETROY e outros (8) preferem tampao de

fosfato de sodio - acido citrico pH 4,6.

Um aspecto fundamental da questao @ o substrato a ser utili-
zado e o resultado devera ser expresso em relagao ao mesmo,
tais como: FPA ("filter paper activity", quando se usa papel
de filtro) ou CMC - atividade de celulase (no caso de se uti-

lizar a carboximetilcelulose).

De acordo com DEKKER(7), os valores de atividade celulolitica
obtidos com o uso de carboximetilcelulose sao uma indicacgao

das endo-celulases, especialmente quando ensaiadas viscosime-
tricamente. As atividades de exo-celulases, ou celobiohidrola
se, podem ser medidas usando p-nitrofenil-B-D-celobioside co-
mo substrato, medindo a quantidade de P-nitrofenol liberada.
Da mesma forma, pode-se ensaiar as B-glucosidases usando p=ni

trofenil-f-D -glucosidase e medindo o P-nitrofenol liberado.

0 metodo de SU(17), que e apresentado em anexo, utiliza a ce
lulose microcristalina Avicel PH 105 e mede os agucares for-

mados pelo metodo da Antrona.

O procedimento proposto por MANDELS, ANDREOTTI e ROCHE (11) u
tiliza papel de filtro como substrato e o metodo do acido di-
nitrosalicilico para leitura dos acucares produzidos. A vanta
gem do uso do papel de filtro Whatman n?® 1 e que o mesmo con

tem celulose amorfa e regioes cristalinas altamente ordenadas
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(no méetodo de SU por exemplo, tem-se apenas celulose crista-
lina). Dessa forma, a unidade de celulase de papel de fil-
tro € uma medida representativa de complexos de celulases

contendo as atividades exo-e endo-. Em outras palavras , o

método de MANDELS fornece uma melhor avaliagao das

reagoes enzimaticas que acontecem na pratica. Além do mais,

o método do papel de filtro & simples, reprodutivel e foi

padronizado. 'Optou-se pelo mesmo, pelas razoes acima expos-—
tas, e pelo fato de ter sido recomendado por DEKKER (7),

THIEMANN (20) da BIOBRAS e PEREZ(13) do IPT.
2.2. METODO SELECIONADO PARA IMPLANTACAO

0 método de MANDELS pode ser visto esquematicamente na figu

ra 1 (11), podendo ser encontrado com mais detalhes no tra-

balho de ANDREOTTI (4).

No entanto, nao so o método de MANDELS mas tambem o de

MILLER (12) (para a analise de aglicares redutores pelo acido
dinitrosalicilico) apresentam algumas dificuldades, de mane i
ra que as diferentes instituigoes acabam por introduzir pe-

quenas variagoes nas metodologias.

Uma vez que o Instituto de Pesquisas Tecnologicas e uma das

Principais instituicoes de pesquisas de Sao Paulo, optou-se

por adotar a metodologia analitica com as modificacoes pro-

postas pelo mesmo.

2.2.1. Preparagao do tampao de citrato 0,05 M pH 4,8

a) pesar 10,507 g de acido citrico monoidratado (previamente
seco conforme procedimento recomendado) (C6H807.H20) edis
solver, em balao volumétrico, com cerca de 800 mf de agua

destilada. Completar o volume para 1.000 ml, tendo-se uma

solugao 0,05 M;
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ADICIONE TIRA DE
PAPEL DE FILTRO
TAMPAO 1x6 cm (50 mg)

ENZIMA 1/2 mi fmipH 48 ==
P INCUBAR 1 h
CALDO —_———u B —— —p — YUV VUV B
ENZIMATICO 50
FILTRADO @ @
s FERVER 5min
3ml REAGENTE 16mliH2 0 LER A COR A
DNS 550 nm

¥ R

FIG. 1 ENSAIO COM PAPEL DE FILTRO.
OBSERVACKO . As miligromas de glicose produzidos sdo a atividade de papel de filtro(FPA)
Fonte : MANDELS ; ANDREOTTI; RocHE (!
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31,
b) pesar 14,705 g de citrato de sodio bihidratado (previamen-
te seco conforme procedimento recomendado)(Naf%HSOTZH%y e

dissolver, em balao volumétrico, com cerca de 00 mJ de agua
destilada. Completar o volume para 1.000 m%, tendo-se uma

solugao 0,05 M;

com ajuda de pHmetro, adicionar a 500 mf da soluggo (a) um
volume de solucao (b) ate atingir pH 4,8. A solugao (c), adi
cionar 0,01% de: mertiolato (para evitar crescimento de fun-

gos) e guardar eﬁigeladeira.

.2. Método de Miller (DNS) para aglcares redutores

preparacao do reagente DNS

Miéturar, com auxilio de agitador magnético, 1416 ng de zgua
destilada com 10,6 g de acido 3,5 dinitrosalis {lico e 19,8 g
de NaOH. Apos dissolucao, adicionar 306 g de sal de Rochelle
(tartarato de Na e K), 7,6 m2 de fenol (fundido a SOOC) e

8,3 g de metabissulfito de sodio.

titulagao do reagente

Titular 3 m{ do reagente preparado conforme indicacao acima
com HCZ 0,1 N, ate o ponto de viragem da fenolftaleina (ou

em pHmetro ate pH 8,2). Deve haver um consumo entre 5 e 6
m{ de acido. Se necessario, adicionar 2 g de NaOH para cada

m% de HCL 0;1.- N consumido a menos que o esperado.

.3. Preparacao dos padroes de glucose

secar a glicose anidra por 2 h, a 100°¢ (ate se ter peso cons

tante);

preparar solucao-mae com 10 mg/mf com solucao tampao de ci-
trato 0,05 M, pH 4,8 (exemplo: 1000 mg = 1 g de glicose em
100 mf de tampao);
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CETESB, —————




«

( CETESB ﬁ

32,

c) preparar diluigoes com concentragoes de 0,2 a 3,0 mg glico-

se/mf% (usar tampao).
2.2.4., Preparacao da curva

Pipetar 0,5 m® do padrao de glicose ( a diluigoes de 0,2 a 3,0 mg

glicose/m% tampao) + 1,0 m{ de tampao + 3 m® do reagente DNS e

homogeneizar (pode usar Roll tubes).

Tampar os tubos com rolha fendada e ferver em banho-maria du-

rante 5 minutos.

Esfriar a temperatura ambiente.

Adicionar 20 mf de agua destilada em cada tubo e homogeneizar

(caso sejam usados Roll tubes, completar o volume com agua des

tilada. Neste caso, como o Roll tube tem 25 m{ de capacidade,

sao adicionados 0,5 + 1,0 + 3,0 + 20,5 (agua) . Ler a transmi-

tancia (ZT) em espectofotometro a 550 nm.
O branco €& preparado substituindo o padrao de gli

branco =
1,5 m2 de tam-

cose por 0,5 mf de solugao tampao (fornecendo:

pao + 3,0 m? DNS etc.).

Preparar a curva em papel semilogaritmo (log 7 T) em funcao da concentra-
cao. U resultado deve ser uma linha reta que intercepta a abcissa

numa concentracao de 0,04 mg de glucose. Esses 0,04 mg repre-
acuradas

sentam a glucose perdida por oxidagao. Para medidas
de pequenas concentracgoes de glucoses adicionar 0,1 mg de glu-
cose a cada amostra. 3 mf de DNS vao reagir com cerca de 10 mg
de glucose. Solucoes concentradas de aclicar devem ser diluidas,

de forma que as amostras para analise contenham no maximo 5 mg

de agucares redutores.

L _,

33-10-040/1




«

CETESB

Observacoes

335

a)

b)

a cor se desenvolve apenas em condicoes alcalinas, de

157 mais baixos e os para xilose serao 15% mais elevados,

‘= com enzima,

sorte

que as amostras acidas devem ser neutralizadas;

= - = -
0 metodo e nao especifico e mede qualquer composto redutor. Se

a glucose e usada como padrao, os valores de celobiose serao

em

peso;

as amostras fervidas podem esperar um tempo razoavel antes da

leitura da cor. Amostras nao fervidas deterioram gradualmente.

2.2.5. Metodo de Mandels para atividade de celulases. Método

do papel de filtro

filtrar ou centrifugar as amostras de cultura para remover so
lidos. Dissolver as enzimas em po em tampao citrato 0,05 M
PH 4,8 a 1-5 mg/mf%. Diluir as solugaes de enzimas (1iquidas)
em tampao citrato 0,05 M pH 4,8,

brancos com enzima sem substrato e substrato sem enzima devem

ser incluidos em todos os ensaios com enzimas, devendo os
valores ser corrigidos para qualquer leitura do branco.
Os ensaios devem ser acompanhados de um branco sem enzima

€ sem substrato, no caso papel, para zerar o espectrofotome-

tro. Além deste, devem ser feitos mais dois brancos:
sem papel (neste caso usar a maior concentra-

cao de enzima que estiver sendo testada).

- sem enzima, com papel.

Estes dois brancos nao devem apresentar agucares. No entan-

to, se isto ocorrer, preparar brancos para cada uma das con

centragoes e/ou enzimas ensaiadas)
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c) para resultados quantitativos, as enzimas precisam ser di-
luidas (ou o tempo de reagao reduzido) a fim de que se ten
nha o resultado na regiao de linearid~de da curva. Quando
se usa carboximetil celulose, salicinaou celobiose como subs-—
trato, o limite para a leitura dos acucares produzidos e
de cerca de 0,5 mg de glicose (ou menos). Quando se usa pa-
pel de filtro, algodao ou outro substrato insoluvel, o 1i-
mite maximo e de 2,0 mg de glicose (ou menos), PpPEREZ ( 13)
testa a enzima com diversas concentracoes e adota a amostra

que fornega um resultado proximo de 2,0 mg de glucose).

CONC. GLICOSE

(0] 1 = Nl |
2 4 3 4 5
DILUIGAO DA ENZIMA

Valor utilizado
nos calculos

FIG.Z-OBTgNC[\'O DA CONCENTRAC&O DAIENZIMA
P/CALCULO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

d) de acordo com a International Union of Biochemistry uma uni
dade de enzima e igual a um micromol de substrato hidroliza
do por minuto. Para a celulose, baseia-se nas ligacoes hi-
drolizadas, ou seja, em micromoles de glicose liberadas por
minuto. Um micromol de glicose (C6H1206) e igual a 0,180 mg.
Em um ensaio de 30 minutos, uma unidade de enzima produz

0,18 x 30 = 5,4 mg de glicose.

1 mg de glicose = = 0,185 unidades

L
5,4

.

33-10-040/)




«

s CETESB ey

35

Da mesma maneira:
- ensaio de 40 minutos :- 0,18 x 60 = 10,8 mg de g¢licose

e 1 mg de glicose = : = 0,0925 unidades

10,8

- ensaio de 2 horas:- 0,18 x 60 x 2 = 21,6 mg de glicose e

1 mg de glicose = L - 0,0463 unidades

21,6

- ensaio de 24 horas:— 0,18 x 60 x 24 = 259,2 mg de gli

cose e 1 mg de gficose = =, & 0,00386 unidades

259,.2

Atividades especificas da celulase de Trichoderma dependem
do substrato ensaiado e condicoes. Valores aproximados pa
ra os ensaios descritos no manual sao 50 unidades/mg de
proteina para carboximetilcelulases, 0,6 unidades/mg de pro
teina para celulase de papel de filtro, e 0,06 unidades/mg

de proteina para celulases de algodao.

e) Reagentes

- papel de filtro Whatman n® 1 cortado em tiras de 1 x 6
cm (50 mg);

- tampao de citrato 0,05 M pH 4,8;
- padroes de glicose em tampao;
- reagente DNS para aglcares redutores.

f) Procedimento
Colocar em um tubo( *) 0,5 mf de enzima a ser testada (ou
suas diluicoes), 1,0 m? de tampao e uma tira de papel de
filtro. Misture em agitador Vortex para enrolar o papel. In
cubar a 50° por 1 hora.

(*) se na realizagao da curva com o DNS + glucose tiver sido u

sado Roll tubes, usar o mesmo tipo de tubo no ensaio de

Mandels (volume igual).
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(0O tempo de incubagao so deve ser comegcado a contar quando

a temperatura dentro do tubo atingir 50°C. Na BIOBRAS, cos
tuma-se medir a temperatura dentro dos tubos. Pode-se *am-
bém, deixar a enzima no banho-maria, aquecida a SOOC; de-
pois coloca-se no banho-maria os tubos com o tampao e o papel
de filtro e deixa-se atingir a temperatura; em seguida, pipe-
tar a enzima para os tubos com papel de filtro e comegar
a contar o tempo. Quando os tubos forem retirados do banho
para adiggo do reagente DNS (que suspende a reagéo) deve-se u-
sar a mesma sequencia utilizada na colocagao da(s) enzi-

ma(s), para que um tubo nao fique nem mais nmem menos que l ho-

ra em reagao).

Adicionar 3 m% de reagente DNS (para suspender a reagao) .Colocar
os tubos em agua fervente por 5 minutos. Resfriar a tempe-
ratura ambiente, adicionar 20 m% de agua destilada e ler

acucares redutores, %Z de transmitancia em espectrofotome

tro a 550 nm (ver metodo de Miller para acucares redutores)

brancos

(x) - fazer um branco sem papel e sem enzima, para zerar o

espectrofotometro.

substituir o volume de enzima (0,5 m%) por tampao de
citrato 0,05 M pH 4,8;

(y) - fazer um branco sem papel e com enzima (na maior con-

centragao em que a mesma estiver sendo testada);

(z) - fazer um branco com papel e sem enzima.

(os brancos (y) e (z) nao devem fornecer leitura pia—

ra agﬁcar. Se isto ocorrer, repetir o teste, com um
branco para cada uma das concentracoes da(s) enzi-
ma(s) sendo testadas, descontando os respectivos teo

res de aclcar).
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Atividade de papel de filtro

A"filter paper (FP) activity”, ou atividade de papel de filtro

e a concentracao de glucose em mg produzida no teste.

A atividade de FP & aproximadamente quantitativa até valores
de cerca de”3 mg de glucose e e adequada para o acompanhameg
to de fermentadores, selecao de mutantes etc. Deve ser ex-
pressa em relacao a concentracao como: "a 1 mg/m2 o po  (de

enzima) tem uma atividade de FP de 1,0", ou "o filtrado da

cultura tem uma atividade de FP de 3 50,

Em trabalho quantitativo, se a atividade & maior que 2,0, o

ensaio deve ser repetido usando enzima diluida e os mi de

enzima necessarios para fornecer 2,0 mg de glicose 5a0 esti

mados.

Em um ensaio de 60 minutos, 2 mg de glicose = 0,0925 x 2 =

= 0,185 wunidades. Uma vez que esta glicose foi produzida a

partir de 0,5 m? de enzima, a solucao tem: _%Léﬁi = 0,37 u-
b

nidades/m%.

mg glicose x 0,0925

Unidades por mfi =
mf{ enzima

ou 0,185 .
mJ enzima
p/fornecer

2,0 mg de glucose

33-10-040/
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3.8. EXEMPLO
na pagina 39)

4

Enziwa em po (ver figura 3

’

_(a) (b) (c)
Concentracao de enzima mg enzima mg glucose
10 mg/ml 5 4,52
8 mg/mL 4 3,99
6 mg/mf 3 3,90
4 mg/ml 2 3,71
2 mg/mf 1 3,00
1 mg/mf “ 0,5 2,00
0,5 mg de enzima em po fornecem 2,0 mg de glucose

I8 | 0,37 FPU por mg de po
0,5

ou 1,0 mg de enzima em po fornecem 4,0 mg de glucose

4 -
0.8 = 0,37 FPU/mg

FPU = unidades de FP ou Filter Paper Units

g
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(como glicose)(mg)

w
I

2,0mg glicose =0,185 unidades (60 min)
0,185/0,5 =0,37 FPU/mg

UCARES REDUTORES
Coluna(c))

(

n
T

|
[
|
|

ATIVIDADE DE FP COMO AG
I

|

l

|

| I ] l l I
0 l f 2 3 4 5

5

o

CONCENTRAGAO ENZIMA EM PO (em 0,5ml) (Coluna(b))

0,5mg ENZIMA—> 2,0 mg AGUCARES REDUTORES

FIG. 3 -EXEMPLO DE CA'LCULO DE ATIVIDADE ENZIMII\TICA
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43.

ANEXO - METODO DE SU

De acordo com SU (17), a medida da atividade de celulases obede-
ce ao seguinte procedimento: (a) colocar em um tubo de cultura

de 16 x 125 mm 1 m? de tampao de citrato 0,1 M pH 4,8 (contendo
0,017 de mertiolate) e 20Z peso/volume de celulose microcristali
na Avicel PH 105; (b) adicionar 1 m? de enzima e misturar; (c)

fncubar o tubo a 50°C com agitagao continua pelo tempo desejado;
(d) parar a reacao adicionando 8 mg de H,SO

2774
menos ativas, use um volume menor de acido diluid&; (e) centrifu

0,1 N (para enzimas

gar para remover todas as particulas; (f) analisar os agcucares

soluveis produzidos pelo método da antrona.
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