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RESUMO

Para reduzir os problemas ambientais, a industria de papel e celulose vem buscando
alternativas para seus processos de branqueamento através da tecnologia enzimatica. Desta
forma, xilanases tem sido empregadas durante o processo de pré-branqueamento de polpas Kraft,

com intuito de diminuir a carga de cloro utilizada nas etapas subsequentes.

Xilanases ativas a altas temperaturas {acima de 45 °C) e pH alcalino possuem elevado
potencial de aplicacio em branqueamento de polpas de papel, ja que podem ser introduzidas
livremente nos diferentes estagios do processo sem a necessidade de drasticas etapas de
resfriamento ou ajustes de pH. Bactérias sio aptas a produzir enzimas que atuam nestas

condi¢des, tornando atrativo o estudo da produgfo de xilanase por Bacillus pumilus.

Para viabilizar a aplicagio de xilanases em larga escala é necessario que esta seja obtida
com alta produtividade e baixo custo. Neste trabalho foram investigadas as condi¢es de
producio de xilanases alcalinas por B. pumilus em fermentagio submersa. O meio de cultivo foi
estudado por planejamento estatistico, objetivando maximizar a producio de xilanases em frascos
agitados. Apos determinar as melhores condicGes de cultivo, um biorreator com volume til de
2L foi utilizado para produzir a2 quantidade necessaria de enzima para aplicacdo nos testes de

branqueamento.

A maior produgdo da enzima em frascos agitados (129 U/mL) foi verificada no ponto
central do segundo planejamento experimental em 20 horas de fermentagfio, o qual apresentava
3% xilana, 0,6% peptona, 0,15% sulfato de aménio e pH 9,5. Foi verificado que a produtividade
aumentou (170 U/mL em 10 horas) qﬁando a enzima foi produzida em biorreator de 2 L,

evidenciando o potencial do B. pumilus para a produgéo de xilanases alcalinas e termofilicas.

Quanto a aplicagio da enzima no pré-branqueamento de polpas Kraft, foi verificado uma
deslignificacdo de 26% quando a polpa foi tratada com xilanases na dosagem de 50U/g polpa

seca, resultado superior aos encontrados na literatura.



ABSTRACT

Environmental concerns, have put a restriction on the usage of chlorine during bleaching
process in the paper and pulp industry. Therefore, xylanase pretreatinent has been used to lower

bleaching chemical consumption.

Enzymes which are active under alkaline conditions and higher temperatures, have great
potential for industrial application, such as the bleaching process, without any need for cooling or
changes in pH and with the advantage in lowering the release of polluting organic chlorine
compounds. Bacterias are able to produce enzymes that act in these conditions, than being
attractive xylanase production by Bacillus pumilus.

For industrial large scale aplication, the enzyme should be obtained with high productivity
and low cost. This work investigated the optimal conditions of alkaline xylanases produced by B.
pumilus in submerged fermentation. The culture media was studied by statistical factonal design,
aiming to increase the xilanases production. The best conditions were applied in 2L bioreactor to

produce the enzyme necessary for application in bleaching process.

The highest xylanase production in culture flasks (129 U/mL) was obtained at central point
of the second factorial design in 20 hours of fermentation, which contained 3% xylan, 0.6%
peptone, 0.15% ammonium sulfate and pH 9.5. It was observed that the productivity increased
(170 U/mL in 10 hours) when the enzyme was produced in 2 L biorreator, evidencing the
potential of the B. purnilus for the production of thermophilic and alkaline xylanases.

The effect of xylanase treatment (50U/g pulp) on hardwood pulp was significant. A
decrease of 2.5 units in kappa number was achieved (26% of delignification) suggesting that the
xylanase from B. pumilus has a great potential in kraft pulp bleaching.
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1. INTRODUCAOQO

A principal fonte de biomassa do planeta é constituida de materiais lignocelulésicos
que sdo primariamente compostos de celulose, hemicelulose e lignina. A hemicelulose
representa aproximadamente 30% do total de carboidratos desses materiais, sendo formada

de diferentes residuos de agiicares como xilose, manose, galactose, glicose ou arabinose.

O principal constituinte da hemicelulose € a xilana, um heteropolimero composto de
ligacbes B-1,4 de residuos de D-xilanopirosil (DETROY, 1981). Esta cadeia pode estar
substituida por grupos glucuronosil, arabinosil ou acetil, dependendo do vegetal. No caso
de madeiras duras, tais como de eucalipto e bétula (birch}), o grupo substituinte € o Q-acetil-
4-O-metilglucuranoxilana ¢ em madeiras moles como de pinus ¢ de varios residuos da

agricultura, ¢ o arabino-4-O-metilglucuranoxilana.

A degradag8o enzimatica da hemicelulose se da pela agdo sinergistica de endo e exo-
xilanases (1,4-B-D-xilana hidrolase), que hidrolisam a cadeia principal de xilana, ¢ p-
xilosidases (3-D-xilosideo xilohidrolase) que hidrolisam xilooligdmeros (BIELY, 1985).

Virias indistrias de alimentos, ragbes e de papel e celulose, utilizam matérias primas
que tem como componente integral o polissacarideo hemicelulolitico xilana. Para
implementar os processos de produgdo ou gerar novos produtos, xilanases poderiam ser

utilizadas, uma vez que tem 2 habilidade para modificar polissacarideos.

O uso de hemicelulases no branqueamento de polpas Kraft é considerado uma das
mais importantes e promissoras aplicagdes de enzimas em larga escala. O interesse em
enzimas xilanoliticas, principalmente xilanases, visando facilitar o branqueamento de
polpas, tem crescido nos Gltimos anos devido ao grande potencial de utilizagio destas
enzimas em processos nio prejudiciais do ponto de vista ambiental. Desta forma, xilanases
tem sido empregadas durante o processo de pré-branqueamento da polpa de madeira, com
intuito de diminuir a carga de cloro utilizada na etapa subsequente de branqueamento da
polpa Kraft.



Intrenigdo

A substituigio do cloro no branqueamento tem se expandido muito nos ltimos anos
gerando ganhos no contexto do impacto ambiental. A eliminagdo do cloro elementar
methora a cor do efluente, diminui a quantidade de organoclorados e, particularmente, a

quantidade de dioxinas presentes.

Em vista do crescente interesse comercial, xilanases tem sido isoladas a partir de
fungos filamentosos, leveduras, bactérias e actinomicetos. A abundancia de estudos sobre
enzimas hemiceluloliticas produzidas por fungos filamentosos mostra que a maioria das
Xilanases possuem atividade catalitica a valores de pH neutro ou acido, e a temperaturas
abaixo de 45 C. Por outro lado, bactérias sio aptas a produzir enzimas xilanoliticas

tolerantes a alcali, o que torna atrativo o uso deste microrganismo para tais aplicagoes.

Xilanases ativas a pH basico e temperatura acima de 45°C possuem grande potencial
de aplicacéo, ja que podem ser introduzidas no processo de branqueamento do papel, sem

ajustes de pH ou resfriamento.

Para viabilizar a aplicagfio de xilanases em larga escala é necessario que esta seja
obtida com alta produtividade e baixo custo. Este trabalho investigou a produgdo de
enzimas xilanoliticas alcalinas e termofilicas por Bacillus pumilus. Foram estudadas as
condigdes Otimas para a producdio desta enzima, incluindo pH inicial do meio de cultivo,
temperatura de crescimento, tipo € concentragio da fonte de nitrogénio e concentragio da
fonte de carbono. Também fez parte deste trabalho aplicar as xilanases no pré-

branqueamento enziméatico de polpas Kraft.



Revisdo Biblingrefica

2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2. 1. Fermentaciio

Os bioprocessos tiveram origem no uso de microrganismos para a produgio de
alimentos como queijos, iogurtes, lingiiicas e conservas fermentadas, molho de soja e
outros produtos orientais, cervejas ¢ vinhos. Embora a tradicional forma de
bioprocessamento no preparo de comidas e bebidas ainda represente a maior aplicagdo

comercial, bioprodutos estdo surgindo derivados de fermentagdes microbianas tais como:

a) Metabolicos Primarios: etanol, acido acético, acido lactico, glicerol, butanol,

acidos organicos, aminoacidos, vitaminas e polissacarideos.
b) Metabdlicos Secundarigs: penicilina, estreptomicina, cefalosporina, etc.

c) Enzimas: as extracelulares amilase, pectinase € protease e as intracelulares

invertase e asparaginase, etc. (ja utilizadas industrialmente).

Os processos fermentativos geraimente sdo desenvolvidos em trés escalas. O primeiro
estagio envolve a selegdo do microrganismo que é conduzida por procedimentos
microbiolégicos relativamente simples, usando placas de Petri, Erlenmeyers, etc. Esta etapa
é seguida por uma investigagdo em planta piloto para determinar as condigtes 6timas de
operagdo em um biorreator com volume de 5 a 200 litros. O estagio final € a transferéncia
do estudo para a planta ou produgfio em escala industrial (STANBURY & WHITAKER,
1984).

Em processos fermentativos, o crescimento do microrganismo no biorreator pode
ocorrer de trés maneiras, em batelada, batelada alimentada ou em processo contimo. As
reagOes no biorreator podem ser na presenca ou auséncia de oxigénio, em culturas estaticas
ou agitadas e em meio liquido ou sélido. O microrganismo pode estar livie ou fixo por
imobilizagdo ou por aderéncia natural. A Tabela 2.1 apresenta uma comparagdo entre a

Fermentacéo no Estado Sélido e a Fermentagio Submersa (ou liquida).
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Tabela 2.1: Comparaciio entre a fermentaciio no estado solido € a submersa.

Fator

Fermentacio Submersa

Fermentagio no Estado Sélido

Substrato
Condi¢ies Assépticas
Agua
Aquecimento Metabélico
Aeracgio (oxigénio)
Controle do pH
Agitacio Mecanica
Escalonamento
Inoculagio

Contaminagao

Energia

SolGvel (aghcares)
Esterilizagdo com calor ¢
controle asséptico

Elevado volume de agua
consumido

Facil controle de Temperatura
Limitagédo de oxigénio solivel
¢ requerimento de elevadas
quantidades de ar
Facil
Boa homogeneizagdo
Equipamentos industriais
disponiveis

Facil, processo continuo ou
batelada

Riscos de contaminagéo por
bactérias

Elevado consumo de energia

Polimero insolivel (amido,
celulose, pectinas e lignina)

Tratamento com vapor,
condigbes ndo estéreis

Consumo de agua limitado
Baixa capacidade de
transferéncia de calor
Acragéo facil ¢ grande
superficie de contato

ar/substrato

Dificultado

Preferencialmente em
condi¢des estaticas

Necessidade de projetos
Inoculagio de esporos,
batelada

Risco de contaminagio pela
baixa taxa de cresc. filngica

Baixo consumo de energia

Volume do Equipamento Elevado Pequeno
Efluentes Grande volume de efluentes Sem cfluentes
Concentragéio Substrato/Produto 30-80 g/L. 100-300 g/L

Fonte: RAIMBAULT ef al., 1998

A otimizagdio de uma fermentagfo envolve um grande nimero de fatores ¢ o produto

formado depende do matertal onde o microrganismo foi selecionado, do meio de cultivo

utilizado e das condigdes de crescimento. Os microrganismos devem ser cultivados e

motivados a formar o produto desejado em um biorreator contendo a composicio do meio
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de cultive $tima para o microrganismo e os parimetros de crescimento como temperatura

aeracdo devem ser controlados.

2. 1, 1. Meio de Cultive

Uma investigacdo detalhada € necessaria para estabelecer qual a melhor composicio
do meio de cultivo para um processo de fermentagio especifico, mas certamente as
exigéncias basicas devem ser encontrados em qualquer meio. Todos os microrganismos
requerem agua, fontes de energia, carbono ¢ nitrogénio, elementos minerais e
possivelmente vitaminas mais ¢ oxigénio, se for aerébio. Em menor escala é relativamente
simples dispor de um meio contendo compostos puros, mas o meio resultante, embora
alcancando crescimento satisfatorio, pode ser invidvel para ¢ uso em processo de escala
industrial. Além do meio de cultivo, o crescimento de microrganismos ¢ a formacio de
produtos podem ser influenciados pela variagdo de pH, formagdo de espuma, potencial de
oxi-reducfio e pela forma morfologica do microrganismo (STANBURY & WHITAKER,
1984).

A formulagiio de um meio deve satisfazer as necessidades elementares para a
produgiio de biomassa celular € metabdlicos € também deve conter suprimento adequado de
energia para a biossintese ¢ manutencdo da célula. Através do balango estequiométrico €
possivel calcular a quantidade minima de nutrienies necessaria para produzir uma
determinada quantidade de biomassa ou produto. Para elaborar a composigdo do meio de
cultivo a equagédio 2.1 (STANBURY & WHITAKER, 1984) baseada na estequiometria de

crescimento e formagio de produto deve ser considerada;

Fonte de Fonte de Outras
M ~=—>> Biomassa + Produtos + CO, + 1,0 + Produtos (2.1)
Carbonoe  Nitrogénio  Exigéncias

de Energia

A agua € o fator determinante em todos os processos biotecnologicos ¢ na maioria
dos casos ¢ o maior componente dos meios de crescimento e cultivo de microrganismos,

portanto, a qualidade da agua ¢ altamente relevante.
5
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A energia para o crescimento dos microrganismos vem da oxidagéo dos componentes
do meio ou da luz. E muito comum que os microrganismos utilizem a fonte de carbono
(carboidratos, lipideos e proteinas) como fonte de energia. O principal produto de um
processo fermentativo freqiientemente determinari a escolha da fonte de carbono,

particularmente se o produto resulta da dissimilagdo da mesma.

A maioria dos microrgamismos pode utilizar a fonte de nitrogénio orgénica ou
inorgénica. O nitrogénio inorgénico pode ser suprido como gas amonia, nitratos ou sais de
aménio, e o nitrogénio orgénico pode ser suprido como aminoacidos, proteinas ou uréia. Na

maioria dos casos o crescimento sera mais rapido com o suprimento orgénico de nitrogénio.

Além do carbono e do nitrogénio, os microrganismos exigem macronutrientes para o
seu metabolismo, como fosforo, calcio, ferro, magnésio, potassio ¢ enxofre; além dos

microelementos como manganés, zinco, cobre e cobalto.

As condigBes em que se processam as fermentagdes também devem ser monitoradas e
controladas. Os fatores mais importantes sdo a temperatura, o pH, a aeragéio e a agitagio
continua do meio de cultivo (STANBURY & WHITAKER, 1984).

2. 1. 2. Microrganismo

As bactérias, os fungos e as leveduras tem notavel poder de reprodugdo e por meio
das diversas formas e agentes de contaminac¢3o, encontram-s¢ amplamente distribuidos na

natureza.

Xilanases tem sido 1soladas a partir de fungos filamentosos, leveduras, bactérias e
actinomicetos. A abundéncia de estudos sobre enzimas hemiceluloliticas produzidas por
fungos filamentosos mostra que a maioria das xilanases possuem atividade catalitica a
valores de pH neutro ou 4cido, ¢ a temperaturas abaixo de 45 °C. Por outro lado, bactérias
sdo aptas a produzr enzimas xilanoliticas tolerantes a alcali, 0 que torna atrativo o uso

deste microrganismo para tais aplicagdes.
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2. 1. 2. 1. Bactérias

Existem centenas de géneros e milhares de espécies de bactérias, englobando uma
ampla faixa de propriedades morfologicas e estruturais. A maioria das bactérias apresentam
uma forma simples, porém, algumas possuem arranjos nada usuais e sio capazes de viver
em condigbes ambientais extremas devido ao metabolismo particular que possuem.
Algumas bactérias formam endosporos, as quais s#o altamente resistentes a desinfetantes,
radiacdo e calor. As bactérias do género Bacillus sfo esporuladas, gram-positivas, aerobias
ou aerobias facultativas e podem viver em solo, dgua, insetos, animais e humanos
(PELCZAR et al., 1993).

2. 1. 3. Degradacio Enzimatica de Xilanas

O sistema enzimatico necessario para a degradaciio de xilanas consiste de uma
mistura de endo e exo-enzimas. A estrutura da hemicelulose determina a composigdo do
sistema xilanolitico necessario para sua total hidrolise (COUGHLAN & HAZLEWOOD,
1993). A Figura 2.1 apresenta a estrutura da xilana, que mostra uma combinagdo de xilanas
de gramineas, de madeira mole ¢ de madeira dura. As enzimas que hidrolisam a xilana
podem ser divididas em enzimas que degradam a cadeia principal, (¢tapas a, b, ¢ na Figura
2.1) e enzimas que degradam as cadeias laterais (etapas d, ¢, f, g, h na Figura 2.1). Formas
multiplas de cada classe de enzimas podem ocorrer e essas cooperam na hidrélise do
substrato (WONG et al., 1988).

A hidrélise da xilana por xilanases produz heteroxilo-oligossacarideos que contém
cadetas de arabinofuranose, acido glicurénico ou acido 4-O-metil-glicurdnico. Enzimas,
como as endo-(1,4)-B-D-xilanases, hidrolisam ligacdes glicosidicas do tipo B-(1,4) dentro
da cadeia de hemicelulose. Oligossacarideos liberados desta hidrolise podem ser
degradados por P-xilosidases. Exo-enzimas, do tipo a-L-arabinofuranosidases, -
glucuronidases e acetil(xilana) esterases, removem do polimero os substituintes
arabinofuranesil, acido glucopiranosidico e os grupos acetil, respectivamente (BIELY,
1985).
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Endo-(1,4)-8-xilanases formam o maior grupo de enzimas hidroliticas envolvidas na
degradagio da xilana. Elas rompem a cadeia de xilana ao acaso produzindo

xilooligossacarideos com um baixo grau de polimerizagio (BASTAWDE, 1992).

Fe p-Coum
@ o 5]
Araf  Araf Araf
Ac al al

al
CENENPLIPCRE PN
3 3 3 3 \L
-4xil3 1-4xilB 1-4xil3 1-4xil31-4xilB 1 -4xilP 1-4xil 3 1-4xilB 1
2
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MeGlcA

()
(a) Endo-1,4-xilanase (EC 3.2.1.8)

(b) Exo-1,4-xilanase (EC 3.2.1.7) ) 4xilf1-4xilp1
(c) B-xilosidase
(d) a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)
{e) Acetilxilana esterase (EC 3.1.1.7)
() a-glucuronidase (EC 3.2.1.7)
(g) esterase de 4cido felarico (EC 3.1.1.7)
(h) esterase de acido p-coumarico (EC 3.1.1.7)
Figura 2.1: Representacio da estrutura da xilana vegetal e pontos onde as enzimas

atuam. Ac, grupo acetil; Araf, L-arabinofuranese; MeGlcA, acido 4-O-metil-
glicurénico; Xyl, D-xilose; Fe, grupo feluroil; p~-Coum, grupo p-coumaroil.

2, 1. 4. Produciio de Xilanases por Bactérias

Xilanases tem sido isoladas a partir de bactérias que degradam hemicelulose, dentre
estas Bacillus subtilis, Bacteroides succinogene e Clostridium stercorarium (KHANNA &
GAURLI, 1993). De acordo com SEWELL e? al (1988), o polimero xilana é eficientemente

8
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degradado sob condigdes anaerobias por outros géneros bacterianos incluindo

Ruminococcus ¢ Butyrivibrio.

B. pumilus TPQ, isolado do solo na Taildndia produziu endoxilanase extracelular (1,4-
B-D-xilana xilanohidrolase [EC 3.2.1.8]). O pH e a temperatura étima da xilanase
produzida foram 6,5 ¢ 40°C e a massa molar foi estimada em 24000 Da (PANBANGRED
et al., 1983).

Enzimas xilanoliticas tolerantes a alcali foram isoladas de Bacillus sp (OKAZAKI et
al., 1985). Atividade maxima e estabilidade foram encontradas a pH em torno de 10,
enquanto a maioria das hemicelulases estudadas até entdo eram ativas a pH neutro ou acido,

sendo a temperatura para otima atividade abaixo de 45°C.

Foi observado que o Thermoanaerobacterium saccharolyticum B6A-RI produziu
endoxilanase, P-xilosidase, acetilesterase arabinofuranosidase durante crescimento em
xilana e xilose (LEE et al., 1993). O complexo endoxilanase apresentou no minimo 6
bandas de alta massa molar quando analisado por eletroforese. A endoxilanase foi
purificada por filtragio em gel e cromatografia de afinidade. A atividade especifica da

enzima foi de 41 U/mg, e o pH e temperatura 6timos foram respectivamente 6,0 ¢ 70°C.

Bacillus  stearothermophilus produziu xilanases e d-L-arabinofuranosidase
extracelulares (BEZALEL er al, 1993). A atividade xilanasica foi alta quando o
crescimento se den em presenga de D-xilose; de outro modo, a atividade da

arabinofuranosidase era alta quando o crescimento se dava em meio contendo L-arabinose.

DAHILBERG ef al (1993) estudaram a produgio de enzimas xilanoliticas por
Rhodothermus marinus. O crescimento em bioreator no meio contendo xilana a uma
temperatura de 65°C, ocorren a uma taxa especifica de 0,43 h™. A concentragio final de
células foi de 4g/L (base seca), comparado a 2 g/L para células cultivadas na auséncia de
xilana. Ao menos duas enzimas xilanoliticas, endo-1,4-B-xilanase e 1,4-B-xilosidase, foram

excretadas no meio de cultura quando as células foram cultivadas sobre xilana. A 90°C e
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pH 7,0 o tempo de meia vida da endo-1,4-B-xilanase foi de 14 horas e da 1,4-B-xilosidase

foi de 45 minutos.

Bacillus sp tipo TAR 1 produziu xilanase extracelular NAKAMURA ef al., 1994),
com atividade entre pH 5,0-9,5 a 50°C. Os pHs e temperaturas otimos foram de 7,0 a 75°C
e pH 9,0 a 70°C. A xilanase isolada apresentou massa molar de 40 kDa ¢ ponto isoelétrico
em pH 4.1. Os produtos predominantes da hidrélise da xilana foram xilobiose, xilotriose €
oligossacarideos maiores, mostrando que a enzima era endoxilanase. A producio da

xilanase foi induzida pela presenca de xilana e xilose, mas inibida por glicose.

KUBATA et al. (1994), isolaram xilanases do meio de cuitura de Aeromonas caviae
ME-1. Xilobiose foi o vinico produto da hidrélise da xilana de faia e de bétula. Em uma
investigacdo prévia, os autores encontraram cinco xilanases distintas no sobrenadante da
cultura desta bactéria. Trés das cinco xila.nas-es apresentaram alta atividade xilanasica

enquanto outras duas exibiram menores picos de atividade da enzima.

A massa molar e o ponto isoelétrico da xilanase produzida por Bacillus sp cepa BP-
23 foram estimados em 32 kDa e 9,3 (BLANCO ef al., 1995). A temperatura ¢ o pH 6timos
para maxima attvidade xilanasica foram 50°C e 5,5 respectivamente. Os principais produtos

da hidrolise de xilana de bétula foram xilotetraose e xilobiose.

Bacillus sp (V1-4) foi isolado de polpa Kraft de madeira dura (YANG ez al., 1995).
Este microrganismo cresceu em licor marrom de polpa Kraft diluido a pH 11,5 e produziu
49 U (umol xilose min"mL™) de xilanase quando cultivado em meio alcalino a pH 9. O pH
otimo de atividade da enzima variou com o pH usado para cultivo do microrganismo € com
o tampdo usado para o ensaio. Quando o cultivo foi desenvolvido a pH 10 e 0 ensaio
enzimatico realizado com tampéo glicina, a atividade maxima encontrada foi a pH 8,5; ja
com tampdo fosfato, a atividade maxima foi entre pH 6 e 7. A temperatura 6tima (a pH 7)
foi 55°C.

10
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A Tabela 2.2 apresenta uma listagem de bactérias produtoras de enzimas xilanoliticas,
incluindo substratos estudados, massa molar, temperatura ¢ pH otimos, de acordo com a

literatura.

Tabela 2.2: Bactérias produtoras de enzimas xilanoliticas descritas pela literatura.

Microrganismo Substrato  Massa Molar Teima  PHsimo Referéncia
(kDa) O
A. caviae xilana de faia nd* nd* nd* KUBATA et al.,
e de bétula 1994
Bacillus sp xilana de 32 50 5,5 BLANCO et al.,
bétula 1995
Bacillus sp nd* 48 75 9,0 GESSESSE, 1998
Bacillus sp licor marrom nd* 55 7,0 YANG et al., 1995
de polpa Kraft
Bacillus sp xilana e xilose 40 70 9,0 NAKAMURA et
al., 1994
Bacillus sp nd* nd* 45 10 OKAZAKI et al.,
1985
B. pumilus nd* 24 40 6,5 PANBANGRED et
al., 1983
B. stearothermophilus  D-xilose nd* nd* nd* BEZALEL et al.,
1993
R. marinus Xilana nd* 90 7,0 DAHLBERG et
al.., 1993
T, saccharolyticurm  Xxilana e xilose nd* 70 6,0 LEE et al., 1993
T. thermarum xilose e xilana 40-100 nd* nd* SUNNA et al.,
de faia e de 1996
bétula

* ndo determinado

O cultive da bactéria Thermoroga thermarum, que € anaerObia e extremamente
termofilica, produziu endoxilanase, B-xilosidase e o-arabinofuranosidase (SUNNA &

ANTRANIKIAN, 1996). As enzimas produzidas foram ativas entre 40 e 100°C e a pH de
11
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40 a 9,06, Quando xilana e xilose foram usadas como substrato, as endoxilanases
produzidas apresentaram massa molar de 40 ¢ 100 kDa. Houve um aumento significativo
na concentragio cefular e na atividade de endoxilanase quando se substituiu xilana solavel

de bétula (birchwood) por xilana insolivel de faia (beechwood).

Duas xilanases, denominadas XylA ¢ XyIB, foram purificadas do caldo de
fermentacio do Bacillus sp. cepa AR-009 (GESSESSE, 1998). A massa molar das duas
enzimas foram estimadas por eletroforese em 23 kDa (XylA) e 48 kDa (XyIB). O pH 4timo
fo1 9 para XylA ¢ 9 a 10 para XyIB. A temperatura 6tima para XylA foi 60°C apH 9 e
70°C a pH 8, e para XylB foi 75°C a pH 9 ¢ 70°C a pH 8.

B. pumilus produziu 130 U/ml de xilanase em meio contendo xilana de bétula. A
enzima demonstrou-se ativa nas condiches apropriadas para aplicagio em processos de
branqueamente de polpa de papel, pH 9 e 55 °C. (TAGLIARI ef al., 1998).

2, 1. 3. Otamizacdo por Planejamento Experimental

Os planejamentos fatoriais foram introduzidos por G. E. P. Box na década de 1950.
Sua aplicagdo vem crescendo exponencialmente desde a revolugdo da informatica ¢ a
facilidade do nso de softwares para analises estatisticas (BARROS et al., 1995).

Atualmente, a necessidade de minimizar custos vem incentivando engenheiros de
processos a analisar previamente as implantagSes de sistemas, com o objetivo de
determinar faixas de operacio que continuem garantindo um bom rendimento sem
prejuizos na produtividade, situag@o esta imprescindivel para a viabilidade de um processd.
Em processos biotecnoldgicos geralmente é observada a influéncia de muitas variaveis,
onde a importancia de cada uma deve ser determinada. Portanto, a otimizagdo baseada no
planejamento experimental é uma ferramenta de trabalho muito util para melhor
compreensio do sistema (MEDEIROS, 1999).

12
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Este método consiste na selego de um numero fixo de niveis para -cada um dos
fatores ou variaveis de entrada, executando-se experimentos com todas as possiveis
combinagdes. Como primeira etapa ¢ usual um planejamento fatorial com 2 niveis (nivel -1
e nivel -+1) para cada variavel. Assim, para n variaveis envolvidas no estudo, o numero de
experimentos que devem ser realizados para investigar todas as possiveis combinagtes &
igual a 2° (BOX et al., 1978).

Com os resultados obtidos do planejamento € possivel avaliar os efeitos principais e
de interagbes das variaveis sobre a resposta, determinar quais sdo os efeitos mais
significativos e ajustar empiricamente um modelo linear ou de primeira ordem. Se o
modelo de primeira ordem n3o apresentar boa correlacdo com os dados experimentais, €
possivel completar o plangjamento fatorial inicial realizando-se mais 2n ensaios de acordo
com a configuragéo "estrela”, para obter um modelo quadratico ou de segunda ordem. A
condicdo correspondente a intermediaria entre os dois niveis (+1 e -1) atribuida a cada
variavel ¢ denominada nivel zero ou ponto central. A realizagfio de experimentos nestas
condiches permite a estimativa do emro experimental associado aos ensaios, muito

importante para verificar o quio reprodutivo € o processo estudado.

Esta metodologia ¢ util para uma reducfio no mimero de experimentos priticos a
serem realizados, minimizando tempo e custos operacionais, além de se obter uma analise

mais racional dos resultados baseada nas probabilidades estatisticas.

O meio de cultivo para producio de xilanases por Schizophyllum commune foi
otimizado utilizando a metodologia de planejamento estatistico e superficie de resposta
(HALTRICH er al., 1993). Foram investigadas as concentragdes de avicel, extrato de
levedura e nitrato de aménio e a composicdo otimizada foi 73,4 g/L; 554 g/l e 1,38 g/L
respectivamente. Quando o microrganismo foi cultivado em frascos agitados no meio

otimizado, foi obtida uma produgdo de 5,74 U/mL em 11 dias.

13
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2. 2, Aplicagio Industrial de Xilanases

O grande interesse na produgdo de xilanases estd relacionado & vasta aplicaclo que
esta enzima possui no setor industrial, abrangendo desde a substitui¢io de etapas de

processos correntes até o estabelecimento de outros inteiramente novos.

A aplicagfio de xilanases se divide em duas categorias: uma, livre de celulases ¢ a
outra com uso associado de polissacaridases (BIELY, 1985). Como exemplo da primeira
categoria, tem-se o usc de xilanases nas industrias téxteis e de papel e celulose. Por outro

lado, a associagio de xilanases, celulases e pectinases se aplica a industrias de alimentos.

2. 2. 1. Aplicacio de Xilanases em Branqueamento de Polpas de Papel

Face as presses legislativas ambientais, as industrias de papel e celulose estdo
modificando © processo de branqueamento da polpa, bem como as tecnologias do
tratamento de seus efluentes visando reduzir os impactos ambientais (WONG &
SADDLER, 1992). A aplicagiio mais promissora de xilanases € no pré-branqueamento de
polpas Kraft, onde estas teriam a funcio de facilitar a acdio dos agentes quimicos na
remogdo dos residuos de lignina da polpa lavada. A aplicagio biotecnologica potencial de
xilanases na polpa de madeira e nas industrias de papel foi revisada por varios autores,
dentre eles BOURBONNAIS ef al. (1991), ERIKSSON (1991), VIIKARI ef al. (1991 e
1994), DANEAULT et al. (1994) e DURAN ef al. (1995).

2. 2, 1. 1, Caracteristicas Necessdrias para Aplicac¢fio Industrial de Xilanases

Para que seja vidvel a aplicacio industrial de xilanases em branqueamento de polpa

de papel alguns critérios devem ser observados (SAMAIN et al., 1997):

» O caldo enzimatico nio deve apresentar atividade celulasica para evitar a hidrolise

das fibras de celulose.
14
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¢ A massa molar da enzima deve ser baixa para facilitar sua difusdc nas fibras da

polpa.
o A enzima deve ser estavel e ativa a alta temperatura (acima de 45°) e pH alcalino.

» A enzima deve ser obtida com alta produtividade e baixo custo.

2. 2. 1. 2. Branqueamento Coavencional de Polpas Kraft

Para a obtengéo de uma polpa de celulose pura, apropriada para a fabricagio de papel,
tradicionalmente sio necessarios dois estagios: cozimento e branqueamento. O processo de
cozimento mais importante € o Kraft. Sob condigdes de alta temperatura e pressdo, 90 a
95% da lignina onginal é modificada ou solubilizada, o conteide de hemiceluloses €
modificado e as fibras se separam. A xilana € dissolvida no licor de cozimento devido a alta
temperatura ¢ pH. Entretanto, 4 medida que o processo vai ocorrendo a alcalinidade
diminui e a xilana degradada precipita-se de uma forma mais ou menos cristalina sobre a
celulose (BUCHERT et al., 1992). Neste estagio as fibras sdo escuras, principalmente
porque ainda contém lignina (3-5%), condensada durante o cozimento. A cor marrom das
polpas ¢ devido a varias substancias que absorvem a luz visivel. Subsequentes

branqueamentos sio necessérios para remové-las e com isso elevar a alvura da polpa

(VIIKARI et al., 1991b).

Ambas as etapas, cozimento e branqueamento, estio intimamente ligadas, ja que uma
pasta bem deslignificada requer uma quantidade menor de reagentes no branqueamento.
Contudo, uma alta deslignificagio da polpa pode comprometer as propriedades fisicas do

material, em virtude de degradagdes indesejaveis durante o cozimento.

O branqueamento pode ser definido como um tratamento que tem por objetivo
melhorar as propriedades da pasta celulosica, resultando um grau de alvura elevado e
estavel. O branqueamente envolve, em geral, duas etapas; remogic da lignina residual
(oxidagio, cloragdo, etc.) e modificagdo das substincias coloridas da pasta (hipocloragdo,

peroxidagdo, etc.). Deve-se empregar um tratamento que promova um equilibrio entre a
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alvura desejada para o material e os valores especificados para as propriedades fisicas do

mesmo. Os pardmetros usuais que medem a eficiéncia do branqueamento sio:

Alvura: Analisa as propriedades opticas da pasta relacionadas com a absorgio ou
reflexdo da luz.

N? Kappa: representa a medida do teor de lignina residual da polpa, avaliando a
eficicia da deslignificacdo. E o mimero de mililitros de nma solugio de KMnO,
0,1 N consurmda por 1 g de celulose seca. Os resultados sdo corrigidos para dar
um consumo de 50% de permanganato em contato com o corpo de prova.

Viscosidade: Avalia a degradagio soffida pelos carboidratos durante o processo.

O branqueamento € usualmente executado em seqiiéncias bem definmidas utilizando

reagentes

especificos para cada uma com estigios de lavagem entre elas. A Tabela 2.3

apresenta os tratamentos empregados com maior fregiiéncia.

Tabela 2.3: Etapas frequentemente utilizadas em processos de branqueamento

Simbologia Significado Tratamento

0 Oxigenagdo Reagdo com oxigénio elementar & alta pressdo em
meio alcalino.

C Cloragéo Reagfio com cloro elementar em meio acido. Seu
objetivo ¢ de deslignificar a polpa.

D Dioxido de Cloro  Reag#io com didxido de cloro em meio acido.

E Extracdo alcalina Dissolugdo dos produtos da reagdo com hidréxido
de sodio. Visa a remogdo dos componentes
coloridos da pasta celuldsica

P Peroxidagiio Reacio com peroxidos em meio alcalino.

Diversas sequéncias de tratamento podem ser escolhidas para compor o processo de

branqueamento de polpas Kraft. O processo utilizade pela Champion Papel e Celulose

LTDA esta descrito a seguir e ilustrado na Figura 2.2.
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Matéria-Prima Fibrosa: Eucalyptus grandis (8 anos de idade)

densidade basica da madeira 470-520 kg seco/m’

rcelulose ) 70%{& - celulose 83%

B ey -celulose 18-20%
1 Lignina - 25%
extrafivos - 4%

Lcinzas - 1%

Cozimento: cozinhador continuo “ESCQ”

tempo de retengdo: 70 minutos

temperatura: 173°C

carga de alcali: 17% alcali ativo como Naz(O/madeira seca
relagdo licor/madeira; 3,0L/kg madeira seca

fator H: 1000

viscosidade polpa marrom; > 45¢p

alcali ativo residual: 5-7g/L

teor de rejeitos: < 3%

Kappa apos cozimento: 15

Deslignificacio com Oxigénio (O):

temperatura: 93-96°C

tempo: 90 minutos

oxigénio aplicado: 15-20 kg/ton
soda: 1:1 ¢/ Oq

Kappa apos a deslignificagdo:; 10
consisténcia 10%

pH apos lavagem: 10

Redugdo do Kappa entre Cozimento e Deslignificagio com Oy 5 unidades

17



Seqiiéncia de Branqueamento (CpEcrD):

Eop (Extracio Alcalina)

Cp (Cloracio) o consisténcia: 10%
e pH: 10,5
e consisténcia: 5% e temperatura: 70°C
e pH: 20 e tempo: 60 minutos
s temperatura; 50-55°C o consumo de soda; 13-14kg/ton
e tempo: 30 minutos e consume perdxido: 1-3 kg/ton
» cloro aplicado: 17kg/ton celulose e consumo de oxigénio: minimo
s didxido aplicado: 3,3 kg/ton e Kappa: 1,0
o Alvura:72-75°GE
D (Didxido de cloro)
Resultado Final
. cgns:i;stséz;céa: 10% e alvura: 89°GE
a M - . .
. ,Eempéram’ra: 75-80°C E:coas;dla %e‘ 18-24cp
e tempo; 150-180 minutos PP
* ClO; aplicado: 4,0kg/ton
e alvura: 89°GE
— - rejeito | i P
Madeira Y e | ll evaporador | reato
! nods i m |a\fagem_,_!‘__._1:¢§_.._i/ﬁ\i? misturadores Os
ro dep. ns L} penairagem %/J oo L
| | Torre |___|_I_._.._. T
‘digestori massa l l |—~
l‘ l] |i lavada vapor  oxigénia ig .
i ! Torre ‘I’tanque
tangue = T des
desc(;rga _ avador c!ID_ra_cao misturadores f'_{“—{ Fecarga
Torre CiO LA, 0y I T b lavagem
N lavador Eﬁ"_i—‘_l—’—o?i—é ' _T l torre
! .::\I {:} .’ ! lsodf! | | ch ci0, massa des!.
f ‘IO 2 Torre peréxido
: : Eop L
cleaners i Tarre de
— P | Massa
5 5 | Branqueada

Figura 2.2: Processo de Branqueamento da Champion Papel e Celulose LTDA
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2. 2. 1. 3. Branqueamento Enzimatico

O branqueamento de polpas Kraft usando uma combinagéo de cloragio e extragio alcalina
foi praticada por muitos anos. Infelizmente os efluentes destes estigios ndo podem ser reciclados
€ permanecem com grande quantidade de compostos organociorados, os quais sio conhecidos
pelos efeitos toxicos, mutagénicos e cancerigenos. Novas tecnologias de branqueamento tem sido
pesquisadas para reduzir ou eliminar o uso do cloro elementar nos processos de branqueamento

(DANEAULT et al., 1994).

O uso de enzimas para aumentar a delignificacio de polpas foi inicialmente sugerido por
VIIKARI et al. (1986). De acordo com YANG et al. (1992), a introdugio de xilanases como um
estagio de branqueamento de polpas Kraft melhora a branqueabilidade nas etapas subsequentes

do processo.

Xilanases de Trichoderma spp tém sido usadas para estudos de branqueamento. Em
experimentos de laboratorio realizados pela Novo Laboratorios Ltda., a redugido do cloro
necessario durante estagios de cloragdo de madeira dura foi na faixa de 35% a 41% e de madeira
mole, na faixa de 10% a 26% (WONG & SADDLER, 1992). Estes pré-tratamentos foram
realizados utilizando de 1 a 5 Kg de enzima comercial para cada tonelada de polpa seca, com

tempos de incubagéo de 0,5 a 3 horas.

Xilanases produzidas por Escherichia coli e¢ Bacillus cereus foram usadas no pré-
branqueamento de polpas de madeira mole ¢ madeira dura (TREMBLAY & ARCHIBALD,
1993). O pré-branqueamento teve maiores efeitos na madeira dura, diminuindo em 22% o

consumo de Cl; ¢ reduzindo em mais de 50% os residuos organoclorados no efluente.

MILAGRES (1994) aplicou xilanases de Penicillinium janthinellum em branqueamento de
polpa Kraft de eucalipto (madeira dura). O mimero Kappa e a viscosidade da poipa antes do
branqueamento eram 15,2 ¢ 31,1 respectivamente, A Tabela 2.4 apresenta os resultados obtidos

com 5 seqiiéncias diferentes de branqueamento.
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Tabela 2.4: Resultados de branqueamento (MILAGRES, 1994)

SEQUENCIA 0 OX XO XOPEgDP OXPEy
N° KAPPA 1,7 109 10,0 10,2 9,6
VISCOSIDADE | 250 255 22,7 18,3 19,6

De acordo com BOCCHINI et al (1997), o tratamento de polpas Kraft de eucalipto
(madeira dura) com xilanases alcalinas de Bacillus sp. seguido de um branqueamento (D-E)
resultou em um decréscimo de 23% na taxa de cloro usada na deslignificagio da polpa. Foi
observado a redugido de uma unidade no nimero Kappa em relagio a pasta nfio tratada com a
enzima (Tabela 2.5). Esta mesma redugio também foi observada na polpa tratada com xilanase

sem branqueamento quimico posterior (de 13,85 para 12,80).

Tabela 2.5: Resultados de branqueamento (BOCCHINI ef al., 1997)

SEQUENCIA NEKAPPA % ALVURA
DE (sem tratamento enzimatico) 2,70 56,5
X DE ( com 23% a menos de ClOs) 1,70 60,0

De acordo com ARAUJO et al. (1997), a aplicagio da xilanase comercial Pulpzyme HC
(Novo Nordisk) em branqueamento TCF (Totally Chlorine Free) de polpas Kraft de madeira
mole, resultou em uma redugdio do niimero Kappa de 5,6 (controle sem o tratamento enzimatico)
para 5,1 {Tabela 2.6). A alvura aumentou de 64,1% para 69,0% quando o tratamento enzimatico

foi aplicado.

Tabela 2.6: Resultados de branqueamento (ARAUJO ef al. 1997)

SEQUENCIA N2 KAPPA ALVURA
0-A-Eop (sem tratamento enzimatico) 5,6 64,1
0-X-A-Eop 5,1 69,0
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Dentre as preparagles comerciais de xilanases indicadas para tratamento da polpa de
madeira, trés sio produzidas a partir de Trichoderma spp modificada geneticamente: Pulpzyme
HA (Novo Laboratorios Ltd.) de T. reesei ; Albazyme (Cultor Ltd.) e Ecopulp (Alko Ltd.) de 7.
longibrachiatum (WONG & SADDLER, 1992). A Tabela 2.7 apresenta uma lista de

fornecedores comerciais de xilanases usadas em branqueamento de polpas de papel.

Tabela 2.7;: Fornecedores industriais de xilanases

FORNECEDOR PRODUTO

Clariant, UK

Genencor, Finlandia
Voest Alpine, Austria
Novo Nordisk, Dinamarca
Biocon India, Bangalore

Rohn Enzyme OU, Finlandia

Solvay Interox, EUA
Thomas Swan Co., UK

Iogen Corp., Canada

Catarzyme HS10, HT, SR 10, OS 10, NS 10
¢ MP

Irgazyme 40-4X
VAI Xylanase
Pulpzyme HA, HB e HC
Bleachzyme F

Ecopulp X-100, X-200, X-200/4, TX-100,
TX-200 e XM

Optipulp L-8000

Ecozyme
GS-35 e HS-70

Fonte: BAJPAI 1999

: Desde maic de 1997, uma indistria de papel e celulose canadense (Weyerhaeuser Pulp and
Paper Mill) esta utilizando o tratamento enzimético com xilanase de Trichoderma modificada
geneticamente (BioBrite "HB60C) nas etapas de branqueamento. O uso dessa enzima
possibilitou a redugdo de 8,2% no consumo de ClO; € 21% no consumo de NaOH significando

numa economia de 7,8% no custo total dos reagentes quimicos do branqueamento.
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a) Mecanismos de Acio

O mecamsmo através do qual as xilanases atuam sobre 2 polpa ainda no est2 totalmente
esclarecido. Existem algumas teorias que tentam explicar a redugdo dos niveis de cloro usado no

branqueamento através da hidrolise da xilana.

Uma delas sustenta que a hidrolise da xilana dentro da parede celular resultaria na formagéo
de microporos, promovendo um aumento na area especifica da polpa e, consequentemente, maior

acessibilidade aos agentes de branqueamento (NOE ef af., 1986).

Segundo outra teoria (Figura 2.3-A), as xilanases teriam a funcZo de remover a xilana que
estaria reprecipitada na superficie da polpa em razio da redugdio da alcalinidade no cozimento ¢
das obtengbes de valores de pH abaixo de 13. A remocgio desta xilana aumentaria a
permeabilidade da fibra € a acessibilidade dos reagentes as ligninas (VIIKARI ef al., 1991b;
KANTELINEN ef al., 1993). Entretanto, em trabatho recente com polpas de madeiras duras e
moles, mostrou-se gue, com xilanases (4cidas) de Trichoderma reesei (ndioc valendo a
generalizagéo para oulras xilanases), a concentragdo de enzimas, acima de certos valores, ndo
afeta a deslignificagdo, chegando sempre a uma concentragio limite de 20%. Aparentemente,

com estas xilanases, o fato se d& devido a uma limitag@o de acessibilidade aos substratos

(VIIKARI et al., 1994).

Uma terceira teoria (Figura 2.3-B) se baseia em estudos estruturais. Sugere-se que, estando
a lignina ligada a polissacarideos através dos complexos lignina-carboidratos € que algumas das
ligaches em tais complexos sdo alcali-resistentes, nio se daria a hidrolise destas 1iltimas durante o
cozimento Krafi. Consequentemente, algumas ligninas residuais permaneceriam ligadas a
hemicelulose apds o cozimento (BUCHERT ef al, 1992 e 1993). Nesta teoria, o tratamento
enzimatico hidrolisaria a xilana a peguenos fragmentos, permitindo que a lignina associada a
essas pequenas cadeias de hemicelulose fosse mais facilmente removida nas extragdes
subsequentes (PAICE et al., 1992).
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A Xilanases

gt celulose

r glucomanana
o F e g S xilana
S \tf‘ '
O < A —— lignina residual

AR TR S b

C = Celulose

H = Hemicelulose '

L = Lignina &= olylose
RX = Xilana Reprecipitada

) xilanases

Figura 2.3: Mecanismos de atuaciio da xilanase.

(A)Proposto por Viikari e al., 1991. (B) Proposto por Paice ef al., 1992.

b) Efeitos do Tratamento Enzimatico no Branqueamento de Polpas Kraft

Estudos recentes mostram que o tratamento de polpas Kraft com xilanases reduz a
quantidade de cloro no processo de branqueamento e ainda conserva alta alvura e boas

propriedades da polpa.

=>  EFEITO NA ADICAO DE AGENTES QUIMICOS:

De acordo com CHAUVET ez al (1987), a aplicagdo da xilanase na seqiiéncia CEDED
(Tabela 2.8), resultou uma significativa redu¢do no consumo de agentes quimicos com alta
alvura. Em estudos recentes, TOLAN e CANOVAS (1992) observaram que a polpa tratada com
xilanase antes da seqiiéncia (DsoCso)(Eo)DED apresentou alvura 90% ISO com 16 % a menos de

cloro ativo.
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Tabela 2.8: Efeito do tratamento com xilanase na seqiiéncia convencional CEDED.

Madeira Mole Madeira Dura
Etapa do Toetain s
Processo Anélise ” ratada com % rataga com
Padréio Xilanase Padrdo Xilanase

Polpa Kappa 32,5 29,0 24,0 20,6

Cloro % Cloro 984 95,1 95.9 91,9

% Alvura 253 29,0 49.6 49,9

Extracdo NaOH Kappa 4,43 3.3 nd * nd. *

% Alvura 3477 42.5 51.9 56,0

Dioxido de cloro % ClO; 99,7 94.0 89,5 84,4

% Alvura 72.7 81,7 85,8 86,9

‘Extragio NaOH Kappa 1,29 0,74 nd.* nd.*

% Alvura 70,0 80,0 81,8 83,9

Didxido de cloro % ClO, 90,0 87,0 89,5 844

Kappa 0,5 0,41 nd.* nd.*

% Alvura 88,0 90,6 90,8 90,9

Fonte: CHAUVET et al., 1987

* ndo determinado

=>  EFEITO NAS PROPRIEDADES DA POLPA

Um aumento na viscosidade foi verificado (SENIOR ef al, 1992 e YANG et al.,
1993) como resultado do tratamento enzimatico, apOs subsequente branqueamento.
Contudo, a presenca de atividade celulasica afetava negativamente a viscosidade da polpa.
De acordo com YANG ef al. (1992), a sequéncia de branqueamento mais apropriada para
polpas de madeira mole foi a OXPDP. Utilizando esta sequéncia a viscosidade da polpa foi
aumentada (quando comparada com o controle sem tratamento enzimatico) de 14,9 mPass
para 16,3 mPa.s.

Xilanases de Bacillus stearothermophilus Y-6 eliminaram parcialmente as ligninas de

madeira mole a 65 °C e pH 9, sem perdas na viscosidade da polpa (SHOHAM et al., 1992).

24



Revisdo Bisliogrdfica

=  EFEITO NOS EFLUENTES DE BRANQUEAMENTO

A diminui¢io da carga de cloro no branqueamento devido ao tratamento enzimdtico tem
reduzido também o AOX (halogénio orgénico adsorvivel) nos efluentes desse processo (SENIOR
& HAMILTON, 1992). A necessidade de cloro no pré-branqueamento tem sido reduzida até 20 a
30 % quando o tratamento enzimético ¢ aplicado. A economia de agentes quimicos clorados para
um branqueamento completo é geralmente a metade deste valor. Como resultado, a carga de
AOX no efluente de branqueamento tem mostrado uma reducgdo de 15 a 20 % (KOPONEN,
1991).

¢) Fatores que Afetam a Eficiéncia do Tratamento Enzimatico

Enzimas sdo proteinas com propriedades cataliticas especificas. As condigBes para atuagio
sfio diferentes para cada enzima (Tabela 2.9). Os principais fatores que afetam a eficiéncia do
tratamento enzimatico incluem a temperatura, o pH, a dosagem e a dispersdo da enzima,
consisténcia € o tempo de reagio (DANEAULT et al, 1994):

e  pH 6timo para o tratamento com xilanase varia de acordo com a enzima. Geralmente, as
xilanases de origem bacteriana sdo mais efetivas na faixa de pH entre 6 ¢ 9, enquanto as de
origem ﬁimgiéa atuam melhor a pH entre 4 ¢ 6. A temperatura Otima varia entre 30 e 60 °C,

. Para obter melhores resultados do uso da enzima, a dosagem deve ser otimizada para cada
caso. Em geral, a dosagem enzimitica 6tima varia na faixa entre 2 ¢ 5 unidades (U) por
grama de polpa seca.

" A consisténeia da polpa também deve ser otimizada para obter uma dispersio efetiva da

enzima e aumentar a eficiéncia do tratamento enzimatico.

Para a maioria dos branqueamentos descritos, o efeito desejado pode ser obtido apds
somente uma hora de tratamento enzimatico, contudo o efeito da enzima continua lentamente até
18 horas de tratamento {TOLAN & CANOVAS, 1992). Usualmente o tempo de reagdo ¢ fixado
em duas horas. Contudo, um longo tempo de retengdo deve ser evitado se celulases estiverem

presentes.
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Pesquisas recentes estdo sendo realizadas na arca de produgdo de xilanases,

principalmente na preparacio de xilanases ativas a altas temperaturas ¢ pH alcalino,

favorecendo o uso da enzima nos diversos estagios ¢ condicdes do processo de

branqueamento (Bim ez al., 1999).

Tabela 2.9: Condicdes de operaciio para branqueamento com xilanases.

Referéncias Carga Consisténcia pH Tempo T
(Ulg) (%) (h) (°C)
Viikari ez al., 1987 nd.* 2.5 3.0 24,0 45
Pommier, 1990 15 4 48 0,5 50
Koponen, 1991 nd.* nd.* 4.0-7.0 1,0-3,0 5070
Senior € Hamilton, 1992 5 6 5,5-6,0 20 50
Skerker ef al., 1992 nd.* 2,5-12 4,0-8,0 0,5-3,0 40-65
Tolan, 1992 i 10 7.0-78 20 50
Tolan e Canovas, 1992 1-5 10 4,8 16,0 50
Turner ef al., 1992 0,5-2 8 3,5-5,0 0,5 30-55
Yang er al., 1992 2 10 5,0 1,5 50
Senior e Hamilton, 1993 5 12 5,5-6,5 2,0 50
Milagres, 1994 10 10 5,5 3,0 40
Bocchini et al., 1997 13,5 10 5,6 4.0 60
Condigdes de operagdo ; Madeira Dura Maior que  Enz. Féngicas Menor que  40-60
recomendadas para i-3 3 4.0-6,0 3
tratamento com Xxilanase . - .
Madeira Mole Otimo Enz. Bacter. Otimo
5-8 5-10 6,0-9,0 1,0-2,0

* ndo determinado

2. 2. 2. Outras Aplicacoes de Xilanases

O uso de xilanases também foi proposto para clarificagio de sucos e vinhos (BECK
& SCOTT, 1974; BIELY, 1985, 1991), para extracio de café, Oleos vegetais e amido
(BIELY, 1991), para melhorar as propriedades nutricionais de grios armazenados (LINKO

et al., 1989), para maceragio da parede celular de vegetais (BECK & SCOTT, 1974), ¢ para

fornecer diferentes texturas a produtos de panificagio (McCLEARY, 1986). Muitas dessas

aplicagdes nio requerem xilanases purificadas, e a presenga de celulases e/ou pectinases
sdo freqiientemente desejaveis. Algumas delas ja estio em uso (WONG e SADDLER,

1992).
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De acordo com WONG e SADDLER (1992), com excec¢do da conversdo de xilose a xilitol,
a bioconversio de material lignocelulosico a aglicares fermentesciveis parece ndo ser
economicamente vidvel devido a outras fontes mais competitivas tais como amido e sacarose.
Entretanto, a acumulagdo massiva de residuos da agricvltura estd criando um grande volume de
estoque de alimentos de baixo valor. Uma alternativa que tem sido considerada ¢ a bioconversdo

para produzir etanol, proteina celular, enzimas, ¢ outros materiais quimicos ricos em xilana.
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3. MATERIAIS E METODOS

3. 1. Materiais

3. 1. 1, Microrganismo

O microrganismo foi selecionado em um trabalho anterior, onde foram investigadas
mais de 500 coldnias isoladas do solo e de madeira em decomposigio (DUARTE ez al,
1999). Este microrganismo foi selecionado em meio alcalino e identificade como Bacillus

pumilus pela “Fundagio Tropical André Tosello”.

3. 1. 2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, com a excecdo da xilana

(Sigma - X-0502, de “birchwood™), de grau técnico.

3. 1. 3. Meios de Cultivo

a) Meio de Manutengéo do Microrganismo

s xilana de bétla "birchwood" 15 g/L

e extrato de levedura 1,0 g/L

e peptona 1,0 g/L.

e K,HPO,1,0g/L

s MgS047H200,2 g/L

e jgar-agar 20 g/l

e pH foi ajustado para 10,0 pela adi¢io de NaOH 2 N.

28



Xilana de bétula 1%
Peptona 0,1%
Tween80 0,1%
(NFH.)>S04 1,4g/L
KH;PO4 2,0g/L
Uréia 0,3g/L
CaCl; 0,3g/L
MgS04.7H;0 0,3g/L.
FeSO4. TH;O Smg/L
MnS0;. H,0 1,6mg/L
ZnS0,. TH0O 1,4mg/T,
CoCl; 2,0mg/L

O pH fo1 ajustado para 10 com NaOH 2N e o volume completado com agua.
3. 2. Métodos
3. 2. 1. Métodos de Cultive

a) Preservacio e Repique do Microrganismo

O microrgamismo foi preservado em meio sélido inclinado contendo xilana . A
manuten¢io das culturas microbianas foi realizada por repicagem periddica no meio,
seguido de incubagio a 40° C até crescimento (aproximadamente 48 horas), e de estocagem

sob refrigeragdo a 5°C.

b) Preparo do Inécule

Erlenmeyers com capacidade para 250 mL, contendo 50 mL do meio de cultivo

inicial contendo xilana de bétula (descrito no item 3.1.3.b), foram inoculados com o
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microrgamsmo orundo do meio de manutencio e foram mantidos sob agitagdo de 230 rpm

e 40°C durante 20 horas.

O moculo foi padronizado por densidade Optica, que foi confirmada por contagem de
celulas em placas. A densidade optica foi medida em porcentagem de Transmitincia (% T)
no comprimento de onda de 600 nm em espectrofotdmetro GBC UV/VIS 911A e mantida a
4% T contra branco com agua. A contagem de células foi feita através de um plaqueamento
por diluigio em série (até 10”). O microrganismo cresceu a 40°C por 24 horas em meio

Agar Nutriente.
¢} Producio da Enzima

O estudo de otimizagdo da produgio de xilanases foi desenvolvido em frascos
agitados (shaker) a 230 rpm. A fermentacéio foi conduzida em Erlenmeyers com capacidade
para 50 mL, contendo 2 mL do inoculo ¢ 10 mL do meio de cultivo a ser investigado

conforme planejamentos descritos no item 3.2.2.

O fermentador Bioflow III (New Brunswick Scientific Co, NJ, USA) fot utilizado
para producdo de 2L da enzima, quantidade suficiente para a aplicagio da mesma em
branqueamento de polpas de papel. A composi¢do do meio de cultivo em frascos agitados
que resuitou em maior atividade enzimatica foi utilizada para esta fermentagio. A
temperatura foi mantida em 40°C, a demanda de oxigénio em 50% ¢ a fraciio de indculo

utilizada fot de 20%.
d) Centrifugacio

A centrifugagio foi realizada a 4°C por 10 minutos a 10000 rpm e o sobrenadante foi

utilizado para a determinagio da atividade enzimética.
3. 2. 2. Ensaios de Otimizacio da Produciio de Xilanases

Neste estudo os ensaios foram realizados segundo planejamentos experimentais

fatoriais (HAALAND, 1989 ¢ BARROS ef al., 1995),
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a) Primeiro Planejamento (257)

Inicialmente foi realizado um planejamento experimental fatorial fracionario de 6
fatores em dois niveis (nivel -1 e nivel +1), com 4 repetigBes do ponto central e resolucio
IV, totalizando 20 ensaios distintos. O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da
concentra¢do de xilana na faixa de 0,5 a 8% (fonte de carbono), da concentracao de peptona
na faixa de 0,05 a 1% (fonte de nitrogénio orginica), da concentragio de sulfato de amdnio
na faixa de 0,07 a 1% (fonte de nitrogénio inorgénica), da concentracdo de fosfato de
potassio na faixa de 0,1 a 0,4%, da temperatura na faixa entre 35 e 45°C e do pH inicial do
meio de cultivo entre 8,5 e 10,5 sobre a produgdo de xilanases. A resposta avaliada foi a
atividade xilanésica (a 45°C e pH 10) apds 24 horas de fermentacio. Foram utilizadas

ferramentas matematicas e graficas disponivels no programa “STATISTICA”,

b) Segundo Planejamento (2*)

Um segundo planejamento experimental fraciondrio foi realizado com o objetivo de
estudar possiveis mudangas nos efeitos das variaveis sobre a producfio de xilanase, visto
que novas faixas de estudo foram estabelecidas para alguns fatores no primeiro
plangjamento. Foram estudadas a concentracio de xilana (na faixa de 1 a 5%), a
concentragdo de peptona (entre 0,1 e 1,1%), a concentragéo de sulfato de aménio (na faixa
de 0,05 a 0,25%) ¢ o pH inicial do meio de cultivo (entre 8,5 ¢ 10,5). Estas variaveis foram
estudadas em dois niveis com 4 pontos centrais ¢ resoluciio III, totalizando 12 ensaios
distintos. A resposta avaliada foi a atividade xilanasica ao longo da fermentagio a 40°C,

nas condi¢des otimas da enzima (55°C ¢ pH 9).
3.2.3. Ensaios Complementares
Com o objetivo de aprofundar o estudo da producfio de xilanases alcalinas por B.

pumillus foram monitorados o crescimento celular, o consumo de substrato e ©

comportamento do pH, além da atividade xilanasica ao longo da producio da enzima.
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3. 2. 4. Ensaios de Branqueamento da Polpa Kraft com Xilanases

A polpa Kraft utilizada no tratamento enzimatico originou-se de Fucalyptus grandis
(“hardwood") e foi gentilmente cedida pela Champion Papel e Celulose LTDA (Mogi-
Guagu, SP). A polpa, proveniente do estdgio de deslignificacio com oxigénio, apresentou
consisténcia de 17,9%, 41,0 cP de viscosidade, nimero Kappa de 10,5 e 49,2% de alvura. A
polpa foi branqueada com a enzima produzida por B. pumilus neste trabalho e com a
xilanase comercial Pulpzyme (NovoNordisk). A Figura 3.1 apresenta o local da seqiiéncia

de branqueamento onde foram aplicadas as xilanases. A etapa de branqueamento quimico

néo fol realizada.
COZIMENTO

. DESLIGNIFICACAO COM OXIGENIO

———— (O)
. TRATAMENTO | I
- ENZIMATICO T ——> :
' ' v/
BRANQUEAMENTO QUIMICO
(CpEorD)

Figura 3.1: Seqiiéncia de branqueamento incluindo o tratamento enzimaitico

Para cada teste foram usadas 10 g de polpa seca e sua consisténcia foi ajustada a 10%
com a adi¢do de tampdo glicina-NaOH 0,1M e pH 2,0. A enzima foi adicionada e a mistura
foi colocada em sacos de polietieno, homogeneizada e incubada em banho termostatico.
Essa mistura foi submetida a agitagdo manual a cada 15 minutos € no final da aplicagfo, foi
filtrada & vacuo em funil de Biichner. A massa retida foi utilizada para confec¢io das folhas

de papel. A Tabela 3.1 apresenta as condi¢Ges investigadas.

Tabela 3.1: Condicides do tratamento enzimaitico

Enzima Dosagem Consisténcia Tempo  Temperatura pH

! (U/g de polpa seca) (%) (h) (°C)
Pulpzyme {comercial) 5e25 10 3 60 8,0
Xilanase (B. pumillus) | 5,20e50 10 2 50 9,0
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3. 2. 5. Métodos Analiticos
a) Determinacio da Atividade Xilanasica

A atividade xilanasica foi determinada pela quantificagdo de agucares redutores totats
liberados a partir de xilana, de acordo com o método de BAILEY er al. (1992), modificado
para pH 9 e 10. Os agucares redutores foram dosados pelo método do DNS (acido 3,5-
dinitrossalicilico) (MILLER, 1959).

A solugio de xilana foi preparada dissolvendo 1g de xilana de bétula (birchwood) em
80mL de tampdo Glicina-NaOH 0,1 M, pH 9 ¢ 10. A solugdo foi aquecida até ebuli¢io, e
apos retornar a temperatura ambiente o volume foi ajustado para 100 mL com o referido

tampao.

O reagente DNS foi preparado dissolvendo-se 1,06 g de acido 3,5-dinitrossalicilico;
1,98g de hidroxido de sodio; 30,60 g de tartarato de sodio e potassio e 0,83 g de bissulfito
de sodio em 1L de agua destilada. A mistura foi agitada até total dissolugdo dos reagentes ¢
a seguir foram adicionados 0,76 mL de fenol ¢ o volume foi completado para 140 mL com

agua destilada.

Ensaio. Uma aliquota de 0,9 mL de xilana foi colocada em tubos de ensaio ¢
incubada em banho termostatizado. Foram adicionados 100 ul. da enzima diluida
apropriadamente em tampdo, incubando-se por mais 5 minutos. A seguir, 1,5 mlL do
reagente DNS foi adicionado e a mistura reagiu durante 5 minutos em agua em ebulicdo. A
interrupcao da reacgdo foi feita por resfriamento dos tubos em banho de gelo, € a
absorbéncia lida a 540 nm em espectrofoidmetro GBC UV/VIS 911A

O aparelho foi calibrado substituindo a enzima por tampéo (spectro zero). Um branco
onde a enzima foi adicionada apos o reagente DNS e imediatamente fervida foi utilizado
simultaneamente a cada amostra, detectando-se assim, todas as unidades redutoras nfo

provenientes da hidrolise da xilana (branco da enzima).
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A curva padrio foi estabelecida com solugiio de xilose, nas concentragdes entre 2 e

10umol/mL.

Uma unidade de atividade enzimatica corresponde a quantidade desta necessaria para
liberar 1 umol de aglcar redutor (expresso como xilose) por minuto nas condi¢tes do

ensaio.

Os ensaios de atividade xilanasica foram realizados a 45°C e pH 10 para o primeiro

planejamento e a 55°C ¢ pH 9 para o segundo planejamento.

SPECTRO ZERO ENSAIO ENZIMATICO

e 0,9 mL substrato (sol. 1% xilana) 0,9 mL substrato (sol. 1% xilana)
¢ incubar 5 min incubar 5 min

e 1,5mlL de DNS 0,1 mL sol. de enzima

e 0,1 mL tampdo incubar 5 min

Ebuli¢do 5 min. Banho de gelo 1,5 mL de DNS

Ebuli¢do 5 min. Banho de gelo

PADRAO BRANCO DA ENZIMA

e 0,9 mL substrato (sol. 1% xilana) e 0,9 mL substrato (sol. 1% xilana)
e incubar 5 min . h;cubar 5 min |

e 1 5mL de DNS e 1,5mL de DNS

s (,1 ml solucdo de xilose . 0’1 mL sol. de enzima

¢ Ebuli¢do 5 min. Banho de gelo . E’buligﬁo SAmin Banho de gelo

b) Determinacfo da Atividade Celulisica

A atividade de celulase foi determinada incubando-se tiras de papel de filtro Watman
n° 1 (50 mg) com 1 mL de solugiio de enzima diluida em tampio Glicina-NaOH 0,1 M, pH
10 a 50 °C por 60 minutos (TUPAC Method, 1987).

A quantidade de agucares redutores foi determinada pelo método de ADNS
(MILLER, 1959}, conforme descrito no item 3.2.5.a.

A curva padrdo foi realizada nas concentragtes de 1, 2, 3, 4 e 5 umolU/mL de glicose
diluida adequadamente em tampdo Glicina-NaOH 0,1 M, pH 10.
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Uma unidade de atividade enzimética corresponde a quantidade de enzima capaz de

liberar 1 umol de acticares redutores expresso como glicose, por min a 50°C.

¢) Eletroforese

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS) foi empregada para avaliar o perfil de
proteinas do caldo de fermentagdo. O procedimento foi realizado de acordo com Laemli
(1970), utilizando gel de separagio com 12% e gel de concentragdo com 4% de acrilamida.
A eletroforese foi conduzida & temperatura ambiente, em cuba vertical, sistema Mini
Protean [I-BIORAD, empregando-se corrente de 200 V, 60 mA, por 45 minutos.

A coloragiio dos géis foi realizada em 12 horas, com solugio de Coomassie G-250

contendo 12% de &cido tricloroacético ¢ a descoloracgdo foi obtida com 4gua destilada.

d) Crescimento Celular

A contagem de células foi feita através de plagueamento por diluigdo em série (até
10”). O microrganismo cresceu a 45°C por 24 horas em meio Agar Nutriente. Esta

contagem foi realizada em intervalos de 4 horas até o final de 28 horas de fermentagio.
e) Determinagio do Numero de Kappa

O nimero Kappa representa a medida do teor de lignina residual da polpa, sendo

assim, a cada etapa de branqueamento ocorre uma diminuigio do nimero Kappa.

Para avaliagio do mimero de Kappa foram utilizados aproximadamente 1,0 g de
polpa seca (folha teste). A amostra foi desintegrada batendo-a no liquidificador com 700
mL de agua destilada, at¢ ficar livre dos grumos e dos feixes de fibras nio dispersas. Apos
desintegrada, a polpa foi transferida para um Becker de 1000 mL contendo 50mL de
solugdo de permanganato de potassio (KMnQO,) 0,IN e 50mL de 4cido sulfurico 4 N. Esta
solugdo foi agitada, a temperatura foi anotada e apds 10 minutos a reagdo foi interrompida
pela adi¢io de 15 mlL da solugio de Iodeto de Potassio IM. O iodo livre na suspensio foi

titulado com tiossulfato de sodio (Nap$;03) 0,1 N até a solugdo ficar com a tonalidade
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amarelo claro. Adicionou-se duas gotas da solugdo de amido e a titulagdo continuou até

viragem da cor azul escura para branca.

Uma determinagido em branco foi feita usando o mesmo procedimento sem a polpa.

Neste caso a mistura foi titulada com NaxS203 imediatamente.

Para calcular o nimero de Kappa foram utilizadas as equages 3.1, 3.2 ¢ 3.3;

c=2"%100 @1
d

onde:
a- volume de tiossulfato de sodio 0,1N da prova em branco (mL)

b- volume de tiossulfato de sodio 0,1N do teste com a polpa (L)

O valor de ¢ € utilizado para encontrar o fator de corregdo f na Tabela 3.2. Se a
temperatura no becker ndo for 25°C, multiplica-se o nimero Kappa por um fator de

corregiio da temperatura (ft) obtido pela equagéo abaixo:
i=[(25-T)x001371]+1  (3.2)

onde: T € a temperatura no becker (°C)

Assim, Kappa = a-b, f.fi (3.3)
onde: w é a massa da polpa seca

Tabela 3.2. Fator f para corre¢iio do consumo de permanganato

E 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

30 0,958 0,960 0061 0,964 0966 00968 00970 0973 0975 0,977
40 0979 0,981 0983 0985 0987 098 0,991 0994 0996 0,998
50 1000 1,002 1,004 1,006 1,009 1,011 1,013 1015 1,017 1019

60 1.022 1,024 1,026 1028 1,030 1,033 1,035 1,037 1,039 1,042
70 1.044

Fonte: TAPPI Test Method, T 236 cm-85
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f) Determinacfo da Viscosidade

A viscosidade da polpa indica o grau de polimerizagio da celulose, portanto, esse
teste indica se houve degradacio da celulose no processo de branqueamento. A diminuigio

na viscosidade da polpa pode indicar um possivel decréscimo na massa molar da celulose.

Aproximadamente 0,2716g de polpa seca (folha tesie) foram pesadas ¢ colocadas em
uma proveta com 25mL de dgua destilada. A mistura foi agitada por 5 minutos. Em seguida
foram adicionados 25 mL de etilenodiamina ciprica (solugio 0,5 M em cobre) ¢ a mistura
foi agitada por mais 15 minutos. Essa mistura foi transferida para um viscosimetro Fenske-
Oswald (Figura 3.2), previamente aferido com 6leo padrdo. O tempo de escoamento foi
cronometrado. O calculo de viscosidade da celulose, em centipoises, foi determinado pela

equagdo 3.4

V=Kxt (.4 K=-t-d, (3.5
td,

onde:
K = constante do viscosimetro determinada a partir da calibragdo do equipamento
com dleo padrio (equagdo 3.5)
t = tempo de escoamento em segundos
p = viscosidade do dleo padrio (cP);
d, = densidade do 6leo padrdo a 25°C (g/mL)
d. = densidade da solucéo de celulose a 25°C (g/mL)

Figura 3.2 Esquema do viscosimetro
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g} Alvura

A determinagdo da alvura da polpa foi realizada diretamente em espectrofotdmetro
Brightness Tester Model S4-m (Technidyne Corporation USA), com a anilise direta das

folhas de celulose secas.

h) Calculo da Eficiéncia de Deslignificacio

A eficiéncia de deslignificagdo foi determinada pela relagio:

% Eficiéncia de deslignificagdo = N° Kappa iniciat - N® Kappa final x 100
N° Kappa inicial
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Producio de Xilanases

B. pumilus foi utilizado na producdo de xilanases alcalinas em fermenta¢ao submersa.
O meio de cultivo foi estudado por planejamento experimental, objetivando maximizar a
produgdo de xilanase em frascos agitados. Apos determinar as melhores condigdes de
cultivo, um bioreator com volume util de 2L foi utilizado para produzir a quantidade

necessaria de enzima para aplicagdo nos testes de branqueamento.

4. 1. 1. Isolamento do Microrganismo

A selegdo do microrganismo foi realizada em um trabalho anterior, onde foram
investigadas mais de 500 coldnias isoladas do solo e de madeira em decomposigdo. Este
microrganismo foi selecionado em meio alcalino e produziu xilanase ativa a pH 10
(DUARTE ef al., 1999). A Figura 4.1 ilustra a atividade enzimatica dos isolados a pH 10 ¢
pH 5, a 45°C. A cepa selecionada para este trabalho foi a I, com atividade xilanasica inicial
de aproximadamente 3 U/mL a pH 10. As outras cepas com maior atividade xilanasica a

pH 10 (B, K e L) estdo sendo estudadas em outro projeto.

Figura 4.1: Atividade xilandsica dos isolados a 45°C, pH 5,0 e pH 10,0.
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4. 1. 2. Atividade Celulasica

Xilanases alcalinas que ndo apresentam atividade celulasica removem a xilana da
polpa de forma mais seletiva e possuem maior potencial de aplicagdo em branqueamento

(PAICE, 1984).

A atividade celulasica (Fpase) foi investigada incubando-se o caldo de fermentagdo
em papel de filtro (IUPAC Method, 1987). Uma unidade de atividade celulasica foi
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de agucares redutores
expresso como glicose por minuto nas condigdes no ensaio. Foi encontrado 0,009 U/ml no
caldo de fermentagdo do B. pumilus (DUARTE et al., 1999). Segundo MILAGRES e/ al.
(1993), o caldo de fermentagdo de xilanase por P. janthinellum apresentou 0,17 U/ml
(Fpase) e YANG et al. (1995), encontrou 0.5U/ml. A atividade celulasica foi considerada

ndo significativa quando comparada com os dados da literatura.

4. 1. 3. Otimizaciio das Condi¢des do Meio de Cultivo para Producio de

Xilanases

A produgdo de xilanases por B. pumilus em frascos agitados foi estudada em dois

planejamentos experimentais fatoriais fracionarios.

4. 1. 3. 1. Primeiro Planejamento Fatorial Fracionario (2%%)

Este planejamento fracionario foi utilizado para investigar as variaveis que
influenciaram de forma significativa a produgdo de xilanases. As variaveis independentes
estudadas foram: concentragdo de xilana, concentragdo de peptona, concentracdo de
(NH4),SO4, concentragdo de KH,PO., temperatura ¢ pH inicial do meio de cultivo. A
resposta avaliada foi a atividade xilanasica a pH 10 e 45°C ao final de 24 horas de

fermentacio.
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Os valores reais utilizados nos ensaios deste plangjamento com os respectivos niveis
codificados estdo apresentados na tabela 4.1. O planejamento experimental fracionrio de 6
fatores em 2 niveis com 4 pontos centrais ¢ resolugdo IV resultou em um total de 20

ensaios, apresentado na tabela 4.2

Tabela 4.1: Niveis das varidveis estudadas no primeiro planejamento

Niveis

Fatores -1 0 +1

% Xilana 0,5 4,25 8.0

% (NH4)2504 0,07 0,535 1,0

% KH,PO, 0,1 0,25 0,4

% Peptona 0,05 0,525 1,0

Temperatura (°C) 35 40 45

pH 8,5 0.5 10,5

Tabela 4.2; Primeiro planejamento experimental fracionario 252,
Ensaios Xilana (NH4):S0; KH,PO; Peptona pH T (°C) Atividade
Xilanasica
(U/mL)

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 436
2 +1] -1 -1 | +1 -1 4,38
3 -1 +1 -1 -1 +1 +1 0,09
4 +1 +1 -1 -1 -1 +1 4,15
5 -1 -1 +1 -1 +1 +1 0,09
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 3,47
7 -1 +1 +1 -1 -1 -1 0,11
g +1 +1 +1 -1 +1 -1 0,93
9 -1 -1 -1 +1 -1 +1 8.60
10 +1 -1 -1 +1 +1 +1 5,06
11 -1 +1 -1 +1 +1 -1 3,79
12 +1 +1 ~1 +1 -1 -1 4,52
13 -1 -1 +1 +1 +1 -1 8,31
14 +1 -1 +1 +1 -1 -1 3,84
15 -1 +1 +1 +1 -1 +1 7,09
16 +1 +1 +1 +1 +1 +1 3,96
17* 0 0 0 0 0 ] 3,75
18%* 0 0 0 0 0 0 3,60
19%* 0 Q 0 0 0 0 4,20
20% 0 0 0 0 0 0 4,05

* Ponto central

Os melhores resultados da producdo de xilanases para este planejamento foram os

obtidos através da composigio apresentada nos ensaios 9 (8,60 U/mL) e 13 (8,51 U/mL). E
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possivel observar que ambos os ensaios foram compostos por baixas concentracdes de
xilana (0,5 %) e sulfato amdnio (0,07%) e de alta concentragiio de peptona (1%), fonte de
nitrogénio orgdnica. Também foi verificado que para este planejamento a relagio C/N
(carbono/nitrogénio) de 0,5 foi a mais indicada, visto que o ensaio 15 (que apresentou o
terceiro melhor resultado de produgio, 7,09 U/mL) também foi composto por 0,5 % de

xilana e 1% de peptona.

a) Andlise dos Efeitos de cada Varidvel sobre a Producio de Xilanases

Os efeitos principais das variaveis (ao passar do nivel -1 para o nivel +1) em 24 horas
de fermentag@o podem ser observados na figura 4.2 ¢ na tabela 4.3, onde também ¢ possivel

verificar quais variaveis apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre a atividade

enzimatica.

W

MiXilana (2)Sulfato de aménio {3jFosfato (#)Pepionz (S)pH @7

Thadades de Atividade Fnyavatica

Figura 4.2: Efeitos das variaveis sobre a producioe de xilanases no primeiro
planejamento

Tabela 4.3: Efeitos principais do primeiro planejamento ¢ém 24 horas de fermentacao

Fatores Efeito (U/mL) Erro padrdo
Média 4,03% 0,061%*
% Xilana -0,54 0,137
% (NH);S0;4 -1,46* 0,137:

% KHzPO, -1,12* 0,137

% Peptona 3,72% 0,137*
pH -0,91* 0,137*
T 0,009 0,137

* valores estatisticamente significativos
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Analisando a fonte de nitrogénio, foi observada a preferéncia pela fonte orgénica,
visto que a peptona ao passar de 0,05% (nivel —1) para 1% (nivel+1) produziu um efeito
significativo estatisticamente positivo sobre a producdo de xilanase, ou seja, ocorreu um
aumento de aproximadamente 4 unidades na atividade enzimética. Para o sulfato de aménio
(fonte inorgdnica), a mudanca de 0,07% para 1% representou um efeito negativo na
producgéo. Portanto, a atividade enzimatica diminuiu (aproximadamente 1,5 unidades)

quando a concentracdo de sulfato de amdnio foi aumentada.

Outros fatores como a concentragdo de xilana, concentragio de fosfato € pH inicial do
meio também apresentaram um efeito negativo na atividade enzimatica ao passar do nivel

(-1) para o nivel (+1).

Visto que a xilana foi a unica fonte de carbono usada na fermentagio, era esperado
que esta exercesse maior influéncia sobre a atividade enzimatica. O efeito ndo significativo
desta variavel sobre a produgdo de xilanase ocorreu provavelmente porque foi utilizada

uma faixa de concentragio de xilana muito ampia.

Através da analise dos efeitos foi possivel eliminar a variavel temperatura no segundo
planejamento, visto que esta praticamente ndo produzin nenhum efeito na produgdo. A
temperatura foi mantida constante em 40 °C, valor do ponto central no primeiro
planejamento. Como o fosfato de potassio apresentou efeito negativo na produgdo, sua

concentracdo foi fixada em 0,1% (nivel —1).

Para o segundo planejamento, foram mantidos os mesmos niveis para o pH inicial do
meio de cultivo e a amplitude das concentracdes de xilana e de sulfato de amdnio foram
diminuidas.

Como a peptona ¢ considerada um item caro para produgdo de enzimas em larga
escala, optou-se por manter a mesma faixa de estudo, apesar desta ter apresentado um efeito
positivo na atividade enzimatica no primeiro planejamento.

4. 1. 3. 2. Segundo Planejamento Fatorial Fracionirio (2*7)

Como algumas variaveis foram fixadas (temperatura em 40°C e fosfato de potassio

em 0,1%) e foram estabelecidas novas faixas de estudo para outras, optou-se por realizar
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mais um planejamento experimental fracionario para estudar possiveis mudangas nos

efeitos das varigveis sobre a produgio de xilanase.

As variaveis independentes estudadas foram: concentragdo de xilana, concentragio de
peptona, concentragdo de (NFL),SO4 ¢ pH inicial do meio de cultive. A resposta avaliada
foi a atividade xilanasica ao longo da fermentacdo a pH 9 ¢ 55°C.

Os valores reais utilizados nos ensaios deste planejamento com os respectivos niveis
codificados estdo apresentados na tabela 4.4. O planejamento experimental fracionario de 4
fatores em 2 niveis com 4 pontos centrais e resolugio IV resultou em um total de 12

ensaios, apresentado na tabela 4.5.

Tabela 4.4: Niveis das varidveis estudadas no segundo planejamento

Niveis
Fatores -1 0 +1
% Xilana 1,0 3,0 5,0
% Peptona 0,1 0,6 1,1
% (NH,).SO4 0,05 0,15 0,25
pH 8.5 9,5 10,5

Tabela 4.5: Segundo Planejamento experimental fraciensrio 2

Ativ. Ativ. Ativ. Ativ. Ativ.
U/mL L/mL U/mL UfmL bimL
12 h 16 h 20h 24 h 28h

Ensaio Xilana Peptona (NH,).S0; pH

1 -1 -1 -1 -1 3623 4589 4137 2543 2208
2 +1 -1 -1 +1 39,07 41,41 3859 4234 36,37
3 -1 +1 -1 +1 8429 7784 40863 1467 1594
4 +1 +1 -1 -1 7028 7494 7662 12492 8125
5 -1 -1 +1 +1 1825 5201 7008 6557 3865
6 +1 -1 +1 -1 2853 3461 4092 51,30 52,80
7 -1 +1 +1 -1 121,29 9639 93,17 56,40 54,19
8 +1 +1 +1 +1 18,42 43,76 8162 7119 7364
9* 0 0 0 0 6167 7309 128,71 116,05 108,66
10 * 9; 0 0 0 5644 7269 129,38 117,42 110,94
11+ 0 0 0 0 5930 6922 12597 119,01 102,03
12* 0 0 0 0 6099 7741 127,71 11591 109,31

* Ponto central
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a) Atividade Enzimatica em Fun¢iio do Tempo de Fermentacio
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Figura 4.3: Atividade enzimatica observada ao longo da fermenta¢io para o segundo
planejamento experimental. (A) ensaios com minimo de xilana; (B) ensaios com
maximo de xilana; (C) ponto central
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A Figura 4.3 apresenta os resultados do estudo da produgdo de xilanase. Pode-se
observar no ensaio 7 da Figura 4.3-A (ensaios com minimo de xilana) que a produgdo
xilanasica foi maxima em 12 horas de fermentagdo, 121U/mL. No ensaio 4 da Figura 4.3-B
foi observado que a produgdo xilanasica foi maxima em 24 horas de fermentagdo, 125
U/mL. Contudo, a maior produgdo da enzima, 129 U/ml, foi observada em 20 horas de
fermentagdo no ponto central, o qual apresentava 3% xilana, 0,6% peptona, 0,15% sulfato
de aménio e pH 9,5. Portanto, pode-se dizer que o tempo necessario para maxima producdo
foi influenciado pela concentragdo inicial de xilana. Ensaios complementares (4.1.4) foram

realizados para investigar o consumo de xilana durante a produgao de xilanases.

b) Produtividade

A produtividade pode ser definida como sendo a razdo da atividade enzimatica pelo
tempo de fermentagio, tendo como unidade U.mL™ h". Através da Figura 4.4 é possivel
verificar que a maior produtividade (10,11 UmL™h") foi obtida em 12 horas de
fermentagdo. Portanto a analise estatistica dos efeitos foi realizada neste tempo de

fermentagéo.

Para este planejamento a melhor composigdo foi apresentada pelo ensaio 7, pois foi
obtida elevada produgdo de xilanase com concentra¢do minima de xilana e menor tempo de

fermentagdo, resultado econdmico mais satisfatorio.

| 10.5_- i —a—Ensaio 1
—#—Ensaio 2

Ensaio 3
—=—Ensaio 4
—u—Ensaio 5
——Ensaio 6
—@—Ensaio 7
—+—Ensaio 8

(5]

- Ensaio 9

Produtividade (U/mL.h)

—o— Ensaio 10

—o— Ensaio 11

| 0 ; : : . +— Ensaio 12

10 15 20 28 30
Tempo (h)

Figura 4.4: Produtividade ao longo da fermentacdo para o segundo planejamento
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¢) Curva de Atividade Xilanasica do Ensaio 7 do Segundo Planejamento

No segundo planejamento a atividade xilanasica foi monitorada a partir de 12 horas
de fermentag@o para todos os ensaios. Como para o ensaio 7 a produgdo xilanasica maxima
foi obtida em 12 horas (primeira retirada de amostra neste planejamento), optou-se por
realizar outra fermentagdo para verificar o comportamento da atividade enzimatica desde o
inicio, garantindo assim ndo perder o tempo de maxima produgdo para a composi¢do
apresentada neste ensaio. A figura 4.5 apresenta a curva de atividade xilanasica obtida com

a composi¢do do ensaio 7 desde o inicio de fermentagdo.

Pode-se observar nesta figura que a produgdo xilanasica foi maxima em 10 horas de
fermentacdo, confirmando assim que a composig¢do apresentada pelo ensaio 7 era a que

obteve melhor produtividade (12,17 UmL" h™) .

140
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 l .
0 5 10 15 20 25

Tempo (h)

Atividade (U/ml)

T T 1

Figura 4.5: Curva de atividade xilanisica para o ensaio 7 do segundo planejamento

d) Analise dos Efeitos de cada Variavel sobre a Producio de Xilanase

Os efeitos principais das varidveis ao longo do tempo (ao passar do nivel -1 para o
nivel +1) podem ser observados na Figura 4.6 e na Tabela 4.6, onde também € possivel
verificar quais variaveis apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre a atividade

enzimatica.
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Figura 4.6: Efeitos das varidveis sobre a producio de xilanases no segundo
planejamento

A concentrag@o de xilana apresentou um efeito negativo na atividade enzimatica até
as 16 horas de fermentagdo e produziu um efeito positivo apos 24 horas. Em 12 horas de
fermentagdo, verificou-se uma redugdo de aproximadamente 28 unidades na atividade
enzimatica quando a concentragdo de xilana foi aumentada de 1% para 5%; ja em 24 horas,
esse aumento na concentragdo representou um incremento de 31 unidades na atividade
xilanasica. Entretanto, a concentracdo de xilana ndo apresentou efeito significativo

estatisticamente em 20 horas de fermentacio.

Foi observado que a peptona ao passar de 0,1% (nivel —1) para 1,1% (nivel+1)
produziu um efeito significativo estatisticamente positivo sobre a atividade enzimatica no
decorrer de toda a fermenta¢dao. A maior influéncia da peptona sobre producdo xilanasica
ocorreu em 12 horas de fermentagdo, onde foi wverificado um incremento de
aproximadamente 45 unidades na atividade enzimatica quando a concentragdo de peptona
foi aumentada de 0,1% para 1,1%. Este efeito positivo foi menos significativo com o

decorrer da fermentagao

Para o sulfato de amoénio (fonte inorginica), a mudanga de 0,05% para 0,25%
representou um efeito negativo na produgdo até as 16 horas de fermentagdo. Apos as 20
horas este efeito foi invertido, ocorrendo um incremento na atividade enzimatica com o

aumento da concentragdo de sulfato de aménio. Em 12 horas de fermentag¢do esse aumento
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aumento da concentragdo de sulfato de amonio. Em 12 horas de fermentagdo esse aumento
na concentragdo de sulfato representou um decréscimo de 13 unidades na atividade

enzimatica e em 20 horas resultou em um incremento de 22 unidades.

O efeito verificado nestas trés varidveis ocorreu provavelmente porque o
microrganismo consumia preferencialmente a peptona (fonte de nitrogénio orgénica de
mais facil assimilagdo) no inicio da fermentacdo e apds 20 horas passou a consumir

também outras fontes de assimila¢@o mais complexa.

O pH inicial do meio produziu um efeito negativo na atividade enzimatica ao passar

do nivel (-1) para o nivel (+1) durante toda a fermentagdo.

Tabela 4.6: Efeitos principais do segundo planejamento em 12 horas de fermentacao

Fatores Efeito (U/mL) Erro padrédo
Média 55,40* 0,673*
% Xilana -28,44* 1,648*
% Peptona 45, 55% 1,648%*
% (NH4)2S04 -13,34* 1,648*
pH 21.57* 1,648*

* valores estatisticamente significativos

Todas as variaveis deste planejamento apresentaram efeito estatisticamente

significativo em 12 horas de fermentagdo.

4. 1. 4. Ensaios Complementares

Ensaios complementares foram realizados com o objetivo de aprofundar o estudo da
produgdo de xilanases alcalinas por B. pumilus. A figura 4.7 apresenta a curva de consumo
de xilana, a curva de crescimento celular e a curva de atividade enzimatica para a produgio
de xilanase por B. pumilus utilizando a composi¢do do meio de cultivo (Tabela 4.7)

apresentada no ponto central do segundo planejamento.

Tabela 4.7: Composi¢ao do meio de cultivo do ponto central do segundo planejamento
% Xilana % Peptona % (NH4)2SO4 pH
3,0 0,6 0,15 9.5
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Figura 4.7: Monitoramento da producio de xilanases: a) crescimento celular;
b) atividade xilanasica; ¢) consumo de xilana
Como pode ser observado na Figura 4.7, a curva de atividade xilanasica apresentou
um comportamento oposto a curva de consumo de xilana, sendo que a atividade maxima foi
obtida quando praticamente toda a xilana ja havia sido consumida durante a fermentagdo.
Portanto, pode-se dizer que o tempo para maxima produgdo foi influenciado pela

concentragdo de xilana.

Este efeito também pode ser verificado comparando os graficos da Figura 4.3, onde
niveis similares de produ¢do (entre 120 e 130 U/mL) foram obtidos com concentragdo
inicial minima de xilana em 12 horas (ensaio 7) e com concentra¢do inicial maxima de

xilana em 24 horas de fermentagio (ensaio 4).

De acordo com SAMAIN ez al. (1997), a sintese de xilanases é induzida por produtos
soluveis da hidrolise da xilana (xilooligossacarideos) e igualmente, sofre repressdo

catabolica quando estes oligossacarideos se acumulam no meio.

Este efeito de repressdo catabolica por produtos da hidrolise da xilana também foi
verificado na produgdo de xilanases por B. pumillus (Figura 4.8). Isto explica a dependéncia

da concentragdo inicial de xilana no tempo 6timo de fermentagdo.
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Figura 4.8: Aciucares redutores presentes e atividade enzimatica ao longo da
fermentacdo do segundo planejamento experimental. (A) ponto central (com 3% de
xilana); (B) ensaio 7 (com 1% de xilana); (C) ensaio 4 (com 5% de xilana)

Em um estudo prévio, SAMAIN ef al. (1992) observou duas fases bem distintas
durante a fermentacdo em batelada por Bacillus sp. XE em xilana. Na primeira fase, a

hidrolise da fragdo mais acessivel de xilana permite um crescimento ndo limitado pela fonte
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de carbono. Durante esta fase a acumulag¢do de xilooligossacarideos no meio provoca a
repressao catabolica da sintese da xilanase. Com o crescimento celular, a hidrolise da xilana
decresce e consequentemente a taxa de consumo de xilooligossacarideos aumenta; a
concentragdo destes comega entdo a limitar o crescimento e a favorecer a produgdo de
xilanases. Esta segunda fase de produgdo de xilanases com crescimento restrito permanece
até que xilooligossacarideos suficientes sejam liberados da fragdo menos acessivel de

xilana.

A Figura 4.9 ilustra um gel de eletroforese SDS-PAGE de amostras obtidas nos
pontos centrais dos caldos de fermentagdo de xilanase do segundo planejamento (ensaios 9,

10e 11)ea Tabela 4 8 apresenta a massa molar das 5 principais bandas das faixas 2, 3 e 4.

Fosforilase B 94000 ' ; — : — >

I
BSA 67000 ,
F—

[nibidor Tripsina de Soja 20100 ’!!

Ovoalbumina 43000

Anidrase Carbdonica 30000

a-Lactoalbumina 14400

Figura 4.9: Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS dos caldos de fermentac¢io do
segundo planejamento: 1) Marcador padrio de massa molar (Da); 2) Ensaio 9; 3)
Ensaio 10; 4) Ensaio 11.

De acordo com SAMAIN et al. (1997), a massa molar da xilanase deve ser baixa para
facilitar sua difusdo nas fibras da polpa, viabilizando assim, a sua aplicacdo em

branqueamento de polpas de papel.

A massa molar da xilanase produzida por B. pumilus (PANBANGRED et al., 1983),
for estimada por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS em 24 kDa. Bacillus sp.

produziu xilanase alcalina com massa molar de 32 kDa (BLANCO ef al., 1995).
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Tabela 4.8: Massa Molar das principais bandas das faixas 2, 3 e 4.
a B C d E
20284 Da 24235Da 33387 Da 57967 Da 70501 Da

A Figura 4.9 apresenta o comportamento do pH no ponto central durante a produgdo

de xilanase do segundo planejamento. O pH inicial do meio de cultura foi ajustado para 9,5

e a primeira leitura do pH apés a adi¢@o do indculo foi 8,75.

(4]

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 4.10: Monitoramento do pH no ponto central do segundo planejamento

4. 1. 5. Producio da Xilanase em Biorreator

A Figura 4.11 mostra o fermentador Bioflow III utilizado para a produgdo de

xilanases e a Tabela 49 apresenta a composi¢do do meio de cultivo utilizada nesta

fermentacao.

As condigoes de operagdo foram:
e Volumeutil= 1,5 L em dorna de 2L.

» Fracdo de inoculo = 20%, para 1,5 litros foram adicionados 300mL de indculo.

e D.O. = mantida em 50% por controle simultdneo da agitagdo e da entrada de ar
comprimido
e T = mantida em 40°C

e pH (apos a adi¢do do inoculo) = 8,75 (ndo foi controlado, somente monitorado)
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Figura 4.11: Bioreator utilizado na producio de xilanases

Tabela 4.9: Composi¢iio do meio de cultivo para producio de xilanases no bioreator
% Xilana % Peptona % (NH4)2S04
3,0 06 015

Para esta produgdo de xilanases em bioreator, a atividade maxima foi de 173,30
U/mL em 10 horas de fermentagdo, alcangando uma produtividade maior do que a obtida
em frascos agitados, 17,33 UmL".h" Este resultado obtido na primeira fermentagdo em
bioreator pode indicar que niveis mais elevados de atividade enzimatica podem ser
alcangados se um estudo de otimizagdo das condigdes de operagdao em bioreator fosse

realizado.

Este caldo enzimatico foi utilizado para a aplicagdo em branqueamento de polpas de

papel
4. 1. 6. Comparaciio da Produtividade de Xilanases com Dados da Literatura
A Tabela 4.10 apresenta os resultados da produgdo de xilanases por B. pumilus neste

trabalho comparada com as maiores produtividades obtidas por outras cepas descritas na

literatura.
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Tabela 4.10: Comparaciio da produtividade obtida com dados da literatura

Microrgantsmo  Atividade Condigdes Tempo de Produtividade Referéncia
Xilandsica do Teste  Cultivo (U.mL™*.n"
(U/mL)  (pH e T°C) (h)

Bacillus sp. 1000 6,0 ¢ 60 15 66,67 SAMAIN eral.,
Mutante 1997
B. pumilus 173 90e55 10 17,30 Este trabalho
S. lividams 784 nd* 48 16,33 BERTRAND e
recombinante al., 1989
Bacillus sp. 100 6,0 e 60 9 11,11 SAMAIN et al,
1992
A. pullulans 633 nd* 70 9,04 LEATHERS, 1986
mutante
Bacillus 400 nd* 48 8,33 RATTO eral,
circulans 1992
Yeast sp. 570 nd* 70 8,14 BASTAWDE et
al., 1994
Trichoderma 350 nd* 80 437 GAMERITH &
ressei STRUTZENBER
G, 1992
Fusarium 245 7,0 € 50 96 2,55 CHRISTAKOPO
oxysporum ULOS eral, 1996
Bacillus sp. 28 8,5e50 48 0,58 YANG et ai., 1995

* nio determinado

A produtividade obtida (17,33 UmL™ h™") pelo B. pumilus evidencia seu potencial
para produgio de xilanases alcalinas visando aplicagio em branqueamento de polpas de
papel. A produtividade alcancada neste trabalho foi superada somente pela obtida por
SAMAIN ez al 1997 (66,67 UmL" h™"); que utilizou um microrganismo modificado
geneticamente e xilana hidrolisada como substrato, obtendo assim, um aumento de 6 vezes

na produtividade quando comparado com o trabalho anterior.
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4.2, Aplicacio de Xilanases em Branqueamento de Polpa Kraft

Os testes de aplicagfo da xilanase na polpa Kraft foram realizados de acordo com o
item 3.2.4 e os pardmetros de avaliagdo foram a absorbincia a 280nm, o nimero Kappa, a
alvura e a viscosidade. A leitura da absorbincia a 280 nm indicou o teor de lignina residual,
pois quanto maior a absorbdncia, maior quantidade de lignina foi liberada em solugéo,

evidenciando uma maior atuagio da xilanase na polpa.

A Tabela 4.11 apresenta os resultados de aplicagio da xilanase de B. pumilus na
polpa Kraft e a Tabela 4.12 apresenta os resultados de aplicagio da enzima comercial
Pulpzyme HC da Novo Nordisk.

Tabela 4.11: Aplicagiio de xilanases de B. pumilus na polpa Kraft

Teste Concentragio Tempo Numero Alvura Viscosidade Eficiéncia Abs
(U/10g polpa) (horas) Kappa (°GE) (cP) Deslignificagio 280nm
| (*e)

- 10,5 492 410 0 - e
C 2 10,3 4838 20 00— 0,408
E 50 2 9,0 50,9 42.8 14 0,566
E 200 2 8,8 52,0 42 4 16 0,792
E 500 2 7.8 52,6 42,0 26 0,846

P = Polpa antes do tratamento enzimatico
C = Controle sem a aplicagio da enzima

E = Xilanases de B. pumilus

Tabela 4.12: Aplicacio da xilanase Comercial na polpa Kraft

Teste Concentragio Tempo Numero Alvura Viscosidade Eficiéncia Abs
(U/10g polpa) (horas) Kappa (°GE) (cP) Deslignificagio 280nm

(%)
P e e 10,5 492 I R —
C -——= 3 10,3 48,8 420 - 0,408
EC 50 3 8.6 52,1 42,0 18 0,711
EC 250 3 7.9 54,3 43,0 25 0,857

EC = Xilanase comercial
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Nio foi possivel verificar a redugio de cloro no processo utilizando a xilanase como
uma etapa de pré-branqueamento. O ideal seria termos utilizado uma seqiiéncia de
branqueamento usada industrialmente (como a da Champion (CpEqpD), por exemplo) apds
aplicagio da enzima, para atingir viscosidade, mimero Kappa e alvura finais de 18-24cP,
Kappa ! e 89°GE respectivamente. A utilizagio da seqiiéncia industrial no tratamento da
polpa néo foi possivel devido a falta de equipamentos e condigdes de seguranga, pois o Clz
{cloro) e o ClO, (didxido de cloro) sdo altamente tdxicos, além de que o didxido de cloro

deve ser produzido no local de consumo porque ¢ explosivo e ndio deve ser transportado.

Provavelmente o método mais rapido de medir o teor de lignina residual na solugdo ¢
a medida da absorbincia a 280nm (da 4gua residual) apds o estagio enzimético. Quanto
maior a absorbincia maior a quantidade de lignina residual e consequentemente mais
efetivo foi o tratamento. Pela Tabela 4.11 podemos verificar que a absorbéncia a 280nm
aumenta consideravelmente (de 0,408 para 0,846) na polpa tratada com 50U/g de enzima

em relagio ao controle.

Também foi possivel observar uma redugéo de 2,5 unidades no mimero Kappa, de
10,3, polpa ndo tratada (C ) para 7,8 na polpa tratada com 50U/g polpa seca (Tabela 4.11),

neste caso a eficiéncia de deslignificagio foi de 26%.

A Figura 4.12 apresenta uma comparagdo entre o tratamento feito com a enzima
comercial Pulpzyme com o tratamento utilizando xilanases de B. pumilus produzida no
laboratorio. Pode-se observar que a enzima comercial reduz o numero Kappa em
aproximadamente 0,5 unidades a mais que a xilanase de B. pumilus. Entretanto, os valores
de pH testados foram diferentes, para a enzima comercial foi utilizado pH 8,0 e para a
enzima de B. pumifus pH 9,0, indicando elevada resisténcia & alcalinidade da segunda

enzima,

BOCCHINI et al. (1997), apds o branqueamento enzimatico da polpa, continuaram a
seqiiéncia com diéxido de cloro e extrac@o alcalina, obtendo uma redugdo de 23% na taxa
de cloro utilizada na deslignificagdo da polpa para atingir os mesmos niveis de nimero

Kappa e alvura do que os obtidos sem o tratamento com a enzima. Nesta seqliéncia foi
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observada a reduciio de apenas uma unidade no nimero Kappa com o tratamento

enzimatico.

MUNK (1993) utilizou um branqueamento ECF (branqueamento sem adi¢#o de cloro
elementar) com tratamento prévio com xilanases na seqiéneia de branqueamento XDEDED
(xilanase - diéxido de cloro - extragdc alcalina). O estagio enzimdtico alcangou uma
redugfio de 1,4 unidades no mimero Kappa e no final do branqueamento foi obtido uma
alvura de 91% com economia de 25% de cloro ativo e 16% de NaQH comparando-se com a

seqiiéncia sem o tratamento enzimatico.

100+

“-.._ Xilanases de B. pumillus

Namero Kappa
b
o
1

enzima comercial

™
O
1

70 r—— Tt T1 1 71 "7 "1t 1T V11
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Figura 4.12: Comparacio entre os tratamentos com xilanases de B. pumilus ¢ a
xilanase comercial

De acordo com a literatura, o uso da xilanases no branqueamento da polpa Kraft tem
mostrado, em geral, uma redugdio no uso de cloro utilizado no branqueamento quimico
convencional atingindo alta brancura sem alterar as propriedades da polpa. Resultados de
laboratorio e de plantas industriais mostraram uma reducfo de aproximadamente 20-25%
de cloro ativo total para madeiras duras ¢ uma redugdo de 10-15% para madetras moles
(VIIKARI et al., 1987, BUCHERT et al., 1992; SHERKER et al., 1992; YANG et al

1993). Essa redugdio no uso de reagentes quimicos pode representar uma diminui¢do no
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custo quando se utiliza grandes quantidades de cloro e também uma redugdo da quantidade
de organoclorados nos efluentes, o que resulta em beneficios para area ambiental (BAJPAIL
1999).
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5. CONCLUSOES

Niveis similares de producio (entre 120 ¢ 130 U/mL) foram obtidos no segundo
planejamento experimental com concentragio inicial minima de xilana em 12 horas (ensaio
7) e com concentrago inicial maxima de xilana em 24 horas de fermentagiio (ensaio 4).
Essa dependéncia da concentragio inicial de xilana no tempo otimo de fermentagdo foi

verificada devido & repressdo catabdlica por produtos da hidrélise da xilana.

A maior produtividade xilanasica em frascos agitados (12,17 UmL'h™") foi
verificada no ensaio 7 do segundo planejamento experimental, pois foi obtida elevada
produgdo de xilanase (121U/mL) com concentragiic minima de xilana (1%) e menor tempo

de fermentagio (10 horas), resultado econémico satisfatério.

A maior producéio da enzima em frascos agitados (129 U/mL) foi verificada no ponto
central do segundo planejamento experimental em 20 horas de fermenta¢io com uma
produtividade de 6,47 UmL”' k™, o qual apresentava 3% xilana, 0,6% peptona, 0,15%

sulfato de aménio e pH 9,5.

Para a produgio de xilanases no bioreator com a mesma composicdo, a atividade
maxima foi de 173,30 U/mL (a pH 9 e 55 °C) em 10 horas de fermentagao, alcangando uma
produtividade maior do que a obtida em frascos agitados, 17,33 UmL'h™.

Essa produtividade elevada evidencia o potencial do B. pumilus para produgio de

xilanases alcalinas e termofilicas visando aplicagio em branqueamento de polpas de papel.

Quanto a aplicagdio da enzima produzida no branqueamento de polpas kraft, foi
verificado uma redugdo de 2,5 unidades no mimero Kappa sem afetar a viscosidade da

polpa, o que representa uma eficiéncia de deslignificagdo de 26%.

A adi¢do de xilanases de B. pumilus produzdas no Laboratério de Engenbaria
Bioquimica (FEQ-UNICAMP) no pré-branqueamento enzimatico de polpas de papel
apresentou resultados superiores aos encontrados na literatura, evidenciando o potencial

desta enzima para aplica¢io em indastrias de papel e celulose.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar um planejamento experimental completo, incluindo a configuracio
estrela (pontos axiais), para obter as superficies de resposta para o meio de cultivo

otimizado e gerar um modelo que possa ser utilizado para fins preditivos.

Otimizar as condigbes de operagdo da produgfio de xilanases em bioreator,

incluindo a aeragfo e a agitacgéo, ainda ndo estudadas com este microrganismo.

Produzir xilanases em bioreator utilizando xilana como substrato em batelada

alimentada.

Estudar a concentragdo Otima de indculo, visando diminuir a fase lag e

consequentemente, aumentar a produtividade.

Estudar a viabilidade econdmica para a produgio de xilanases em larga escala.

Estudar a cinética da producio de xilanases por B. pumilus no bioreator, incluindo

os pardmetros cinéticos Ky, € Vi, bem como os rendimentos Yes € Yxss.
Aprofundar o estudo da aplicagdo de xilanases no pré-branqueamento de polpas

Kraft, contimiar a seqiiéncia de branqueamento apds a aplicagio da enzima e

verificar a porcentagem de reducio de cloro no processo.
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ABSTRACT

Active xylanases at high temperature and at alkaline pH, have great potential for
industrial application, such as the bleaching process, without any need for cooling or
changes in pH. Production of cellulase-free xylanase by Bacillus pumilus was enhanced
by optimization of initial pH of the culture medium, the type and concentration of
nitrogen source and the concentration of carbon source. The xylanase activity was
studied at pH 9 and 55°C. Under these conditions, yields as high as 130 U/ml of culture
medium were obtained.

Key words: Alkaline xylanase, production, Bacillus pumilus

INTRODUCTION

Hemicellulose is the second most abundant polysaccharide in plant cell walls,
accounting for 10 to 30% of the dry weight of wood. Xylans, the major hemicellulose
component, contain B-1,4-linked D-xylose backbones with arabinose, 4-O-methyl-D-
glucoronic acid and acetic acid substituents (4).

Endo-$3-1,4-xylanases, mainly responsible for the enzimatic hydrolysis of xylan,
are excreted by numerous microorganisms (14). Xylanase production has been reported
by Bacillus {11, 13), Bacillus subtilis (15), Bacillus stearothermophilus (3} and Bacillus
pumilus (5, 12).

Cellulase-free xylanase can be used in the prebleaching of Kraft pulps, in order
to reduce the amount of chlorine required to achieve a target pulps brightness (16) and
consequently reduce the chlorcorganics released in the effluent.

The aim of this work was to increase the xylanase yield by Bacillus pumilus to
allow an industrial application.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms and culture medinm: Bacillus pumilus was isolated from soil and
wood decomposition from Holambra, SP, Brazil (5). The microorganism was



maintained on birchwood xylan agar and subcultured monthly. The basic culture
medium contained (8): xylan Birchwood (Sigma) (10 g/L); peptone (1.0 g/L); Tween 80
(1.0 g/L); (NH)=SO4 (1.4 g/L); KHPO, (2.0 g/L); uréia (0.3 g/L); CaCl; (0.3 g/L),
MgSO4.7H20 (0.3 g/L) and trace of the following mineral solution: FeSO,.7H20
(5.0mg/L); MnSQO4.H,0 (1.6 mg/L); ZnSO4.7H,0 (1.4 mg/L), CoCL> (2 0 mg/L). The
initial pH was adjusted to10 with 2N NaQOH.

Enzyme production: For the xylanase production, 20% of inoculum (incubated in the
basic culture medium at 40°C for 20 h) was transferred to 50 m! Erlenmeyer flasks
contaming 10 mi of the investigated culture medium. The cultures were incubated at
40°C in rotary shaker at 250 rpm. The fermented medium was centrifuged for 10 min at
12000g,.

Xylanase assay: Xylanase activities were determined by measuring the reducing sugars
liberated from Birchwood xylan (1%) homogeneously suspended in 100 mM glycine-
NaOH buffer (1). The amount of reducing sugars were determined according to Miller
(10). One unit () was defined as the quantity of enzyme required to liberate 1 umeol of
xylose equivalent per minute at 55°C and pH 9.

Cellulase assay: Cellulase activities (FPase) were determined according to IUPAC
Method (7). One unit (U) was defined as the quantity of enzyme required to liberate 1
pumol of glucose equivalent per minute at 50°C and pH 10.

Optimization of the xylanase preduction: The production of xylanases was studied by
experimental design. In this study were investigated 4 factors (imtial pH, xylan,
ammonium sulphate and peptone concentration) in two levels {Table 1).

TABLE 1. Values studied in the experimental design

Level
Factors -1 0 +1
Xylan (%0 w/v) 1.0 3.0 5.0
Peptone (% w/v) 0.1 0.6 1.1
(NH,),S0; (% w/v) 0.05 0.15 0.25
pH 8.5 9.5 10.5
RESULTS AND DISCUSSION

Cellulase activity is unwanted for pulp and paper application, because it
degrades cellulose fibers and destroys pulp properties. Cellulase activities was
investigated by incubating the fermented broth with filter paper according to IUPAC
Method, and the celiulase levels were found to below 0.009 U/ml. According to
Milagres et al. (9) and Yang et al. (17), cellulase levels (FPase) were found to 0.17 U/ml
and 0.5 U/ml respectively.

Xylanase production was studied by a fractionary experimental design with 4
factors and 4 central point in 2 levels (Table 2). This design resulted in 12 assays {2,6).



TABLE 2. Fractionary experimental design 2"

Assay | xylan peptone  (NH4),SO,  pH
1 1% 0,1% 0,05% 85
2 1% 0,1% 0,25% 10,5
3 1% 1.1% 0,05% 10,5
4 1% 1.1% 0,25% 8,5
5 5% 0,1% 0,05% 10,5
6 5% 0,1% 0,25% 8,5
7 5% 1,1% 0,05% 8,5
8 5% 1.1% 0,25% 10,5

g+ 3% 0,6% 0,15% 9.5
10 * 3% 0,6% 0,15% 9.5
i i R 3% 0,6% 0,15% 9,5
127 3% 0.6% 0,15% 9.5

* Central point

Figure 1 shows the results of this study of xylanase production. It was observed
(Fig. 1-A) that higher level of production, 121 U/ml, was achieved in 12 h, showed in
assay 4, which contained 1% xylan, 1.1% peptone, 0.25% ammonium sulphate and pH
8.5. In the Fig. 1-B was observed that higher level of production, 125 U/ml, was
achieved in 24 h, showed in assay 7, which contained 5% xylan, 1.1% peptone, 0.05%
ammonium sulphate and pH 8.5. For both assays the peptone concentration and the
initial pH was 1.1% and 8.5 respectively. Thus, the xylanase production was influenced

by this factors.

Although the greatest production of enzyme was attained with central point (130
U/ml in 20 h), which contained 3% xylan, 0.6% peptone, 0.15% ammonium sulphate

and pH 9.5.
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Figure 1. Time course of xylanases production (A) assays with minimum xylan; (B)
assays with maximum xylan, (C) central points

Figure 2 shows the time course of xylan consumption, xylanase activity and
cellular concentration to the assay that contained the composition of the central point.
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Figure 2. Time course profile of = a)cellular concentration, b) xylanase activity;
¢) xylan concentration



As can be observed in the Figure 2, xylanase activity profile was inversely
proportional to the xylan concentration profile, and the maximum activity was found
when all the substrate was consumed. Thus, it’s probable that the time necessary for
maximum production was influenced by initial xylan concentration.

This can be observed comparing the graphs in the Figure 1, where similar levels
of production (among 120 and 130 U/ml) were found with minimum xylan
concentration in 12 h as maximum xylan concentration in 24 h.

For this study, the better composition was showed by assay 4, because obtained
higher xylanase production with minimum xylan concentration and less time.
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Para reduzir os problemas ambientais. a indistria
de papel e celulose vem buscando alternativas para
seus processos de branqueamento através da
tecnologia enzimatica. Desta forma. xilanases tem
sido empregadas durante o processo de pre-
branqueamento de polpas Kraft. com intuito de
diminuir a carga de cloro utilizada nas etapas
subsequentes e. consequentemente. reduzir a
quantidade de organoclorados no efluente.

O uso de enzimas para aumentar a deslignificagdo
de polpas de papel foi inicialmente sugerido por
Vilkari er al. (1986). e revisado por varios autores.
dentre eles Daneault ef al. (1994). Duran er al. (1995)
¢ Duarte et al. (1999).

Xilanases ativas em condigdes alcalinas e
temperatura acima de 45°C possuem elevado
potencial de aplicagdo em branqueamento de polpas
de papel, ja que podem ser introduzidas livremente
nos diferentes estigios do processo sem a
necessidade de drasticas etapas de resfriamento ou
ajustes de pH. Bactérias sdo aptas a produzir enzimas
xilanoliticas termoestaveis e tolerantes a alcali, o que
torna atrativo o estudo da producdo de xilanases por

Bacillus pumilus.

Para viabilizar a aplicagdo de xilanases em larga
escala € necessario que esta seja obtida com alta
produtividade e baixo custo. Os principais objetivos
deste (rabalho foram otimizar as condigdes de
produgdo de xilanases alcalinas por B. pumilus em
fermentagio submersa, extrair ¢ purificar a enzima do
caldo de fermentacdo utilizando sistema de duas fases
aquosas (SDFA) e aplicar as «xilanases no
branqueamento da polpa kraft de eucalipto.

O meio de cultivo foir 1nvestigado por
planejamento estatistico. objetivando maximizar a
produgdo de xilanases em frascos agitados. Apos
determunar as melhores condi¢gdes de cultivo, um
biorreator com volume util de 2L foi utilizado para
produzir a quantidade necessaria de enzima para
aplicacdo nos testes de branqueamento.

A purificacio do caldo de fermentacdo foi
desenvolvida por particdo em SDFA e foram
estudados os efeitos da concentragdo ¢ da MM do
PEG e das concentracdes dos sais (K-HPO, e NaCl).

A maior produgdo da enzima em frascos agitados
foi 129 U/mL em 20 horas de fermentagdo, no ensaio
composto por 3% de xilana. 0.6% de peptona. 0,15%
de sulfato de amdnio. pH 9.3 e 40°C (Figura ).

Para a producio de xilanases no bioreator com a
mesma composicdo. a atividade maxima foi de
17330 U/mL (a pH 9 e 55 °C) em 10 horas de
fermentacdo. alcancando uma produtividade maior do
que a obtida em frascos agitados. 17.33 UmL™ h™.
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Figura 1: Predugdo de xilanases: a) crescimento celular; b)
atividade xalanasica; ¢) consumo de xilana

O melhor sistema para a purificacdo de xilanases
foi 0 composto por 22% de PEG 6000. 10% de
K-HPO, e 12% de NaCl com um fator de purificacio
de 40 vezes e 97% de rendimento (Tabela 1).

Tabela 1:; Coeficientes de particio (K) . fatores de
purificacdo (FP) e rendimento (R) obuidos no SDFA

Atividade K K Purificagdo  Rendimento
(U-‘!ﬂ'lj..) ¢Ozima  proteina (Fp) %

topo fundo topo fundo topo fundo
170 37 30.1 004 401 0.1 97 3

Quanto a aplicac¢do da enzima no branqueamento
de polpas Kraft. fo1 verificado uma redugiio de 2.3
unidades no namero Kappa. sem afetar a viscosidade
da polpa quando esta foi tratada com xilanases na
dosagem de 30U/g polpa seca, o que representa wma
eficiéneia de deslignificacdo de 26%. Este resultado
foi  superior aos encontrados na literatura.
evidenciando assim. o potencial desta enzima para
aplicacdo em branqueamento de polpas de papel.
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Abstract

This work investigated more than 500 colonies with xylanolytic activity which were able to grow in a medium containing corn
xylan as the only carbon source. Qut of the 500 colonies, 22 microorganisms were aiso able to grow in birchwood xylan and were
cellulase-free producers. The xylanase activity was studied at pH 10.0 and pH 5.0. It was observed that the three best produccrs
of alkaline xylanase yielded enzyme levels in the range of 2.6 to 4.0 U/mi. Enzyme levels of 1.0 to 1.25 Urml were achieved by
four other microorganisms. Conversely, there were three microorganisms that produced a xylanase whick was mostly active at
pH 5.0. There was just one microorganism able to produce an enzyme active at pH 10.0,

The alkaline xylznases from crude fermentation broth were extracted in aqueous two-phase systems (ATPS) composed of 165
polyethyleneglycol (PEG 60() and 8% phosphate salt. A purification factor of 57 and a 41% yield of enzyme activity were
achieved for the system containing 16% PEG 6000, 8% K,HPO, and 12¢% Na(l. © 1998 Published by Elsevier Science Ltd. All

rights reserved.

Keywords: Aalkaline xylanases; Baciffus punilus, Enzyme purification; Aqueous two-phase svsterns: Protein partitioning: Downsiream processing

1. Introduction

" Extremophilic enzymes, which are active under
alkaline conditions and higher temperatures, have
great potential for industrial application, such as the
bleaching process, without any need for eoocling or
changes in pH (Shoham er al., 1992). In the case of
agrofiber or kraft processing, enzyme preparations with
low celulase activity are also desivable. Curreatly, most
of the commercially available xylanases have been
produced by fungi and are active at neuiral or acidic
pHs and their optimum temperatures for activity are
below 45°C.

The polysaccharide xylan comprises the major part
of the hemicellulose fraction of many plant materials.
It is mainly formed by heteropolysaccharides of a chain
of p-14linked o-xylanopyranose units highly substi-
tuted mostly by acetyl, arabinosyl and glucopyranosyl
residues (Aspinall, 1980). Xylanases are important
enzymes for the degradation of plant materials and for
releasing the readily assimilable carbon sources.

*Corvesponding author.

0960.8524/99/8 — see front matter © 1998 Published by Elsevier Science Lid. All rights reserved.
PIL: 50960-8524(98)00079-0 '

The xylan chemical modification by xylanases can be
used for several different applications which require
lignocellulolytic bioconversion. such as paper and cellu-
lose production and textile, food and feed industrial
processes (Milagres & Prade, 1993; Silva et al.. 1994).

Purification of target proteins requires their separa-
tien from the media or from the raw extract used for
the maintenance of the biomolecules. The product is
usually present at low levels and also needs to be
concentrated. Protein ¢xtraction in agueous two-phase
systems (ATPS) is a rapid procedure which avoids most
of the problems of denaturing fragile molecules in
chromatographic beads. ATPS provide a gentle
environment for biologically active proteins and may be
employed on a large scale (Kula, 1990). In order to
have a high yield, recovery and also a good purification
factor for a target protein, a composition of the ATPS
has to be selected to quantitatively extract the desirable
protein from one of the phases with minimal concen-
tration of contaminant molecules (Franco et al., 1996).

The purpose of this work was to isolate bacteria able
to produce alkaline xylanases, and to characterize and
purify the enzymes. Two isolates (B and I) identified as
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Bacillus pumilus produced the highest xylanase activity
and they were ccliulase-free. Despite belonging to the
same species, they were characterized as different
strains. Xylanase isolated from B. pumilus was purified
in an aqueous two-phase system composed of PEG
6000 and K;HPQ,.: The effect of NaCl concentration
(3, 6. 9 and 12% w/w) in improving the recovery of
xylanase was aiso inyestigated.

2. Methods

2.1 Materials

Polyethylene glyool (PEG 6000, Synth, Brazil), potas-
sium phosphate dihasic and sodium chloride (Ecibra,
Brazil). Birchwood xylan (Sigma, USA) was used as the
substrate. All other chemical and biochemical reagents
used were of an ana.tyucal grade.

2.2. Screening of miaoorgauifm

Microorganisms with xylanolitic activity were isolated
from several sources of s0il and wood decomposition
material from Holambra, SP, Brazil. The isolates were
screened and maintained on com xylan agar and
subcultured monthly. The xylanase was screened for
using 1% xylan in 1.5% agar overlaid on Petri dishes,
Xylanases-producing bacteria created clear halos
arcund colonies on xylan plates. The screening for
cetlulase-free  mictoorganisms was done using 1%
carboxymethylcellulose (CMC) in 1.5% agar overlaid
o Petri dishes. Cellulase activity was detected by
staining the CMC plates with 1% Congo red in water
for 15 min while shaking. The plates were rinsed with
1 M NaCl and colonies expressing cellulase appeared
as clear zones (Tremblay & Archibald, 1993). After
fermentation, this was confirmed by cellulase activity in
filtrates according to the IUPAC method (Ghose,
1987).

2.3. Enzyme production

For the enzyme production, the isolated micro-
organisms previously incubated for 48 h were trans-
ferred 1o 50 ml Erlenmeyer flasks containing 7 ml of
the following culture medium (Mandels & Stenberg,
1976): xylan Birchwood (Sigma), 10.0 g; peptone, 1.0 g;
Tween 80, 1.0 g; (NFL),50,, 1.4 g; KH,PQ,, 2.0 g; urea,
0.3 g; CaCl, 03 g MgSO.7H;0, 03 g; FeSO,.7H:0,
50mg; MnSO.H,0, 16mg ZnSO,7H.0, L4mg;
CoCl,, 2.0 mg; distilled water to 1000 ml; adjusted to
pH 10 with ZN NaQH. Fermentation was carried out
for 48 h at 45°C. The fermented medium was centri-
fuged for 15min at 12,000g and filtered in 0.22 ym
Millipore membrane.

2.

2.4. Determination of xylanase activily and stability

Enzyme activities at pHS5 were determined
according to Bailey et al. (1992) and the amount of
reducing sugars was determined according to Miller
(1959). and activities at pH 10 were measured under
the same standard assay conditions, replacing the
previous buffer by 100 mM glycine-NaOH buffer at
45°C. Enzyme stability was determined by measuring
xylanase activity of samiples previously incubated at
pH 10 at 45°C. Xylan from birchwood (Sigma) was
used as substrate.. One unit of xylanase activity was
defined as 1 gmol of xylose produced per minute under
the given conditions.

25, Aqueous two-phase systems preparation

5g of 16% PEG 6000/8% K,HPO, (w/w) systems
was prepared in test tubes in duplicate from stock
solutions of 40% polyethyleneglycol (PEG) 6000 and
40% w/w dipotassium hydrogen phosphate (w/w). Solid
NaCl was added when necessary and the remainder
was fermented broth. The aqueous systems were mixed
with a Vortex for 1 min. Phase separation was achicved
by centrifugation for 3 min at 3000g.

2.6 Partitioning of total proteins

50 to 100 gl of the top phase was transferred from
each prepared system to a cuvette containing 2.4 ml of
water and 1.0 m] of Coomrassie blue solution, according
to Sedmak & Grossberg (1977). It was mixed well and
the Aqs was read with a spectrophotometer, against a
blank which had 50 ul of a top phase of a system which
kad been equally prepared without any sample. The
procedure was repeated for the bottom phase of each
system and a BSA standard curve was used to calculate
protein concentration. The partition coefficient, K, was
calculated as the ratio of protein in the top phase to
that in the bottom phase at room temperature.

2.7. Xylanagse partitioning

A known volume of each phase of the ATPS was
transferred for the measurement of the enzyme
activity. The ratio of the activity in the top phase to the
enzyme activity in the bottom phase was calculated.

2.8 Elecrrophoresis

SDS electrophoresis was carried out in 12%
hormogeneous gel (Laemmtbi, 1970) in the Mini-Protean
I system (Biorad). The staining was carried out in
Blue Coomassie R-250. The standard markers used for

"MW were from Pharmacia: phosphorylase b (94,000),
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bovine serum albumin (BSA. 67,000), ovalbumin
(43,000), carbonic anhydrase (30,000), soybean trypsin
inhibitor (20,100), x-lactalbumin {14,400).

3. Resuvits and discussion

In order to produce alkaline xylapase, 500 micro-
organisms from different soil sources were screened in
corn xylan-containing culture media at pH 10.0 at 45°C,
75 isolates were able to grow and to create clear halos
on corn xylan ptates and only 22 produced clear halos
on birchwood xylan plates. As they had also been
incubated on CMC piates, with carboxymethyicellulose
as the only carbon source, the 22 microorganisms
chosen for investigation in this work were cellulase-free
producers. Cellulase activity was also investigated by
incubating the filtered fermented broth with filter
paper according to IUPAC, and the cellulase levels
were found to be below 0.009 U/ml.

Xylanase activity was determined at pH 10.0 because
of the similarity of these pH conditions with the
bleaching process for paper and cellulose. The activity
assays at pH 5.0 were carried out for comparison with
the fungal enzymes which are mostly active at neutral
or acidic pHs according to the literature (Daklberg et
al., 1996).

It was observed that the best producers of alkaline
xylanase were microorganisms B, I and K which yielded
enzyme levels from 26 o 40U/ml (Fig. 1). The
isolates B, I, K and L were identified as different
strains of Bacillus pumilus.

Enzyme levels of 1.0 to 1.25 U/mi were achieved by
microorganisms L, M, R and S. In contrast, micro-
organisms N, O and P produced xylanases which were
mostly active at pH 5.0. It is important to notice that
microorganism L was able to produce an enzyme which
was only active at pH 10.0. The behaviour of the latter
microorganism suggests that a different enzyme may

have been produced by L, which did not degrade xylan
at pH 5.0 or become unstabie at this pH. The enzyme
production profile observed for the B, I, K. M, N, O, P,
R and § microorganisms may indicate the formation of
two different enzymes, one of which would be most
active at acidic pH and the other at alkaline pH.
However, it can aiso indicate the produition of
enzymes with completely different structures.

Table 1 reports the specific activity of the alkaline
xylanases.

Figure 2 illustrates the SDS-PAGE electrophoresis
of the main proteins excreted by microorganisms §, M
and N and Fig. 3 shows the gel of the extracellular
proteins of microorganisms K, B and I Electro-
phoresis gel of a blank of culture medium before
fermentation has not shown any protein bands. The
molecular weight of the main protein bands was
estimated to be about 78,900, 63,800, 24,500 and
13,500 Da.

For enzyme purification, the production of alkaline
xylanases and of total proteins by B. pwmilus was
monitored every 4 h. Maximum xylanase activity was
achieved at 24h of cultivation and after that the
xylanase level decreased. The specific activity in the
fermented broth was 0.97 U/mg of protein.

The stability of xylanase from microorganism I was
investigated at pH 10.0 in order to verify the suitability
of the enzyme for the bleaching process of alkaline
cellulose pulps. It was observed that the xylanase
relative stability was reduced to 75% after incubation
at 45°C for 30min and remained above 635% after
80 min of incubation in these conditions. Stability
assays of xvlanases produced by the other micro-
organisms are currently being investigated.

In order to purify the alkaline xylanase, the fermen-
tation broth from microorganism I was mixed with
PEG 6000 and phosphate at pH 0.0, since this enzyme
15 able to hydrolyse xylan at this pH. The final compesi-
tion of the ATPS was 16% PEG 6000 and 8% K.HPO,

Fig. [. Xylanase activity of 22 isolates az pH 5.0 and 10.0 at 45°C.

pH 10.0
1 D50 |
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Table }
Xylanase activity, extracelular protein and specific activity of the

besi xylarase producers strains
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Table 2

Effect of Na(l concentration upon the partition coefficient of the
xylanase and of total proteins in the 16% PEG 600038% K.HPQ,
aqueous system

Strain Xylanase Protein Specific activity

activity (UA) (mg/) {Usmg) %NaCl Kocreme Kacm
B 3983 %6.9 411 o 0.7 0.3
I 2981 94.1 n.7 3 25 7
K 2639 934 t 85 6 49 53
L 1228 97.1 12,7 9 30 20
M 978 88.3 111 12 0.7 108
N 143 128.6 L1
O 30 89.7 35
5 1312 758 17.1 was observed that xylanase partitioned towards the

and the enzyme concentration was 183 UA of aqueous
system.

Table 2 shows the influence of NaCl concentration
upon the xylanase and protein partition coefficients. It

3 4

[3%]

1

Fig. 2. SD5-PAGE of fermented media by isolates §, [ and N. Lane
I: molecelar markers. Lane 2: strain S, Lane 3: strain L Lane 4:
strain M.

Fig. 3. SDS-PAGE of fermented media by isolates K. B and L. Lanc
1: molecular markers. Lane 2- strain K Lane 3: strain B. Lane 4:
strain L.

bottom phase in the absence of NaCl and in systems
containing 6 and 12% NaCl and that it partitioned
towards the top phase in systems containing 3 and 9%
NaCl. However, the xylanase partition coefficient was
affected less by the addition of NaCl to the ATPS than
the total proteins. The partition coefficient of the total
proteins was strongly influenced by NaCl concentra-
tion. The K value of the protein was raised from 0.3 to
108 in sysiems in the absence of NaCl and in systems
containing 12% NaCl, respectively.

The resufts of the purification of B. pumiius xvlanase
are summarised in Table 3. Figure 4 clearly shows that
the best separation of the enzvme from the contami-
nant material is achieved in PEG 60(00/phosphate
systems with 13% NaCi. As the enzyme partitions
towards the bottom phase and the contaminant
proteins (total proteins) were mainly collected in the
top phases of the systems composed of 16% PEG
6000/8% K,HPO,+12%% NaCl. the purification factor
was increased 57-fold in a single-step operation. The
xylanase yield in the bottom phase was 41%. Material
isolated from the top and from the bottom phases of
PEG 6000/phosphate+12% NaCl was applied into SDS
electrophoretic gels. Figure 5 shows that the top phase
contained most of the contaminant proteins (large
pumber of protein bands) and that the bottom phase
only contained fwo main protzin bands. This figure
expresses the potential application of partitioning the
fermented broth for the primary purification of

Table 3 .
Enzyme and protein yield and purification factor of Baciffus pumilus
(strain I} xylanase in the 165 PEG 6000,8% K.HPO. aqueous

system

Protein vield Ezyme
purification
Top  Bouom  Top Bottom factor

% NaCl Enzyme vieid

Top  Bonom

0 64 58 37 57 LT3 0.67

3 130 45 66 15 1.96 290

6 56 50 82 iz 0.69 116

9 2 46 L2 16 1.85 .28
12 31 41 114 0.8 036 57
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Fig. 4. Effect of NaCl upon xylanase and total proteins parstition
coefficients in the 16% PEG 6000/8% KHPO, aqueous system.

alkaline xylanase., since a significant reduction of
contaminants was achieved in a single-siep procedure.
Current experiments are being carried out to investi-
gate the effect of PEG molecular weight upon purifica-
tign of the enzyme.

Gaikaiwari et al. (1996) have separated xylanase
from Bacillus sp in ATPS by using two-step operations:
the first in 8% phosphate and 16% PEG 8000 and the
second in 12% phosphate and 8% PEG 8000 with a 1.2
purification factor and an 85% yield of enzyme activity.

4. Conclusion

Out of 500 microorganisms, 22 isolates were able to
grow and produce clear halos in softwood and

Fig. 5. SDS-PAGE of purification step in ATPS. Lane 1: molecuiar
markers, Lane 2: fermentation broth. Lane 3: bottom phase. Lane 4:
top phase.

hardwood xylan media. as the only carbon source. The
best producers were identified as four different strains
of B. pumilus, Amongst all isolates, 8. pumilus B was
the best producer of alkaline xylanase. The specific
enzyme activity of isolate B was 41.1 U/mg of extra-
cellular protein. ) '

The ATPS composition of 8% K.HPO,, 16% PEG
6000 and 12% NaCl has+proved 10 be an excellent
system for the concentration and purification of the
xylanase in a single-step operation. A purification
factor of 57 and 41% of enzyme vield were achieved in
the bottom phase of this system.
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OPTIMIZATION AND EXTRACTION OF AN ALKALINE XYLANASE PRODUCED OF
Baclllus pumilus
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ABSTRACT '

Most of the xylanases commercially available produced by fungi are active at neutral or acidic
pH and their optimum temperature for activity is below 45°C. Exiremophilic xylanases which are dcu‘ve at
alkaline conditions have great potential for industrial application as a bleaching process without a.ny need
for changes in pH.

The best composition of the culture media for maximisation of the alkaline xylanase produced by
Bacillus pumilus able to hydrolyse birchwood xylan at pH 10 at 45°C was 3% xyian and 0.6% peptone,
the highest enzyme activity was around 33.0U/mL. The enzyme from crude fermentation broth was
extracted in aqueous two phase systems (ATPS). An experimental design was used to study the effects of
polyethyleneglicol (PEG) molecular weight (MW) and PEG, phosphate and sodium  chloride
concenirations on xylanase recovery and purification factor. A purification factor of 33 and 2 98%
enzymne recovery were achieved for the system containing 22% PEG 6,000, 10% K-HPO, and 12% NaCl.

' L INTRODUCTION *

Many microorganisms exhibit a complex system of enzymes involved in the degradation of
hemicellulose. Xylan can be enzymatically hydrolyzed to xylose by xylanase and B-xylosidase.

The large number of potential applications of these enzymes in several Selds is one of the main
reasons for the investigation of fungal and bacterial xylanase production. Xylamases have also gained
increasing atiention as an aid ¢¢ chemical pulp bleaching (Paice et al., 1984; Biefy, 1985; Viikad et al.,
1994). Extremophilic enzymes active at high temperatures and alkaline pH have great potm:ial as they

can be introduced at different stages of the bleaching process without needimg chanpes in pH or

-

temperature {Shoham et al., 1992),

Purification of iarget proieins requires their separation from the media or from the raw extract
used for the maintenance of the biomolecules. Protein extraction in aqueous two-phrase systems {(ATPS) js
a rapid procedure which avoids most of problems of denaturing fragile molecullas in chromatographic
beads. ATPS provide a gentle environment for biologically active proteins and mazy be employed on a
large scale (Kula, 19%0).

The aim of this work was 1o optimise the composition of the culture medis for the production of
xvianase by Bacillus pumilus 5, and td extract the enzvme from crude fermentation Sroth in ATPS.

IL EXFERIMENTAL
Materisls: Polyethylenegivcol (PEG 6,000, Synth, Brazil), potassium phosphae dibasic and sodium
chloride {(Ecibra, Brazil). Birchwood xylan (Sigma, USA) was used as the subsozate. All other chemical
and biochernical reagents used were of an analytical grade
Microbial strain - B. pumtilus 5, previously isolated from wood decomposition mmaterial was maintained -
on xylan agar and subcultured montly.
Enzyme production - For the enzyme production, the microorganism previously incubated for 48h was
transferred to 50 ml Erlenmeyer containing 10 mL of the following cultume mediam which was
formulated accerding to Mandels and Stenberg, (1976): xylan Birchwood (Sigm=) and peptone, various
concentrafions according 10 the experimental design; Tween 80, 1.0; (NH,),S0,, Edg; KH.PO,, 2.0; urea,
0.3g; CaCly, 0.3g; MgSO.TH;O, 0.3g; FeS0,. 7TH,0, 5.0 mg; MnSO,. H;0, 1.6 mg, ZaS0,. 7H0, 1.4
mg; CoCls, 2.0 mg; distitled water te 1000 mL; adjusted to a pH 10.0 with NaOEg 2N. Fermentation was
carried out for 24h at 45°C. The fermented media was centrifuged for 15 min at 12000 x g,
Determination of xylanase activity - Enzyme activities were determined accarding to Bailey et al.
(1982) with Birchwood xylan 1% solution in 100 mM glycine-NaOH buffer, pH 14.0 at 45°C. The amount
of reducing sugars were determined according to Millter (1959). One unit of xylamsse activity was defined
as 1 umol of xylose produced per minute under the given conditions.

'i
H-vl*uuq.-.._._.



AnoNGE

PRODUCTION AND PURIFICATION OF AN ALKALINE XYLANASE
USING AQUEOUS TWO PHASE SYSTEMS.

Trabalho apresentado no IV Iberian Congress on Biotechnology - BIOTEC 98,
12 a 15 de Julho, 1998. University of Minho - Guimaraes, Portugal.



Experimental design - To determine the ideal concentration of xylan and peptone in the fermentation
media of B. pumilus to enzyme production, a complete fatorial design with five coded levels was
performed, according to Haaland (1989) and Barros Neto (1993). The levels of the variables studied were
determined from preliminary tests (Table 1). An other experimental design was applied to determine the
best ATPS to extract the xylanase (Table 2)

o Statistical analysis: Statistica for Windows, version 5.0A, was used for the regression analysis of the
SRS experimental data obtained. The quality of the fit of the polynomial model equation was expressed by the
W, coefficient of determination R?, and its'slatistic'al significance was determined by an F-tesk.

Table 1. Assigned concentrations of variables at different levels

g Levels
Factor -a -1 0 +1 +a
R Gl < Xylan (g/100mL) 0.17 1.0 30 ° S0 5.83
bt Peptone (2/100mL) 0,034 0.2 06 -+ 10 1,17
Table 2. Factors studied in ATPS using a fractionated experimental design 2*'
Factor Real Values of Levels
-1 0 1
PEG MW (Da) 1500 4000 6000
PEG concentration (%) 16 19 22
Yo Phosphate concentration (%) 10 s _ 13
NaCl concentration (%) 0 6 12

Aqueous two-phase systems preparation: Ten grams of the ATPS which compositions are shown in
Table 2 were prepared in test tubes in duplicate. The aqueous systems were mixed with a Vortex for 1
min. Phase separation was achieved by centrifugation for 5 min. at 3,000 x g.

Partitioning of total proteins: 500yl of the top phase was transferred from each prepared system to a
cuvette containing 1000pL of water and 1.5 mL of Coomassie blue solution, according to Sedmak and
Grossberg (1977). It was mixed well and the Ags was read with a spectrophotometer, against a blank
which had 500 pl of a top phase of a system which had been equally prepared without any sample. The
procedure was repeated for the bortom phase of each system and a BSA standard curve was used to
calculate protein concentration. The partition coefficient, Kyown, Was calculated as the ratio of protein in

the top phase to that in the bottom phase at room temperature.
Xylanase partitioning: A known volume of each phase of the ATPS was transferred for the measurement

of the enzyme activity. The ratio of the activity in the top phase to the enzyme activity in the bottom phase
was calculated (K azyac) .

III. RESULTS AND DISCUSSION
In preliminary experiments, xylan, peptone, (NH.),SO; and KH,PO, were tested for their
suitability to sustain good production of xylanase activity by 8. pumilus. The results indicated that xylan
and peptone are the most important factors on the formation of xylanase activity and were chosen for this
study. The design of the experiments and the experimental results is given in Table 3.

Table 3. Experimental design and results of the xylanase activity obtained for B.

pumilus %

S Assay Xylao (g/100mL) Peptone (g/100mL) Activity (U/mL)
1 1,0 0,2 10,1
2 1,0 1,0 124
3 5,0 02 11,0
4 s 5,0 1,0 13,7
- 5 0,] 7 0.6 2! a
6 5,83 0,6 18,3
7 3.0 0,034 48
S 8 3,0 1,17 23
’ 9 (c) 30 0.6 389
10 (¢) 3,0 0,6 313
11(c) 3.0 0,6 29.6

(c) = central point




Fifth European Weorkshep on Lignocellulosics and Pulp === 29

The experimental results were fitied with a second-order polynomial function and submitted to
the analysis of surface response. The model equation obtained and the surface response graphic for B.
B s | pumilus is presented in Figure 1. The statistical significance of the second-order model equation was
= l checked by an F-test. 3

. The analysis of variance applied showed that this model is significant at a confidence level of
95%, ihdicating that the enzyme activity responded to concentratiobn changes of xylan and peptone. The fit
of this model was also expressed by the coefficient of determinatibn R?, which wgs 89%.

The maximum activity was 33.0U/mL obtained at the central point (3% xylan and 0.6% peptone).
The optimum xylan concentration was three times higher than original media, which had 1% xylan, the
enzyme activity also increased in the same proportion (Table 3). B pumilus exhibit good enzyme activity
on the pH and temperature studied. According to Silva et al. (1994) Humicola sp produced 23U/mL of
xylanase at pH 5.0 and 50°C. |
p e The optimisation of ATPS aims high efficiency for enzyme recovery without affecting
; biochemical properties. Therefore the xylanase was mostly partitioned in the top PEG-rich phase in the
12 investigated systems (Table 4).

Table 4. Compositions of the investigated ATPS and partition coefficients of
xylanase (Kezyme) and of contaminant proteins (Korown)

Assay ATPS compesition -
PEG MW % PEG % phosphate % N2Cl Kot Koteria
1 1500 16 10 0 24.1 1.9
2 1500 16 13 ! 12 9.2 1.4
3 1500 22 10 - 12 1.1 2.6
4 1500 22 13 : 0 215 0.8
5 4000 16 10 I 12 366 0.3
6 4000 16 13 0 2.0 4.3
7 4000 22 10 0 22 26
8 4000 22 13 12 0.5 0.3
9 6000 16 10 0 5.1 0.3
10 6000 16 13 12 152 35
11 6000 o) 10 12 46.9 0.1
12 6000 Iz 13 0 238 1.0

The experimental design showed that the increase of molecular weight of PEG (from 1500 to
6000) raised the partition coefficient of the enzyme. In the same way, the increase of the concentration of
NaCl from 0 to 12% contributed for the increase of Ke.yme (Figure 2).

Another important point to be observed in order to have an effective purification factor is that the
contaminant proteins should be extracted in the opposite phase to the target enzyme. Therefore, for a high
value of K zyme it is necessary a small value of K0, and vice-versa.

Oyt MEMATH BRERUY
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Figure 1 - Effect of xylan and peptone Figure 2- Effect of PEG MW and NaCl
concentration on alkaline xylanse production concentration on partitioning xylanase
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Figures 3 and 4 show that the contaminant proieins partition into the bottom salt-rich phase with
the highest PEG molecular weight, with the highest NaCl concentration and with the lowest phosphate
concentration. The K., decreased from 2.5 to 0.5 replacing PEG 1,500 by PEG 6,000, 0% NaCl by
12% NaCl and 13% phosphate by 10% phosphate.

The best ATPS to purify xylanase was composed by 22% PEG 6,000, 12% NaCl and 10%
phosphate with 98% enzyme recovery and a purification factor of 33. Gaikaiwari et al-(1996) also used
ATPS to purify xylanase, although they reached only a purification factor of about 2.6 with $8% enzyme
recovery. ' -

Figure 3- Effect of PEG MW and phosphate Figure 4- Effect of PEG and NaCl
concentration on partitioning of contaminant concentrations on partiioning of contaminant
proteins. proteins

IV. CONCLUSION
B. pumilus exhibited good potential to produce alkaline xylanase (pH 10) at 45°C, which are
appropriate conditions for bleaching process.
The ATPS composition of 22% PEG 6,000, 13% K,HPO, and 12% NaCl has proved to be an
excellent system for the concentration and purification of the xylanase in a single-step operation. A
purification factor of 33 and 98% of enzyme yield were achieved in the bottom phase of this system.
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Xylan is 2 major component of hemicellufose and onc of the most abundant polysaccharides in
nature afier cellulose. Iis stucture is made vp of P-14-linked B-D-xylopyranosides highly
substitited. Xylanases catalyse the hydrolysis of xylan but most of the xylanases commercially
available have been produced by fungi are acuve at neutral or acidic pH and their optimum
temperature for activity is below 45°C. Various applications for xylanases in bieconversion and food
industries have been sugpested and one of the majar potential applications of xylanases involves the
pilp and paper indusiry. This way., cxu-:n'x::philic enzymes which are active at alkaline conditions
have great potential in bleaching process; without any need for changes in pH and with the
advantage in the release of polluting organic chiorine compounds.

The aim of this work is 10 optimise the xylax:'-lasc production, to extract and to purify the enzyme from
the crude fermentarion broth without ceil harvesting and to achieve higher purification factors and

anzyme yields,

The composinion of the cultre media was:'.optim.ised for the maximisation of the alkaline xylanase
levels and the minimisation of celullases produced by Bacillus pumillus. The produced xylanase
was able to hydrolyse birchwood xylan at pH 10.0 at 45° C.

The enzyme from crude fermentation broth was extracted by partiticning in agueous two-phase
svstems (ATPS) compased of phosphate and polyethyleneglycol (PEG). The effect of tie-line length,
PEG moelecular weight and NaCl concentrations upon the purification factors and yields of xylanase
were investigated by statistical design. The effect of pH and temperature on the xylanase activity
were identified.

The complete methodology, the results and dhc discussion will be shown in a full paper.
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