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RESUMO

RESUMO

A xilana, a qual ¢ hidrolisada pela xilanase, ¢ um abundante biopolimero encontrado
no tecido de vegetais como constituinte principal da parede celular. Muitas das xilanases
comerciaimente disponiveis sdio produzidas por fungos com atividade 6tima a pHs acidos
ou neutros e a temperaturas abaixo de 45°C. Existemn varias aplicagdes para a xilanase, mas
o seu maior potencial de uso € na industria de papel e celulose nos processos de
branqueamento da polpa. Deste modo, xilanases ativas em condi¢Bes alcalinas sfo
potencialmente tteis nos processos de branqueamento de polpa de papel sem necessidade
de mudangas no pH do processo € com a vantagem de diminuir a quantidade de

componentes organoclorados nos efluentes das indastrias de papel.

As duas motivagdes principais deste trabatho foram: primeiro, utilizar sistema de
duas fases aquosas (SDFA) para extrair e purificar a xilanase do caldo de fermentaciio,
produzido por Bacillus pumilus, pois o uso de SDFA pode ser uma alternativa mais
econémica e de ficil operagfo, para purificacio de bioprodutos, visto que as etapas de
extracdo e purificacio representam até 80% do custo destes bioprodutos. Segundo, aplicar
a xilanase no branqueamento da polpa kraft de eucalipto visando a redugfo de

organoclorados no efluente das indastrias de papel ¢ celulose.

A purificagiio primaria da xilanase foi desenvolvida por particic em SDFA. O
efeito da MM do PEG e das concentracbes de PEG e sais (K;HPO4 ¢ NaCl) foram
investigadas sobre o fator de purificagio e rendimento da xilanase, utilizando um
planejamento estatistico. O melhor sistema estudado foi o composto por 22% de PEG6000,
10% de K;HPO4 e 12% de NaCl com um fator de purificagio de 40 e 98% de rendimento.
A purificacio secundéria foi desenvolvida por cromatografia de troca iénica (CTI) em

resina SP-Sepharose (resina catidnica).

A aplicagio da xilanase no branqueamento da polpa kraft de eucalipto resultou em
reducio de 5 unidades no nimero Kappa (indice que mede teor de deslignificacio da
polpa), sendo este resultado superior aos resultados apresentados na literatura e indicando o

alto  potencial da xilanase no branqueamento de polpas de papel



ABSTRACT

ABSTRACT

Xylan, a group of heteropolysaccharides, is an abundant biopolymer found in plant
tissues as major component of cell wall, which is hydrolysed by xylanase. Several of the
xylanases commercially available produced by fungi are active at neutral or acidic pH and
their optimum temperature is below 45°C. Various applications for xylanases in
bioconversion and food industries have been suggested and one of the major potential
applications of xylanases involves the pulp and paper industry. This way, 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 lowering the release of polluting organic

chlorine compounds.

The two main motivations of this work was: first, to extract and to purify the
enzyme from the crude fermentation broth, produced by Bacillus pumilus, using aqueous
two phase systems (ATPS). Second, application of xylanase from crude fermentation broth
at hardwood kraft pulp bleaching.

The enzyme from crude fermentation broth was extracted by partitioning in ATPS
composed of phosphate and polyethyleneglycol (PEG). The effect of tie-line length, PEG
molecular weight and NaCl and phosphate concentrations upon the purification factors and
yields of xylanase were investigated by statistical design. The best system studied was that
one containing 22% PEG6000, 10% K:HPQ, and 12% NaCl with a purification factor of 40
and 97% yield of enzyme activity. Cation exchange chromatography was used as a second

step purification.

The effect of xylanase treatment on hardwood pulp was so significant. Tt was
achieved 5 units decrease in kappa number (index of delignification) indicating that

xylanase has a high potential use in kraft pulp bieaching,
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1. INTRODUCAO

Enzimas brutas vém sendo produzidas em larga escala industrial por varias décadas.
A tecnologia bésica para o seu desenvolvimento consiste de processos sofisticados que
incluem: selegdo ("screening") de microrganismos da natureza, desenvolvimento da espécie
por mutagdo para obter altos rendimentos e pureza, cultivo do organismo selecionado no
meio de cultura e sob condi¢gSes que induzem a formagdo da enzima, e finalmente
clarifica¢dio, concentraggo e estabilizagdo do caldo fermentado, a fim de obter a preparacio
enzimatica (FALCH, 1991).

Com o avango nas técnicas de engenharia genética, foi possivel produzir proteinas
de interesse e em quantidade elevada. Contudo, a tecnologia para a extragdo e purificagdo
de proteinas nfo tem acompanhado estes avangos. O alto custo associado com a
necessidade de atingir um produto com alta pureza, dificultam as aplicagbes destes
produtos na medicina, agricultura e na inddstria. Assim analises econdmicas mostram que 0
custo destas etapas de purificagiio podem atingir até 80% do custo total da biomolécula. E
necessario desenvolver processos de purificagio seguros, simples e que atinjam elevada

pureza a custos baixos.

O principal processo de purificacdo usade para purificago de enzimas € a
cromatografia (de troca iOnica, interagdo hidrofobica e de bioafinidade), o qual pode
alcancar altos graus de pureza e € relativamente simples (COONEY, 1984). Contudo, ela
apresenta problemas no escalonamento, ndo podendo ser utilizada de maneira totalmente

continua e apresentando alguns problemas de transferéncia de massa (CARLSON, 1988).

Uma alternativa para esses problemas vem sendo estudada através da substituig@o
das etapas cromatograficas por extragdio em sistemas liquidos de duas fases aquosas
(SDFA). O uso de SDFA pode proporcionar significativo aumento do fator de purificacio
e rendimento em uma unica etapa. Escalas pequenas podem ser linearmente ampliadas até

10.000 vezes sem perda significativa da eficiéncia (CARLSON, 1988).
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Até o final da década de 80, o uso de enzimas era ausente na industria de celulose ¢
papel. Mas com o aumento das exigéncias a fim de se minimizar os impactos ambientais,
vem sendo cada vez mais freqiiente o estudo do uso de xilanases nos processos de
branqueamento da polpa kraft, reduzindo o consumo de produtos quimicos, principalmente
o cloro, e consequentemente de efluentes nocivos ao meio ambiente como, por exemplo,
organoclorados e dioxinas (DURAN et al., 1995).

Apesar de ndo ser necessario o uso da xilanase pura para aplicagio na polpa kraft, a
purificacdo ¢ importante para se conhecer o tipo de xilanase que esta sendo produzida pela
fermentag@o do Bacillus pumilus, ¢ melhor caracterizada, por exemplo, quanto a massa

molar e condi¢Ses de pH e temperaturas nas quais a enzima é ativa.

Este trabalho investigou a purificagio da xilanase em sistemas de duas fases
aquosas (SDFA) e numa segunda etapa foi utilizado cromatografia de troca idnica (CTI).

Também foram realizados ensaios de aplicagio da xilanase na polpa kraft.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Degradac¢do Enzimatica de Xilanas

Os materiais lignocelulésicos, pdrﬁaﬁamente compostos de celulose, hemicelulose e
lignina, constituem a principal fonte de biomassa do planeta, a partir dos quais muitos
alimentos ou produtos quimicos podem se derivar. A hemicelulose representa 20-35% do
total de carboidratos desses materiais, sendo formada de diferentes residuos de agicares

como xilose, manose, galactose, glicose ou arabinose.

A hemicelulose apresenta como constituinte principal a xilana, um heteropolimero
composto de ligagdes B-1,4 de residuos de D-xilanopirosil (DETROY, 1981). Esta cadeia
pode estar substituida com grupos glucuronosil, arabinosil ou acetil, dependendo do vegetal
a0 qual constitui. No caso de madeiras duras, tais como de eucalipto e bétula (birch), o
grupo substituinte é o O-acetil-4-O-metilglucuranoxilana, e em madeiras moles como de

pinus e de varios residuos da agricultura, é o arabino-4-O-metilglucuranoxilana.

A degradacgio enzimatica da hemicelulose se da pela acdo sinergistica de endo e
exo-xilanases (1,4-B-D-xilana hidrolase), que hidrolisam a cadeia principal de xilana, e B-
xilosidases (B-D-xilosideo xilohidrolase) que hidrolisam xilooligbmeros. Ainda, para a
hidrolise completa de heteroxilo-oligossacarideos, s&0 necessarias enzimas que hidrolisem

os grupos substituintes (BIELY, 1985).

A matéria prima de varias industrias de alimentos, ragdes e de papel e celulose, tem
como componente integral o polissacarideo hemicelulolitico xilana. Para implementar os
processos de produgio ou gerar novos produtos, xilanases sio indispensaveis uma vez que

tém a habilidade para modificar esses polissacarideos.

PressOes de mercado, ambientais e legislativas tém forgado as industrias de papel a

modificarem seus processos de polpacic e branqueamento, para reduzir o impacto

3
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ambiental de seus efluentes. Desta forma, xilanases tém sido empregadas durante o
processo de pré-branqueamento da polpa de madeira, com intuito de diminuir a carga de
cloro utilizada na etapa subseqiiente de branqueamento da polpa kraft (SENIOR et al,
1989). A remogio seletiva da xilana da polpa pelo uso de xilanases microbianas, além de
apresentar uma maior especificidade no branqueamento do material, diminui a poluiggo
ambiental, uma vez que os processos quimicos de branqueamento sfo as principais fontes
de polui¢do da industria de papel. Deste modo o uso de xilanases no branqueamento do
papel representa uma nova tecnologia para redugio do uso de cloro. Entretanto, o
aprofundamento das pesquisas € necessario para um melhor entendimento do mecanismo
de agdo da xilanase no branqueamento de polpas, visando a otimizacio do tratamento com
xilanase e com combinagdes dos outros estagios de branqueamento. Contudo parece
improvavel que o cloro seja totalmente substituido pelo tratamento com xilanase, para isso
seria necessario desenvolver enzimas capazes de também degradar a lignina residual da
polpa (DANEAULT ef al., 1994).

Atualmente, varias xilanases tém sido isoladas a partir de fungos filamentosos,
leveduras, bactérias e actinomicetos (WONG ef al., 1988). Em vistas do crescente interesse
comercial dessas enzimas, trabalhos que visem selecionar microrganismos produtores de
xilanases bem como a caracterizagio e otimizagio da produgio destas enzimas sdo de
grande importéncia, visto que a aplicagdo da xilanase em grande escala depende do prego e

da disponibilidade da enzima no mercado.

DUARTE et al. (1999) investigaram mais de 500 colénias de microrganismos com
atividade xilanolitica e selecionaram 3 dos melhores microrganismos capazes de produzir
xilanase a pH 10, isentos de celulase. Trés desses microrganismos capazes de produzir
xilanase alcalina utilizando xilana como tinica fonte de carbono foram identificados como

Bacillus pumilus.
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2.2. Purificagdo de Proteinas em Sistemas de Duas Fases Aquosas
(SDFA)

A tendéncia de uma mistura de dois polimeros {(como a gelatina e o agar ou a
gelatina e o amido soluvel) de se separarem em duas fases distintas ¢ conhecida desde o
século passado. Tem sido observado que outros polimeros hidrossoluveis comportam-se da
mesma maneira. SolugSes de dextranas e polietilenoglicois em dgua apresentam-se turvas
e acima de determinadas concentracdes produzem duas fases em equilibrio: a inferior (mais
densa) enriquecida em dextrana e a fase superior (menos densa) enriquecida em
polietilenoglicol (PEG). Os dois polimeros s3o totalmente hidrossolivels mas
incompativeis e, portanto, separam-se em duas fases sendo que esta separacdo de fases no
sistema € resultante da mistura do solvente aquoso com os dois polimeros (ou um polimero
¢ um sal) em razdo das interagBes energéticas desfavoraveis entre as moléculas
(ALBERTSSON, 1986). O mesmo autor (1971) desenvoiveu também a aplicabilidade do
sistema em duas fases aquosas {SDFA) em biologia, isolando pigmentos, organelas
celulares e purificando inimeros componentes biologicos nestas duas decadas. O SDFA
tem sido muito empregado por fornecer um meio adequado e nfo agressivo a materiais
biologicos visto a maior parte do sistema ser constituida de agua. Além disso os SDFA
possuem baixa tensdo interfacial entre as fases o que torna a particio das enzimas entre as

fases nfio “agressiva” {(ALBERTSSON, 1986; ASENIO ef al,, 1990).

2.2.1. Tipos de SDFA e suas Aplicacdes

Sistemas lquidos em duas fases aquosas podem ser inlimeros e se classificam em
diferentes grupos de acordo com suas composi¢des (TABELA 2.1). Os SDFA podem ser

representados por diagramas (FIGURA 2.1}, a regido acima da curva binodal € a regido
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onde ha duas fases e as linhas de amarrago representam a composi¢io de equilibrio entre

as fases.

poi}ietiienoalicol 6000 (% . m.m}

140

feid

dextrana T500
{(% . m/m)

FIGURA 2.1. Curva Binodal de um Sistema de Duas Fases Aquosas Composto de
PEG 6000-Dextrana. Linhas de amarragio A, B e C (“tie-lines”).

O comprimento das linhas de amarrac8o ¢ responsavel por muitos efeitos
envolvidos na partigdo dos componentes. A teoria de Flory-Huggins prevé que o
coeficiente de particio aumenta exponencialmente com o aumento da diferenca da
composi¢do entre as fases. De maneira geral o aumento das linhas de amarragdo

promovem alteragdo da parti¢io de proteinas (CARLSON, 1988).

Os sistemas tipo "polimero/sal" apesar de ndo rigorosamente estudados t&m sido
largamente utilizados na purificacio de proteinas em larga escala ao contrario dos sistemas
PEG/dextrana. Os sistemas PEG/sal foram introduzidos na industria por raz3es praticas:
maior tamanho relativo das gotas, maior diferenca de densidade entre as fases, menor

viscosidade e menor custo do que sistemas constituidos por dois polimeros, em relagdo aos
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sistemas PEG/Dextrana, promovendo separacio de fases muito mais rapidamente. A sua
utilizagio foi também facilitada pela disponibilidade de separadores comerciais que
permitiram rapida e continua separagio de proteinas (KRONER ef al., 1978, KULA ef al.,
1982). Alguns autores tém investigado a transferéncia de massa de ehzimas em sistemas de
extracdo continuos: BHAWSAR ef al. (1994) estudaram a extracdo de enzimas em colunas
de pratos perfurados, PATIL ez al. (1991) em colunas empacotadas, PAWAR et al. (1997)
em uma coluna “spray” modificada. Coluna de discos rotativos perfurados foi utilizada
para extracdo, utilizando SDFA e micelas reversas, de citocromo b5 de Escherichia coli e
cutinase recombinante de £. coli (PORTO et al., 1997, CARNEIRO DA CUNHA et al.,
1996). COIMBRA ef al. (1998) estudaram as caracteristicas hidrodindmicas de uma coluna
de discos perfurados utilizando SDFA.

Com o objetivo de minimizar a polui¢io ambiental diferentes maneiras de reutilizar
os sais de fosfato foram desenvolvidas como por exemplo sua reciclagem com utiliza¢do de
alcool. O PEG proveniente da fase superior também pode ser sucessivamente reciclado
(KRONER ef al. 1978). Mais tarde, sistemas compostos de PEG/sulfato foram estudados.
VERNAU e KULA (1990) desenvolveram um SDFA utilizando citratos na tentativa de
diminuir a poluigdo ambiental. Citrato € considerado biodegradavel, menos tdxico € pode

ser despejado em plantas de tratamento de residuos.

TABELA 2.1. Sistemas Liquidos de Duas fases Aquosas (ALBERTSSON, 1986)

CLASSE I: POLIMERO NAO IONICO - POLIMERO NAO IONICO - AGUA

Polipropilenoglicol Metoxipolietilenoglicol
Alcool polivinilico
Hidroxipropil-dextrana
Dextrana
Polietilenoglicol (PEG) Alcool polivinilico
) Dextrana
Alcool polivinilico Metilcelulose
Hidroxipropil-dextrana
Metilcelulose Hidroxipropil-dextrana
Dextrana
Etilthidroxietilcelulose Dextrana
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CLASSE II: POLIELETROLITO - POLIMERO NAO 1ONICO - AGUA

Sulfato de dextrana de sédio

Polipropilenoglicol
Metoxi — PEG - NaCl
PEG - Na(Cl
Alcoot polivinilico-NaCl

Carboximetilcelulose de
polipropilenoglicol

DEAE-dextrana-HCIl

Dextrana - NaCl
NaCl

' PEG - NaCl
Alcool polivinilico-NaCl
Metilcelulose-NaCl
Etilhidroetilcelulose-NaCl
Hidroxipropil-dextrana-NaCl
Polipropilenoglicol + NaCl
PEG + LiSO4
Metilcelulose
Alcool polivinilico

CLASSE II: POLIELETROLITO - POLIELETROLITO - AGUA

Sulfato de dextrana de sodio
Sulfato de dextrana de sodio
Carboximetildextrana de sodio
Sulfato de dextrana de sodio

Carboximetildextrana de Na
Carboximetilcelulose de Na
Carboximetilcelulose
DEAE dextrana - HCI NaCl

CLASSE IV: POLIMERO-COMPOSTO BAIXA MASSA MOLAR - AGUA

Polipropilenoglicol Fosfato de potassio
Metoxipropilenoglicol Fosfato de potassio
Polietilenoglicol Fosfato de potassio

2.3. Propriedade e Seletividade dos SDFA

As propriedades dos sistemas liquidos de duas fases aquosas podem ser moduladas

através da manipulacdo das seguintes variaveis: massa molar e concentracdo dos polimeros

(ou sais), alteragdes de pH e forga ibnica, adigdo de outras moléculas ou pela introducdo de

ligantes especificos de afinidade nos componentes de uma das fases (KULA e al. 1982).

Os efeitos de massa molar (MM), concentragéo, densidade de fases, presenga de outros sais
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foram também detalhadamente investigados em sistemas formados por PEG/dextrana. A
particio das proteinas também depende muito de suas propriedades como tamanho,
hidrofobicidade, carga e bioespecificidade, dentre as quais a hidrofobicidade e a carga
parecem ser as de maior importincia em SDFA. As propriedades superficiais das proteinas
e as propriedades do sistema determinardo como se dara a partigiio dessas proteinas no
sistema (ALBERTSSON, 1971, 1986; ASENIJO ef al, 1990, FRANCOQ et al., 1990, 1996 a,
b).

FRANCO ez al. (1996 a, b) estudaram a hidrofobicidade intrinseca e a capacidade
de resolugio de diversos SDFA para proteinas com valores diferentes de hidrofobicidade
superficial. Proteinas hidrofobicas s@o preferencialmente particionadas na fase superior
(fase rica em PEG) dos SDFA, a adigdo de Na(Cl melhora ainda mais essa parti¢io pois

aumenta a hidrofobicidade da fase rica em PEG.

A seletividade dos SDFA pode ser significativamente aumentada com o uso de
ligantes bioespecificos ligados ou ndo a uma das fases. A maioria dos contaminantes sera
coletada na fase mais polar enquanto que a proteina alvo sera enriquecida na fase menos
polar contendo o ligante. Os ligantes utilizados podem ser especificos para uma
determinada proteina (substrato, inibidores, anticorpos, proteina A) ou especificos para um
grupo de proteinas (cofatores, corantes de triazina). Ao fim do processo os ligantes podem
ser retirados por ultrafiltragio, permeacdo em gel ou mesmo por particdo nos sistemas de
duas fases aquosas (ANDREWS e ASENJO, 1989).

2.3.1 Efeito da Massa Molar do PEG

A massa molar do PEG influencia a particdo das proteinas de modo que as proteinas
s30 mais atraidas por polimeros de menor massa molar e repelidas por polimeros de maior
massa molar (ALBERTSSON e? a/., 1987). Mas esse efeito também depende da massa

molar ¢ da hidrofobicidade da proteina a ser separada. Proteinas com massas molares
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maiores s3o mais influenciadas pelas mudangas na massa molar dos polimeros do que as
proteinas com menor massa molar (ASENJO et al., 1990; HUDDLESTON ef al., 1991).
Segundo KULA er al (1982) a diminuigio da massa molar do PEG diminui a
hidrofobicidade da fase rica em PEG.

As diferentes massas molares dos polimeros podem ser usadas para facilitar as
separacOes de moléculas de proteinas de diferentes tamanhos. Como exemplo temos o
trabalho de SCHMIDT et al (1994) que utilizou um sistema PEG/Fosfato para recuperagdo
da a-amilase. Eles observaram que os maiores valores dos coeficientes de particdo da o-
amilase foram obtidos para as menores massas molares do PEG. Também foi observado
que o aumento da massa molar do PEG de 600 para 6000 nfo alterou significativamente a

proporgdo de volume das fases formadas.

2.3.2. Efeito da Concentracdo do PEG

Proximo do ponto critico de um sistema de fases, as moléculas, tais como proteinas,
migram igualmente entre as fases. Se a concentrag@o dos polimeros (PEG, por exemplo)
for aumentada, o valor de K poderd aumentar ou diminuir de acordo com o deslocamento
do sistema. Em geral, o coeficiente de parti¢io pode aumentar quando for feita a adi¢do de
um polimero, atingindo um valor maximo, e em seguida diminuir quando houver adigiio de
uma nova carga de polimero (DIAMOND e HSU, 1992). Isto também pode ser explicado
pelo aumento do comprimento das linhas de amarragdo com o aumento da concentracio de
polimero e segundo CARLSON (1988) e HUDDLESTON e LYDDIATT (1990) o aumento

das linhas de amarragdo provoca o aumento da partig@o.

Estudos feitos por SCHMIDT et al (1994) mostraram que o aumento da
concentracdo do PEG num sistema PEG/Fosfato causou o decréscimo de 3,2 vezes no

coeficiente de particdo da o~-amilase (K de 45 para 14). Também observaram que para

10
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outro sistema, PEG4000/Fosfato, houve o aumento de 5 vezes no valor de K (K de 1,6 para

7.8) com o aumento da concentragdo do PEG de 14% para 20%.

2.3.3. Efeito de Sais

A adic8o de sais nos SDFA pode afetar a particBo das proteinas de diferentes
maneiras. Uma ¢é alterando propriedades fisicas do sistema, como comprimento das linhas
de amarragio (HUDDLESTON e LYDDIATT, 1990) e também a diferenca de
hidrofobicidade entre as fases (ZASLAVSKY ef al, 1982) que afeta a particdo das

proteinas de acordo com sua carga.

Segundo FRANCO ef al. (1996 a, b) a adigdo de NaCl aumenta a hidrofobicidade
da fase rica em PEG aumentando assim o coeficiente de partigio de proteinas mais
hidrofobicas. CHIANG ¢ WANG (1988) observaram uma dramatica diminuigio no
coeficiente de particio da L-aspartase com adigdo de NaCl devido a mudanca de
hidrofobicidade entre as fases. LEE e SANDLER (1990) encontraram um aumento
exponencial do coeficiente de particio da vancomicina com o aumento da adigio de NaCl
CASCONE ef al. (1991) obtiveram um aumento de 62 vezes no coeficiente de particio da
taumatina (K=0,53 para K=33) num sistema PEG6000/Fosfato com a adi¢iio de 8,8% de
NaCl. DUARTE et al (1999) observaram o aumento de 360 vezes no coeficiente de
particio de proteinas (K=0,3 para K=108) com a adicdo de 12% de NaCl num sistema
PEG6000/Fosfato.

11
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2.4. Coeficiente de Partigédo

Para substincias soliiveis (ex: enzimas e proteinas) o coeficiente de partigio, K,
representa a distribuigo de suas moléculas entre as duas fases liquidas do SDFA. Ele é
expresso pela relagio entre a concentragio de moléculas P na fase superior sobre a

concentracio da mesma na fase inferior do SDFA:

_ [P ]Fase Superior

K =
[P ]Fase Inferior

Para a enzimas o K é calculado pela relagiio entre a atividade da enzima na fase

superior pela atividade da mesma na fase inferior:

Atividade da enzima p,., gyperior
Kerzima =

Atividade da enzima .. 1feior

O coeficiente de particdo € calculado tanto para enzima alvo (Kenzima) COMO para as
proteinas contaminantes (Korotcinas). Para separar dois ou mais componentes em uma unica,
ou poucas, etapas precisa-se manipular os coeficientes de particgio de modo que o
componente alvo fique em uma das fases e os contaminantes na outra fase ou na interface,
assim para atingir uma purificaco efetiva, 0 Kenzima € 0 Kproteinas t€m que ser inversamente
proporcionais. E interessante que o material particulado, tal como residuos celulares ou

células inteiras, se direcionem para a fase inversa onde a proteina alvo sera coletada

12
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A FIGURA 2.2 ilustra um comportamento ideal das proteinas para que se ocorra

uma purificagio efetiva.

& @ Protei
2’ g = oteina alvo
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FIGURA 2.2 Comportamento das Proteinas em SDFA.

2.5. Enzimas e QOutras Proteinas Purificadas em SDFA

A literatura relata a utilizag8o e as principais vantagens dos sistemas liquido-liquido
de duas fases aquosas na extrag@o e purificagio de proteinas: possibilidade de integracdo ao
processo, operagdo continua, controle de processo facilitado, menor custo (KULA, 1990;
KULA et al, 1982; KRONNER ef al, 1978, ASENIQO et al, 1990, ALBERTSSON,
1986). '

Estes sistemas sdo utilizados principalmente para o enriquecimento da proteina alvo
em uma das fases ou para concentragdio dos residuos celulares nas primeiras etapas do
processo. Os contaminantes mais comuns {(pigmentos, acidos nucleicos, outras proteinas,
polissacarideos) podem ser removidos por partico na fase oposta & fase enriquecida na

proteina alvo (KULA, 1990; ANDREWS e ASENJO, 1989).

Para tornar o sistema mais econdmico a massa celular processada deve ser méaxima
possivel, cuidando-se para evitar o deslocamento do equilibrio entre as fases e a diminuigio

da eficiéncia da separagio. Algumas vezes podera ser necessaria mais do que uma etapa de

13
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separacgdo envolvendo SDFA, como no caso da proteina alvo ser coletada (enriquecida) na
fase superior e a maior parte dos contaminantes na inferior numa primeira etapa. A seguir,
numa segunda etapa, adiciona-se uma diferente fase a fase anterior (enriquecida na proteina
alvo}, produzindo um SDFA completamente diferente, onde a proteina alvo podera ser
coletada, desta vez na fase inferior ja com muito menos contaminantes, este exemplo pode
ser ilustrado pela punfica¢io da xilanase obtida por GAIKAIWARI ef al (1996). Quiras
etapas podem ser necessarias para melhor purificac@o; no entanto, em geral, no mais que
trés etapas sdo necessarias, Ao fim do processo extrativo o polimero podera ser recuperado

através de ultrafiltra¢io e a fase salina podera ser reciclada.

A TABELA 2.2. mostra algumas biomoléculas purificadas em SDFA, descritas pela
literatura.

TABELA 2.2. Biomoléculas Purificadas em Sistemas de Duas Fases Aquosas.

Biomolécula Numere  Recup.  Fator Referéncia
de Etapas {%) Purific.

Xilanase _ 1 41 57 DUARTE et al. (1999)

Lisozima 1 68 NR SILVA e FRANCO
(1999

Lactato dehidrogenase 1 80 8 FRANCO et al. (1997)

Quitosanase 1 9] 52  PIZA et al. {1999)

B-glucosidase NR 85-95 2-3 JOHANSSON &
RECZEY (1998)

B-galactosidase NR S0 NR CHANG & KOO
(1998)

Xilanase NR 98 2,3 GAIKAIWARI (1996)

Fumarato hidratase £. NR 93 3,4

coli BOLAND e dl

Penicilina amidase NR 30 8,2 (1989)

E.coli

B-galactosidase F.coli NR 87 9,3

NR.; Nio relatado

14
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2.6. Processos de Purificacdo da Xilanase

A purificagio de xilanases tem sido feita geralmente por técnicas convencionais de
cromatografia em coluna, principalmente por troca idnica e filtragiio em gel e de interaciio
hidrofobica (WONG er al., 1986). O baixo valor da massa molar de algumas xilanases tem
dificultado sua separagdo de outras proteinas quando se emprega ultrafiltragio. Entretanto,
interagOes adsortivas de xilanases de baixa massa molar (~20 kDa) com o gel de matrizes
de resina, tornam possivel a elui¢dio de enzimas menores do que 12 kDa. Até agora a
literatura tem mostrado a necessidade de varias etapas para se atingir uma purificagio

adequada.

Em 1992, LUMBA e PENNINCKX purificaram J-xilanases obtidas por
Streptomyces sp. usando trés etapas: precipitagio com sulfato de aménio, cromatografia de
troca ibnica e filtragdo em gel. Na cromatografia de troca i0nica foram separadas duas
fragdes com atividade xilanasica, denominadas I e II. Na filtragdo em gel a fragdo I foi
separada em IA e IB. As xilanases IA, IB e II tém respectivamente as seguintes massas
molares: 32, 22 e 21 kDa e ponto isoelétrico de: 6,8, 8,9 e 5,2, respectivamente. A

FIGURA 2.3 representa o esquema da purificagéo.

caido FP-Fator de Purificagiio
precipitacio R-Rendimento
(NH,),80,
isli R=86%
dislize P34
troca idnica
DEAE-Sephadex-A50
ltrafiltragdo P21
ultrabiitrag FB~3,6
filtragdo em gel R=41%
Sephadex G-100
FB=3,1 3
IA 3 =
FPga,7 N 20
FP~3,8

FIGURA 2.3 Purificacio de [-xilanases Obtida por Streptomyces sp. (LUMBA e
PENNINCKX, 1992).
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ELEGIR ef al, (1994) purificaram 5 xilanases produzidas pelo Streptomyces sp. em
meio contendo aveia como substrato. O esquema de purificacio € exemplificado na
FIGURA 2.4:

caldo

»
centrifugagéo

Sobrenadante

. .4

crom.

troca iénica

{(Mono Q)
anS 5%

Crofu.

inter. hidroféfica
(Phenyl Superose)

J’ R=43%

FIGURA 2.4 Esquema de Purificaciio de Xilanase Produzida por Streptomyces sp.
(ELEGIR et al, 1994)

BLANCO ef al, (1995) purificaram xilanase produzida por Bacillus sp. de massa
molar 32kDa e ponto isoelétrico 9,3. O esquema de purificacdo utilizado esta representado

abaixo:
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sobrepadante da cultura
ulirafiltracéo
R=91,3%
- Fp=21
LCromangraﬂas l——b CM-Sephadex
R=31,2%
- Fp=33%
J Phenyl Sepharose
R=21,%%
| FP=4.3
CM-Sephadex
R=20,5%
Fp=50

FIGURA 2.5 Esquema de Purificagio da Xilanase Produzida por Bacillus sp.
(BLANCO et al, 1995).

Xilanase alcalina produzida por Bacillus sp. foi purificada por NAKAMURA et al
(1995) usando 3 passos basicos: centrifugacio, precipitagio com sulfato de aménio e
cromatografia de troca idnica, a xilanase apresentou massa molar de 40 kDa e ponto

isoelétrico de 4,1. O esquema de purifica¢io € mostrado na FIGURA 2.6.

[centrifugagéo

Re=100%

precipitagfo
(NH 43,80,
catice | R=S5T%
dislise EPot 1
troca idnica
DEAE-Toyopeart 650M

R=31%
Fp=23

FIGURA 2.6 Esquema de Purificacio da Xilanase Obtida por Bacillus sp.
(NAKAMURA et al, 1995).
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Xilanase produzida por Rhodotermus marinus foi separada e caracterizada por
DAHLBERG et al., (1996).

coggle?ﬁgrado

R=100%
FP=1 cromatografias

Precipitagéo Troca inica
(NI—I4)2804 R=g0y, | DEAE-Sepharose

Fp=1,8 R=20%
: FP=53

Interacéo hidrofébica
Pheny!l Sepharose

J' R=3%

Fp=32

Filtragio em Gel
Sephacryl

R=128%

FP=134

Mono Q@

l R=0,3%
FP=196

FIGURA 2.7 Esquema de Purificacio de Xilanases Produzidas pelo Rhodotermus
marinus (DAHLBERG ef al, 1996).

GAIKAIWARI ef al. (1996), separaram xilanase resistente a temperaturas e pHs
elevados produzida por Bacillus, wusando sistemas de duas fases aquosas
(PEG8000/K,HPOy4). Foram testados 8 sistemas de duas fases aquosas (SDFA) com
concentracdes de PEG e fosfato diferentes com recuperagio de mais de 85% da xilanase.
Observaram que a enzima foi recuperada na fase superior do sistema contendo 8% de sal e
16% de PEG sendo que as células bacterianas ficaram pa fase inferior. Obtiveram um

rendimento de 98% e um enriquecimento de 2,3. A enzima recuperada na fase PEG foi
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reextraida em outro SDFA com 12% de sal e 8% de PEG, a enzima foi recuperada na fase

salina e o material pigmentado na fase PEG.

COSTA et al (1998) purificou xilanase obtida da fermentacio de Penicillium
Jjanthinellum em sistemas de duas fases aguosas compostos por 8,8% PEG4000, 10% de
fosfato de potassio e 6,0% de NaCl, obtendo um fator de purificacdo de 1,34 com 80% de
recuperagio da xilanase na fase superior do sistema. Os trabalhos de GAIKAIWARI ef al.
{1996) e COSTA (1998) foram uns dos poucos trabalhos de purificagio de xilanase em
SDFA encontrados na literatura.

2.7. Aplicagcées Industriais de Xilanases

2.7.1. Aplicacgdes na Pelpa de Madeira

A aplicagiio biotecnologica potencial de xilanases na polpa de madeira e na
industria do papel foi revisada por varios autores, dentre eles BOURBONNAIS et al.
{1991), DANEAULT et al. (1994), DURAN ef al. (1995), ERIKSSON (1991) e VIIKARI
efal, (1991, 1994). A aplicagdo mais promissora para xilanases é no pré-branqueamento da
polpa kraft, que consiste em descolorir e remover os residuos de lignina da polpa lavada.
Face as pressBes legislativas ambientais, as indﬁstrias de papel e celulose estdo
modificando o processo de branqueamento da polpa, bem como as tecnologias do
tratamento de seus efluentes, para reduzir os impactos ambientais (WONG e SADDLER,
1992).

A incorporagdo de xilanases ao pré-branqueamento tem sido considerada

importante, uma vez que permite o uso de cargas menores de cloro durante ©
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branqueamento da polpa krafi e menor quantidade de residuos organoclorados gerados
(VIIKARI ef al, 1991). Em um trabalho do inicio desta década, para o National
Biotechnology Advisory Committee of Canada, BOURBONNAIS er al (1991)
identificaram o pré-branqueamento da polpa com xilanase como um dos processos
biotecnolGgicos mais promissores a serem aplicados na indastria do papel num futuro

proximo.

E bom salientar que nfio é necessaria a purificagdo da xilanase para aplicagio no
branqueamento de polpas kraft. A purifica¢do € necessaria para se conhecer as propriedades
da enzima visto que para que seja viavel a aplicagdo industrial de xilanases em
branqueamento de polpa de papel alguns critérios devem ser observados (SAMAIN ef al.,
1997):

O caldo enzimatico nfo deve apresentar atividade celulasica para evitar a

hidroélise das fibras de celulose.

e A massa molar da enzima deve ser baixa para facilitar sua difusfo nas fibras da

polpa.
e A enzima deve ser estavel e ativa a alta temperatura e pH alcalino.

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

VIIKARI et al. (1986} sugeriram a utilizagdo da enzima para deslignificacio de
polpas de papel. Xilanases mostraram ser agentes Uteis no pré-branqueamento de polpas
kraft derivadas tanto de madeiras duras como moles. Um rapido desenvolvimento no uso
de xilanases para este fim foi devido, em partes, as consideracBes econdmicas favoraveis,
tais como a disponibilidade das enzimas comerciais a pregos razoéveis, ao baixo capital de
investimento necessario para implementaciio, e a reducfio dos custos do tratamento dos
efluentes (WONG e SADDLER, 1992).
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PreparacOes de xilanases de Trichoderma spp tém sido usadas para estudos de
bfanquearnento. Em experimentos de laboratério realizados pela Novo Laboratorios Ltda.,
a redugdo do cloro necessario durante estagios de cloragido de madeira dura foi na faixa de
35 a 41% e de madeira mole, na faixa de 10 a 26% (WONG e SADDLER, 1992), Tais pré-
tratamentos, foram realizados utilizando-se 1 a 5 Kg de enzima comercial para cada
tonelada de polpa seca, com tempos de incubagdo de 0,5 a 3 horas. A comparagio de duas
xilanases de 7. reesei Rut C30, sugeriu que a enzima que solubilizou relativamente mais
xilana a partir de polpa de Pinus, também forneceu um melhor efeito no aumento do

branqueamento (TENKANEN ez al., 1992).

Xilanases produzidas por Escherichia coli e Bacillus cereus foram usadas em testes
de pré-branqueamento em polpas de madeira mole e madeira dura (TREMBLAY e
ARCHIBALD, 1993). O pré-branqueamento teve maiores efeitos na madeira dura,
diminuindo em 22% o consumo de Cl; e reduzindo em mais de 50% os residuos

organoclorados no efluente.

Entretanto, as condigbes alcalinas dos estagios de pré-branqueamento, tém
direcionado as pesquisas para o desenvolvimento de xilanases tolerantes a alcali.
Termotolerdncia € também uma caracteristica desejavel, uma vez que a temperatura dos

estagios de pré-branqueamento atinge & faixa de 50 a 100°C.

As modificagOes das propriedades do papel pelo pré-tratamento da polpa com
xilanase do actinomiceto termofilico, Saccharomonospora viridis, foram estudadas por
ROBERTS ef al. (1990). Este microrganismo produz xilanase extracelular, sem apresentar
atividade celulasica. Esta propriedade foi explorada pela aplicacio das preparaches da
enzima bruta, em polpa de bétula e resultou na remocéo seletiva de aproximadamente 20%
do total de xilana presente. Papel preparado a partir da polpa tratada por este método,
apresentou modificagBes em suas propriedades fisicas, das quais um decréscimo na ruptura
e um aumento na resisténcia ténsil foram os mais significantes. SENIOR erf al. (1992) e
YANG er al. (1993) relataram uma melhora na alvura e viscosidade da polpa apés o

tratamento enzimatico.
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PAICE ef al. (1992) observaram que os efeitos de xilanases no branqueamento da
polpa estdo associados com uma marcante redugiio no grau de polimerizagio da xilana.
Essas observagdes foram consistentes com a hipotese de que os efeitos do pré-
branqueamento resultam primariamente da despolimerizac¢io, mas ndo necessariamente na

solubiliza¢do das hemiceluloses derivadas da xilana.

A habilidade de uma preparacio bruta de xilanase de Aureobasidium pullulans, para
hidrolisar xilana de polpa sulfite, foi examinada por CHRISTOV ¢ PRIOR (1993). O
principal produto da degradacgio fo1 xilose. Foi observado que o grau de remogio de
pentosanas foi de 31% e que dependeu do tempo e quantidade de enzima usada no

tratamento.

A produgfio de xilanase por uma linhagem de Escherichia coli e de Bacillus cereus,
clonadas com um gene de B. subtilis, foi acompanhada por TREMBAY ¢ ARCHIBALD
(1993). Ambas as xilanases melhoraram a deslignificacdo de polpas kraft de madeira dura
e de madeira mole, reduzindo assim o cloro necessario para o branqueamento do material,

sem alterar as propriedades das fibras.

SILVA et al. (1994) desenvolveram pesquisa no sentido de isolar linhagens de
microrganismos produtores de xilanases altamente termoestaveis, bem como de purificar ¢
caracterizar suas enzimas. O termofilico Humicola sp secretou xilanases termoestaveis
quando cresceu sobre meio de farelo de trigo a 50°C. Trés fragbes de xilanases foram
identificadas. Um esforgo foi feito para melhorar as propriedades da polpa kraft de
eucalipto da Champion Papel e Celulose Ltda. (Mogi-Guaghi - BR), pelo uso destas
enzimas, tendo sido observado uma redugio da quantidade de cloro necessdrio para o
branqueamento da polpa. Mais recentemente BOCCHINI er al (1997) isolaram uma
linhagem bacteriana alcalofilica e termofilica, denominada Bacillus sp-1, capaz de produzir
xilanase. Esta xilanase fot aplicada a pasta kraft de eucalipto proporcionando a redugio de
uma unidade no niimero Kappa e com o aumento de aproximadamente 4 unidades na alvura

com relagdo a pasta que ndo sofreu tratamento enzimatico.
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DUARTE et al. (1999) investigaram mais de 500 coldnias de microrganismos com
atividade xilandlitica e selecionaram 3 dos melhores microrganismos capazes de
produzirem xilanase a pH 10, isentos de celulase. Trés desses microrganismos capazes de
produzir xilanase alcalina utilizando xilana como unica fonte de carbono foram
identificados como Bacillus pumilus. A produgdo de xilanase pelo Bacillus pumilus vém

sendo otimizada para aplica¢do no branqueamento de polpas kraft.

Enzimas ativas em pH alcalino e temperatura Otimas foram isoladas e testadas no
branqueamento de polpas (HOGMAN et al., 1992; JAGER ef al., 1992; SENIOR ef al.,
1992). Algumas linhagens de Bacillus sp. tolerantes a élcalis produziram xilanases com pH
Gtimo em tomo de 9,0 (BAJPAL 1997). O pH 6timo das preparagBes comerciais de

xilanase varia entre 8-9 e com temperatura 6tima em torno de 60°C.

Dentre as preparagbes comerciais de xilanases indicadas para tratamento da polpa
de madeira, trés sdo produzidas a partir de Trichoderma spp que foi modificado a partir de
engenharia genética: Pulpzyme HA (Novo Laboratorios Ltda.) de 7. reesei; Albazyme
(Cultor Ltda.) € Ecopulp (Alko Ltda.) de 7. longibrachiatum (WONG e SADDLER, 1992).
A TABELA 2.3. mostra uma lista dos fornecedores comerciais de xilanases usadas no

branqueamento de polpas.

TABELA 2.3. Fornecedores Industriais de Xilanases (BAJPAIL 1999)

FORNECEDOR PRODUTO
Clariant, UK Catarzyme HS10, HT, SR 10, OS 10, NS 10
e MP

Genencor, Finlandia Irgazyme 40-4X

Voest Alpine, Austria VAI Xylanase

Novo Nordisk, Dinamarca Pulpzyme HA, HB ¢ HC
Biocon India, Bangalore Bleachzyme F
Robn Enzyme OU, Finlédndia Ecopulp X-100, X-200, X-200/4, TX-100,

TX-200 e XM

Solvay Interox, EUA Optipulp L-8000
Thomas Swan Co., UK Ecozyme
Togen Corp., Canada GS-35 e HS-70
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Os fatores que influenciam o tratamento da polpa com xilanase sdo: pH,

temperatura, dosagem da enzima e dispers@o na polpa, consisténcia e tempo de reagio. O

pH e temperaturas Otimas para tratamento variam de acordo com a enzima utilizada. A

TABELA 2.4 mostra algumas condigdes de aplicagfio da xilanase encontradas na literatura.

Geralmente, xilanases de origem bacteriana sdo mais efetivas em pHs entre 6 e 9, enquanto

que as derivadas de fungos trabalham melhor em pHs acidos entre 4 e 6. A temperatura

Otima varia entre 35 e 60°C. Em geral, a dosagem Otima de xilanase aplicada a polpa esta

entre 2-5 U por grama de polpa seca. Os efeitos do tratamento enzimatico podem ser
observados em apenas 1 ou 2 horas de tratamento (BAJPAI, 1999; SKERKER et al., 1992).

TABELA 2.4. Condi¢des de Operacao para Branqueamento com Xilanase

REFERENCIA CARGA CONSISTENCIA pH TEMPO T
(U/g polpa (%) (h) O
seca)
VIIKARI et al., 1986 nd.* 2.5 5,0 24,0 45
SENIOR e 5 6 5,5-6,0 2,0 50
HAMILTON, 1992
SKERKER et al., 1992 nd.* 2,5-12 40-80 0530  40-65
TOLAN ¢ CANOVAS, 1-5 10 4.8 16,0 50
1992
YANG et al., 1993 2 10 5,0 1.5 50
SENIOCR e 5 12 5,5-6,5 2,0 50
HAMILTON, 1992
MILAGRES, 1994 10 10 5,5 3,0 40
BOCCHINI et al., 1997 13,5 10 5,6 40 60
Condicdes de operagiio | Madeira Dura Maior que Enz. Menor
recomendadas para 1-3 3 Fingicas que 40-60
tratamento com xilanase 4.0-6.0 3
Madeira Mole Otimo Enz. Otimo
5-8 5-10 Bacterianas  1,0-2,0
6,0-9.0
* ndo determinado
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MILAGRES (1994) utilizou xilanase obtida pela fermentacio do Penicillinium

Jjanthinellum para aplicagiio na polpa de papel. O teste foi realizado com 1U/g de polpa

com 10% de consisténcia na temperatura de 40°C por 180 min. O niimero Kappa inicial ( o

numero Kappa mede a eficiéncia da deslignificacio) era de 15,2 e viscosidade de 31,1. A

TABELA 2.5 mostra os resultados obtidos com 5 seqiiéncias diferentes de branqueamento.

TABELA 2.5. Resultados das Seqiiéncias de Branqueamento Obtidas por

MILAGRES (1994)
SEQUENCIA N2 KAPPA VISCOSIDADE
XOPEoDP 10,2 18.3
OXPEop 9.6 19,6
0 11,7 25,0
0X 10,9 25,5
X0 10,0 22,7

Onde:
X aplicagio da xilanase
0 oxidagdo com O3
P peroxidacdo
E extracdo
Eor extracdo oxidativa {com O e peroxido)
D aplicagio de dioxido de cloro
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BOCCHINI et al. (1997) utilizaram xilanase isenta de celulase obtida pela
fermentacdo do Bacillus sp-I para aplicagdo na pasta kraft de eucalipto. O teste foi
realizado com 13,5U/g de polpa seca com 10% de consisténcia na temperatura de 60°C, pH
5,6 por 240min. O valor do nimero Kappa inicial era de 13,8 e a alvura inicial de 37,0. A
TABELA 2.6 mostra os resultados obtidos com 3 seqiiéncias de branqueamento. Observa-
se que com © tratamento enzimatico houve a redugiio de 1 unidade do n® Kappa ¢ aumento
da alvura se comparada com a polpa sem tratamento enzimatico. A redugio do n® Kappa
acontece devido a agfio da xilanase na polpa permitindo uma melhor agdo dos quimicos e
um conseqiiente aumento do grau de deslignificagdo da polpa indicado pela reducio do

Kappa.

TABELA 2.6. Resultados das Seqiiéncias de Branqueamento Obtidas por BOCCHINI

(1997)
SEQUENCIA NZKAPPA ALVURA
X DE ( com 23% a menos de CIO,) 1,70 60,0
DE (sem tratamento enzimatico) 2,70 56,5
Onde:
X aplicacgio da xilanase
E extragio

D aplicacdo de didxido de cloro

Uma indastria de papel e celulose canadense (Weyerhaeuser Pulp and Paper Mill)
vem utilizando o tratamento enzimatico com xilanase nas etapas de branqueamento da

polpa. Desde maio de 1997 eles estdo utilizando na planta uma xilanase
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(BioBrite™HB60C) de Trichoderma modificado por engenharia genética. O uso dessa
enzima possibilitou a redugio de 8,2% no consumo de ClO; e 21% no consumo de NaOH
significando uma economia de 7,8% no custo total dos reagentes quimicos do

branqueamento.

2.7.1. 1. Mecanismo de Atuagdo da Xilanase

Os mecanismos pelos quais as xilanases atuam sobre a polpa de madeira nfo estio
bem esclarecidos. Existem algumas teorias que tentam explicar a redugdo do uso de cloro
usados no branqueamento através da hidrélise da xilana. Uma delas diz que a hidrolise da
xilana pela xilanase forma microporos que aumentam a area especifica da polpa facilitando
a acdo dos produtos quimicos (NOE ef al, 1986). Sabe-se que a xilana inicialmente
dissolvida pode reprecipitar na superficie da polpa devido a reducdo da alcalinidade durante
o cozimento, € segundo outra teoria a xilanase hidrolisaria parte dessa xilana facilitando o
acesso dos reagentes quimicos na remogdo da lignina (VIIKARI er al, 1991 e
DANEAULT et al., 1994) (FIGURA 2.8-A). A terceira teoria sugere que a lignina esta
ligada a polissacarideos através dos complexos lignina-carboidratos e que algumas dessas
ligaghes sdo resistentes a alcalis ndo se hidrolisando durante o cozimento da polpa, a
xilanase hidrolisaria a xilana ligada a lignina a pequenos fragmentos facilitando sua
remogio nas extracdes subsequentes (PAICE et al., 1992) (FIGURA 2.8-B).
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FIGURA 2.8. Mecanismos de Atuacio da Xilanase A) Proposte per VIIKARI ef al,
1991b e B) Proposto por Paice ef al., 1992

2.7.2. OQutras Aplicacoes

O uso de xilanases foi proposto para clarificacio de sucos e vinhos (BECK e
SCOTT, 1974; BIELY, 1985, 1991), para extracio de café, Oleos vegetais e amido (BIELY,
1991), para melhorar as propriedades nutricionais de grdos armazenados (LINKO ef al.,
1989), para maceraciio da parede celular de vegetais (BECK e SCOTT, 1974), e para
fornecer diferentes texturas a produtos de panificagio (McCLEARY, 1986). Muitas dessas
aplicagGes ndo requerem xilanases purificadas, e a presenca de celulases e¢/ou pectinases
sdo freglientemente desejaveis. Algumas delas j& estdo em uso (WONG e SADDLER,
1992).
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Existe também interesse na produgfo de xilose, xilobiose e xilooligdmeros. Muitos
trabalhos mostram que tais agucares podem ser preparados por hidrolise enzimatica da
xilana (PELLERIN et al,, 1991), enquanto outros aglicares podem ser adicionados usando a
atividade de enzimas de transglicosilagdo, tais como B-xilosidase. Esses agucares contendo

xilose podem ser Uteis para pesquisas bem como por suas propriedades reologicas.

De acordo com WONG e SADDLER (1992), com exce¢io da conversdo de xilose a
xilitol, a bioconversio de material lignoceluldsico a agucares fermentesciveis parece nido
ser economicamente viavel devido a outras fontes mais competitivas tais como amido e
sacarose. Entretanto, a acumulagio massiva de residuos da agricultura 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, e outros

materiais quimicos ricos em xilana.

Um isolado do fungo Penicillium janthinellum, que produz grandes quantidades de
xilanase sem apresentar atividade de celulase, foi usado como um sistema modelo para
estudar a producgio e indugio da enzima, e para ilustrar o uso de tais preparagdes na
recuperacio de fibras celulosicas téxteis (MILAGRES, 1994). Para producio de xilanase
em larga escala, a fragdo hemiceluldsica obtida de bagago de cana-de-agticar foi investigada
como um abundante e eficiente indutor. Um sistema de cultivo em dois estagios, no qual o
micélio foi primeiro produzido dentro de condi¢ches nfio indutiveis, e depois transferido
para ¢ meio indutivel, demonstrou que a produgio de xilanase depende das fontes de
carbono ndo indutoras. Foi observado ainda que a sintese de xilanase comegou somente
depois que as reservas intracelulares se esgotaram. Os resultados sugeriram que vegetais
utilizados na produc@o de fibras téxteis sfo alvos potenciais para o tratamento enzimético

com microrganismos produtores de xilanases.

A empresa Novo Nordisk produziu uma xilanase com atividade especifica para uso
na separacdo das fragBes do trigo. Esta enzima foi denominada comercialmente de
Shearzyme™. Ela age nos arabinoxilanos soliveis que sio indesejaveis porque formam
complexos moleculares com o amido soltvel e a proteina, que aprisionam ¢ amido valioso

(chamado amido “A” de alto grau) e a proteina. Esta enzima foi testada em unidades piloto

29



REVISAO BIBLIOGRAFICA

da Novo Nordisk na Dinamarca mostrando uma melhora no rendimento do ghiten e do
amido “A”. Além do aumento do rendimento, a adi¢io de Shearzyme aumentou em 11% a
capacidade do equipamento de processamento além de haver uma diminuigio no consumo

de agua usada para extragio do amido (http://www.novo.dk/index htmi).

2.8. Processo de Produg¢do e Branqueamento de Papel

O processo de fabricacdo de papel mais usado € o Kraft que utiliza sulfito, bissulfito

e ions OH para degradar a lignina da madeira deixando-a solivel no licor de cozimento.

Sob condigdes de alta temperatura e pressdo, 90 a 95% da lignina é modificada ou
solubilizada. A xilana também fica dissolvida no licor devido & alta temperatura e pH.
Mas a medida que o processo ocorre a alcalinidade diminui e a xilana se precipita sobre as

fibras de celulose.

A FIGURA 2.9 mostra um esquema simplificado da produgio e branqueamento de

papel
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2.8.1. Processo de Branqueamento da Champion Papel e Celulose Ltda (Mogi
Guacu - SP).

O branqueamento pode ser definido como um tratamento fisico-quimico que tem
por objetivo melhorar as propriedades da pasta celulosica, obtendo um elevado grau de
alvura, com custo minimo dos reagentes e equipamentos utilizados, sem comprometer as

caracteristicas fisicas do produto.

A celulose e a hemicelulose (por exemplo, a xilana) sdo brancas e nio contribuem
para a cor da pasta. Os principais responsaveis pela cor sfo os grupos cromoforos da
lignina aliados a presen¢a de ions metalicos, como ferro e cobre, que formam complexos

coloridos com os grupos fendlicos da lignina.

O branqueamento compreende em geral duas etapas: remocfo da lignina residual
(oxidagdio e cloragdio) e modificagiio das substincias coloridas da pasta (hipocloragio,
peroxidagio). Deve-se atingir um ponto de equilibrio entre a alvura desejada e os valores
especificados das propriedades fisicas. Os pardmetros usuais que medem a eficiéncia do
branqueamento sdo as propriedades Opticas da pasta (alvura, reversdc e opacidade)
relacionadas com a absor¢io e reflexdo da luz, o nimero Kappa avalia a eficiéncia da

deslignificagdo e a viscosidade da pasta avalia a degradagdo sofrida pelos carboidratos

durante o processo.

O processo de produgio da celulose segue a seqiéncia abaixo:

Matéria-prima fibrosa: Eucalyptus grandis (8 anos de idade)

s« densidade basica da madeira 470-520 kg seco/m”
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celulose - 70% - celulose 83%
B ey -celulose 18-20%
{lignina - 25%
extrativos - 4%
cinzas - 1%

Cozimento: cozinhador continuo “ESCQ”

tempo de retengdo : 70 minutos

temperatura: 173°C

carga de alcali: 17% alcali ativo como Na,O/madeira seca
relacdo licor/madeira; 3,0L/kg madeira seca

viscosidade polpa marrom: > 45¢p (45-70)

alcali ativo residual; 5-7g/L

teor de rejeitos: < 3%

Kappa apos cozimento: 15

Deslignificacio:

.

-

temperatura: 93-96°C

tempo. 90 minutos

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

Kappa apos a deslignificaggo: 10
consisténcia: 10%

pH apos lavagem: 10

Branqueamento:

sequéncia; CpEopD
alvura final: 89°GE
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s viscosidade final: 18-24cp

Co

s consisténcia: 5%

e pH: 2,0

* temperatura: 50-55°C

e tempo: 30 minutos

» cloro aplicado: 17kg/ton celulose A.D. branqueado (celulose com umidade do ar)

o didxido aplicado: 3,3 kg/ton.

Eor

+ consisténcia: 10%

o pH: 10,5

e temperatura: 70°C

¢ tempo: 60 minutos

e consumo de soda: 13-14kg/ton
¢ consumo perdxido: 1-3 kgfton.
¢ consumo de oxigénio: minimo
» Kappa: 1,0

e Alvura; 72-75°GE

* consisténcia: 10%

e pH:3,5-4.0

e temperatura: 75-80°C

e tempo: 150-180 minutos
+ ClO; aplicado: 4,0kg/ton
» alvura: 89°GE
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caldo de Fermentacédo

O caldo de fermentagio foi obtido por fermentaciio do Bacillus pumilus e
gentilmente fornecido por Cristiane Vanessa Tagliari. O microrganismo foi previamente
isolado por DUARTE et al (1999) e identificado como Bacillus pumilus na “Fundacio
Tropical André Tosello” (Campinas — SP).

O microrganismo foi mantido em meio sdlido contendo xilana de milho. A
composi¢io do meio de cultura foi de: 1% de xilana de bétula; 0,1% de peptona; 0,1% de
Tween80; 1,4 g/ de (NH:),S04; 2,0 g/l de KH POy, 0,3 g/L de uréia; 0,3 g/L de CaCly;
0,3 g/l de MgS0O4.7H20; 5 mg/l. de FeSO,.7H0; 1,6 mg/L. de MnSO4. H20; 1,4 mg/L de
ZnS0,. TH20 e 2,0 mg/L de CoCl; (MANDELS ¢ STENBERG, 1976).

A xilanase foi produzida a 40°C em reator de 2,0 litros (Bioflow III - New
Brunswick Scientific, New York, USA) com volume inicial de meio de cultura de 1,5 litros.
O pH foi inicialmente ajustado em 9,5. A concentragdo de oxigénio dissolvido foi

monitorada ¢ mantida a 50% de saturacio por controle automatico do fluxo de ar e da

agitagdo.

3.2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico.

35



MATERIAIS E METODOS

3.3. Determinac¢ao da Atividade Xilanasica

A determinagio de xilanase foi feita pela quantifica¢io de agicares redutores totais
liberados a partir da xilana, de acordo com o método de BAILEY ef al. (1992) modificado
para pH 10. Os agicares redutores foram dosados pelo método do DNS (acido 3.5-
dinitrossalicilico) (MILLER, 1959) usando D-xilese como padrio. O resultado final foi
calculado pela diferenca entre os aglcares redutores totais apos a hidrolise enzimatica da

xilana e os actcares presentes no caldo de fermentagéio.

3.3.1. Preparacao da soluciio de xilana

Uma solugio de xilana a 1% foi preparada dissolvendo-se 1g de xilana de bétula
(birchwood - SIGMA) em 80 mL de tamp@o glicina-NaOH 1M, pH 10,0. A solugio foi
aquecida até ebulicdo, e apds retornar 4 temperatura ambiente o volume foi completado

para 100 ml com o referido tampéo.

3.3.2. Preparacio do reagente ADNS

O reagente foi preparado dissolvendo-se 1,06 g de 4cido 3,5-dinitrossalicilico, 1,98
g de hidroxido de sbdio, 30,60 g de tartarato de sodio e potassio e 0,83 g de bissulfito de
sédio em 100 mL de agua destilada. A mistura foi agitada até total dissolucio dos
reagentes, sendo a seguir adicionados 0,76 mL de fenol e o volume completado para 140

mL com agua destilada.
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3.3.3. Ensaio de atividade xilanasica

Uma aliquota de 0,9 mL de xilana (1%) foi colocada em tubos de ensaio e incubada
a 45°C em banho termostatizado, durante 5 minutos. Apéds incubag¢do, foi adicionado 100
ul da enzima (se necessario pode-se dilui-la apropriadamente em tampio pH 10), foram
aguardados 5 minutos no banho a 45°C e a seguir adicionados 1,5 mL do reagente DNS e

deixados em agua em ebulicdo por 5 minutos. O teste foi realizado a pH 10.

A interrupcio da reagio foi feita por resfriamento dos tubos em banho de gelo, e a
absorbincia a 540 nm em espectrofotdmetro UV/VIS 911-A da GBC. A calibragdo do

aparelho foi feita com um branco, onde a enzima foi substituida por tampao glicina-NaOH
1M, pH 10.

A curva padrio foi construida com solugio de D-xilose (MERCK), nas

concentragdes entre 2 ¢ 10 umol/mL.

Uma unidade de atividade enzimatica corresponde & quantidade desta capaz de
catalisar a liberagio de 1 umol de agicar redutor expresso por xilose/min nas condigdes

citadas.

3.4. Determinacéao de Proteinas

A concentragdo de proteinas em ambas as fases do SDFA foi determinada de acordo
com o método de SEDMAK e GROSSBERG (1977). Este método se fundamenta na
reagdo colorimétrica entre os grupos aromaticos da proteina e o corante azul brilhante de

Coomassie em meio acido.
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3.4.1. Preparacio da soluciio de Azul de Coomassie G250

O corante azul de Coomassie G250 foi preparado a 0,06% (m/v) em soluciio 2,2%
de HCI (m/v, 0,6 N) e filtrado em papel Whatman n® 1 para remogio de material insolivel.
Alguns lotes do corante possuem uma coloragio mais intensa que outras, assim a solugiio
preparada acima, se necessario, pode ser diluida com HCI 2,2% até atingir uma absorbéncia
entre 1,3-1,5 a 465nm (SEDMAK e GROSSBERG, 1977).

3.4.2. Curva padrio

A curva padrio foi construida a partir de uma solugdo estoque de proteina albumina
bovina (BSA) - 0,2 mg/mL.

A leitura da absorbéncia foi feita em espectrofotdmetro (UV/VIS 911-A da GBC) a
595nm. A curva foi construida considerando a concentragdo de proteinas em mg/tubo, na

ordenada e a absorbincia na abscissa.

3.4.3. Quantificaciio de proteina nas amostras

A temperatura ambiente, 500 pL da amostra a ser analisada foram colocados em
tubos de ensaio, e o volume completado para 1000 ul com agua destilada. Foi adicionado
1500 pl. do corante Blue Coomassie e a leitura de absorbincia foi feita em

espectrofotdmetro a 595 nm. As absorbéincias foram comparadas com as da curva padréio de
BSA.
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3.5. Eletroforese (SDS-PAGE)

Eletroforese em condigdes desnaturantes foi utilizada na caracterizacio das massas
molares das enzimas de acordo com ANDREWS (1986) para avaliagdo do perfil das
proteinas apos cada etapa de purificacdo. Esta determinagdo foi utilizada na caracterizagio

da enzima purificada e seus principais contaminantes.

Géis de poliacrilamida foram preparados com 12% T. A eletroforese foi
desenvolvida por 40 minutos a voltagem constante de 200 V no equipamento Mini-Protean

da Bio-Rad de acordo com as instru¢des do fornecedor.

A colorag@o dos géis foi realizada com o “kit” de prata da Bio-Rad (Bio-Rad Silver
Stain). Esse “kit” € composto de uma solu¢o oxidante (dicromato de potassio e acido
nitrico), uma solu¢io de nitrato de prata, a solu¢iio reveladora (carbonato de sédio e

paraformaldeido) e o gel € fixado com uma solugdo de acido acético e metanol.

3.6. Purificagdo da Xilanase em Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA)

3.6.1. Formacio dos SDFA

Os SDFA foram preparados, de acordo com FRANCO et al. (1996 b) em tubos de
ensaio graduados de 10 mL contendo aproximadamente 10 g de sistema. ComposicBes
diferentes de SDFA foram utilizadas para comparaco da melhor eficiéncia da recuperacio

da enzima, de acordo com o planejamento experimental descrito no item 3.62. Cada
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composi¢do foi realizada em duplicata. Os tubos foram centrifugados 4 6000g durante 5

minutos ¢ as fases superiores e inferiores separadas com o auxilio de pipetas Pasteur.

3.6.2. Composicio dos SDFA

A composi¢do dos SDFA foi feita visando obter melhor eficiéncia na recuperagio

da enzima, sem afetar suas propriedades bioquimicas.

A otimizagio foi baseada na técnica de planejamento experimental que vem sendo
cada vez mais utilizada (BARROS NETO et dl., 1995).

A otimizacao foi feita baseada num planejamento fatorial fracionario misto de 2 e 3
niveis com 4 fatores, MM do PEG, concentragio de PEG, concentragdo de fosfato ¢
concentracdo de NaCl. Esse tipo de modelo ¢ similar ao planejamento fatorial fracionario
de 2 nivels, mas permite que um dos fatores possa ser analisado a 3 niveis, sendo
particularmente util quando se trabalha com variaveis descontinuas, como € o caso da MM
{massa molar) do PEG (HAAL AND ef al. 1989).

As TABELAS 3.1 e 3.2 abaixo mostram os niveis codificados dos fatores e a matriz

do planejamento fatorial, respectivamente.

TABELA 3.1. Valores Reais dos Niveis Codificados dos Fatores do SDFA Estudados

no Planejamento Fatorial Fraciondrio

VARIAVEL SIMBOLO VALORES REAIS DOS NIVEIS
-1 0 +1
MM do PEG Xi 1500 4000 6000
Concentracio do PEG % ). & 16 i9 22
Concentragio do fosfato % X3 10 11,5 13
Concentragio do NaCl % X4 0 6 12
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OBS: O caldo de fermentagéo centrifugado (auséncia de células) foi adicionado para que a

soma das concentragdes de PEG, fosfato, NaCl e caldo seja 100 %.

TABELA 3.2. Matriz do Planejamento Fatorial 2° Fracionado em % para Determinar

0 Melhor Sistema de Purificaco para a Xilanase

N DO NIVEIS CODIFICADOS DAS VALORES REAIS DAS

VARIAVEIS VARIAVEIS

ENSAIO X, X, X; X, MM % % %

PEG PEG fosfato NaCl

1 -1 -1 -1 -1 1500 16 10 0

2 -1 -1 +1 +1 1500 16 13 12

3 -1 +1 -1 +1 1500 22 10 12

4 -1 +1 +1 -1 1500 22 13 0

5 -1 -1 +1 4000 16 10 12

6 -1 +1 -1 4000 16 13 0
7 +1 -1 -1 4000 22 10

8 +1 +1 +1 4000 22 13 12

9 +1 -1 -1 -1 6000 16 10 0

10 +1 -1 +1 +1 6000 16 13 12

11 +1 +1 -1 +1 6000 22 10 12

12 +1 +1 +1 -1 6000 22 13 0

3.6.3. Parametros de Avaliacio da Purificacio em SDFA

Para se avaliar a purificac@o € necessario a avaliagio de alguns pardmetros dentre

eles:
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Coeficiente de particiio da xilanase (Knzima)

_ Atividade xilanasica ¢ ..

" Atividade xilanasica ,,_ .

errzima

O valor de Kenima representa a distribui¢fio da enzima entre a fase superior e a fase
inferior do SDFA, assim um Kewima maior que um indica que a enzima foi particionada

preferencialmente na fase superior e vice-versa.

Coeficiente de particfio das proteinas contaminantes (Kroteins)

[proteinas totais] .., c.oci

profis

K

[proteinas totais] ... e

O valor de Kproteina Tepresenta a distribuicfio das proteinas totais entre a fase superior
e a fase inferior do SDFA, assim um Kprowma maior que um indica que as proteinas foram

particionadas preferencialmente na fase superior e vice-versa.

Para ter uma purificagfo efetiva € desejavel que a enzima alvo se particione em uma
fase e as proteinas totais em outra. Assim se a enzima se particiona na fase superior,
representado por um Kensims maior que um, as proteinas totais devem se particionar na fase
inferior, Kproteina menor que um. Ou se obtiver um Kenzims menor que um procurar um

Kproteina MAIOr UE Um.
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Raziio de Volume (Ry)
R = VFaseSu;m:io;
i

Fase Inferior

Rendimento (GAIKAIWARI ef al 1996 e HUDDLESTON e LYDDIAT, 1990)

100
RFm Superor = 1
1+
R, -K
160
R

O rendimento ¢ calculado através da atividade enzimatica a cada etapa de

purificagio.

Atividade Especifica

atividade enzimatica

Ativespec.= - - (U/mg)
proteinas totais
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Fator de Purificacio (FP)

Atividade especifica

" Atividade especifica inicial

O FP esti relacionado ao aumento da atividade especifica a cada etapa de

purificagdo.

Seletividade (S) ou (S*)

Swﬁw ou S*:m

proteina enzima

3.7. Determinacéo das Linhas de Amarragédo

Geralmente em sistemas aquosos bifasicos determina-se a concentragio de apenas
dois componentes, sendo que a concentracio do terceiro componente ¢ obtida por

diferenca.

Especificamente neste caso, o sistema bifésico é composto por quatro componentes,
PEG, K:HPO,, NaCl e 4gua. Assim para determinar a composicio da linha de amarragio,
foi determinada a concentragio de K;HPO,, a concentragio de 4gua (SILVA, 1994) e as
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concentragdes de NaCl e PEG foram obtidas indiretamente pelo método descrito por
SNYDER et al. (1992).

3.7.1. Determinaciio da Concentraciio de Agua

O método utilizado para determinagio de 4gua no SDFA ¢ baseado em métodos

quantitativos sugeridos para determinago de umidade em geléias e alimentos viscosos.

Foram utilizadas placas de Petri e pérolas de vidro (¢ 3 mm), que foram
previamente secas em estufa a 62°C por 24 horas e colocadas em dessecador por 45
minutos. Apds esse tempo anotou-se a massa das placas com as esferas, a massa desse

conjunto foi chamada de Myigraria.

Foram colocadas 1-1,5 g de amostra sobre as esferas de vidro e a massa da vidraria

mais amostra foi chamada de Mumida.

Essas amostras foram deixadas em estufa & 62°C por 24 horas. Apés esse tempo as
amostras foram colocadas em dessecador por 45 min, e entdo mediu-se 8 Mgecs. AS AMOSLras
retornaram a estufa por aproximadamente 2 horas, deixadas em dessecador por 45 min. e
novamente a M. foi determinada, esse procedimento foi repetido até que M. fosse

gonstante,

Com esses dados pode-se calcular a concentragio de 4gua, em fragio massica, pela

seguinte equagdo:

Mamostra = Mimida - Mvidraria

Mumi — Mseca
Cig =2 100%

anostra
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3.7.2. Determinacio da Concentracio de Fosfato

A concentragio de fosfato foi determinada de acordo com SILVA (1994).

Pesou-se 1-1,5g da amostra a ser analisada em um becker 50mL e completou-se para
20g com agua destilada. A essa solucdo foi adicionado 1 a 5ml de HCI 10% (dependendo
da fase do SDFA) até pH proximo de 2, para garantir que todos os fosfatos fossem

transformados em acido fosforico.

K,HPO4 + ZHCI — H3PO; + 2KCl

Titulou-se a solu¢do com KOH 0,1M ou 0,01M (dependendo da fase) por titulagio
potenciomeétrica. O acido fosforico possui s6 2 hidrogénios ionizaveis, o primeiro a pH
proximo de 4 e o segundo a pH proximo de 9. Com os dados da titulag@io, uma curva pH
vs Vol.xon (FIGURA 3.1) foi construida. Fez-se a derivada da curva (FIGURA 3.2) e
determinou-se o voiume equivalente pela diferenca dos dois pontos de inflexdo (ou pelos

dois pontos de maximo) da derivada.

VKOH N xoE = npP Of

3 _ P e
17418
M o = Viow N o 174,18
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onde Vkor € o volume equivalente da titulacio, isto €, o volume correspondente entre

os dois picos da derivada da curva pH vs. Volkon.
Vkon = V2 - V)

Assim a concentragio de fosfato ¢ dada por:

C :Mﬂ_log%

sal
amostra

12

10 +

& "

1]

pH

5 o 5 1w 15 20 2 B 3B
VKOHON

FIGURA 3.1. Exemplo de uma Curva de Titulacio da Fase Inferior de um SDFA
Compesto por 22% PEG6000, 10% K2HPO4 e 68% de dgua
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FIGURA 3.2. Exemplo da Primeira Derivada da Curva de Titulacio da Fase Inferior

de um SDFA Composto por 22% PEG6000, 10% K2HPO4 e 68% de
dgua

3.7.3. Determinacgio das Concentragdes de PEG ¢ NaCl

A concentragiio de PEG e NaCl foi determinada indiretamente segundo SNYDER
{1992).

Foram pesados em cadinhos de porcelana previamente pesados aproximadamente

0,5 g de amostras das fases superiores e inferiores do SDFA (Mudinho + amostra). E55a8

amostras foram levadas a mufla & 450°C por 5 dias. Esse procedimento provoca a

evaporacio da agua e o PEG ¢ oxidado e volatilizado, assim o que resta nos cadinhos sfo os
5218 K2HP04 e NaCl.
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Pelas equagdes abaixo determinamos as massas de PEG mais dgua ¢ KoHPO; e
NaCL

MPEG +agua™ Mcadinho + amostra anidra ™ Mcadinha + amostra seca
MKZHP(M +NaCl = Mcadinho + amostra seca Mcadinho
Mitac1 = Mianrpod « Nact - Mpstate  {Miostao determinado no item 3.7.2)

Mpec = MpEG - sgua - Magua {Maeus determinada no item 3.7.1)

Tendo-se a massa de agua, determinada de acordo com item 3.7.1, e com a massa de
K:HPO,, determinada de acordo com item 3.7.2, determinou-se as massas de PEG e NaCl

utilizando-se a primeira e a segunda equagio, respectivamente.

3.8. Purificagdo da Xilanase em SDFA utilizando uma Coluna de Extracéo
Continua

Um sistema composto com a melhor composi¢iio para purificagio da xilanase foi
aplicado a uma coluna de extragdo continua, representada na FIGURA 3.3, a fim de
comparar a purificacdo da xilanase em batelada e em sistema continuo com fluxo contra

corrente.
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A B
it direcin dos pulsos
Alimerntenio da fase
pesada (riva sm sal) ! ~_, Salda ds fags
levrs
| Sadda ds fase

” bt e L
&gmerfkt&gm B | - T pesada
Tese (vina sw PEG)

FIGURA 3.3. A) Esquema da Coluna de Extracio Continua com Campanulas
Pulsantes e B) Foto da Coluna

A coluna é constituida por um tubo de vidro medindo 19 ¢m de altura, 2,84 cm de
didmetro externo e 2,54 cm de didmetro interno. No centro da coluna hé uma haste de aco
inox com 3 campdinulas de aco inox, didmetro da base de 2,49 cm, distanciada 3 cm uma da
outra. A peneira da qual a campdnula € constituida possui uma 4rea livre de
aproximadamente 38%. Os bocais de alimentagio e saida das fases sdo de ago inox e

possuem didmetro interno e externo de 3,65 e 6,85 mm respectivamente.

A alimentaciio de ambas as fases € realizada por meio de uma bomba peristaltica,
sendo que a fase rica em sal (maior densidade) é alimentada pelc topo da coluna e a fase

rica em PEG {(menor densidade) pelo fundo da coluna.

3.8.1. Alimentacio da Coluna de Extracio

As fases superiores e inferiores foram preparadas separadamente de acordo com as

concentracdes obtidas para as linhas de amarrac8o do SDFA, descrito no item 3.7.
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A fase superior (rica em PEG) foi preparada sem adi¢io de enzima pesando-se as
quantidades necessarias de PEG6000, KoHPO,, NaCl e agua destilada. A fase inferior (rica
em sal) foi preparada pesando-se as quantidades necessarias dos reagentes e a massa de

agua foi substituida por massa equivalente de caldo de fermentacio.

3.8.2. Operagio da Coluna

A coluna fot operada com as seguintes caracteristicas de acordo com RABELQ e

al. (1999);
= Vazdo da fase inferior (rica em sal): 2,6 mIL/min
s VazZo da fase superior (rica em PEG): 2,8 mL/min
= Frequéncia de pulso: 1/1 ¢ 1/5

#=  Tempo de Cperagio: 70 minutos

Inicialmente a coluna foi preenchida com a fase continua (fase rica em sal), em
seguida ajustou-se sua vazdo de saida e iniciou-se a agitagdo. Depois desse procedimento a
alimentagdo da fase dispersa (fase rica em PEG) foi iniciada. Quando a fase dispersa

chegou ao topo da coluna iniciou-se a marcagio de tempo.

Amostras de saida da fase dispersa e da fase continua foram retiradas da coluna nos

seguintes intervalos de tempo: 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 minutos de operagdo da coluna.

Apos esse procedimento foram determinadas a atividade xilanésica e a concentragdo

de proteinas totais para cada tempo em ambas as fases.
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3.9. Etapa Secundadria de Purificagdo da Xilanase por Cromatografia de Troca
f6nica (CTI)

Cromatografia de troca idnica com gel Q-Sepharose Fast Flow (resina anidnica
carregada positivamente, Pharmacia - Biotech), ¢ com gel SP-Sepharose Fast Flow (resina
catidnica, Pharmacia) foram utilizadas como etapa secundaria apos a purificagdo primaria

da xilanase em SDFA.

Foi utilizado o sistema Gradifrac acoplado a uma bomba P30, coluna (XK 26,
Pharmacia Biotech) de 26mm de didmetro interno com 9,5 c¢m de leito (50 cm’ de leito),
detector de ultravioleta com filtro a 280nm, vélvula IV7 e registrador (Pharmacia - Biotech)
representados na FIGURA 3.4. Os solventes utilizados foram A: solugio tampio glicina-
NaQOH 50 mM, pH 9,0 ¢ B: solug@o tampéo glicina-NaOH 50mM, pH 9,0 + NaCl 1,5 M.

As fracOes, coletadas nos tubos de ensaio, com os maiores picos de absorbdncia a
280nm foram concentradas por ultrafiltracio em celula da Amicon com uma membrana de

corte de 1000 (YM 1000 da Amicon) e analisadas quanto a atividade xilanasica.

FIGURA 3.4, Equipamente Utilizado para Cromatografia de Troca Iénica
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O programa utilizado para cromatografia de troca idnica estd descrito na TABELA
3.3 e representado na FIGURA 3.5.

TABELA 3.3. Programa da Cromatografia de Troca Iénica para Q-Sepharose e SP-

Sepharose

Q-SEPHAROSE

METODO  FLUXO (mL/minuto) VOLUME (mL) TAMPAO
Aplicacdo da 10 01600 160% A
amostra
0-320 100% A
Cromatografia 20 320 - 760 0-100% B
760 — 1140 100% B
1140 — 1145 100-0% B
1145 ~ 1390 0% B
SP-SEPHAROSE
METODO  FLUXO (mL/minuto) VOLUME (mL) TAMPAO
Aplicagdo da 10 0 - 1200 100% A
amostra
0 - 260 100% A
Cromatografia 20 260 - 660 0-100% B
660 - 959 100% B
959 - 960 100-0% B
960 - 1200 0% B
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16024
Tampdo A
g
0 7 H 3
0 320 760 1145 1390 V[mi]
B
5 260 660 960 1200 ¥ [mf]

FIGURA 3.5. Representacio do Programa da Cromatografia de Troca Idnica: A) Q-
Sepharose; B) SP-Sepharose

3.10. Aplicacdo da Xilanase na Polpa Kraft

3.10.1. Tratamento Enzimaitico da Polpa

A polpa Kraft de eucalipto utilizada nos estudos de branquemento foi cedida pela

Champion Papel e Celulose (Mogi-Guacgu — SP) apds o estagio de oxidagio (FIGURA 3.6).
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Essa polpa foi inicialmente caracterizada apresentando as seguintes propriedades: numero

Kappa de 10,5, alvura de 49,2 e consisténcia de 17,9%.

madeira Cio, o
pirauita O k:"Ia_ i t SOdﬁ C;O:
, 4 ol S [V
. - - ; N . | %
| Digestdo Oxigenagio i Cioracdo i——»{i Fop _J CiO, L} § LE&SS&A
> l L -. ol brangueada
=

/

xilznass

FIGURA 3.6 Esquema da Produgiio de Papel

Os testes de aplicagdo da xilanase foram feitos com a enzima comercial Pulpzyme
{NovoNordisk) e com a xilanase produzida no Laboratorio de Engenharia Bioguimica da

FEQ a partir da fermentacdo com Bacillus pumifus.

Foram usadas 10 g de polpa seca para cada teste, aplicando a xilanase (E) e fazendo

o controle sem xilanase (C). Os testes foram feitos em duplicata.

A consisténcia da polpa foi ajustada a 10% com a adicfio de tampdo glicina-NaQH
0,IM pH 9,0, A enzima foi adicionada nas concentragdes desejadas na polpa. A mistura
foi colocada em sacos de polietilenc, bem homogeneizada, e incubada em banho a

temperatura controlada. Essa mistura foi submetida a agitagio manual a cada 15 minutos,

As condigdes do teste foram as seguintes:

TABELA 3.4. Condigdes para branqueamento da polpa de celulose com a enzima

comercial Pulpzyme

Temperatura Tempode pH  (Consistdéneia Enzima Dosagem
tratamento da pelpa
60°C 3 horas 8.0 10% Enzima comercial 50 e 250 U/l0g
{(Pulpzyme) de polpa seca
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TABELA 3.5. Condi¢fes para branqueamento da polpa de celulose com emnzima

produzida por Bacillus pumilus no Laboratério de Engenharia

Bioquimica
Temperatura Tempode pH  Consisténcia Enzima Dosagem
{ratamento da polpa :
50°C 2 horas 9,0 10% xilanase 50,200,250e
500 U/10g de
polpa seca

3.10.2, Determinacio do Namere Kappa

O nUmero Kappa representa a medida do teor de lignina residual da polpa,
avaliando a eficiéncia da deslignificacio. Assim a cada etapa de branqueamento ha a

diminui¢io do nimero Kappa.

Para avaliagio do nimero Kappa foram utilizados aproximadamente 1,0 g de polpa
seca {folha teste). A amostra o1 desintegrada batendo-se no liquidificador com 700 mL de
agua destilada, até ficar livre dos grumos e dos feixes de fibras ndo dispersas. Apds
desintegrada, a polpa foi transferida para um Becker de 1000 mL contendo 50mL de
solu¢do de permanganato de potassio (KMnQO,) 0,IN e adicionou-se 50mL de acido

sulfirico 4 N. Esta soluc#o fot agitada por 10 minutos e anotou-se a temperatura.

Apés 10 minutos a reagio fol interrompida por adigio de 15 mL de solugio de iodeto
de potassio IM. Titulou-se o iodo livre na suspensdo com tiossulfato de sodio (Naz$,0;5)
0,1M até a solugdo ficar com a tonalidade amarelo claro. Adicionou-se duas gotas de

solucdo de amido e continuou-se a titulago até viragem da cor azul para branca.

Uma determinacio em branco foi feita usando o mesmo procedimento mas sem a

polpa. Neste caso a mistura foi titulada com Na,$,0; imediatamente.
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Para calcular o nimero Kappa utilizou-se as seguintes equagdes:

_a-—b
a

100

C

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

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

Com o valor de ¢ encontra-se o fator de corregio f na TABELA 3.6.

Se a temperatura no becker ndo for 25°C multiplica-se o niimero Kappa por um

fator de correcdo da temperatura (ft) obtido pela equagio abaixo:

fi= [(25 - T) . 0,01371] +1 onde T ¢ a temperatura no becker (°C)
Assim,
a-b .
Kappa= ——-f ft [mL/g] onde w é a massa da polpa seca
W
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TABELA 3.6. Fator f para Corrigir Diferentes Porcentagens do Consumo de
Permanganato (TAPPI Test Method, T 236 cm-85)

f 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

30 0,958 0960 0961 0,964 0966 0968 0970 0973 0,975 0,977
40 0.979 0,981 0,983 0985 0987 098 0991 0,994 099 0,998
50 1.000 1,002 1,004 1,006 1,009 1,011 1,013 1,015 1,017 1,019

60 1.022 1,024 1,026 1,028 1,030 1,033 1,035 1,037 1,039 1,042
70 1.044

3.10.3. Determinacio da Viscosidade da Pelpa

A viscosidade da polpa d& uma indicacfio do grau de polimerizac¢iio da celulose,
portanto esse teste indica se houve degradacio da celulose no processo de branqueamento.

A diminuig8o na viscosidade da polpa pode indicar um possivel decréscimo na massa molar

da celulose

Pesou-se aproximadamente 0,27g de polpa seca (folha teste) e colocou-se em uma
proveta adicionar 25mlL de agua destilada e agitar por 5 minutos. Em seguida foi
adicionado 25 mL de etilenodiamina ciprica, solu¢do 0,5 M em cobre e a mistura agitada
por mais 15 minutos. Esse mistura foi transferida para um viscosimetro Fenske-Oswald

(FIGURA 3.7), previamente aferido com odleo standard. O tempo de escoamento foi

cronometrado.

O calculo de viscosidade da celulose, em centipoises, foi determinado pela equagio:
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onde:
K = constante do viscosimetro

t = tempo de escoamento em segundos

FIGURA 3.7. Esquema do Viscosimetro

3.10.4. Determinacio da Alvuara

A determinacdo da alvura da polpa foi realizada diretamente em espectrofotdmetro
Brightness Tester Model S4-m (Technidyne Corporation USA), com a analise direta das
folhas de celulose secas. Antes da leitura das folhas de celulose o equipamento foi

calibrado com padrio (placa branca) de 89,5°GL.

3.10.5, Cilculo da Eficiéncia de Deslignificacio e Seletividade

A eficiéncia de deslignificagio ¢ a seletividade sdo determinadas pelas relagfes:

% Eficiéncia de deslignificacfio = N° Kappa inicial - N® Kappa final x 100
N° Kappa inicial

Seletividade = Eficiéncia de deslignificacio
% de reducio da viscosidade da polpa
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados s&o apresentados em quatro itens, os 3 primeiros referindo-se a
purificagdo da xilanase e o Gitimo trata da aplicagio da enzima no branqueamento da polpa
kraft.

4.1. Purificagdo em Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA)

A parti¢do de materiais biologicos em SDFA ¢ um método seletivo para purificacio
e para estudos de componentes celulares, incluindo proteinas, acidos nucléicos, membranas
e organelas celulares. Processos de extracio e separagdo em SDFA podem substituir as
primeiras etapas de purificagdo e de cromatografia preparativa de biomateriais e também
podem facilmente ser escalonados sem perda significativa da eficiéncia e com uso de
equipamentos simples (ALBERTSSON, 1986; ASENJO et al., 1990; KULA, 1990).

Os SDFA foram preparados com caldo de fermentagdo do Bacillus pumilus
substituindo a agua do sistema. O caldo de fermentagdo foi obtido no projeto de mestrado
de Cristiane Tagliari. O primeiro lote, utilizado no planejamento experimental, apresentou
atividade enzimatica inicial de 4,9 UI/mL e atividade especifica inicial de 18,8 Ul/mg

proteinas.

E bom salientar que ndo € necessaria a purificaclo da xilanase para aplicacio no
branqueamento de polpas kraft. A purifica¢@o é necessaria para se conhecer as propriedades

da enzima.

Um planejamento fatorial fracionério combinado de 2 e 3 niveis de acordo com

HAALAND et al. (1989) foi empregado com o objetivo de maximizar o rendimento e o
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fator de purificacdo da xilanase. Nesse tipo de planejamento, uma das variaveis pode ser
escolhida para ter 3 niveis. Esse artificio é util quando se trabalha com varigveis
descontinuas, como € o caso da MM do PEG, por isso ele é o tnico fator do planejamento
que foi estudade em 3 niveis (MM do PEG: 1500, 4000 e 6000). Nesse tipo de
planejamento pode-se estimar todos os efeitos principais e as interacGes lineares entre dois

fatores sem confundi-los.

A Tabela 4.1 mostra o resultado do planejamento experimental para purificagio em
SDFA, onde foram analisados 4 fatores, MM e % de PEG, % de Fosfato ¢ % de NaCl e as
respostas estudadas foram coeficientes de particio da xilanase (Kensima) © das proteinas

contaminantes (Koroweina), fator de purificagio (FP), seletividade (S) e rendimento (R).
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TABELA 4.1, Cotficientes de partigiio (K.

wishn € Kprotins)  fatokes de putificagio (FP) e rel

wdindentd (R) obtidos rios SDFA

i . ; i A h |
Condi¢des Alividade Rendithento
do Ensaio (U/ml) rp (na fase
enriquecida ¢m
silanase)
Ensaio MM Y Y% Y% Fase Fase Seletividade Fase Fase % (R)
PEG PEG fosfato NaCl  Sup.  Inf, Kengina _Kproteina (S) Sup. Inf, :
1 1500 16 10 0 579 024 24,1 1,9 12,9 1,7 013 96,9
21500 16 13 12 498 054 9,2 1,4 6,6 46 07 88,1
3 1500 22 10 12 1,53 1,50 1,1 2,6 0,4 1,9 48 59,2
4 1500 22 13 0 6,04 022 275 0,8 34,4 46 0,1 97,6
5 4000 16 10 12 226 006 37,6 0,3 125 4.5 0,04 97,1
6 4000 16 13 0 2,55 1,26 2,0 43 0,5 1,5 32 62,6
7 4000 22 10 1,39 064 2,2 2,6 0,8 1,6 19 35,2
8 4000 22 13 12 1,34 271 0,5 0,3 1,7 3,5 21 31,3
9 6000 16 10 0 2,00 039 5,1 0,3 19,6 1,8 0,09 84,4
10 6000 16 13 12593 039 15,2 3,5 4,3 52 12 91,4
11 6000 22 10 12 610 013 469 0,1 390 329 0,08 98,2
12 6000 92 13 0 562 025 23,8 1,0 23,8 284 1,7 96,3

QYSSNOSIQ 3 SOUV.LINSIY
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A purificagio tem por objetivo separar a proteina alvo, no caso a xilanase, das
proteinas contaminantes também presentes no caldo de fermentagio. A xilanase foi
particionada preferencialmente na fase superior (Kenzima > 1) em todos os experimentos de
SDF A realizados. O SDFA que proporcionou uma purificagdo mais efetiva (maior valor da
Seletividade) foi o com maior valor de Kemims € valores de Kiroweina menores que 1,
indicando que as proteinas contaminantes foram particionadas na fase oposta (fase inferior

do sistema).

Pode-se observar que de maneira geral com o aumento da concentracio de fosfato e
de NaCl dos niveis inferiores para os superiores, houve uma diminui¢8o no Kensima (ensaios
1-2; 7-8). Ja com o aumento da concentragio de NaCl e diminuigio da concentragio de
fosfato notou-se o efeito contrario, isto €, houve uma aumento 10 Kensims € no fator de

purificagdo da fase superior (FP) e uma diminuig#o do Kproweims (ensaios 5-6; 11-12).

Também observou-se que com o aumento da MM do PEG de 1500 para 6000,
mantendo-se os outros fatores constantes, houve um aumento significativo do Kenzima de 1,1
para 47, do FP na fase superior, que variou de 1,9 para 33, e uma diminuigio do Kyroteina,

que diminuiu de 2,5 para 0,1 (ensaios 3-11).

Deste modo, os fatores que influenciaram o aumento do K da enzima, também
provocaram a diminuigic do K da proteina, proporcionando assim altos fatores de

purifica¢go.

Foi observado que o melhor sistema para purificagdo da xilanase foi o composto por
22% de PEG6000, 10% de K;HPO, ¢ 12% de NaCl, onde se obteve um fator de purificacio
de 33 com 98% de recuperagdio da enzima na fase superior e seletividade de 390. Os
valores dos coeficientes de particfo da enzima e da proteina obtidos nesse sistema foram de

47 e 0,1 respectivamente.

GAIKAIWARI ef al. (1996) utilizaram SDFA para purificacdo de xilanase, obtida

por Bacillus sp., conseguindo um fator de purificacgo de apenas 2,6 vezes com 98% de
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recuperagio da enzima. COSTA ef al. (1998) estudaram a partigdo da xilanase produzida
por Penicillium janthinellum. O melhor SDFA encontrado foi o composto por 8,8% de
PEG4000, 10% fosfato, 6% de NaCl e pH 7,0 com coeficiente de partigdo da enzima de

2,21, fator de purificagio de 1,34 vezes e 80% de rendimento.

Amostras coletadas do sistema 11 foram anaiiéadas por eletroforese (SDS-PAGE)
com o intuito de caracterizar as fases do sistema quanto a massa molar das enzimas
purificadas e quanto ao grau de purificagdo. A FIGURA 4.1 representa o gel de
eletroforese com as bandas principais das proteinas do caldo de fermentago e as proteinas

do material purificado.

A maior parte da atividade xilanasica foi encontrada na fase superior do SDFA 11
(coluna 3 do gel) onde se encontram 3 bandas principais com massa molar de: 22600,
32600 e 74200 Da. LUMBA e PENNINCKX (1992) purificaram 3 xilanases provenientes
da fermenta¢do do Streptomyces sp. com massas molares de 21000, 22000 e 32000 Da.
NAKAMURA et al. (1995) obtiveram uma xilanase de 40000 Da; BLANCO et al. (1995)
uma xilanase de 32000 Da produzida por Baciflus sp. e PANBANGRED et al. (1983)
identificaram uma xilanase de 24000 Da produzida pela fermentacio de B. pumilus. As
xilanases com baixa massa molar s3o as indicadas para o tratamento de polpas de papel,

pois possibilitam uma methor dispersio entre as fibras da polpa.
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1 2 3 4
FIGURA 4.1. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida SDS. Coluna 1) Padrjes de

marcadores moleculares (Da): Fosforilase B: 94000, Albumina Bovina:
67000, Ovoalbumina: 43000, Amnidrase Carbdnica: 30000, Inibidor
Tripsina de Soja: 20100 e a-Lactoalbumina: 14400; 2) Calde Bruto de

Fermentacio; 3)Fase Superior {ensaio 11} e 4) Fase Inferior (ensaio 11)

Para determinar quais das 3 bandas correspondentes as proteinas encontradas na
fase superior do SDFA (coluna 3) possuem atividade xilanasica, uma amostra coletada da
fase superior do sistema 11 fol purificada por cromatografia de troca idnica {CTI) com o
intuito de separa-las e analisa-las quanto a atividade enzimatica. E possivel que mais de

uma apresente atividade xilanésica.

Segundo HUDDLESTON et al. (1990) a adi¢dio de cloreto provoca um potencial
negativo na fase superior do SDFA em relacdo a fase inferior. Isso pode explicar o fato do
K da enzima aumentar com a adigdo de NaCl, pois o pH do SDFA € 8, ¢ a esse pH a
enzima provavelmente estaria carregada positivamente (pelos resultados da CTT concluiu-

se que o pl da enzima ¢ maior que 9) sendo entdo atraida pela fase com maior potencial
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negativo. Entretanto, hia alguns autores que tém outra opinifio a respeito. Segundo
FRANCO ef al., (1996a) 0 aumento do coeficiente de particdo da enzima seria resultado do
aumento do potencial hidrofobico da fase superior (rica em PEG) pela adicdio de NaCl,
mostrando que a enzima com atividade xilanisica pode ser mais hidrofébica do que as
proteinas contaminantes, que foram preferencialmente particionadas na fase inferior, por

1850 se da o aumento do K da enzima com a adigdo de NaCl.

A adi¢cdo de NaCl também provoca um deslocamento da linha de amarracdo. Este
deslocamento aumenta a linha de amarra¢iico o que, segundo CARLSON (1988) contribui
para o aumento do coeficiente de particdo das proteinas. A FIGURA 4.2 representa o
deslocamento da linha de amarracio do sistema composto por 22% PEG6000, 10%
K;HPO, e 12% NaCl comparado com o mesmo sistema sem a presenga de NaCl,
mostrando um aumento de 7% no comprimento da linha de amarragio. Este fato
provavelmente também justifica o aumento do coeficiente de particdo da xilanase com a

adicio de sal no SDFA.

2 com-12% NaCl
2  sem NaCl

50
1 #® Faxse Superior

45 -

48

38

30 -

254

Y% PEG

20 -

/ com sal

. ' . ' .
a 5 10 15 20 %
% Fosfato

FIGURA 4.2, Comparacfio das Linhas de Amarracio do SDFA composte por 22%
PEG6000, 10% Fosfato e com 12% NaCl e sem NaCl
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Um novo caldo de fermentagio foi obtido apds a otimizagio do meio de cultura e
das condi¢@es de fermentagio. Esse caldo foi utilizado na composicio do methor sistema
para purificacdo da xilanase (22% PEG6000, 10% K;HPOs e 12% NaCl). A atividade
xilanasica inicial desse caldo foi de 164,1 U/mL com atividade especifica inicial de 31,7

U/mg de proteinas, os resultados da purifica¢do sio mostrados na TABELA 4.2

TABELA 4.2. Coeficientes de particdo (Kenzma ¢ Kprotema), fator de purificagiio (FP) e
rendimento (R) obtidos no SDFA (ID

Atividade Kenma Kproteina Seletividade Fator de Rendimento
{(U/ml) S Purificacio (FP) Y%
Fase Fase Fase Fase Fase Fase
Superior Inferier Superior Superior Superior Superior
171,8 5,7 36,10 6,04 752 40,1 0,1 97 3

4.2. Extracdo em uma Coluna de Operagdo Continua

A purificaglc e extragio em SDFA também pode ser feita em operagdo continua
com fluxo contracorrente utilizando os equipamentos usuais de extragio liquido-liquido que
ja sio bem conhecidos na area de engenharia quimica. Esta técnica, dentre outras

vantagens, reduz o tempo de operagéo (KULA, 1990).

O melhor sistema obtido para purificagdo da xilanase no item 4.1 (sistema 11) fo1

utilizado numa coluna de extragdo continua com campanulas pulsantes (FIGURA 3.3).

Inicialmente foi determinada a linha de amarra¢io do sistema composto por 22%
PEG6000, 10% K,HPO4 e 12% de NaCl, de acordo com item 3.6. A composicdo da linha
de amarragdo € mostrada na TABELA 43,
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TABELA 4.3. Composicio das linhas de amarracio do SDFA composto por 22%
PEG6000, 10% K;HPO; e 12% NaCl

Fase Superior Fase Inferior
pH 8,5 8,5
% H,0 42,6 66,7
% K:HPOq 0,4 22,8
% PEG6000 47,5 4.9
% NaCl 9,5 5,5

Apos a identificacdo da composi¢io das linhas de amarragio, a fase superior e a
fase inferior foram preparadas separadamente: A quantidade de 4gua da fase inferior (rica
em sal) foi substituida pelo caldo de fermentagio e na fase superior (rica em PEG) nio foi
adicionado nenhum caldo, apenas agua. O experimento foi realizado em 2 condi¢es de

freqiiéncia de pulsagdo: 1/1 e 1/5 e com tempo de operagdo de 70 minutos.

As Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 mostram, respectivamente, a atividade xilanasica nas fases
superiores e inferiores para a freqiiéncia de pulso 1/1 e 1/5 e o coeficiente de partigdo da

enzima em func¢3o do tempo de operagio.
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FIGURA 4.3 Atividade Xilanasica da Fase Superior e Inferior da Purificacio da

Xilanase em SDFA Utilizando Coluna de Extrag¢fe Continua.
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FIGURA 4.4 Atividade Xianasica da Fase Superior ¢ Inferior da Purificacio da

Xilanase em SDFA Utilizando

Coluna de Extracdo Continua.

Freqiiéncia de Pulso: 1/5
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FIGURA 4.5 Coeficiente de Particdo da Xilanase da Fase Superior e Inferior da
Purificacdo da Xilanase em SDFA Utilizando Coluna de Extracfo

Continua. Freqiiéncia de Pulso: i/1 e 1/5

De acordo com as figuras 4.3, 4.4 e 4.5 os melhores resultados foram encontrados
na freqiiéncia de pulso 1/1. RABELO ef al (1999) trabalhou com a mesma coluna para
extracdo de citocromo bS5 obtido por fementaglio de FEscherichia coli, sendo que os
melhores resultados também foram encontrados na freqiiéncia de pulso 1/1. Observou-se
que no intervalo de tempo de 30 até 50 minutos hd um aumento do Kenzima até 3,5 € apds

esse tempo ele decresce ate 1,0.

A razdo do uso de agitacdo em sistemas de extragdo liquido-liquido € quebrar as
gotas dentro da coluna, diminuindo seu tamanho e aumentando a mistura e a area de

contato entre as fases (RABELO, 1995). Dessa maneira deveria acontecer um aumento da
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transferéncia de massa entre as fases. Issc ndo foi observado no neste experimento, pois no
final da operac¢io, 70 minutos, a particdo da xilanase se deu por igual em ambas as fases,
isto é, a concentragio de xilanase era a mesma nas fases superiores e inferiores, nfo
apresentando vantagens sobre o experimentc em batelada. Provavelmente, neste caso,
houve a formagdo de uma emulsdo estavel desde o inicio do processo o que dificultou a
transferéncia da xilanase da fase rica em sal para a fase rica em PEG. CAREIRO DA
CUNHA et al. (1994) também observaram esse mesmo problema de transferéncia de massa
nesse tipo de equipamento, quando trabatharam com extragiio de cutinase numa coluna de

discos perfurados rotativos.

A transferéncia de massa também poderia ter sido prejudicada se estivéssemos
trabalhando na zona de inversdo de fases. A zona de inversdo de fases ¢ uma zona de
transicdo onde a fase continua, que geralmente € a fase salina, torna-se a fase dispersa, e
vice-versa. Este fendmeno provoca o aumento do tempo de separagio entre as fases e
provavelmente a zona de separagdo da coluna de campanulas pulsantes nfio foi suficiente
para uma eficiente separacio entre as fases e conseqiiente particio da enzima (MERCHUK
et al. 1998).

Uma alternativa para impedir a formagdo de emulsdo seria trabalhar com SDFA

mais diluido ou em outras posigdes da linha de amarraggo.

Um outro fato ¢ que a linha de amarragdo do sistema composto inicialmente por
22% de PEG6000, 10% de fosfato e 12% de Na(l foi determinada sem a presenga do caldo
de fermentagio. De acordo com LEBRETON e LYDDIATT (1999) e WALKER et al.
(1999} a adic&o de biomassa, extrato biologico ou calde de fermentagdo no SDFA altera a
posi¢io da curva binodal, deslocando-a no sentido do eixo x-y e consequentemente altera a
posi¢do das linhas de amarragio. Por isso pode-se ter utilizado no sistema continuo uma
composicio da fase inferior e superior do SDFA ligeiramente diferentes da utilizada no
sistema em batelada, pois o material biologico adicionado ao sistema foi centrifugado para

evitar a presenca de material particulado.
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4.3. Cromatografia de Troca Iénica (CT)

Uma amostra da fase superior do SDFA composto por 22% de PEG6000, 10% de
K;HPO4 e 12% de NaCl, foi purificada por CTI em uma segunda etapa para determinar

quais das proteinas mostradas na coluna 3 da FIGURA 4.1 tém atividade xilanasica.

Inicialmente foi utilizado uma resina anidnica {Q-Sepharose) onde foram aplicados
39 mL da fase superior do SDFA diluido para 1600 mL com soluc¢do tampdo Glicina-NaOH
50mM, pH 9,0. A diluigio da amostra coletada do sistema 11 era necessaria para diminuir
a concentracdo salina até niveis que permitissem a ocorréncia de interagio eletrostatica

entre a xilanase e as particulas de adsorvente.

A amostra foi aplicada continuamente no sistema Gradifrac (FIGURA 3.4) a um
fluxo de 10mEL/min e eluida com gradiente de sal de 0 a 1,5M de NaCl em tampdo Glicina-
NaOH 50mM, a um fluxo de 20mL/min onde foram coletadas fragdes de 15mL. Foram
analisadas a absorbéancia a 280nm de cada frac3o, sendo que as fragbes que apresentaram
maior absorbincia a 280nm foram concentradas por ultrafiltragdo tangencial usando
membrana de corte de 1000 Da e analisada quanto a atividade xilanasica. A FIGURA 4.6

ilustra os resultados obtidos.
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FIGURA 4.6 Cromatograma Utilizando Resina Q-Sepharose e Gradiente de Sal.
Solug¢io A: Tampido Glicina-NaOH S0mM e pH 9,0. Solugioe B:
Tampéo Glicina-NaOH S0mM e pH 9,0 mais NaCl 1,5M

As fragdes que apresentaram atividade xilanasica (Abs 540nm) foram as que ndo
foram retidas pela coluna e eluiram antes da aplicagdio do gradiente de sal. Provavelmente
isso ocorreu porque estas enzimas estavam carregadas positivamente a pH 9,0 e ndo

interagiram com a matriz de Q-Sepharose que ¢ positiva.

Por isso, o mesmo ensaio foi realizado com a resina SP-Sepharose que € uma matriz
catidnica (carregada negativamente). Foram utilizados 30 ml da fase superior (rica em
PEG) do sistema composto por 22% de PEG6000, 10% de K;HPO,; e 12% NaCl. Os
resultados sic mostrados na FIGURA 4.7.
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FIGURA 4.7. Cromatograma Utilizando Resina SP-Sepharose ¢ Gradiente de Sal.
Solugdo A: Tampie Glicina-NaOH 30mM e pH 9,0. Solugio B:
Tampdo Glicina-NaOH 50mM e pH 9,0 mais NaCl 1,5M

Pelo cromatograma da FIGURA 4.7 concluiu-se que duas fragdes com atividade
xilanasica foram identificadas: uma ndo foi adsorvida na matriz e a outra foi eluida no
inicio do gradiente de sal, em aproximadamente 0,5M de NaCl, isto significa que elas ndo
foram fortemente adsorvidas pela coluna. E provavel que duas isoenzimas estejam
presentes no caldo de fermentagdo, ambas com atividade xilanasica, uma deve ter um pl
inferior a 9,0 e a outra deve ter um pl proximo e maior que 9,0, que foi o pH utilizado nesse
ensalo. Alguns autores determinaram o pl de xilanases produzidas por bactérias: LUMBA
¢ PENNINCKX (1992) purificaram B-xilanases produzidas por Streptomyces sp., uma delas
apresentou massa molar de 22Kda e pI de 8,9 e BLANCO er al (1995) purificaram

xilanase produzida por Bacillus sp. com massa molar de 32Kda e pl de 9,3; .
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Foi feita eletroforese SDS-PAGE das amostras com maior atividade xilanasica,
(fragdes 19 e 20} para verificar sua massa molar (FIGURA 4.8) e ponto isoelétrico de uma

amostra da fase superior do sistema composto por 22% PEG6000, 10% fosfato e 12% NaCl
(FIGURA 4.9).

1 2 3 4

FIGURA 4.8 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida SDS: Coluna 1) Padrdes de
marcadores moleculares (Da): Fosforilase B: 94000, Albumina Bovina:
67600, Ovoalbumina: 43000, Anidrase Carbénica: 30000, Inibidor
Tripsina de Soja: 20100 e a-Lactoalbumina: 14400; 2) Fase Superior;
3) Amostra nio Retida na Coluna e 4) Fracfes 12-20 Eluidas

As fragdes das colunas 3 e 4 da eletroforese (FIGURA 4.8) apresentaram atividade
xilanasica, como praticamente todas as 3 bandas da fase superior do SDFA {coluna 2)

aparecem nas outras duas colunas fica inviavel afirmar qual ou quais delas sio as xilanases.

As principais proteinas presentes na fase superior do SDFA (FIGURA 4.9)

apresentaram 0s seguintes pontos isoelétricos: 4,0; 4,6; 5,3; 8,7 ¢ 9,25,
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1 2 3 4

FIGURA 4.9 Ponto Isceiétrico Colunas 1 ¢ 2) Padrdes de marcadores moleculares:
Amiloglucosidase pl 3,5; Inibidor de Tripsina de scja pl 4,55; B-
Lactoalbumina pl 5,20; Anidrase bovina pl 5,85; Anidrase humana pl
6,55; Mioglobina acida pl 6,85, Mioglobina basica pI 7,35; Lecitina
acida pl 8,15; Lecitina média pl 8,45; Lecitina basica pl 8,65 e
Tripsinogénio pl 9,30; Colunas 3 e 4) Fase Superior.

A CTI deveria ter sido realizada novamente em outro pH, por exemplo pH 8,0,
utilizando-se a resina catidnica (SP-Sepharose). Provavelmente a esse pH as enzimas com
atividade xilanasica ficassem mais fortemente adsorvidas na matriz catidnica e eluissem em

picos diferentes possibilitando a identificacdo da xilanase.
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4.4. Aplicacdo da Xilanase na Polpa Kraft

Os testes de aplicagdo da xilanase foram realizados de acordo com o item 3.10.1, os
parimetros de avaliagio foram o niimero Kappa, a aﬁv&r&, a viscosidade e a absorbincia a
280nm, sendo esta ultima indicadora do teor de lignina residual pois quanto maior a
absorbincia maior quantidade de lignina foi liberada em solucido, evidenciando uma maior

atuacio da xilanase na polpa. Os resultados sdo mostrados na tabela 4.4.

TABELA 4.4. Aplicacido da xilanase em polpa Kraft

Teste Concentragio Tempe N.Kappa Alvara Viscosidade Eficiéncia Abs
(U/10g polpa) (horas) desiig;;ificacﬁe 280nm
Eo 10,5 492 41,0 ij R
EC 50 3 8,6 52,1 42,0 18 0,711
EC 250 3 7,9 54,3 43.0 25 0,857
EX 50 2 9,0 50,9 428 14 0,566
EX 200 2 8,8 52,0 42,4 16 0,792
EX 500 2 7,8 52,6 42,0 26 0,846
C 2 10,3 48,8 42,0 0,408

Eq- polpa antes do tratamento enzimatico
EC- enzima comercial

EX- xilanase

C- controle

O ideal seria utilizar a seqiiéncia de branqueamento usada industrialmente, por
exemplo, a seqiiéncia utilizada pela Champion S A que é CpEopD (Co-aplicagio de cloro e
diéxide de cloro, Egp-extragio alcalina e D-aplicacdo de didxido de cloro), verificando qual
seria a reducdio de cloro com a utilizagfo da xilanase para se atingir uma alvura de 89°GE.

Infelizmente isso ndo foi possivel devido a falta de equipamentos e condi¢les de seguranca,
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pois o Cl; (cloro) e o ClO; (dioxido de cloro) s3o altamente toxicos, além de que o didxido
de cloro deve ser produzido no local de consumo porque ele € explosivo e nfio deve ser

transportado.

A metlhor indica¢io do efeito da xilanase ¢ a medida da absorbincia a 280nm {da
agua residual) apds o estagio enzimatico. Este provavelmente é o método mais rapido de
medir o teor de lignina residual na solu¢éio, quanto maior a absorbdncia maior a quantidade
de lignina residual e consequentemente mais efetivo foi o tratamento. Pela TABELA 4.4
vemos que a absorbincia a 280nm aumenta consideravelmente na polpa tratada com

enzima em relacdo ao controle.

Também foi possivel observar a redugio de 2,5 unidades no nimero Kappa, de
10,3, polpa ndo tratada (C) para 7,8 na polpa tratada com 50U/g polpa seca (TABELA 4.4),

neste caso a eficiéncia de deslignificacio foi de 26%.

A FIGURA 4.10 mostra a comparacgio do tratamento feito com a enzima comercial
Pulpzyme e com a xilanase de Bacillus pumilus produzida no laboratdrio. Observa-se que a
enzima comercial reduz o nimero Kappa em aproximadamente 0,5 unidades a mais que a
xilanase obtida pela fermentagio de Bacillus pumilus usada nesse experimento. Entretanto,
os valores de pH testados foram diferentes, para a enzima comercial foi utilizado pH 8,0 e
para a enzima de B. pumilus pH 9,0, indicando elevada resisténcia a alcalinidade da

segunda enzima.
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FIGURA 4.10 Comparaciio do tratamento enzimatico feito com a enzima comercial e

com a xilanase produzida no laboratério

BOCCHINI ef al. {1997) conseguiram uma redu¢do de apenas uma unidade no
namero Kappa com o tratamento enzimatico. Continuaram o branqueamento com ClO; e
extracdo alcalina (NaOH) obtendo uma reducio de 23% e 37% de ClO,, respectivamente,
para atingir os mesmos niveis de namero Kappa e alvura do que os obtidos com o controle

sem tratamento enzimatico.

MUNK (1993), utilizaram a xilanase e um posterior branqueamento ECF
(branqueamento sem adigio de cloro elementar) com a seguinte segiiéncia de
brangueamento: XDEDED (X - enzima, D - ClO,, E - extragio com NaOH). No estagio
enzimatico conseguiu uma reduclio de 1,4 unidades no nimero Kappa. No final do
branqueamento chegou-se a alvura de 91% com a economia de 25% de clore ativo ¢ 16%

de NaOH comparando-se com o controle sem tratamento enzimético.
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De acordo com a literatura, o uso da xilanase no branqueamento da polpa kraft
mostrou, em geral, uma redugio no uso de cloro utilizado no branqueamento quimico
atingindo alta brancura sem alterar as propriedades da polpa. Resultados de laboratério e
de plantas industriais mostraram uma redugio de aproximadamente 20-25% de cloro ativo
total para madeiras duras ¢ uma redugéo de 10-15% para madeiras moles (VIKARI et al.,
1987, BUCHERT et al., 1992; SHERKER et al., 1992; YANG et al. 1993). Essa redu¢do
no uso de reagentes quimicos pode implicar em altas redugdes de custo quando se utiliza
grandes quantidades de cloro ¢ também hé a reducio da quantidade de organoclorados nos

efluentes, o que significa um beneficio para a area ambiental (BAJPAL 1999).
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5. CONCLUSAO

O uso de planejamento experimental se mostrou bastante adequado para o estudo

das variaveis que influenciaram a extracdio da xilanase nos SDFA estudados.

De acordo com os resultados apresentados o SDFA composto de 22% de PEG6000,
10% de K;HPO4 e 12% de NaCl mostrou ser um excelente sistema para concentragio e
purificacdo da xilanase, obtida pela fermentagiio do Bacillus pumilus, numa tnica etapa de
purifica¢io. O fator de purificagfo obtido foi de 40 com 97% de recuperagéo da enzima na

fase superior desse sistema.

O tratamento enzimatico na polpa kraft com adig3o da xilanase apresentou efeitos,
iguais ou superiores, de redugdo do ntimero kappa da polpa comparados com os resultados

da literatura.

Isto indica que a xilanase de Bacillus pumilus produzida no Laboratério de
Engenharia Bioquimica (FEQ-UNICAMP) apresenta alto potencial de uso industrial como
coadjuvante no branqueamento de polpas com o intuito de diminuir o uso de quimicos
(cloro) no processo e consequentemente diminuir a quantidade de organoclorados nos

efluentes de industrias de papel e celulose.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Alguns pontos poderiam ser melhor estudados:
¢ Estudo da purifica¢io utilizando o caldo de fermentaco com células
e Otimizagdo da extragio da xilanase utilizando SDFA em operagio continua; e

e Estudo mais aprofundado da aplicagdo da xilanase no branqueamento de polpa

kraft, visto que ela mostrou um grande potencial de uso industrial.
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EXTRACTION IN AQUEOUS TWO PHASE SYSTEMS OF ALKALINE XYLANASE
PRODUCED BY BACILLUS PUMILUS AND APPLICATION IN KRAFT PULP

Trabalho apresentado no 1 1" International Conference on Partitioning in Aqueous Two-
Phase Systems, Alabama, USA, 27 Junho — 2 Julho, 1999; e artigo submetido a publicagio
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ABSTRACT

Xylan, a group of heteropolysaccharides, is an abundant biopolymer found in plant
tissues as major component of cell wall, which is hydrolysed by xylanase. Several of the
xylanases commercially available produced by fungi are active at neutral or acidic pH and
their optimum temperature is below 45°C. Various applications for xylanases in
bioconversion and food industries have been suggested and one of the major potential
applications of xylanases involves the pulp and paper industry. This way, 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 lowering the release of polluting organic
chlorine compounds.

The aim of this work was to extract and to purify the enzyme from the crude
fermentation broth, produced by Bacillus pumilus, using aqueous two phase systems
(ATPS).

The enzyme from crude fermentation broth was extracted by partitioning in ATPS
composed of phosphate and polyetyleneglycol (PEG). The effect of tie-line length, PEG
molecular weight and NaCl concentrations upon the purification factors and yields of
xylanase were investigated by statistical design. The best system studied was that one
containing 22% PEG6000, 10% K,HPO4 and 12% NaCl with a purification factor of 33
and 98% vield of enzyme activity.
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This system was also used to carry out a continuous extraction at a pulsed caps
column.
Further xylanase from crude fermentation broth was tested at hardwood kraft pulp

bleaching.

INTRODUCTION

The large number of potential applications of these enzymes in several fields 1s one
of the main reasons for the investigation of fungal and bacterial xylanase production.
Currently the most important application of xylanases is in the prebleaching of kraft pulp.
Xylanase prebleaching technology is now in use at several mills, mainly in Scandinavia and
Canada, the main driving factors for this technology are the economic and environmental
advantages the xylanase brings to the bleach plant [1]. Enzymes active at high
temperatures and alkaline pH have great potential as they can be introduced at different
stages of the bleaching process without needing changes in pH or temperature [2]. We
have isolated and investigated 500 microrganisms for xilanase and cellulase activity and
three strains of Bacillus pumilus able to produce alkaline xylanase with insignificant levels
of cellulases were selected with potentially useful in prebleaching processes [3].

Characternistics of biotechnological systems make purification the more expensive
part of biomaterials process production. So, the development of new and economically
advantageous purification methods are a challenging area [4]. Purification of target
proteins requires their separation from the media or from the raw extract used for the
maintenance of the biomolecules. Protein extraction in ATPS is a rapid procedure which
avoids most of problems of denaturing fragile molecules providing a gentle environment
for biologically active proteins and may be employed on a large scale [5].

The aim of this work was to extract the alkaline xylanase from crude fermentation
broth in ATPS using batch and continuous process and to apply xylanase at hardwood kraft
pulp bleaching.

EXPERIMENTAL
Materials: Polyethyleneglycol (PEG 1,500; 4,000 and 6,000}, potassium phosphate dibasic
and sodium chloride (Synth, Sdo Paulo, SP, Brazil). Birchwood xylan (Sigma, Steinheim,
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Germany) was used as the substrate. All other chemical and biochemical reagents used
were of an analytical grade.

Fermentation broth: It was a kind gift of C. V.Tagliari. Xylanase was produced by
Bacillus pumilus at 40°C in 2.0 ] reactor (Bioflow III - New Brunswick Scientific, New
York, USA) with a initial medium volume of 1.5 1. The pH was initially adjusted to 9.5
before sterilisation. Dissolved oxygen concentration was monitored and kept at 50%
saturation by automatic control of air flow rate and of the stirring state.

Determination of xylanase activity: - Enzyme activities were determined according to
Bailey at al. [6] with Birchwood xylan 1% solution in 100 mM glycine-NaOH buffer at pH
10.0 and 45°C. The amount of reducing sugars were determined according to Miller [7].
One unit of xylanase activity was defined as 1 umol of xylose produced per minute under
the given conditions.

Experimental design: Experimental design was applied to determine the best ATPS to
extract the xylanase (Table 1) it was performed, according to Haaland [8].

Table 1. Factors studied in ATPS using a mixed fractionated experimental design

Factor Real Values of Levels
-1 0 1
PEG MW 1500 4000 6060
PEG concentration (%) 16 19 22
Phosphate concentration (%) 10 11.5 13
NaCl concentration (%) 0 6 12

Aqueous two-phase systems preparation: Ten grams of the ATPS, which compositions
are shown in Table 1, were prepared in test tubes in duplicate according to Franco et al. [9].
Phase separation was achieved by centrifugation for 5 min. at 3,000 x g. The pH of both
phases were approximately 8.5.

Partitioning of total proteins: Five hundred ul of the top phase were transferred from
each prepared system to a cuvette containing 1000ul of water and 1500u! of Coomassie
blue solution, according to Sedmak and Grossberg [10]. It was mixed well and the Asos was
read with a spectrophotometer (UV/VIS 911A, GBC Scientific Equipment, Victoria,
Australia) , against a blank which had 500 ul of a top phase of a system which had been

equally prepared without any sample. The procedure was repeated for the bottom phase of

97



each system and a BSA standard curve was used to calculate protein concentration. The
partition coefficient, Kpwotein, Was calculated as the ratio of protein concentration 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 (Kenzyme)-

Electrophoresis: SDS electrophoresis (SDS-PAGE) was carried out in 12% homogeneous
gel [11]. The gels were stained with Bio-Rad silver. The molecular mass markers
consisted of phosphorilase b (94 KDa), bovine serum albumin (67 KDa), ovalbumin (43
KDa), carbonic anhydrase (30 KDa), soybean trypsin inhibitor (20 KDa) and a-lactalbumin
(14.4 KDa) avaiable as a standard kit (Amersham Pharmacia Biotech, Upsala, Sweden).
Continuous extraction: The continuous experiments of the best ATPS system was
performed in a Pulsed Caps Column showed in Figure 1. The column was made of a glass
tube (190 mm x 25,4 mm). Located at the centre of the column was a stainless steel shafi
in which three stainless steel caps were solded. Pulses were provided by a device and
controlled by a dimmer. The feed of continuous (salt rich phase) and dispersed (PEG rich
phase) phases were supplied by a peristaltic pump and fermentation broth was added only
in salt rich phase. Samples of both phases were collected at 10, 15, 20, 10, 40, 50, 60 and
70 minutes. The extraction was performed at flow rates of 2,8 and 2,6 ml/min in PEG rich

phase and salt rich phase, respectively, and two pulses frequencies 1/1 and 1/5 were used.

sait rich phase PEG rich phase
inlet deee outlet
PEG rich phase salt rich phase

Figure 1: Pulsed Caps Column
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Pulp bleaching: Commercial oxygen-bleached kraft pulps of hardwood (eucalyptus) were
obtained from a pulp mill (Champion Papel & Celulose SA, Mogi-Guagu, S3o Paulo,
Brazil). The enzyme treatment was carried out at pulp consistency of 10% in pH 9.0 at
50°C for 120 min. The pulp was treated with crude fermentation broth with xylanase
concentration ranging between 5 and 50 U/g dry pulp. The control had exactly the same
treatment as those receiving enzyme treatment with the sole omission of enzyme. After the
treatment, pulps were washed with water and chemical and physical properties of pulps
were analyzed according to TAPPI Test Methods [12] and delignification efficiency which

is determined according the following equation:

initial kappa number - final kappa number

Delig. efficiency =
9 y initial kappa number

x100% )

RESULTS AND DISCUSSION

Aqueous Two Phase Systems

Partition of biomaterials in aqueous two-phase systems (ATPS) is a selective
method for purification and for analytical studies of cellular components of several sizes,
including proteins, nucleic acids, membranes and cellular organelles. ATPS is formed by
addition of aqueous solutions of two polymers, such as PEG and dextran, or a polymer and
a lyotropic salt, such as PEG and potassium phosphate. Extraction and separation process in
ATPS can substitute the initial steps of the purification and of preparative chromatography
of biomaterials and can be scaled-up, without significant loss of efficiency and is
accomplished in the absence of sophisticated equipments [13].

The optimization of ATPS aims high enzyme recovery without affecting
biochemical properties. Therefore the xylanase was partitioned in the 12 PEG/phosphate
investigated systems (Table 2).

The experimental design showed that the increase of molecular weight of PEG
(from 1500 to 6000) raised the partition coefficient of the xylanase. In the same way, the

increase of the concentration of NaCl from 0 to 12% contributed for the increase of Keqzyme.
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Table 2. Compositions of the investigated ATPS and partition coefficients of xylanase
{(Kenzyme) and of contaminant proteins (Kprotein)

Assay ATPS composition
PEG MW % PEG % Phosphate % NaCl Kenzime Koprotein
1 1500 16 10 0 241 1.9
2 1500 16 13 12 9.2 1.4
3 1500 22 10 12 1.1 2.6
4 1500 22 13 0 275 0.8
5 4000 16 10 12 36.6 03
6 4000 16 13 0 2.0 43
7 4000 22 10 0 22 2.6
8 4000 22 13 12 0.5 0.3
9 6000 16 10 0 5.1 0.3
10 6000 16 13 12 15.2 35
11 6000 22 10 12 46.9 0.1
12 6000 22 13 0 23.8 1.0

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 Kenzyme it is necessary a small value of Korotein,
and vice-versa.

The contaminant proteins were partitioned into the bottom salt-rich phase with the
highest PEG molecular weight, the highest NaCl concentration and with the lowest
phosphate concentration. The Kprowin decreased from 2.5 to 0.5 with replacing PEG 1,500
by PEG 6,000, absence of NaCl by 12% NaCl and 13% phosphate by 10% phosphate.

Therefore, 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. [14] used ATPS to purify xylanase, although they reached only a
purification factor of about 2.6 with 98% enzyme'recovery. Partitioning of xylanase
produced by Pernicillium janthinellum was studied in ATPS by Costa [15]. The optimum
conditions found were pH 7.0, 8.8% PEG 4,000, 10% phosphate and 6.0% NaCl. The
xylanase partitioning coefficient { Kezyme) Was 2.21 with purification factor 1.34 and 80%
recovery of xylanase.

Figure 2 illustrates the SDS-PAGE electrophoresis of the main proteins in the

fermentation broth of B. pumifus and the protein bands of the purified material.
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Figure 2. SDS-PAGE of purification step in ATPS. . Lane 1) molecular markers
(Phosphorylase b 94,000 Da; Bovin Serum Albumim 67,000 Da;
Ovalbumin 43,000 Da; Carbonic Anhydrase 30,000 Da; Trypsin Inhibitor
20,200 Da and Lactalbumin 14,400 Da; 2) fermentation broth; 3) top
phase and 4) bottom phase

Most of xylanase activity 1s in top phase where there are only three main bands with
MW of 22,600, 32,600 and 74,200 Da. Lumba and Penninckx [16] purified three xylanases
produced by Streptomyces sp. with MW of 21,000, 22,000 and 32,000 Da. Nakamura et al.
[17] obtained a xylanase of 40,000 Da; Blanco et al. [18] a xylanase of 32,000 Da by
Bacillus sp. and Panbangred et al. [19] a xylanase of 24,000 Da by B. pumilus. Xylanases
with low molecular weight are required in pulp bleaching tests to be able to scattering into
pulp fibers.

Elucidation of the exact mechanisms of xylanase aided bleaching method is a key
question. One hypothesis says xylan hydrolyzed by xylanase make the tibre structure more
porous and thus more permeable to the extraction of lignin by chemicals. Another possible
explanation involves the role of redeposited xylan, this redeposited xylan may physically
shield the residual lignin from bleaching chemicals. Xylanase hydrolyze part of the

redeposited xylan, allowing better access of bleaching chemicals to the residual lignin [20].
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Continuous Extraction in ATPS

Purification in ATPS can be developed i continuous operation and countercurrent
flow, using classic liquid-liquid extraction equipments. This technique, among other
advantages, reduces the processing time [5]. A kind of equipment is perforated plate
columns which have proven very effective, with réspéct to liquid-handling capacity and
efficiency of extraction, particularly for systems of low interfacial tension [21].

The continuous extraction process was carried out at pulsed caps column using the
top and bottom phase of the ATPS initially composed by 22% PEG 6,000, 12% NaCl and
10% phosphate. Fermentation broth was added only in bottom phase. Figures 3 and 4
show the xylanase activity in both phases and pulse frequencies (1/1 and 1/5).
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Figure 3. Xylanase activity at pulse frequency 1/1
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Figure 4. Xylanase activity at pulse frequency 1/5

Figures 3 and 4 do not show large differences between the two pulse frequencies
experimented. These experiments did not present advantages upon batch experiment using
22% PEG6,000, 10% phosphate and 10% NaCl because xylanase was equally partitioned in
both phases. Agitation in liquid-liquid extraction breaks liquid drops inside the column,
this fact promotes decreasing of drops size and increases the mixture of phases. This way,
the contact area between the phases is increased and the mass transfers also increases.
However, this behaviour was not found at this work, probably because a stable emulsion
was formed in the system interrupting mass transfer. Carneiro da Cunha et al. [22] have
also observed problem of mass transfer with this sort of equipment. Currently we are

improving the extraction the best system in order to break this emulsion.
Pulp bleaching

The results of xylanase bleaching of commercially hardwood kraft pulp are show at
Table 3.
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Table 3. Xylanase bleaching of hardwood kraft pulp

Assay Xylanase Time Kappa Brightness Viscosity Delignification

concentration (hours) number Efficiency
(U/g dry %
pulp)
Eo 10.5 49.2 41.0
E 5 2 9.0 50.9 42.8 14
E 20 2 8.8 52.0 42.4 16
E 50 2 7.8 52.6 42.0 26
C 2 10.3 48 8 42.0

Eo - kraft pulp before xylanase treatment
E - kraft pulp after xylanase treatment
C - control without xylanase

10,5 -
10,0 -

9,5~

8,51

Kappa number
]

8,0
]

7,5 H N i ¥ T M 1 M H + 1 4 3 M 1 v 1 t E ¥ i v i
C 5§ 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 58
xylanase conceniration (U/g dry pulp)

Figure 5. Kappa number vs xylanase concentration

According to Table 3 and to Figure 5 kappa number decreased 2.5 units from 10.3
(control without enzyme) to 7.8 and xylanase treatment also had no effect on the viscosity
of pulp, indicating that xylanase did not affect pulp fibers.

Bocchini et al. [23] obtained only one unit decreasing in kappa number decreasing
by enzymatic treatment. They continue the chemical bleaching with Cl0O, and alkaline
extraction {(NaOH) reaching reduction of 23% and 37% of Cl0O, and NaOH, respectively.
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Munk [24] used xylanase treatment and further ECF (elementary chlorine free)
reaching reduction of 1.4 units in kappa number after xylanase treatment and at the end of
bleaching they saved 25% and 16% of active chlorine and NaOH, respectively.

In general, xylanase treatment has been shown to reduce the requirement of chlorine
for bleaching while still achieving high brightness and good pulp properties. Results from
laboratory studies and mill trials showed about 20-25% reduction in total active chlorine for
hardwoods and 10-15% for softwoods [25, 26, 27, 28]. Therefore, xylanase treatment of
pulps reduces bleach chemical requirements and permits reaching higher brightness. The
reduction in chemical charges can translate into significant cost savings when high levels of
chlorine dioxide and hydrogen peroxide are used. Reduction in the use of chlorine
chemicals reduces the formation and release of chlorinated organic compounds in the

effluents and in the pulps [1].

CONCLUSION

The ATPS composition of 22% PEG 6,000, 10% 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 vield were achieved
in the top phase of this system.

Continuous extraction in a perforated plate column is currently being developed.

Although the effect of xylanase treatment on hardwood pulp was significant,
it is necessary to study a full bleaching sequence in order to know how much chlorine could

be saved.
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ANEXOS

PURIFICATION OF ALKALINE XYLANASE BY LIQUID-LIQUID EXTRACTION IN
AQUEQUS TWO-PHASE SYSTEMS.

Trabalho apresentado no Quinto Simposio Brasileiro sobre quimica de ligninas e outros
componentes da madeira. Curitiba, 31 de agosto a 5 de setembro de 1997 e artigo
publicado na revista BIORESOURCE TECHNOLOGY em maio de 1999 (v.68, p.49-53,

1999).
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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. Out of the 500 colonies, 32 microorganisms were also 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 producers
of alkaline xylanase yicided enzyme levels in the range of 2.6 to 4.0 U/ml. Enzyme levels of 1.0 to 1.25 U/ml were achieved bv

four other microorganisms. Conversely, there were three microorg
pH 5.0. There was just one microorganism able to produce an enzy

anisms that produced a xylanase which was mostly active at ~

me active at pH 100,

The alkaline xylanases from crude fermentation broth were extracted in aqueous two-phase systems (ATPS) composed of 165
polyethyleneglycol (PEG 6000) 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% NaCl © 1998 Published by Elsevier Science Ltd. All

rights reserved.

Keywords: Aalkaline xylanases: Bocillus pumilus; Enzyme purification: Agueous two-phase systems; Protein partitioning; Downstream 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 cooling or
changes in pH (Shoham er al,, 1992). In the case of
agrofiber or kraft processing, enzyme preparations with
low cellulase activity are also desirabie. Currently, most
of the commercially available xylanases have been
produced by fumgi and are active at neutral 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 g-14-linked o-xylanopyranose unmits 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,

*Corresponding author,

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 er al., 1994).

Purification of target proteins requires their separa-
tion 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 extraction in aqueous 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
emploved 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 ef 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

0960-85249%/5 — see front matter © 1998 Published by Elsevier Science Lid. All rights reserved.
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Bacillus pumilus produced the highest xylanase activity
and they were cellulase-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,HPO,. The effect of NaCl concentration
(3, 6, 9 and 12% w/w) in improving the recovery of
xylanase was also investigated.;

2. Methods !
2.1. Materials 5

Polyethylene glycol (PEGGODO Synth, Brazil), potas-
sium phosphate dibasic and sodium chloride {Ecibra,
Brazil). Birchwood xylan (Sigma, USA) was used as the
substrate. All other chemical and biochemical reagents
used were of an analytical gradis.

2.2, Screening of microorganism}

Microorganisms with xylanolitic activity were isolated
from several sources of soil and wood decomposition
material from Holambra, SP, Brazil. The isolates were
screened and maintained of corn 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
around colonies on xylan plates. The screening for
cellulase-free microorganisms was done using 1%
carboxymethylcellulose (CMC) in 1.5% agar overlaid
on 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
1M 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 to 50 m! 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: (NH.),S0O,, 14 g; KH.PO,, 2.0 g; urea,
03 g CaCl, 03g MgSO.7H;Q, 0.3 g FeSO.7TH,Q,
50mg; MnSO.H,0, 1.6mg ZnSO.7H,0, 1.4mg;
CoCl, 20 mg; distilled water to 1000 mi; adjusted to
pH 10 with 2 N NaOH. Fermentation was carried out
for 48 h at 45°C. The fermented medium was centri-
fuged for ISmin at 12,000g and filtered in 0.22 ym
Millipore membrane,

M AWy e
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2.4. Determination of xylanase activity and stability

Enzyme activities at pHS were determine
according to Bailey er al. (1992) and the amount o
reducing sugars was determined according to Mille
(1959), and activities at pH 10 were measured unde
the same standard assay conditions, replacing thi
previous buffer by 100 mM glycine-NaOH buffer a
45°C. Enzyme stability was determined by measurin,
xylanase activity of samptes previously incubated a
pH 10 at 45°C. Xylan from birchwood (Sigma) wa
used as substrate. One unit of xylanase activity wa
defined as 1 umol of xylose produced per minute unde:
the given conditions.

2.5. 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% polyethyleneglveol (PEG) 6000 and
40% whw 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 achieved
by centrifugation for 3 min at 3000g,

2.6. Partitioning of towl proteins

50 to 100 4l of the top phase was transferred from
each prepared system 1o a cuvette containing 2.4 ml of
water and 1.0 ml of Coomassie blue solution, according
to Sedmak & Grossberg (1977). It was mixed well and
the Ass was read with a spectrophotometer, against a
blank which had 50 ut of a top phase of a system which
had 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. Xylanase partirioning

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 1o the
enzyme activity in the bottom phase was calculated.

2.8, Electrophoresis

SDS electrophoresis was carried out in 12%
homogeneous gel (Laemmli, 1970) in the Mini-Protean
1T 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), «-lactalbumin (14,400).

3. Results and discussion

In order to produce alkaline xylanase, 500 micro-
organisms from different soil sources were screened in
corn xylan-containing culture media at pH 16.0 at 45°C.
75 isolates were able to grow and to create clear halos
on corn xylan plates and only 22 produced clear halos
on birchwood xylan plates. As they had also been
incubated on CMC plates, with carboxymethylcellulose
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 Usml.

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 (Dahlberg e
al., 1996).

It was observed that the best producers of alkaline
xylanase were microorganisms B, I and X which yielded
enzyme levels from 2.6 to 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/m] 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 unstable at this pH. The enzyme
production profile observed for the B, L, 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 also indicate the production of
enzymes with completely different structures.

Table 1 reports the spexific activity of the alkaline
xylanases.

Figure 2 illustrates the SDS-PAGE electrophoresis
of the main proteins excreted by microorganisms S, M
and N and Fig. 3 shows the gel of the extragceliular
proteins of microorganisms K, B and L. Electro-
phoresis gel of a blank of culture medium before
fermentation has not shown any protein bands. The
melecular weight of the main protein bands was
estimated to be about 78,900, 63,800, 24,500 and
15,500 Da.

For enzyme purification, the production of alkaline
xylanases and of total proteins by B pumilus was
monitored every 4 h. Maximum xylanase activity was
achieved at 24 h 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 1 was
investigated at pH 10,0 in order to verify the suitability
of the enzyme for the bieaching process of alkalipe
celivlose pulps. It was observed that the xylanase
relative stability was reduced to 75% after incubation
at 45°C for 30 min and remained above 65% after
80 min of incubation in these conditions. Stability
assays of xylanases 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 10.0, since this enzyme
is able to hydrolyse xylan at this pH. The final composi-
tion of the ATPS was 16% PEG 6000 and 8% K,HPO,

pH 10,0
LlpHs50

tsolated Microorganisms
Fig. 1. Xylanase activity of 22 isolates at pH 3.0 and 10.0 a1 45°C.
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Table 1
Xylanase activity. extracellular protein and specific activity of the
best xylanase producers sirains

Tabie 2

Effect of NaCl concentration upon the partition coefficient of the
xylanase and of total proteins in the 16% PEG 6X0B8S K-HPO,
aqueous systern

Strain Xylanase Protein Specific activity

activity (U {mg/) (Ummg) %NaCl Kenrme Konnm
B 3983 96.9 411 0 0.7 0.3
i 281 94.1 31.7 3 25 27
K 2659 934 TS 6 49 53
L 1228 97.1 12.7 g 30 2.0
M 978 83.5 111 12 4.7 168
N 143 1286 11
o 310 89.7 35
S 1312 75.8 171 was observed that xylanase partitioned towards the

and the enzyme concentration was 183 U/l of aqueous
system. :

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

1 2 3 4

Fig. 2. SDS-PAGE of fermented media by isolates S, { and N. Lane
¥: molecular markers. Lane 20 strain S. Lane 3: strain I Lane 4
strain N,

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

bottom phase in the absence of NaC! 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 NaCJ 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 systems in the absence of NaCl and in systems -
containing 12% NaCl, respectively.

The results of the purification of B. pumilus xylanase
are summarised in Table 3. Figure 4 ciearly shows that
the best separation of the enzyme from the contamj-
nant material is achieved in PEG 6000/phosphate
systems with 12% NaCl. 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
number of protein bands) and that the bottom phase
only contained two main protein bands. This figure
expresses the potential application of partitioning the
fermented broth for the primary purification of

Table 3

Enzyme and proigis yield and purification factor of Bacifius pumilus
(strain I} xylanase in the 16% PEG 6000/8% K.HPQ, aqueous
system

% Na(Cl Enzyme yield Prozein yield Ezvme
purification
Top Bowom  Top  Bontom  factor

Top  Botiom
g 64 58 37 87 1.73% 0.67
3 130 45 66 16 1.96 2.80
6 56 50 82 12 .69 416
9 172 46 94 16 183 1.25
12

41 41 1i4 G.8 036 37
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- -—O— K of enzyme
20 —A— Kofprotein | A
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] 3 [ - 12
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Fig. 4. Effect of NaCl upon xylanase and total proteins partition
coefficients in the 16% PEG 6000/8% KHPO, agueous system.

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

Gaikaiwari er al. (1996) have separated xylanase
from Baciflus sp in ATPS by using two-step operations:
the first in 8% phosphate and 16% PEG 8000 and the
second in 129 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

H 2 3 4
Fig. 5. 3DS-PAGE of purification step in ATPS. Lane 1: molecular

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, B. 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 to 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 yield were achieved in
the bottom phase of this system.
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ANEXOS

PURIFICACAO DA XILANASE ALCALINA EM SISTEMAS DE DUAS FASES
AQUOSAS

Trabalho apresentado oralmente no XII Simp6sio Nacional de Fermentagbes - SINAFERM.
Universidade Federal de Uberldndia 4 a 7 de agosto de 1998.
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PURIFICACAO DA XILANASE ALCALINA EM SISTEMAS DE DUAS FASES
AQUOSAS
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Laboratério de Engenhana Bioquimica, Faculdade de Engenharia Quimica -UNICAMP Caixa
Postal 6066, Campinas-SP CEP 13081-970 Brasil - e-mail: franco@feq.unicamp.br

RESUMO: Este trabatho investigou a purificagio da enzima alcalina obtida da fermentagio do
Bacillus pumillus, em sistemas de duas fases aquosas (SDFA). Foi utilizado planejamento
fatorial, visando a maximizagio do rendimento, do fator de purificacfo, da eliminacio do
material contaminante bem como a preservagio maxima da atividade biologica enzimaética,
considerando as propriedades bioquimicas das mesmas. Os fatores estudados foram o peso
molecular do polietilenoglicol (PEG) e as concentragbes de PEG, de fosfato e de cloreto de
sodio. Foi verificado que a xilanase alcalina foi preferencialmente extraida na fase superior (fase
rica em PEG) do SDFA. O fator de purificacdo e o rendimento obtido para o melhor sistema foi
de 33 e 98% respectivamente.

INTRODUCAO

Uma das principais aplicagdes da xilanase ¢ no branqueamento de polpa de papel.
Pressdes de mercado, ambientais e legislativas tém forgado as indistrias de papel a
modificarem seus processos de polpagio e branqueamento, para reduzir o impacto ambiental
de seus efluentes. Xilanases tém 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 de polpa krafi.

Os materiais lignoceluldsicos, primariamente compostos de celulose, hemicelulose e
lignina, constituem a principal fonte de biomassa do planeta, a partir dos quais muitos
alimentos ou produtos quimicos podem se derivar. A hemicelulose apresenta como
constituinte principal a xilana, um heteropolimero composto de ligacbes B-1,4 de residuos
de D-xilanopirosil (Detroy, 1981).

A degradacio enzimética da hemicelulose se da pela acfo sinergistica de endo e exo-
xilanases (1,4-B-D-xilana hidrolase), que hidrolisam a cadeia principal de xilana, ¢ 3-

xilosidases (B-D-xilosideo xilohidrolase) que hidrolisam xilooligbmeros. Ainda, para a



hidrélise completa de heteroxilo-oligossacarideos, sdo necessarias enzimas que hidrolisem os
grupos substituintes (Biely, 1985).

A matéria prima de varias industrias de alimentos, ragSes ¢ de papel e celulose, tem como
componente integral o polissacarideo hemicelulolitico xilana. A modificagio deste
polissacarideo pode ser obtida pela agfo de xilanases, gerando novos processos de producio
bem como novos produtos.

A remogHo seletiva da xilana da polpa pelo uso de xilanases microbianas, além de
apresentar uma maior especificidade no branqueamento do material, diminue a poluigdo
ambiental, uma vez que os processos quimicos de branqueamento sio as principais fontes de
polui¢io da industria de papel.

Atualmente, varias xilanases tém sido isoladas a partir de fungos filamentosos, leveduras,
bactérias e actinomicetos (Wong ef al., 1988). Em vistas do crescente interesse comercial
dessas enzimas, trabathos que visem selecionar microrganismos produtores de xilanases bem
como a caracterizagio e purificacio destas enzimas sio de grande importincia em
biotecnologia.

Anéslises econdmicas mostram que a purificagio é um dos mais importantes aspectos da
producdo e processamento de biomoléculas. Assim um dos grandes desafios da
biotecnologia € desenvolver processos de purificagio simples, seguros, baratos e que atinjamn
altos grau de purificagio. Atualmente os sistemas de duas fases aquosas (SDFA) tém sido
muito empregado por fornecer um meio adequado e nfio agressivo a materiais biologicos
visto a maior parte do sistema ser constituida de sgua (Albertsson 1986; Asenjo et al.
1990). Além disso o uso de sistemas de duas fases aquosas pode proporcionar altos graus
de purificagio e rendimento em uma Gnica etapa. Escalas pequenas podem ser linearmente

ampliadas até 10.000 vezes sem perda significativa da eficiéncia (Carlson, 1988).

MATERIAIS E METODOS

Materiais: Polietilenoglicol (PEG 1500, 4000 e 6000, Synth, Brasil), fosfato de
potassio dibasico e cloreto de sodio (Ecibra, Brasil). Xilana de Bétula {Sigma, USA) foi
usada como substrato. Todos os outros reagentes quimicos e bioquimicos usados sio de

grau analitico.

116



Caldo de fermentacio: O caldo de fermentacio do Bacillus pumillus , obtido a pH 10
e 45°C, foi gentilmente cedido pela aluna de mestrado Cristiane Vanessa Tagliari do
Laboratério de Engenharia Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp.

Preparacio dos Sistemas de duas Fases Aquosas: Os SDFA foram preparados em
tubos de ensaio graduados de 10 ml contendo 10g de sistema. Composi¢des diferentes de
SDFA foram utilizadas para comparag@o da methor eficiéncia da recuperagio da enzima, as
diferentes composigdes sio mostradas na Tabela 1. Cada composicio foi realizada em
duplicata. Os tubos foram centrifugados & 3000 x g durante 5 minutos e em seguida as fases
foram separadas.

Otimizacdo do SDFA: a otimizagdo do SDFA foi baseada num planejamento fatorial
fracionario em 2*' (de 4 fatores, PM do PEG, concentracio de PEG, concentragio de

fosfato e concentracdo de NaCl), conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 1 - Valores reais dos niveis codificados dos fatores do SDFA estudados no plangjamento
fatorial fracionario 2!

Varidvel Simbolo Valores reais dos niveis
-1 0 +1
PM do PEG (Da) X 1500 4000 6000
Concentracio do PEG % Xs 16 19 22
Concentragio do fosfato % X 10 11.5 13
Concentragio do NaCL % X 0 6 12

Tabela 2 - Matriz do plansjamento fatorial 2" para determinar o melhor sistema de purificagio para

a xilanase.

N¥ do Niveis Codificados das Variaveis Valores Reais das Varigvels

Ensaio X X X X4 PM PEG % PEG % fosfato % NaCl
1 -1 -1 -1 -1 1500 16 10 0
2 -1 -1 +1 +1 1500 16 13 12
3 -1 +1 -1 +1 1500 22 10 i2
4 -1 +1 +1 -1 1500 22 i3 ¢
5 0 -1 -1 +1 4000 16 10 12
6 0 -1 +1 -1 4600 16 13 0
7 4] +1 -1 -1 4000 22 10 0
3 0 +1 +1 +1 4000 22 13 iz
9 +1 -1 -1 -1 6000 i6 10 0
10 +1 -1 +1 +1 6000 16 i3 12
11 “+1 +1 -1 +1 6000 22 i0 i2
12 +] +1 +1 -1 6000 22 13 0
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Determinacio da atividade da xilanase: A atividade enzimatica foi determinada em
ambas as fases do SDFA de acordo com Bailey et al. (1992) a pH 10 ¢ 45°C, os agucares
redutores formados foram dosados pelo método do 4cido dinitrosalicilico (Miller, 1959).
Xilana de bétula (Sigma) foi usada como substrato. Uma unidade de atividade de xjlanase
(1U) foi definida como 1umol de xilose produzido por minuto, nas condicdes acima
citadas.

Determinacio das Proteinas Totais: A concentracio de proteinas em ambas as fases do

SDFA foi determinada de acordo com o método de Sedmak (1977).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A otimiza¢dio do SDFA foi feita visando obter melhor eficiéncia na recuperacio da
enzima, sem afetar suas propriedades bioquimicas. A xilanase foi particionada
preferencialmente na fase superior, fase rica em PEG, do SDFA, nos 12 ensaios realizados,

como mostrado na tabela 3 abaixo:

Tabela 3 — Valores de Kenims € Kproteina para os 12 ensaios realizados

No do ensaio Keozima Kootsina
1 24, 1.9
2 9,2 1,4
3 11 2,6
4 275 0,8
5 36,6 0.3
6 2,0 43
7 2,2 2,6
& 0,5 0,3
9 5,1 0.3
10 15,2 3,5
11 46,9 0.1
12 23.8 10

Os resultados do planejamento experimental mostram que o aumento do PM do PEG, de
1500 para 6000, promove um aumento significativo no coeficiente de particio da enzima

(K =[Ceimm J1opo /[Cm Jema - Do mesmo modo, o aumento da concentragdo de NaCl de 0

para 12%, contribuiu para o aumento do K da enzima, como ¢ mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Influéncia do PM do PEG e da concentragdo do NaCl no coeficiente de parti¢do
da enzima

Também foi observado que, dentro dos sistemas estudados nesse planejamento
experimental, a concentragio de PEG ndo influenciou significativamente o coeficiente de
particio da enzima, entretanto no nivel inferior da concentragio de fosfato h4 um aumento
significativo do K da enzima, de 25 para 35 em 13% e 10% de fosfato respectivamente,

conforme mostra a Figura 2.

Figura 2. Influéncia das concentragdes de fosfato ¢ PEG no coeficiente de partigdo da
enzima

Para que se tenha uma purificacio efetiva é necessario que as proteinas contaminantes
contidas no caldo de fermentagdo ndo sejam extraidas na mesma fase que a enzima, isto €,
para um alto K da enzima ¢é necessario um K das proteinas menor que a unidade, e vice-

versa.
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As Figuras 3 e 4 representam que a partigio das proteinas na fase inferior foi favorecida pelos
niveis superiores do PM do PEG e da concentrag@o de NaCl e pelo nivel inferior da concentragio
de fosfato, isto é, o K da proteina diminuiu de aproximadamente 2.5 para 0,5 utilizando-se

PEG6000 ao invés de PEG1500, quando a concentragiio de NaCl aumentou de 0 para 12% e

quando a concentragio de fosfato diminuiu de 13 para 10%

T W
N

o
e Oy A

R SATR

o

RS
g3 2 e e BT A T
0 e e T

Figura 4. Influéncia das concentragdes de PEG e NaCl no coeficiente de particio da proteina
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CONCLUSAO

Foi observado que o melhor sistema para purificagiio da xilanase foi o composto por 22% de
PEG6000, 13% de K,HPO, e 12% de NaCl, onde se obteve um fator de purificacio de 33 vezes
com 98% de recuperagdo da enzima no topo. Os valores de K da enzima e K da proteina obtidos

nesse sistema foram de 47 e 0,1 respectivamente.

Deste modo, os fatores que influenciam o aumento do K da enzima, também provocam a

diminuigdo do K da proteina, proporcionando assim altos fatores de purificacdo.
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ANEXOS

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 Jutho, 1998. University of Minho - Guimaries, Portugal.
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XKylan is a major component of hemiceliulose and one of the most abundant polysaccharides in
nature after cellulose. ks structure is made up of B-1.4-linked B-D-xylopyranosides highly
substituted. Xylanases catalyse the hydrolysis of xylan but most of the xylanases commercially
available have been produced by fungi are active at neutral or acidic pH and their optimum
temperature for activity is below 45°C. Various applications for xylanases in bioconversion and food
industries have been suggested and one of the major potential applications of xylanases involves the
pulp and paper industry. This way, extremophilic enzymes which are acrive at alkaline conditions
have great potential in bleaching process without any need for chanpes in pH and with the
advantage in the release of polluting organic chiorine compounds.

The aim of this work is 1o optimise the xylanase production. to extract and 1o purify the enzvme from
the crude fermentation broth without cell harvesting and to achieve higher purification factors and

enzyme yields.

The composition of the culture media was optimised for the maximisation of the alkaline xylanase
ievels and the minimisation of celullases produced by Bacillus pumillus. The produced xylanase
was able to hydralyse birchwood xylan at pH 10,0 at 45° C.

The enzyme from crude fermentation broth was extracted by partitioning in aqueous two-phase
systemns (ATPS) composed of phosphate and polyethyienegiycol (PEG). The effect of tie-line iength,
PEG molecular weight and NaCl concentrations upon the purification factors and yields of xylanase
were investigated Dy statistical design. The effect of pH and temperarure on the xylanase activity
were identified.

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

4

BIOTEC'Y8 was the chosen name corresponding 1¢ the IV Tbedan Congress on
Biotechnologr. Since 1992, both the Porfuguese and the Spanish Societies on
Biotechuology have decided to join their efforts and organise a scientific congress on
biotechnology. ’

Ever since the first joint congress, several structuning prndiples were outhned
Firsdr, the congress should have a significanr dimension and 2 scentific standard as
high as possible. Secondly, the congress should seek for plenary lecturers who could
bring sbout 2 sound and updated overview of frontier knowledge on biotechnologr
Thirdly, the congress should be vouth onented, in the sense that voung researchers
should be specially favoured as far as registration prices and time for expositon of their
own work are concerned. Both soceties share the common opinion that voung
researchers must be encouraged to participate, m order to diseuss their wotk and to be
exposed to the crigcism of thetr peers.

So far. all the above mentioned rules have been fulfilled. We think that now.
these rules are being 2ccepted as terms of reference by each organising committee. In
BIOTEC98, in a total of 250 oral communicatons, 180 oral commumications will be
presented by voung scientists, corresponding to 70°¢ of the total number of oral
commucations.

In the present case, both societies agreed also in opening the congress to our
colleagues from Northern and latin Amencs. This last expenence revealed to be a
success. More than 100 shstracts were submirted br American sciendists,

The congress aims to cover the most advanced subjects investigated in each of
the 10 scentific areas included in its program

The organising committee feels that, with the close co-operatior of the scientific
commitiee, a high scientific standard was achieved.

With the publication of the book of absiracts, and 2 few inevitzble minor logistic

problems, we feel that the work of the organising committes, which lasted almost 2
Fears, is coming to an end. - ' ‘

From now on, place should be made 10 the congress snendants. It will be in
their hands, lecrurers, researchers, students, exhibitors, the conversion of the present
congtress in s definitely scientific event that could be remembered in the Tears to come.

MaNUEL MoTa
Julv 1998 -




ANEXOS

OPTIMISATION AND EXTRACTION OF AN ALKALINE XYLANASE PRODUCED
OF BACILLUS PUMILLUS.

Trabalho apresentado no Fifth European Workshop on Lignocellulosics and Pulp, 30 de
Agosto ~ 2 de Setembro, 1998, Aveiro — Portugal/
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OPTIMIZATION AND EXTRACTION OF AN ALKALINE XYLANASE PRODUCED OF
Bacillus pumilus

Bim', M. A_; Tagliari’, C. V.; Duarte’, M. C. T.; .Portugal®, E. P.; Ponezi’, A. N. and Franco', T. T.
! Bnochezmcal Engineering Labomtory, Chemical Engineering - UNICAMP PO.Box 6066
Mlgrcbxoiogy Laboratory, CPQBA - UNICAMP, PO, Box 6171,
Campinas-SP 13081-970 -Brazil

ABSTRACT

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

The best composition of the culture media for maximisation of the alkaline xylanase produced by
Bacillus pumilus able 1o hydrolyse birchwood xylan at pH 10 at 45°C was 3% xylan and 0.6% peptone,
the highest enzyme activity was around 33.0U/mL. The enzyme fom 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
concentrations on Xylanase recovery and purification factor. A purification factor of 33 and a 98%
enzZyme recovery were achieved for the system containing 22% PEG 6,000, 18% K,HPO, and 12% NaCl.

1. INTRODUCTION ©

Many microorganisms exhibit 2 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 fields is one of the main
reasons for the investigation of funga! and bacterial xylanase preduction. Xylanases have also gained
increasing attention as an aid to chemical pulp bleaching (Paice et al, 1984; Biely, 1985; Viikari et al,,
1994). Extremophilic enzymes active at high temperatures and alkaline pH have greai potential as they
can be introduced at different stages of the bleaching process without needing changes in pH or
temperature (Shoham et al,, 1992).  ~

Purification of target proteins requires their separation from the media or from the raw extract
used for the maintenance of the biomaolecules. Protein extraction in aqueous two-phase systems (ATPS) is
a rapid procedure which avoids most of 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, 19%0).

The aim of this work was to optimise the composition of the culture media for the production of
xylanase by Bacillus pumilus 5, and tg-extract the enzyme fom crude fermentation broth in ATPS.

11. EXPERIMENTAL
Materials: Polyethyleneglycol {PEG 6,000, Synth, Brazil), potassium phosphate dibasic and sodium
chioride (Ecibra, Brazil). Birchwood xylan (Sigma, USA) was used as the substrate. All other chemical
and biochemical reagents used were of an analytical grade
Microbial strain - B, pumilus 5, previously isolated from wood decomposition material was maintained
on xylan agar and subcultured montly.
Enzyme production - For the enzyme production, the microorganism previpusly incubated for 48h was
transferred to 50 ml Erlenmeyer containing 10 mL of the following culture medium which was
formulated according to Mandels and Stenberg, (1976): xylan Birchwood (Sigma) and peptone, various
concentrations according to the experimental design; Tween 80, 1.0; (NH,),8C., 1.4g; KH;POy, 2.0; urea,
0.3g; CaCly, 0.3g; MgS0,.7H;0, 0.3g; FeS0.. 7TH,0, 5.0 mg; MnS0,. H;,0, 1.6 mg; ZnS0,. 7TH;0, 1.4
mg; CoCl;, 2.0 mg; distilled water to 1000 mL; adjusted to & pH 10.0 with NaOH 2N. Fermentation was
carried out for 24h at 45°C, The fermented media was centrifuged for 15 minat 12000 x g.
Determination of xylanase activity - Enzyme activities were determined according to Bailey et al.
(1582) with Birchwood xylan 1% solution in 100 mM glycine-NaOH buffer, pH 10.0 at 45°C. The amount
of reducing sugars were determined according to Miller (1959). One unit of xylanase activity was defined
as 1 pmeol of xylose produced per minute under the given conditions.
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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 apphcd to determine the
best ATPS to extract the xylanase {Table 2)

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

Table 1. Assigned conceéuzratéens of variables at different levels

Levels
Factor £ -1 0 +1 +QL
Xylan (g/100mL} ¢ 0,17 1.0 30 7 50 5,83
Peptone {g/100mL) ' 0,034 (3,2 0.6 - 10 1,17

Table 2. Factors studied in ATPS using a fractionated experimental design 2*"

Factor ! Real Values of Levels
: -1 [} 1
PEG MW (Da) | 1500 4000 6000
PEG concentration (%) 16 19 22
Phosphate concentration (%) 10 11.5 13
NaCl concentration (%) 0 6§ 12

Agueous two-phase systems preparation: Ten grams of the ATPS which compeositions 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. a1 3,000 x g.

Partitioning of total proteins: 500p! of the top phase was transferred from each prepared system to a
cuverle containing 1000uL of water and 1.5 ml, of Coomassie blue solution, according to Sedmak and
Grossberg (1977). It was mixed well and the Asys was read with a spectrophotometer, against a blank
which had 500 p] of a top phase of a system which had been equally prepared without any sample. The
procedure was repeated for the bottom phase of each system and z BSA standard curve was used to
calculate protein concentration. The partition coefficient, Kpwwein, Was calculated as the ratio of protein in
the top phase to that in the bottom phase a1 roorn 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 cajculated (Kenyme)

HI. RESULTS AND DISCUSSION
In preliminary experiments, xylan, peptone, (NH;%:S0, and KH,PO, were tested for their
suitability to sustain good production of xylanase activity by 8. pumilus. The results indicated that xylan
and peptene are the most impertant 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. Experimenta! design and results of the xylanase activity obtained for B.

pumilus i

Assay Xylan (g/100ml.)} Peptone (g/100ml) Activity (U/mlL)
1 1,0 0,2 10,1
2 1o Lo 124
3 50 0.2 11,0
4 5.0 1,0 13,7
5 0,17 0,8 28
& 583 6.6 18,3
7 3,0 0,634 4.8
3 30 1,17 23
9{c) 30 0,6 389
10{c} 30 0.6 313
11 {¢) 3.0 . 0.6 296

{c) = central point
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The experimental results were fitted 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,
pumilus is presented in Figure 1. The statistica significance of the second-order model equation was
checked by an Futast,

. The analysis of variance applied showed that this model is significant at a confidence level of

95%, indicating that the enzyme activity responded to concentration changes of xylan and peptone. The §it
of this model was also expressed by the coefficient of determination 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). 8. pumilus exhibit good enzyme activity
on the pH and temperature studied. According to Silva et al. (1994} Humicola sp produced 23U/mlL of
xylanase at pH 5.0 and 50°C.

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). . g

Tabie 4’ Compositions of the investigated ATPS and partition coefficients of

1 Xylanase (Kennme) and of contaminant proteins Koprouein)

Assay . ATPS composition

PEG MW % PEG % phosphate % NaCl | - lfwm_,_
I 1500 16 10 0 24.1 1.9
2 1500 16 13 12 9.2 1.4
3 1500 22 10 - 12 Ll 2.6
4 1500 2 13 g 275 0.8
5 4000 16 10 iz 36.6 03
& 4000 16 13 0 2.0 43
7 4000 22 10 0 22 2.6
8 4000 22 13 12 0.5 0.3
9 6000 15 10 0 51 0.3
10 6000 16 13 12 15.2 35
11 6000 22 10 12 46.9 0.1
12

6000 27 i3 0 238 1.0

The experimental design showed that the increase of molecular weight of PEG (from 1500 1o
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 Kenzyme (Figure 2),

Another important point to be observed in order to have an effeciive purification: factor is that the
contaminant proteins should be extracted in the opposite phase to the target enzyme. Therefore, for a high
value of Kenzyme it i5 necessary a small value of Kororin, @and vice-versa.

Figure 1 - Effect of xylan and peptone
concentration on alkaline xylanse production

Figure 2- Effect of PEG MW and Na(}
concentration on partitioning xylanase
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Figures 3 and 4 show that the contaminant proteins partition into the bottom salt-rich phase with

the highest PEG molecular weight, with the highest NaCl concentration and with the lowest phosphate
L concentration. The Kewn decreased from 2.5 to 0.5 replacing PEG 1,500 by PEG 6,000, 0% NaCl by
R 12% NaCl and 13% phosphate by 10% phosphate.
g 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. Gatkaiwari et al-(1996) also used
ATPS 1o purify xylanase, although they reache:d only 2 purification factor of about 2.6 with 98% enzyme
recovery. -

2

Figure 3- Effect of PEG MW and phosphate Figure 4- Effect of PEG and NaCl
concentration on pantitioning of contaminant concentrations on partitioning 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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ANEXOS

PRODUCAO E PURIFICACAO DE XILANASES ALCALINAS DE Bacillus Pumilus
PARA APLICACAO NO BRANQUEAMENTO DE POLPAS DE PAPEL

Trabalho apresentado no ENZITEC99
realizado 5 a 8 de outubro de 1999, Rio de Janeiro-RJ.
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Para reduzir os problemas ambientais, a
indiistria de papel ¢ celulose vem buscando alternativas
para seus processos de brangueamento através da
tecpologia enzimatica. Desta forma, xilanases tem sido
empregadas durante o processo de pré-branqueamento
de polpas Kraft, com intuito de diminuir a carga de
cloro wtilizada nas etapas subsequentes e,
consequentemente, reduzir a  quantidade de
organoclorados no efluente.

O uso de enzimas para aumentar a deshlignificacdo
de polpas de papel foi inicialmente sugerido por Viikari
ef al. (1986), e revisado por varios autores, dentre cles
Daneauit e al. (1994), Duran ef al (1993) e Duarte ef
al. (1999).

Xilanases ativas em condicBes alcalinas ¢
temperatura acima de 45°C possuem elevado potencial
de aplicagdo 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 sdo
aptas a produzir enzimas xilanoliticas termoestiveis ¢
tolerantes a alcali, o que torna atrativo o estudo da
produgdo de xilanases por Bacillus pumilus.

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

O meio de cultivo foi investigado por planejamento
estatistico, objetivando maximizar a produgiio de
xilanases em frascos agitados. Apos determinar as
melhores condigbes de cultive, um bicrreator com
volume ntil de 2L foi utilizado para produzir a
quantidade necessaria de enzima para aplicagio nos
testes de branqueamento.

A purificagio do caldo de femmentacio foi
desenvolvida por particio em SDFA ¢ foram estudados
os efeitos da concentracio e da MM do PEG e das
concentracdes dos sais (K;HPO, e NaCl).

A maior producio da enzima em frascos agitados
foi 129 U/mL em 20 horas de fermentagio, no ensaio
composto por 3% de xilana, 0,6% de peptona, 0,15% de
sulfato de aménio, pH 9,5 e 40°C (Figura 1).

Para a produgio de xilanases no bioreator com a
mesma composigio, a atividade mdxima foi de 173,30
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UmmL (@ pH 9 ¢ 55 °C) em 10 horas de fermentagfo,
alcancando uma produtividade maior do que a obtida
em frascos agitados, 17,33 UmL" h™.
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Figura 1- Produgdo de xilanases: a) crescimento celular; b)
atividade xilanasica, ¢) consumo de xilana
o composto por 22% de PEG 6000, 10% de K HPO, ¢
12% de NaCl com wm fator de purificacio de 40 vezes
¢ 97% de rendimento (Tabela 1).
Tabela 1: Coeficientes de particio (K) , fatores de punficagio
{FP) e rendimento (R} obtidos no SDFA

Atividade K X Purificagic Rendimento
(UML) engioma  proteina (FP) %
topo fundo topo fundo topo fundo
171 57 30,1 004 40,1 01 97 3

Quanto a aplicacdo da enzima no branqueamento de
polpas Kraft, foi verificado uma redugdo de 2,5
unidades ro mimero Kappa, sem afetar a viscosidade da
polpa quando esta foi tatada com xilanases na
dosagem de 50U/g polpa seca, 0 que representa wna
eficiéncia de deslignificacdo de 26%. Este resultado foi
superior aos encontrados na literatura, evidenciando
assim, o potencial desta emzima para aplica¢fio em
branqueamento de polpas de papel.
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