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GLOSSARIO

AOX - E uma técnica que mede a quantidade de cloro ligado covalentemente a

compostos orgénicos. A formaglio de AOX pode ser estimada pelas quantidades de cloro e
dibxido de cloro usadas no branqueamento.

%ISO - Forma de representar os resultados de alvura em porcentagem da alvura do 6xido
de magnésio (MgO), considerado igual a 100.

Numero Kappa - Medida do teor de lignina residual da polpa. E o niimero de mililitros de
uma solucBio de KMnO4 0,1 N consumida por 1 g de celulose seca. Os resultados s3o

corrigidos para dar um consumo de 50% de permanganato em contato com o corpo de
prova.

Madeira mole ou "softwood" - Lenho produzido pelas arvores coniferas
Madeira dura ou "hardwood” - Madeira produzida por dicotileddneas lenhosas

Teste t - método estatistico que indica se h4 diferenca aprecidvel entre médias de dois
conjuntos de resultados
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RESUMO

Neste estudo investigou-se a possibilidade de utilizacio de um hidrolisado
hemiceluldsico, obtido a partir da hidrolise 4cida branda do bagaco de cana-de-agiicar,
como meio de cultura para crescimento do fungo Penicillium janthinellum e para
produgio de xilanases. As condigSes 6timas para crescimento do fungo e produgfio de
xilanases em incubadora com movimento rotatério foram: temperatura de 30 °C, pH inicial
entre 5,0 e 6,0 e agitacio de 60 rpm. Sob essas condigBes, o crescimento celular esteve
associado & sintese das enzimas em estudo. Em comparago & xilanase, os niveis de
indu¢fio das enzimas P-xilosidases, P-glucosidases, endoglucanases e exoglucanases
foram pequenos.

A produgdio de xilanases foi também realizada em fermentador de 4 L agitado
mecanicamente em meio & base de hidrolisado hemicelulésico, tendo a atividade das
xilanases assim produzidas se mostrado menor que a das obtidas em incubadora com
movimento rotatério.

Uma endoxilanase e uma B-xilosidase foram purificadas do fluido de cultivo do
fungo. O estudo da influéncia do pH revelou um pH 6timo de 5,5 para a atividade da
endoxilanase e de 6,0 para a P-xilosidase. Os valores étimos de temperatura foram 50 °C
¢ 60 ° C para endoxilanase e p-xilosidase, respectivamente.

Os principais produtos da hidrélise de xilana pela endoxilanase foram xilose,
xilobiose e xilotriose. Os pesos moleculares da endoxilanase e B-xilosidase, determinados
por SDS-PAGE, foram 54 kDa e 74,3 kDa, respectivamente. A endoxilanase apresentou
uma atividade especifica de 1300 U/mg de proteina e a B-xilosidase, uma atividade de
34,1 U/mg de proteina.

No presente trabalho também foram estudados métodos para branquear polpa kvaft
de eucalipto, utilizando-se xilanases ou ligninases. Para se chegar & otimizacio das
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principais varidveis que tinham algum efeito na eficiéncia da deslignificagfio de polpas por
xilanases, foram necessérios dezesseis ensaios sob duas combinagSes de temperatura, pH,
concentragio de enzima e tempo de incubacgfio, empregando o método de planejamento
fatorial. O melhor resultado - redugio de 26% do niimero Kappa - foi alcangado através do
ensaio em que se utilizaram 10 U de xilanase /g de polpa a 40°C, pH 5,5 e 180 minutos de
incubagfio. Em todos os ensaios o pH foi a tnica varidvel que apresentou um efeito
significativo quando alterada.

A fim de se obter a reducfio do cloro sem prejudicar a qualidade da polpa, foram
desenvolvidas as seguintes sequéncias com adigio de xilanase (X) e ligninase (L): XCED,
XCEHD, XC(EPYHD, XC(EO)HD, LCEHD, LC(EP)HD, XOP(EOP)DP.

Na sequéncia XCED a substitui¢io total de cloro por enzima no primeiro estdgio
proporcionou uma redugio do nimero Kappa e um aumento paralelo da viscosidade. A
polpa tratada com a sequéncia XCEHD foi a que apresentou maior alvura (88,9%), com
25% a menos de cloro molecular. O acréscimo de peréxido de hidrogénio ou oxigénio a
essa sequéncia acarretou uma maior redu¢io do niimero Kappa. A méxima alvura obtida
com a sequéncia LC(EP)HD foi de 81,2%, praticamente o mesmo valor alcancado na
sequéncia controle CEHD. Na sequéncia LCEHD a alvura foi de 75,3%.

Na parte final deste trabalho fez-se a avaliagfio do uso de sequéncias curtas com
oxigénio no branqueamento de polpa kraft de eucalipto. A polpa, inicialmente tratada com
xilanases e deslignificada com oxigénio, foi posteriormente branqueada por tratamento
convencional com di6xide de cloro (D) e um tratamento livre de reagentes 4 base de cloro,
feito com peroxido de hidrogénio. A sequéncia XOP(EOP)DP levou a uma
deslignificaclio de 34,6% e a sequéncia OXP(EOP)DP, a uma deslignificagiio de
38,5%.Na auséncia da enzima, a deslignificacfio 36 chegou a 32,6%.
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SUMMARY

This work investigates the possibility of utilizing a hemicellullosic hydrolysate
obtained from mild acid hydrolysis of sugar cane bagasse as a culture medium for growing
the fungus Penicillium janthinellum and for producing xylanases.

The optimum conditions for the growth of fungus and the production of xylanases
in a rotary incubator were: temperature of 30°C, initial pH between 5.0 and 6.0 and
agitation at 60 rpm. Under these conditions, cell growth was associated with the synthesis
of the enzymes being studied. When compared to xylanase, the induction levels of the
enzymes B-xylosidases, B-glucosidases, endoglucanases and exoglucanases were small,

Xylanase production was also carried outina 4 L mechanically agitated fermentor,
using a hemicellulosic hydrolysate-based medium. The activity of the xylanases produced
in this manner was lower than that of the xylanases produced in the rotary incubator,

An endoxylanase and a B-xylosidase were purified from the culture filtrate of the
fungus. The study of the pH influence revealed an optimum pH of 5.5 for endoxylanase
activity and of 6.0 for B-xylosidase. The optimum values of temperature were 50°C and
60°C for endoxylanase and B-xylosidase, respectively.

The main products of xylan hydrolysis by endoxylanase were xylose, xylobiose and
xylotriose. The molecular weight values, determined by SDS-gel electrophoresis was 54
kDa, whereas the molecular weight of the B-xylosidase was 74,3 kDa. The endoxylanase
showed a specific activity of 1,300 U/mg of protein and the pB-xylosidase, an activity of
34.1 U/mg of protein.

Methods for bleaching eucalyptus kraft pulp utilizing xylanases or ligninases were
also studied. In order to optimize the main variables that had some effect on the efficiency
of the pulp delignification by xylanases, it was necessary to carry out sixteen runs under
two combinations of temperature, pH, enzyme concentration and incubation
time.according to the factorial method for experimental design. The best result - a 26%
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reduction in kappa number was obtained through an experiment using 10 U of xylanase/g
of pulp at 40°C, pH 5.5 and incubation for 180 minutes. In all tests the pH was the only
variaﬁle that presented significant effect when changed.

To reduce the chlorine without effecting the quality of the pulp, the following
sequences were developed with addition of xylanase (X) and ligninase (L): XCED,
XCEHD, XC(EP)HD, XC(EQ)HD, LCEHD, LC(EP)HD, XOP(EOP)DP.

In the sequence XCED the total replacement of enzyme by chlorine in the first
stage caused some reduction in kappa number and a parallel enhancement of VISCOSity.
The pulp treated with the sequence XCEHD showed the greatest brightness (88.9%) with
25% less chlorine. The addition of hydrogen peroxide or oxygen to this sequence brought
about a bigger reduction in kappa number. The maximum brightness achieved with the
sequence LC(EP)HD was 81.2%, pratically the same value achieved with the control-
sequence CEHD. In the sequence LCEHD brighiness reached 75.3%.

The last part of this study showed an evaluation of the use of short sequences with
oxygen for bleaching eucalyptus kraft pulp. The pulp, initially treated with xylanases and
delignified oxygen, was bleached with chlorine dioxide (D) and another treatment free
chlorine-based reagents using hydrogen peroxide. The sequences XOP(EOP)DP and
OXP(EOP)DP led to 34.6% and 38.5% delignifications, respectively. A 32.6%
delignification was obtained in the absence of the enzyme.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnolégico do mundo atual, e particularmente da industria
quimica, teve também a consequéncia adversa da poluigio ambiental, Paralelamente, o
alto consumo energético nas industrias incrementa o aumento dos precos dos produtos. E
neste contexto que se insere o desenvolvimento de uma tecnologia menos poluente e de
custo energético comparativamente mais baixo, que tem o uso das enzimas como um dos
seus objetivos principais. Atualmente a maioria das enzimas sfio de origem microbiana.
Isto deve-se & maior diversidade de enzimas disponiveis a partir de microrganismos e
também aos custos e inconveniéncia de se extrair enzimas de tecidos animais e vegetais.

O Brasil por suas caracteristicas climéticas tem a capacidade de produzir recursos
renovaveis (biomassa) em grande escala. Em termos de producfo e uso de enzimas, existe
abundéncia de matéria prima a ser utilizada nos processos fermentativos de producfio de
enzimas, ¢ também existe uma variedade enorme de biomassa a ser transformada por via
tecnolégica enzimatica em produtos tteis e de maior valor agregado. E, entfio, premente o
desenvolvimento de tecnologias para utilizag8io destas fontes de matéria prima no palis,
evitando-se assim a evasdo de divisas e a importagfio de tecnologias estrangeiras.

Hoje, a industria de celulose e papel é uma das que vem buscando solugdes para
seus problemas através da tecnologia enzimética. Embora a industria papeleira seja
conservadora e estatica, utilizando os mesmos processos hd quase 100 anos, nos ultimos
20 anos ela retomou seu desenvolvimento tecnolégico em consequéncia dos problemas
ambientais causados pelo uso excessivo de cloro.

O setor de celulose e papel é um dos mais importantes na indiistria brasileira, tendo
lugar de destague no cenrio internacional, em fingfio da qualidade e da quantidade de
polpa kraft branqueada de Eucalyptus spp. que se exporta. Entretanto, a industria de

celulose tem sido também rotulada como uma das mais poluidoras dentre as industrias de
manufaturados do pafs.
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A planta de branqueamento da polpa tem sido considerada uma das principais
fontes de polui¢Sio de uma fibrica de celulose kraft. Por isso, vérias modificagdes
tecnolégicas tem sido sugeridas nessa etapa do processo.

A utiliza¢fio de enzimas na industria de celulose e papel em substituiciio a uma
metodologia tradicional comegou a ser estudada na década de 80. As xilanases sfio as
enzimas mais estudadas para aplicacfio na etapa de branqueamento de polpas de celulose.
Muitas xilanases tém sido isoladas e caracterizadas, contudo pouco se sabe da atuagfio do
complexo em substratos insoliveis, como em polpas kraft. As condigBes do processo e a
matéria prima definirfio os tipos de enzimas e as condiges para sua melhor atuacfio.

Dentro deste contexto este trabatho teve como objetivo avaliar o hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana-de-agiicar como meio de produgfio de xilanases por
Penicillium janthinellum, em fermentag8o submersa, assim como purificar parcialmente o
complexo xilanolitico produzido. Fez parte ainda deste estudo o estabelecimento de
condigdes para aplicagfio das xilanases em sequéncias de branqueamento de polpas de
eucalipto, produzidas pelo processo kraft.



2. REVISAO BILIOGRAFICA

2.1. Componentes Estruturais da Madeira

Dentre os materiais lignoceluldsicos, a madeira ¢ a matéria prima mais utilizada
pelas indistrias de celulose e papel. E constituida principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina em propor¢Bes que variam de 40 a 50%, 152 30% e 10 a 30%,
respectivamente (DEKKER, 1985). Todos esses constituintes estio intimamente
associados e/ou quimicamente ligados entre si e aos varios componentes nfio estruturais.
Esses componentes nfio estruturais so na maioria extrativos orgénicos (fenéis, terpenos
alcaléides, gorduras, esterdides, etc) (Tabela 1).

De uma maneira geral as madeiras sfo classificadas em dois tipos: madeiras moles
("softwood”) e madeiras duras ("hardwood"). Madeiras moles sdio obtidas de plantas
coniferas (gimnospermas) e madeiras duras, de plantas folhosas (angiospermas). A
estrutura ¢ a composicdo quimica da lignina e da hemicelulose diferem entre elas
(FENGEL & WEGENER, 1989).

A Figura 1 ilustra a ultraestrutura de uma parede celular de madeira. Quanto a
distribuicdo dos componentes pode-se dizer que na parede secundéria, as fibrilas de
celulose sfo orientadas de forma paralela, e sio preenchidas por uma matriz de
hemicelulose ¢ lignina. Aproximadamente 80% do peso da célula é atribuido a parede
celular secundédria. A lamela média é constituida quase que totalmente por lignina, mas
em relag8o & parede celular apenas 10 a 15% da lignina estd localizada nesta
camada.(FENGEL & WEGENER, 1989).



TABELA 1: Principais Componentes da Madeira

Componente (%) Madeira Mole Madeira Dura
Celulose 41,0 423
Hemicelulose
Hexanas 19,0 5,6
Pentosanas 5,8 237
 Lignina 28,0 20,8
Acetil 1,4 3.9
Outros 4.8 3,5

Fonte : OSHIMA, M, 1965
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FIGURA 1. Esquema de Arranjo Estrutural de Celulose, Hemicelulose ¢ Lignina na
Parede Celular. Modelo de distribuigfio da celulose, lignina e hemicelulose
na parede celular (A); Corte ilustrativo do sistema de camadas na parede das

células de madeira (B).



Celulose

E o maior componente da madeira, sendo um polimero linear formado
exclusivamente por unidades de D-glicose unidas através de ligagBes glicosidicas
P (1->4). A celulose € composta por unidades monoméricas de celobiose, a qual ¢
formada pela junc8o de duas moléculas de glicose seguida da eliminago de agua através
das hidroxilas ligadas ao carbono 1 e 4 (Figura 2) (FENGEL & WEGENER, 1989).

O peso molecular minimo da celulose, a partir de fontes diversas, foi estimado na
faixa de 15 mil a 2,5 mithSes nos diferentes materiais, apresentando um grau de
polimerizagio entre 300 a 15000. A anélise de difragio de raio x indica que as moléculas
de celulose estdio organizadas em feixes de cadeias paralelas formando fibrilas
( HARADA & COTE, 1985).

As cadeias de celulose s3o longas e as fibrilas estdo densamente empacotadas. No
estado solido, existem pontes de hidrogénio entre as moléculas de celulose que levam a
formag#o de estruturas supramoleculares arranjadas em um sistema ordenado parecidas as
de cristais. No entanto, certa por¢iio de celulose apresenta-se em forma de cadeias
interligadas de maneira cadtica formando a celulose amorfa (FENGEL & WEGENER,
1989).

-0 CC’HO HO o E%j/\? Hwo-’
HO—~7] Hy 0 HO-y—7H 0 HCOH

FIGURA 2. Estrutura Genérica de um Fragmento de Celulose.



Lignina

A lignina é um polimero tridimensional, de estrutura no uniforme e de peso
molecular elevado, composto basicamente de unidades fenil propano. Os precursores da
biossintese da lignina s#o os 4lcoois sinapilico, coniferflico e para-cumarilico (Figura 3).

A proporgdo relativa dos precursores determina o tipo de lignina. As ligninas de
madeira sio divididas em dois grupos: ligninas guaiacil e ligninas guaiacil-siringil. As
ligninas guaiacil s8o polimeros de 4lcool coniferflico, encontradas predominantemente em
madeira mole. Ligninas de madeira duras sfo constituidas principalmente de unidades
guaiacil e siringil que correspondem aos copolimeros dos 4lcoois sinapilico e coniferilico,
respectivamente (HARADA & COTE, 1985). Vérios tipos de ligagGes sio formadas o que
origina uma estrutura tridimensional complexa (Figura 4) (KANTELINEN, 1992).

A distribui¢fio da lignina na parede celular varia de acordo com a espécie da
madeira. O contetdo da lignina € maior na lamela média, que conecta as fibras da
madeira. Madeiras moles contém 26-32% de lignina e madeiras duras 20-28% (FENGEL
& WEGENER, 1989).
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FIGURA 3. Estrutura dos Precursores da Lignina. (I) 4lcool p-hidroxi cumarilico; s
alcool coniferflico (unidade guaiacil) e (TIT) 4lcool sinapilico (unidade
siringil)
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FIGURA 4. Estrutura Representativa da Lignina Proposta por E. Adler (FENGEL &
WEGENER, 1989).



Hemiceluloses

As hemiceluloses consistem de uma mistura de polissacarideos ndo celulésicos de
baixo peso molecular, geralmente localizados no meio da lamela média das plantas, em
toda a extengfio da fibra, intimamente associados & celulose (JANES, 1969,
WOODWARD, 1984; DEKKER, 1985). Em seu estado natural as hemiceluloses nffo sfo
cristalinas em razdo da heterogeneidade de seus constituintes, da presen¢a de pequenos
grupos laterais e em alguns casos ramificages, diferentemente da estrutura altamente
linear das moléculas de celulose (JANES, 1969).

O contetido de hemiceluloses em plantas varia de 20 a 30% em base seca
(THOMPSON, 1983). S#o compostas normalmente de 2 a 6 agucares diferentes com um
grau de polimerizagdo de aproximadamente 200 e um peso molecular em torno de 20000
(BASTAWDE, 1992). A grande maioria apresenta ligagdes B (1,4) entre o3 seus
constituintes, exceto as que possuem galactose, cuja ligagdo ¢ do tipo &(1,3) (MAGEE &
KOSARIC, 1985). Os acicares que complem as hemiceluloses s8o a D-xilose,
D-manose, D-glicose, L-arabinose, D-galactose, 4cido D-galactur8nico, 4cido
D-glucurdnico e seus derivados acetilados ou metilados (JANES, 1969).

Por conveniéncia, as hemiceluloses podem ser empiricamente classificadas como
glucanas, xilanas, mananas, galactanas e galacturanas (THOMPSON, 1983). As
hemiceluloses presentes em madeira mole contém maiores proporgbes de manose €
galactose, enquanto que as hemiceluloses de madeira dura sdo constituidas,
principalmente, de xilose e grupos acetil (Figura 5).

A hemicelulose predominante em madeira dura é a O-acetil-(4-O-
metilglucuronoxilana) acompanhada por pequenas proporgdes de glucomanana. No caso
de madeiras moles h4 a predominancia de vérias estruturas de mananas (TIMELL, 1965;
JANES, 1969).
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FIGURA 5. Estruturas de Hemiceluloses Comumente Encontradas em Algumas
Espécies de Madeira .
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As glucurenoxilanas consistern de um polimero de xilana com no méximo setenta
residuos de xilose e poucos grupos laterais de 4cido glucurbnico metilado. O 4cido metil
glucurdnico se liga & posiciio 2 ou 3 da xilose por ligagBes do tipo alfa. Esta ligagéio é
resistente & hidrélise por 4dcidos (JANES, 1969). O grau de polimerizagio das
glucuronoxilanas varia de 100 a 300 e os grupos acetil representam de 3 a 5% do peso da
madeira (WOODWARD, 1984).

As xilanas de madeiras moles sfo exemplos mais complexos. Acidos urénicos
estfio presentes, como nas madeiras duras, mas diferentes unidades L-arabinofuranosidicas
esto ligadas a cadeia principal, por ligagSes glicosfdicas do tipo alfa, em vez de grupos
acetil (THOMPSON, 1983, WOODWARD, 1984, DEKKER, 1985). A estrutura mais
ramificada destes polimeros torna-os mais soltiveis ap6s o isolamento (POUTANEN et
alii, 1989).

A arabino(4-O-metilglucurono)xilana é um polimero constituido por unidades
repetitivas de 13 residuos de B-D-xilopiranosidicos em que 3 residuos de 4cido 4-O-metil
a-D-glucurdnico ligam-se as posigdes 1, 2 da xilose e um residuo de L-arabinofuranose
nas posi¢bes 1, 3 (JANES, 1969, WOODWARD, 1984).

As galactoglucomananas sio polimeros possuindo manose e glicose na cadeia,
com grupos laterais de galactose, no caso de madeiras duras. A relagfo entre glicose e
manose varia de 1:1 a 1:4 e o grau de polimerizagio é de aproximadamente 100
(JANES,1969).

2.2 Degradacfio Enzimdtica de Xilanas

O sistema enzimatico necessdrio para degradagfo de xilanas consiste de uma

mistura de endo e exo enzimas (Figura 6). A estrutura da hemicelulose determina &
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composigio do sistema xilanolitico necessério para sua total hidrélise (COUGHLAN &
HAZLEWOOD, 1993).
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FIGURA 6: Estrutura Hipotética de Xilana e os Pontos de Hidrélise por Enzimas
Xilanoliticas. Ac, Grupo Acetil; Araf, L-arabinofuranosideo; MeGlcA,
Acido 4-O-metil-D-glucurdnico; Xil, D-xilose.
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Endo-enzimas, como as endo-(1,4)-8-D-xilanases, hidrolisam ligagSes glicosidicas
do tipo B-(1,4) dentro da cadeia de hemicelulose. Oligossacarideos liberados desta
hidrélise podem ser degradados por B-xilosidases. Exo-enzimas, do tipo
a-L-arabinofuranosidases, a-glucuronidases e acetil(xilana)esterases, removem do
polimero os substituintes arabinofuranosil, 4cido glucopiranosidico e os grupos acetil,
respectivamente (BIELY, 1985). Tem sido também descrito que algumas endo-xilanases
podem clivar substituintes «-L-arabinofuranosidicos (DEKKER & RICHARDS, 1976:
WONG et alii, 1988).

As xilanas "in situ” parecem estar ligadas intra e intermolecularmente a Acidos
feralicos e cumaricos (Figura 7). Estes dois 4cidos participam da biossintese de lignina e
estdo presentes em diversos tipos de madeiras, esterificados aos residuos de arabinose.
Portanto a desintegragfio da parede celular requer ainda o uso de dois tipos de esterases,
fertlico esterase e cumdrico esterase (KATO & NEVINS, 1985; SMITH et alii, 1991;
TENKANEN et alii, 1992).

HO:CHCOOH

OCH,

HO'@CH:CHCOOH

FIGURA 7. Estrutura de em Acido Ferdlico (A) e de um Acido Cumérico (B)
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Endo-(1,4)-B-xilanases

Endo-(1,4)-B-xilanases formam o maior grupo de enzimas hidroliticas envolvidas
na degradagdo de xilana. Elas rompem a cadeia de xilana ao acaso produzindo xilo-
oligossacarideos com um baixo grau de polimeriza¢o. As caracteristicas da enzima, modo
de agdio e os produtos de hidrélise variam de acordo com a sua origem (BASTAWDE,
1992).

As endo-xilanases podem ser classificadas de diferentes formas:

- Quanto aos produtos formados:

Existem duas formas de classificar as xilanases no que diz respeito aos produtos
formados. DEKKER & RICHARDS (1976), subdividiram as endo-xilanases em dois
grupos, as que ndo liberam arabinose de arabinoxilanas e arabinogalacturanoxilanas, e
aquelas que liberam L-arabinose destes substratos.

Por outro lado, REILLY (1981), subdividiu todas as endo-xilanases em quatro
tipos. Dois tipos foram capazes de hidrolisar pontos de ramificag8o, mas diferiram nos
produtos finais formados. A primeira produziu xilobiose e xilose e a segunda produziu
xilo-oligossacarideos de tamanho intermedidrio. Os outros dois tipos ndo foram capazes de

hidrolisar ramificagdes. Uma delas produziu xilo-oligossacarideos maiores que xilobiose e

a outra produziu principalmente xilobiose e xilose.

- Quanto a natureza do substrato

Uma outra classificagfio poderia ser feita de acordo com a habilidade das endo-
xilanases em degradar xilana insolivel ou solivel. Duas endo-xilanases de Aspergillus
niger hidrolisaram mais rapidamente xilana solavel que a insolivel (FREDERICK et alii,

1985). Uma terceira endo-xilanase do mesmo microrganismo hidrolisou xilana nsoltivel
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apenas quando as ramificacdes arabinofuranosidicas, presentes no substrato, foram
previamente removidas (FOURNIER e alii, 1985).

Duas endo-xilanases de Trichoderma reesei apresentaram maior atividade com
xilana insoliivel (LAPPALAINEN, 1986). Da mesma forma as endo-xilanases isoladas de
Clostridium stercorarium hidrolisaram rapidamente xilana insoltivel (BERENGER et alii,
1985; SAKKA et alii, 1991).

Outros exemplos relacionam a maior eficiéncia de hidrélise de xilanase 20 tamanho
do substrato. Uma endo-xilanase purificada de 4. oryzae apresentou uma maior afinidade
por substratos de cadeias maiores (GP 200) ao passo que uma segunda endo-xilanase
purificada do mesmo microrganismo preferia substratos com baixo grau de polimerizag8o
(GP 30-40) (BAILEY et alii ,1991).

-Quanto ao ponto isoelétrico e peso molecular

WONG et alii, (1988) classificaram endo-xilanases de miltiplos sistemas de acordo
com o ponto isoelétrico e peso molecular. Xilanases de alto peso molecular/acidas podem
ser encontradas em Talaromyces byssochlamydoides (PM-54 kDa; pl-3,8) (YOSHIOKA
et alii, 1981), Bacillus circulans ( PM-85 kDa; pl-4,45) (ESTEBAN et alii, 1982) e
Lentinus edodes (PM- 41 kDa; pl-3,6) (MISHRA et alii, 1990). Xilanases de baixo peso
molecular/basicas podem ser encontradas em Clostridium spp.(PM 29 kDa; pl 8,5) (LEE
et alii, 19872), Streptomyces spp.(PM 25 kDa; pl 10,0) (YASUI et alii, 1988) e algumas
vezes em Aspergillus niger (PM-13 kDa; pl 8,6) (FOURNIER ef alii, 1985:
KORMELINK, 1993).

Ha dados na literatura que permitem algumas generalidades em relacdo a
aplicagBes de endo-xilanases de alto e baixo pesos moleculares. Endo-xilanases de alto
peso molecular apresentam maior eficiéncia catalitica com oligossacarideos curtos. No
entanto, para alguns casos as diferengas no peso molecular nfio s#o acompanhadas por
diferencas nas propriedades cataliticas (YASUI et alii, 1988).
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Purificac#io e Caracterizacfio de Endo-Xilansses
Xilanases foram purificadas de numerosos microrganismos, por exemplo bactérias,

leveduras e fungos. A Tabela 2 apresenta uma lista de endo-xilanases purificadas de vérias
fontes, incluindo seu peso molecular, pH 6timo e produtos de reagles.

TABELA 2: Caracteristicas de Endo-(1,4)-p-D-Xilanases Isoladas de Microrganismos

Género PM | pHgtimo Produtos de Referéncia
(kDa) hidrélise da xilana
Aspergillus 20,8 5,0 X9, X3.X4 FREDERICK et alii (1981)
Aureobasidium | 200 4.5 X1, X2,X3,X4 | LEATHERS (1989)
Penicillium 11,0 3,0 X9 X1 FUNAGUMA et alii (1991)
Humicola 215 6,0 X1, X2, X3 KITPREECHAVANICH e
' alii (1984)

Lentinula 41,0 4.5 X1, X2, X3 MISHRA et alii (1990)
Trichoderma 20,0 5,0 X1, X2, X3, X4 | TAN et alif (1985)
Bacillus 22,0 6,0 X1, X» ESTEBAN et alii (1983)
Bacillus 39,5 7,0 X9, X3 NANMORI et alii (1990)
Streptomyces 21,9 4.5 X1, X2, X3, X4 | KESKAR et alii (1989)

X1 = Xilose; X2 = Xilobiose; X3 = Xilotriose; X4 =Xilotetrose

Endo-xilanases de fungos t8m pesos moleculares na faixa de 7 a 60 kDa. e sfo
geralmente mais ativas a pH 3,5-6,0 e 40-60°C (TAN et alii, 1987, BISWAS et alii, 1990;



16

BAILEY et alii, 1991). Endo-xilanases de origem bacteriana apresentam geralmente pesos
moleculares na faixa de 15 a 85 kDa., com poucas excegdes, ¢ s80 mais ativas a pH 5,0-
8,0 e 50-80°C (UCHINO & NAKANE, 1981; ESTEBAN ef alii, 1983, NISHITANI &
NEVINS, 1991).

~ Em geral, os produtos de hidrélise de xilanas por xilanases sdo xilose (Xj),
xilobiose (X72), xilotriose (X3) e uma mistura de xilo-oligossacarideos. Juntamente a esses
produtos sdo liberados oligossacarideos contendo substituintes arabinofuranosil e
glucopiranosil (DEKKER & RICHARDS, 1975 a; 1975b; RICHARD & SHAMBE, 1976;
JOHN et alii, 1979, COMTAT, 1983; WOOD & McCRAE, 1986 JOHN & SCHMIDT,
1988; KHANDKE et alii, 1989; NISHITANI & NEVINS, 1991).

Uma endo-xilanase purificada de Bacillus subtilis atua em xilanas obtidas de grio
de milho e produz uma xilohexose contendo um #cido glucopiranosidico. Nenhuma
atividade foi observada com arabinoxilana sugerindo que a enzima requer a presenca de
ramificagdes contendo 4cidos glucopiranosidicos e portanto foi designada glucuranoxilana
xilanohidrolase (NISHITANI & NEVINS, 1988, 1991).

Observar,:bes semelhantes foram feitas para duas endo-xilanases de Aspergiilus
niger em relaco aos substituintes L-arabinofuranosidicos (FREDERICK et alii, 1685). Os
resultados mostraram uma baixa atividade de endo-xilanases com xilo-oligossacarideos
lineares e a auséncia de atividade com xilanas lineares. No entanto, a presenga de
substituintes na cadeia de xilana reduz a atividade das xilanases produzidas por Bacillus
polymyxa (MORALES et alii, 1993).

Duas xilanases de Trichoderma longibrachiatum sofreram inibi¢io por xilotriose.
Longos oligbmeros apareceram no hidrolisado em consequéncia da reduzida atividade das
enzimas sobre esses substratos, porém uma atividade de transferase inerente a esta
xilanase também poderia justificar o aparecimento de novos oligbmeros (TENKANEN et
alii, 1992). |
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A imibiglio de endo-xilanases por diferentes componentes e compostos quimicos
especificos, fornece informagdes sobre a estrutura do sftio ativo e mecanismo de catélise,
Endo-xilanases de vérias fontes sfio inibidas por fons metélicos como Hg*?, Cut2, Fe®,
Pb*, Zn*?, Ag*. O ion mercirio foi o inibidor mais potente, sugerindo a presenca de
grupos tiol no sitio ativo (BASTAWDE, 1992). Por outro lado, foi observada uma
ativaglio por jons célcio, manganés e zinco para uma endo-xilansse clonada em
Streptomyces sp (KLUEPFEL et alii, 1992).

Reagentes alquilantes como p-cloromercuribenzoato, N-bromosuccinamida, iodo e
acido jodo acético também inibiram a atividade de endo-xilanase, sugerindo que a enzima
requer grupos -SH. Baseado na cinética de inativagdio e na modificacfo quimica da enzima
por N-bromosuccinamida, p-hidroximercuribenzoato e brometo de 2-hidroxi-5-nitrobenzil
brometo, evidenciou-se o envolvimento de residuos de triptofano e cistefna nos sitios
ativos de xilanase de Streptomyces , Bacillus e Chainia (KESKAR et alii, 1989;
DESHPANDE et alii, 1990). Foi demonstrado que a adi¢do de xilana Jjunto com
bromosuccinamida protege a xilanase de Bacillus stearothermophilus de inativagfo,
indicando assim que o residuo de triptofano estaria no sitio ativo e nfio em outro sitio de
ligacSio (KHASIN et alii, 1993). Grupos carboxilicos estfio envolvidos no mecanismo de
.catélise de endoxilanases de Schizophflfum commune (BRAY & CLARKE, 1990) e de
Streptomyces sp (MARUI et alii, 1993).

(1,4)-B-xilosidases

B-xilosidases foram purificadas de fungos, bactérias e leveduras e hidrolisam
pequenos Xilo-oligossacarideos a partir do terminal ndo redutor liberando xilopiranoses.
Além da atividade hidrolitica muitas B-xilosidases tem uma alta atividade de transferase o
que provoca a formagdo de oligossacarideos de peso molecular maior que o substrato
original (REILLY, 1981).
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Em comparagfo s endo-xilanases, B-xilosidases apresentam um peso molecular

mais elevado. Elas s#io mais ativas na faixade pHde 4,02 7,0 e a temperaturas entre 40 ¢

80°C (KITPREECHAVANICH et alii, 1986; JOHN & SCHMIDT, 1988) (Tabela 3).

TABELA 3. Caracteristicas de B-Xilosidases Isoladas de Microrganismos

Género PM | TotimareC) | PH6timo Referéncia
(kDa)
Aspergillus 360 75 4,5 KITPREECHAVANICH et dalii
(1986) |

Neurospora 83 55 4.5 DESHPANDE et alii (1986)
Penicillium 110 55 4,0 MATSUOQ et alii (1987)
Trichoderma | 100 70 4,5 JOHN & SCHMIDT (1988)
Bacillus 190 30 6,5 ESTEBAN et alii (1983)
Clostridium | 224 45 6,0 LEE & FORSBERG (1987)
Pichia 34 30 4,5 OZCAN et alii (1991)

A atividade de 8- xilosidases ¢ inibida por fons metalicos como Hg*2, Zn*2, Cu*,

Mn*2 e Ag-Xilose, arabinose ¢ mesmo glicose podem também inibir fortemente &
atividade enzimatica (CLAEYSSENS ef alii, 1970a ¢ 1970b; RODIONOVA ef alii, 1983;
JOHN & SCHMIDT, 1988; LACHKE & DESHPANDE, 1988; SMITH et alii, 1991).

Diferencas entre B-xilosidases podem ser observadas nos valores de KM para

diferentes substratos

como p-pitrofenil-B-D-xilopiranosideo,

xilobiose e xilo-

oligossacarideos de maior peso molecular. As B-xilosidases de Trichoderma reesei
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(POUTANEN & PULS, 1988) e Neurospora crassa (DESHPANDE et alii., 1986) foram
mais ativas quando se utilizou p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo como substrato.

A afinidade de P-xilosidase em degradar xilana e xilo-oligossacarideos é
fundamental na conversfo total da biomassa a monossacarideos. Pequenos xilo-
oligossacarideos lineares podem ser convertidos completamente a xilose por B-xilosidases,
contudo a afinidade em relaglo aos xilo-oligossacarideos diminuiu com o awmento da
cadeia (TAKENISHI et alii.,, 1973; REILLY, 1981).

TAKENISHI et alii (1973), observaram que uma B-xilosidase de Aspergillus niger
atuava em arabinoxilobiose e arabinoxilotriose deixando como produtos finais xilose e
arabinoxilobiose, respectivamente. A hidrélise de xilo-oligossacarideos por P-xilosidases
torna-se mais complicada quando apresentam arabinose ou écido glucurdnico em sua
estrutura, nestes casos pode ocorrer interferéncia no sftio ativo.

p-xilosidases purificadas de Aspergillus niger (JOHN et alii., 1979) e Trichoderma
lignorum (JOHN & SCHMIDT, 1988) nfio produziram xilose a partir de
arabinoxilotetraose, provavelmente porque uma arabinofuranose estava ligada 4 xilose do
terminal nfo redutor. Resultados semelhantes foram obtidos com uma PB-xilosidase
comercial atuando em arabinoxilobiose e arabinoxilotriose (BRILLOUET, 1987). Quando
se incubou uma P-xilosidase purificada de Thermoascus aurantiacus com uma xilotriose
contendo o substituinte 4cido (4-O-metil)glucopiranosidico, nfio se detectou o
aparecimento de xilose (KHANDKE et alii., 1989). A incapacidade de hidrélise a partir
do terminal nfo redutor foi atribuida a diferencas de especificidade e também ao
impedimento estérico causado pelo substituinte.

a-L-Arabinofaranosidases

As a-L-Arabinofuranosidases sfio enzimas que atuam em L-arabinosideos de baixo
peso molecular e seus oligossacarideos. Este grupo de enzimas atua juntamente com as
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endo-xilanases e P-xilosidases para hidrélise de arabino(glucurono)xilanas. As o-L-
arabinofuranosidases tém sido purificadas de fungos, bactérias e leveduras. Em
comparaco a endo-xilanases, apresentam peso molecular relativamente alto (400 kDa) e
pH étimo entre 2,4-7,0 (BRILLOUET et alii., 1985, POUTANEN, 1988).

A utilizag8o desta enzima para hidrélise de arabinoxilanas reduz a solubilidade do
substrato devido a agregagfio intermolecular. Um pré-tratamento de arabinoxilana com
endo-xilanases que ndo apresentem atividade desramificadora, seguido de um tratamento
com arabinofuranosidase seria a methor alternativa para previnir a agregacfio de longas
cadeias e a obtengio de um méximo de rendimento em monossacarideos
(ANDREWARTHA et alii, 1979).

Acetil(xilana)esterase

Um grupo de enzimas de grande importincia na hidrélise de xilana proveniente de
madeiras duras sfo as acetil esterases. Estas enzimas hidrolisam ligagdes éster de alifiticos
¢ aromaticos e removem grupos O-acetil de xilanas ou oligossacarideos.

Acetil esterases foram detectadas em Schizophilum commune (BIELY et alii, 1986,
BIELY et alii, 1988), Trichoderma reesei (BIELY et alii, 1986, POUTANEN et alii,
1987; BIELY et alii, 1988; GATTINGER et alii, 1990, SUNDBERG & POUTANEN,
1991), Aspergillus niger (FERNANDEZ-ESPINAR ef alii, 1992; KORMELINK ef ali,
1993),  Aspergillus oryzae (TENKANEN et alii, 1992), Fusarium oxysporum
(POUTANEN et alii, 1987, BALL & McCARTHY, 1988, JOHNSON ez alii, 1588),
Rhodotorula mucilaginosa (LEE er alii, 1987b), Butyvibrio fibrisolvens (HESPELL &
O'BRYAN-SHAH, 1988) e Aureobasidium pullulans (MYBURGH et alii, 1991).

Até o momento poucas acetil esterases foram purificadas, a maior parte delas 380
obtidas de fungos ¢ bactérias. As esterases apresentam pesos moleculares na faixa de 30 a

70 kDa, com poucas excegdes. Elas s#o mais ativas na faixa de pHde 50280 e a
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teraperaturas variando de 40-80 °C (POUTANEN & SUNDBERG, 1988; SUNDBERG et
alii, 1990).

Acetil esterases sdo importantes na degradagio de xilanas acetiladas porque em
geral os substituintes acetil impedem a agfo de endo-xilanases. Tem sido demonstrado
que a acetil esterase ¢ endo-xilanase atuam cooperativamente na hidrélise de acetil xilana
(BIELY et alii, 1986).

Dependendo do peso molecular do substrato e da especificidade da acetil esterase,
uma distingdo pode ser feita entre acetil xilana esterase ¢ acetil esterase. Acetil xilana
esterase ¢ capaz de liberar 4cido acético de xilana acetilada sem a cooperagio de endo-
xilanases, enquanto acetil esterase necessita da cooperaco de uma endo-xilanase para
liberar 4cido acctico (POUTANEN & SUNDBERG,1988, POUTANEN er alii, 1990,
SUNDBERG & POUTANEN, 1991).

a-Glucuronidases

a-Glucuronidases s8o enzimas que hidrolisam residuos (4-O-metihglucurdnico, e
que auxiliam na conversio total de (arabino)glucuronoxilanas a monossacarideos. As
analises estruturais da parede celular mostraram que grupos carboxilicos do 4cido
metilglucurdnico estdo ligados a grupos hidroxilas da lignina (SMITH & FORSBERG,
1991).

a-Glucuronidases tém sido detectadas no filtrado de cultura de Trickoderma reesei
(POUTANEN et alii, 1987, DEKKER, 1983), Streptomyces olivochromogenes
(MACKENZIE et alii, 1987, JOHNSON et alii, 1988), Lentinus edodes (MISHRA et
alii, 1990), Aspergillus awamori e Aspergillus phoenicis (SMITH et alii, 1991),
Fibrobacter succinogenes S85 (SMITH & FORSBERG, 1991).

PULS er alii (1987), detectaram atividade de a-glucuronidase em Agaricus

bisporus e Pleurotus ostreatus. Ambas enzimas apresentam pesos moleculares elevados e
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foram mais ativas a altas temperaturas e condigBes 4cidas. A a-glucuronidase de Agaricus
bisporus atuou sinergicamente com endo-xilanases na hidrélise de xilana. Os
oligossacarideos puderam ser hidrolisados por B-xilosidases depois que os 4cidos 4-O-
metilglucurfnico foram removidos. Uma segunda enzima purificada de Thermoascus
aurantiacus  hidrolisou xilo-oligbmeros contendo resfduos de 4cido glucurbnico
(KHANDKE et alii, 1989).

2.3. Fatores que Influenciam a Producfio de Xilansases por Microrganismos

As xilanases podem diferir em ocorréncia e concentragio dependendo das
condi¢Bes metabdlicas da célula. Alguns microrganismos as sintetizam independente da
necessidade, em velocidades e quantidades constantes e s¥o ditas constitutivas.
Geralmente sfo indutivas, ocorrem inicialmente em quantidades trago, ¢ aumentam sua
concentragio na presenca de um determinado substrato. Os processos metabdlicos e
bioquimicos que determinam a sintese de xilanases por microrganismos esto geralmente
associados a mudancas nutricionais ¢ sfio favorecidos pelas condigBes de cultivo, pH e
temperatura.

Fonte de Carbono ¢ Energia

Na produgfio de xilanases por processo fermentativo emprega-se principalmente
xilana comercial como substrato. Infelizmente a utilizagfio de xilana altamente purificada
para produgdio de xilanases em escala comercial ¢ economicamente invidvel. Muitos
estudos vem sendo realizados com o objetivo de desenvolver a produgfio de xilanases em
matérias primas mais baratas, ricas em xilana. Os methores substratos para este propésito
parecem ser os hidrolisados hemicelulésicos cbtidos de madeira tratada com vapor
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(SENIOR et alii, 1989) e residuos de plantas como farelo de trigo (BAILEY &
POUTANEN, 1989). SENIOR et alii (1989), que cultivaram T, harzianum ES8 em meio
contendo xilana acrescida de um hidrolisado pré-tratado por explosfio a vapor verificaram
que a producdo de xilanase foi muito baixa durante o inicio do cultivo, mas aumentou
apos o terceiro dia.

O bagago de cana-de-agticar vem sendo utilizado em diversos trabalhos visando a
produgfio de xilanases (DEKKER, 1983; CHAUDRI et alii, 1988; MILAGRES & LACIS,
1991; SAXENA et alii, 1991; KESKAR, 1992; KARNI et alii, 1993; MILAGRES ef
alii, 1993). Acredita-se que, por se tratar de um substrato bastante heterogéneo possa ser
fonte de indugdo de @ndo-xilanases ¢ de outras enzimas necessérias para a completa
hidrélise de xilana (MILAGRES & LACIS, 1991). De acordo com CHAUDRI et alii
(1988), 1,5% (p/v) de bagago induziu 25 U/mL de xilanase em 72 horas. Dos residuos
testados por RAJARAM & VARMA (1990), o bagaco foi o melhor indutor de xilanases,

Varios estudos t8m mostrado que o tipo de microrganismo e também a natureza da
fonte de carbono principal podem alterar os niveis ¢ 0 numero de protefnas com atividade
de xilanase (CHAUDHARY & TAURO, 1982; BIELY, 1985; HRMOVA et alii, 1986;
WILLIAMS & WITHER, 1992; KARNI e alii, 1993; OKEKE & OBI, 1993). Foi
constatado também que algumas bactérias e fungos produzem enzimas inespecificas, ou
seja, com atividades conjuntas de xilanases e celulases (JOHN et alii, 1979; LEE et alii,
1987b; OKEKE & PATERSON, 1992). No entanto, a produgdo seletiva de xilanase pode
ser observada em espécies de Trichoderma e Aspergillus durante o cultivo em xilana
(HRMOVA er alii, 1986; 1991). Similarmente, Thermomyces laguginosus produziu alta
atividade de xilanase, livre de celulase, em xilana pura (GOMES et alii, 1993).

Estudos desta natureza s@o complicados pelo fato que muitas celulases e xilanases
ndo sdo especificas com respeito aos substratos, celulose ou xilana. Esta falta de
especificidade ¢ mais frequentemente observada para celulases porque seus sitios de

ligag@o podem aceitar um polimero de D-xilopiranoses B-(1,4) sem substituicdes.
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A resposta de fungos filamentosos a fragmentos de baixo peso molecular de xilana
e celulose confirmaram a existéncia de um controle separado de indugio de xilanases e
celulases. Xilobiose foi um indutor especifico de xilanases em 7. reesei (HRMOVA et
alii, 1986) e A. terreus (HRMOVA et alii, 1991) ao passo que soforose e outras
glicabioses induziram seletivamente a sintese de celulases (HRMOVA et alii, 1986).

O grau de seletividade de formag#o de xilanases por Trichoderma reesei QM9414
¢ dependente da relaglio existente entre o teor de nitrogénio ¢ carbono no meio
(HRMOVA et alii, 1986; BIELY ef alii, 1988). Segundo os autores, 0 mecanismo que
governa a formacdo das enzimas ¢ influenciado pela disponibilidade de precursores da
sintese de proteina. A falta de tais precursores possibilita a regulagfio separada da sintese
de celulases e xilanases pelas fontes de carbono disponiveis. A produgio de sistemas
xilanoliticos, livre de celulases, em fungos pode ser realizada cultivando os
microrganismos em Xilana totalmente pura, sem contaminantes de celulose e sob uma
baixa relagio do conteiido de nitrogénio para carbono. De qualquer modo, esta estratégia
nfo se aplica a todos os fungos (STEINER et alii, 1987, BIELY et alii, 1988).

Fornecimento de Oxigénio

As principais finalidades de se aerar e agitar uma cultura submersa sfo fornecer
oxigénio para os microrganismos ¢ manter a homogeneidade dos meios de fermentagdo.
Pesquisas recentes revelaram que a produgfo de xilanases é um processo dependente de
oxigénio, tanto na fase de crescimento do microrganismo quanto durante o acGimulo da
enzima. Neste processo ¢ oxigénio deve ser mantido em um nivel apenas suficiente para
evitar limitagSes ou diminuigdo da respiragfio normal dos microrganismos (GUSEK et alii,
1991).

O problema do fornecimento de oxigénio durante a fermentagfo ¢ muito

complicado, j4 que a demanda de oxigénio pode variar de microrganismo para
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microrganismo e depender muito das condigdes utilizadas no processo . Segundo
MITARD & RIBA (1988), no caso de microrganismos filamentosos, muitas relag3es
existem entre varidveis mecinicas (agitagfo, transferéncia de oxigénio), propriedades do
meio e pardmetros especificos do fungo (velocidade de crescimento, morfologia).

Com respeito a influéncia do oxigénio na produgfio de xilanase, foi verificado que,
para Cellulomonas sp bouve um aumento da atividade quando se reduziu o teor de

oxigénio no meio (RODRIGUEZ et alii, 1991).

2.4, Produc#io de Xilanase em Fermentadores

Os estudos de pardmetros fisicos e bioldgicos da sintese de xilanase s8o na maioria
realizados em incubadora de movimento rotatério. O uso do fermentador visa,
principalmente, otimizar parmetros que nfo sfo facilmente controlados em frascos
Erlenmeyers e indicar condig3es para sintese em escala industrial (SMITH et alii, 1991).

Poucos trébalhos envolvendo cinética da produgBo de xilanase s80 encontrados na
literatura. Estudos preliminares da producdio de xilanases em fermentadores foram
realizados por PANDA et alii (1989), GUSEK et alii (1991), RODRIGUEZ et alii
(1991), BAILEY & VIKARI (1993) ¢ PALMA (1993 ). Em todos os trabathos obtiveram
niveis mais baixos de atividade de xilanase em fermentadores que em incubadora de
movimento circular. Conforme observado por GOMES  ef alii (1993), a produgio de
xilanase em fermentadores atingiu os valores méximos em menor tempo que em agitador

de movimento circular.
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2.5. Aplicacdes Industrizis de Xilanase

O grande interésse na produgiio de xilanase estd relacionado & vasta aplicag8o que
esta enzima possui no setor industrial, abrangendo desde a substituicdo de etapas de
proéessos correntes até o estabelecimento de outros inteiramente novos.

A aplicag8o de xilanase se divide em duas categorias; uma, livre de celulases e a
outra com uso associado de polissacaridases (BIELY, 1985). Como exemplo da primeira
categoria, tem-se o uso de xilanase nas industrias téxtil e de celulose ¢ papel. Por outro
lado, o uso associado de xilanase, celulase e pectinase se aplica & industria de alimentos.

Xilanase pode ser util.izada na indistria de alimentos na ciarifiéag;éo de sucos €
vinhos (BIELY, 1985), na fabricacfo de ples , visando aumentar seu volume e methorar a
textura da casca e miolo (MUTSAERS, 1991), na etapa de filirag8o da cerveja, rompendo
solidos em suspensio (VAN DER BROECK et alii, 1990). | |

Xilanase adicionada 4 ragfo para aves e suinos, aumenta sua digestibilidade
(BRICE & MORRISON, 1991). H4 também o interésse em utiliza-la para produgfio de
xilose, xilobiose e xilo-oligbmeros que podem ser empregados como insumos para
obten¢do de xilitol ou 4cido latico por via fermentativa (WONG et alii, 1988, GILBERT
et alii, 1992).

- Atualmente, a aplicagfio mais promissora de xilanase é na industria de celulose e
papel. A xilanase pode ser utilizada nas etapas da fabricagBo de celulose tais como
descorticamento, refino e dissolugdo das polpas, e ém geral, reduzem o gasto de energia
dos processos (VIIKARI, 1991).

No refino, as enzimas sdo adicionadas s fibras para methorar a fibrilagdo externa e
assim aumentar o grau de interligagdio do papel (NOE et alii, 1986). Alternativamente,

preparagBes enzirnaticas contendo celulases e hemicelulases t8m sido usadas para
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aumentar a fibrilagdo ¢ propriedades de drenagem de fibras recicladas (POMMIER et alii,
1989).

Polpas dissolvidas sdo usadas na manufatura de acetato, celofane e rayon. Para esta
finalidade a celulose deve ser totalmente pura, sem residuos de hemiceluloses ou lignina
(WONG & SADDLER, 1992). PAICE & JURASEK (1984), prepararam uma polpa kraft
apropriada & manufatura de rayon e utilizaram xilanase para remover a xilana residual,

Recente aplicagfo biotecnoldgica na industria de celulose e papel tem sido dirigida
para o branqueamento de polpas com enzimas, como uma alternativa para auxiliar a
remogdo da lignina residual que lhe confere uma cor escura. O presente trabalho aborda o
estudo de xilanase ¢ ligninase microbianas na etapa de branqueamento de polpas Kraft de
eucalipto. Embora tenham sido desenvolvidos muitos trabathos a respeito  de
biobranqueamento com enzimas, sistemas biologicos novos contendo diferentes tipos de

enzimas € um ponto necessério na otimizacgo do processo e ainda em aberto.

2.6, Branqueamento de Polpas de Celulose

Tradicionalmente, sfio necessarios dois estigios para obtencio de uma polpa de
celulose pura, apropriada para fabricagfo de papel, sfo eles: cozimento e brangueamento.
O processo de cozimento mais importante ¢ o kraft, que envolve o uso de sulfito, bissulfito
¢ fons hidroxila para degradar a lignina da madeira, deixando-a soluvel no licor de
cozimento (PATEL et alii, 1993). Sob condigSes de alta temperatura e press&o 90 a 95%
da lignina original ¢ modificada ou solubilizada, o contelido de hemiceluloses ¢
modificado e as fibras se separam. A xilana ¢ dissolvida no licor de cozimento devido a
alta temperatura ¢ pH. Entretanto, & medida que o processo vai ocorrendo a alcalinidade
diminui e a xilana degradada precipita-se de uma forma mais ou menos cristalina sobre a

celulose (BUCHERT e alii, 1992). Neste estigio as fibras sdo escuras, principalmente
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porque ainda contém lignina (3-5%), condensada durante o cozimento. A cor marrom das
polpas € devido a vérias estruturas conjugadas incluindo quinonas, catecéis e outras
substincias que absorvem a luz visivel. Subsequentes branqueamentos s3o necessérios
para removeé-las e com isso elevar a alvura da polpa (VIIKARI, 1991).

O branqueamento da polpa kraft ¢ feito por sequéncias de multiplos estdgios. Na
primeira parte, chamado pré-branqueamento, a maioria da lignina é removida sem que
ocorra um aumento excessivo da alvura da polpa. A deslignificagio se realiza tipicamente
por reagles de substituigo e oxidagio com cloro (C) ou misturas de cloro e didxido de
cloro (C + D). Apos lavagem, este estégio é seguido por extrag8o com hidréxido de sodio
(E) durante o qual os corponentes soltiveis em alcali sdo removidos. O verdadeiro
branqueamento da polpa ocorre na segunda parte da sequéncia pela aplicagdo de oxidantes
tais como didxido de cloro (D), hipoclorito (H), peréxido de hidrogénio (P) e estégios de
extracdo a polpa (BAJPAI & BAJPAL, 1992).

A produglio global de polpas quimicas estd em torno de 100 milhBes ton/ano
(VIKARI, 1991). Como qualquer outra industria de grande escala, a industria de celulose
e papel exerce seu impacto no ambiente, liberando um cheiro desagradavel de enxofre no
ar ¢ produzindo efluentes contendo substincias que reduzem o nivel de oxigénio de rios e
lagos.

Mais recentemente, tem aumentado a preocupagdio com os efeitos biologicos diretos
em ecossistemas aquéticos de efluentes de brangueamento 4 base de cloro. Os compostos
organoclorados formados durante o branqueamento de polpas quimicas é que t2m sido
alvo de atengfio. Estas substéncias sdo provenientes de rea@es entre lignina presente nas
fibras e o cloro usado para branqueamento. Alguns desses compostos evaporam, enguanto
outros sfo arrastados e se agregam ao efluente (CARLBERG et alii, 1987, ONYSKO,
1993). A maior parte deles tem sido identificada como téxicos, mutagénicos, persistentes
e bioacumulativos. Em testes de laboratério, os compostos organoclorados, quando

avaliados em concentragdes muito acima daquelas que sio normalmente encontradas nos
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efluentes, apresentam atividade toxica e mutagénica em diversos organismos. Alguns dos
compostos organoclorados nos efluentes sio resistentes 8 degradagio e permanecem por
muitos anos nos ecossistemas em que sdo despejados. Talvez o fato que mais despertou o
interésse em restringir a descarga de material organoclorado foi a recente constatagfo de
dioxina, um dos compostos mais t6xicos conhecidos, em polpas kraft branqueada com
cloro molecular e seu licor residual de branqueamento (MOUNTEER, 1992).

Mais recentemente, em 1989, os paises nérdicos propuseram algumas
regulamentagBes a respeito da descarga de organoclorados na indistria de papel.
Limita¢c3es nos niveis de compostos organoclorados adsorvidos (AOX) estdo levando a
alterages nos processo convencionais de cozimento, branqueamento e tratamento de
efluentes (AXEGARD, 1989). As primeiras medidas foram tomadas em relagio ao
tratamento de efluentes, hoje a énfase est4 sendo dada a: 1) se obter processos de polpagdo
mais eficientes, reduzindo o nlmero kappa, tanto quanto possivel, antes do
branqueamento, por meio de deslignificagfio com oxigéno e 2) a substituigo do cloro
molecular por outros reagentes de branqueamento, tais como diéxido de cloro, oxigénio,
peroxido de hidrogénio ¢ ozdnio (HELMLING er alii, 1989; MACLEOD, 1991,
MOUNTEER, 1992).

Mesmo com a maior eficiéncia demonstrada pelos sistemas de tratamento externo
para remogdo de material organoclorados dos efluentes ¢ das inovagdes nos processos de
branqueamentos, as fabricas que produzem celulose estSo buscando alternativas que
permitam eliminar totalmente o cloro molecular da planta de branqueamento, para
responder 4 demanda crescente do mercado por este tipc de polpa. Uma alternativa
proposta para eliminar o cloro molecular é o bicbranqueamento, que baseia-se na adicio

de microrganismos ou enzimas como uma etapa do branqueamento.
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2.6.1 Deslignificaclio com Microrganismos

Na natureza, a degradacgo de lignina ¢é realizada por bactérias (VICUNA, 1988), e
também por fungos, principalmente os da podriddo branca (ERICSSON, 1990). A partir
de KIRK & YANG (1979), iniciaram-se os estudos para utilizagfio de fungos da podriddo
branca com o objetivo de branquear polpas. Vérios experimentos com Phanerochaete
chrysosporium demonsiraram que o nimero Kappa podia diminuir em 50-75% em 6-8
dias, apesar de o contetido de celulose ser reduzido a metade. PAICE et alii (1989)
avaliaram nove cepas de fungos quanto a sua habilidade em branquear polpa kraft. O
fungo Coriolus versicolor produziu uma polpa com maior brilho e menor niimero kappa
ap0s 5 dias de incubagfio, no entanto houve redugso da viscosidade.

A utilizagdo de fungos para degradar lignina ¢ extremamente complexo. A
eficiéneia da deslignificagdo depende das condigBes de cultivo (nutriente, pH, oxigénio,
modo de cultivo) e incubag@o do fungo (ERICSSON, 1990). No entanto, o maior
empecilho do processo de branqueamento por fungos ¢ o longo tempo que o
microrganismo deve permanecer em contato com a polpa, de 5 a 14 dias (KIRK & YANG,
1979; KIRKPATRICK et alii,1990; REID ef alii, 1990). Seria também necessério reatores
muito grandes para suprir o consumo didrio da fabrica. Os filtrados de caldo de cultivo sdo
mais faceis de operar, necessitando de um periodo de contato mais curto e um menor custo

que as culturas de fungos (VIIKARI et alii, 1987).

2.6.2 Branqueamento em Sequéncias com Enzimas Ligninoliticas

O branqueamento com enzimas ligninoliticas, quando ocorre, necessita de varias
enzimas, cada uma com uma fungdo diferente. A primeira enzima ligninolitica identificada
foi lignina peroxidase (ligninase) (TIEN & KIRK, 1983). As lignina peroxidases sfo

hemeproteinas capazes de catalisar a oxidagSio de anéis arométicos ndo fenélicos da
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lignina a radicais cétions na presenga de peréxido de hidrogénio. As caracteristicas e
produgio de lignina peroxidases de Phanerochaete chrysosporium ja foram muito
estudadas e sabe-se que este organismo também produz peroxidases dependente de
manganés as quais oxidam unidades fendlicas da lignina (ARCHIBALD, 1992). Coriolus
versicolor produz além das duas enzimas anteriormente mencionadas, outro grupo
denominado de lacases.

Sabe-se que lignina peroxidases e lacases apresentam um papel importante na
degradago de lignina, mas que também promovem reagdes de oxidaglo que resultam em
polimerizagdo da lignina (VIKARI e alii, 1986; 1987, ARCHIBALD, 1992). No entanto,
ONYSKO (1993), descreveu a despolimerizag8o de uma lignina sintética por uma lignina
peroxidase na presenca de perdxido de hidrogénio e 4lcool veratrilico, mas seu efeito ndo
foi demonstrado com lignina de madeira ou polpa.

Celobiose quincna redutase (CBQase), uma enzima que pode estar envolvida na
regulagfio de reagBes de polimerizagio ¢ despolimerizagfo de culturas fingicas, diminuiy
a polimerizag8o da lignina kraft por lignina peroxidase (BAJPAI & BAJPAL 1992},

Branqueamento biol6gico utilizando lignina peroxidase tem sido relatado em
algumas patentes (FARREL, 1987, OLSEN et alii, 1991), contudo h4 pouca informacgao
detalhada sobre a eficdcia de lignina peroxidase no branqueamento de polpas. FARREL
(1987), refere-se a utilizagdo de enzimas de P. chrysosporium para aumentar as
propriedades de forga ¢ brilho de polpas mecanicas. Outros pesquisadores nio obtiveram
os mesmos efeitos de branqueamento quando trabalharam com preparacdes enzimaticas de
P. chrysosporium (VIIKARI et alii, 1987).

2.6.3 Branqueamento com Xilanases

Uma outra alternativa que tem sido estudada visando reduzir o consumo de

reagentes a base de cloro durante o branqueamento é o uso de xilanases. A maneira exata
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de como as xilanases agem branqueando as polpas ainda nfo estd totalmente esclarecida.
Existem algumas teorias que tentam explicar a redugo dos niveis de cloro usados no
branqueamento através da hidrolise da xilana. Uma delas menciona que o tratamento com
xilanases tem a fungdio de remover a xilana reprecipitada da superficie da polpa, ocorrida
quando a alcalinidade do cozimento cai e obtém-se valores de pH sabaixo de 13. A
- remogdo desta xilana provavelmente aumentaria a permeabilidade da fibra e acessibilidade
dos reagentes & lignina (VIIKARY, 1991) (Figura 8).

C = celulose

H = hamicelulose

L = lignina

RX = xilana reprecipitada

FIGURA 8. Esquema Propesto por VIIKARI (1991) para 0 Mecanismo de Atuagdo
de Xilanases em Polpas Kraft,



33

Uma segunda teoria, baseia-se em estudos estruturais que indicam que na madeira,
a lignina est4 ligada a polissacarideos, através dos complexos lignina-carboidratos (LCO).
Algumas das ligag3es envolvendo tais complexos sfo 4lcali-resistentes e nfo se hidrolisam
durante o cozimento krafl, consequentemente alguma lignina residual permanece igada 4
hemicelulose apés o cozimento (BUCHERT et alii, 1992). Nesta teoria, o tratamento
enzimético hidrolisaria xilana a pequenos fragmentos permitindo que a lignina associada a
essas pequenas cadeias de hemicelulose seja mais facilmente removida através de

subsequentes extragles (PAICE er alii, 1992) (Figura 9).

- C8lulose

) ’ L T T T e— Xilana
e — rd
\\tb, >

Ny lignina residual
‘\\_ << . ——xilana
- celulose

FiGURA 3. Esquema Proposto por PAICE er alii (1992), para o Mecanismo de
Atuacfio de Xilanases ema Polpas Kraft,
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A ligag8o entre a lignina e xilana ¢ feita possivelmente através das cadeias laterais
de arabinose (FENGEL & WEGENER, 1989). A hidrélise parcial da fracfo
hemicelulésica por xilanases aumenta a susceptibilidade 8 remoco da lignina nos estigios
de cloragio ¢ extragio alcalina. O efeito do branqueamento s6 é visivel apés o estagio de
extracfio ou cloragéo.

ROSS et alii (1992), estudaram dois complexos de lignina-carboidrato
provenientes da fragfio solivel de polpa termomecénica, uma rica em glucomanana e outra
em O-acetil-xilana e mostraram que o uso de acetil esterases e arabinases pode promover
uma maior hidrélise das polpas.

SENIOR et alii, (1989), em estudos sobre o curso de hidrélise dos carboidratos da
polpa mostraram que apenas 20-25% da xilana pode ser hidrolisada por xilanase.

A eficiéncia do tratamento enzimatico das polpas estd baseado no volume, tamanho
e distribuigBio dos poros, os quais determinam a acessibilidade das enzimas 3s fibras.
Limitag8es difusionais devido ao grande tamanho das xilanases pode ser um fator, ja que
o tamanho dos poros nas polpas kraft ¢ sulfito variam de 5-6 nm (VIIKARI, 1991). De
acordo com os resultados do modelo molecular de celulase de Trichoderma reesel, o
diimetro aproximado da enzima de peso molecular 56 kDa é 5 nm. Em geral os pesos
moleculares de xilanases sfo baixos, mas é evidente que hé pouca penetragfo de celulases,
hemicelulases e ligninases na madeira, contrastando com as polpas, que s3o mais
acessiveis. Tem sido também sugerido que a distribuig3o irregular de hemicelulose pode
reduzir o acesso da enzima & xilana (CLARCK e/ alii, 1991). Uma outra razfio ¢ a limitada
hidrélise de xilana devido a sua natureza ramificada, instabilidade térmica da enzima e a
inibig8o pelo produto final, xilose (SENIOR ef alii, 1991). Além disso, as xilanases
adsorvem reversivelmente 4 celulose amorfa, diminuindo sua atividade. SENIOR et alii
(1991), mencionaram que a adsorg8o de xilanase & polpa sulfito leva & perda da atividade,

possivelmente pela presenga de compostos inibidores provenientes da lignina.
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A partir de resultados de acgucares soliveis, nitmero kappa ¢ de microscopia
eletrOnica obtidos apés fratamento de polpas kraft de pinus com xilanases e
posteriormente com hidroxido de s6dio ou mananase, CLARCK et alif (1991), postularam
que ndo hé relaglo entre a extensfo da remogfo de hemicelulose e sumento do
branqueamento. Seus resultados sugeriram que o mecanismo de branqueamento estd
relacionado ao processo de inchamento das fibras.

O tratamento de polpas com xilanases e posterior extracfo alcalina reduz o
contetdo de lignina, correspondendo a um decréscimo do niimero kappa de 2 a 4 unidades
relativo a polpa n#o tratada (CHAUVET et alii, 1987, TOLAN & CANOVAS,1992). A
redugdo do contetdo de lignina promove uma economia de agentes quimicos e alguns
trabalthos com polpa de madeira mole mostram que consegue-se diminuir ¢ teor de cloro
utilizado em tratamento de pinus em 35-45% (SENIOR & HAMILTON, 1992), 25%
(VIKARI et afii, 1987, CLARCK ef alii, 1991) e 20% (TOLAN & CANOVAS, 1992).
Verificou-se que o pré-tratamento com xilanases substituiu de 5-7 Kg de diéxido de cloro
por tonelada de polpa krafi de madeira mole (TOLAN & CANOVAS, 1992).

SENIOR et alii (1991), determinaram a relagSio entre a efetividade do pré-
tratamento com xilanase ¢ o nivel de substituigdo do cloro na sequéncia de
branqueamento. Polpas tratadas com xilanase necessitaram quase 80% menos cloro e 5%
menos didxido de cloro que a polpa controle para alcangar uma alvura de 90% 1SO.

Em polpas termomecénicas as modificagles enzimaticas podem ser alcangadas
apenas na superficie das fibras, mesmo utilizando altas dosagens enzimaticas, apenas 1%
da polpa foi dissolvida. Quando combinada com um tratamento alcalino, o tratamento
enzimatico reduziu a quantidade de energia para refinar a polpa ( SENIOR et alii, 1991).

Outras hemicelulases nfio tiveram o mesmo sucesso. Apesar de madeiras moles
conterem alto contetido de glucomanana, o tratamento com mananase nfo aumentou a
extractibilidade da lignina de polpa kraft de pinus (CLARCK ef alii, 1991). Segundo esses

‘autores a maior parte da glucomanana se encontra nas camadas mais internas, sendo
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menos acessiveis. Segundo PAICE ef alii (1988), B-xilosidases nfio tiveram efeito na
extragdo da lignina.

Poucos estudos t8m sido realizados com o objetivo de medir o impacto do
branqueamento biolégico na qualidade do efluente. FUJITA et alii (1991), estudaram uma
sequéncia de branqueamento com fungos e verificaram que a demanda quimica de
oxigénio (DQO) e a cor da 4gua residual foram reduzidos em 50 ¢ 80 %, respectivamente,
Os autores ainda sugeriram que maiores redugdes poderiam ser obtidas fazendo-se um
pré-tratamento com fungos, seguido com as sequéncias ED ou EDED, embora com uma
pequena perda no rendimento,

O pré-tratamento de polpas com xilanases também tem levado a redugles nos
niveis de halogénio orgéniéo adsorvivel (AOX) (KOPONEN, 1990; SENIOR &
HAMILTON, 1992) e dioxinas (ANONIMO, 1992} dos efluentes. Quando tratou-se
polpa kraft com xilanase utilizando a sequéncia (CD)EDED, o valor de mitltiplo de cloro
molecular ( % cloro molecular/n® kappa da polpa marrom) foi reduzido de 0,22 para 0,15,
0 qual foi abaixo do nivel requerido para formagio de dioxinas e fyranos, 0,18- 0,19
(MANOIR et alii, 1991).

Os efluentes apos o estdgio com xilanases, clorag3o e extracdo foram misturados e
avaliados. O valor de BOD foi o dobro do controle, DQO e TOC também aumentaram. A
relagio DBO/TOC foi muito mais alta para polpas tratadas com xilanases e isto indica que
os efluentes destas polpas poderiam ser tratados mais facilmente (SENICR &
HAMILTON, 1992). Um outro estudo indicou que o tratamento enzimatico, associado a
redugdo de cloro no primeiro estdgio de branqueamento, produz efluentes com niveis de
AOX de 0,5 2 0,6 Kg por tonelada de polpa, cerca de oito vezes menor que os obtidos nos
branqueamentos convencionais (KOPONEN, 1990).
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3.0BJETIVOS

- Estudar o efeito de varidveis como pH, agitagio ¢ temperatura na produgio de xilanases

por P. janthinellum

-Apés seleglio das melhores condigBes para crescimento de P. janthinellum e produgio de

xilanases, utilizd-las em escala semi-piloto, empregando um fermentador de 4 litros

-Purificar e caracterizar parcialmente as xilanases

-Utilizar os extratos enziméticos obtidos do cultivo de P. janthinellum para tratamento de

polpas kraft de eucalipto

-Obter um processo de branqueamento usando baixas quantidades de cloro, ou livre de

cloro gasoso, sem que ocorra perdas significativas na viscosidade da polpa

-Obter um processo de branqueamento que aumente a alvura da polpa por combinacgio de

xilanases e ligninases.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material
4.1.1) Micrerganismo
Os microrganismos utilizados no presente trabalho foram os fungos Penicillium
Janthinellum CRC 87M-115, isolado de madeira em decomposigio em Lorena - SP por
MILAGRES (1988), e Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725.
4.1.2) Bagago de Cana-de-Agiicar
Foram utilizadas amostras de bagago de cana-de-agticar provenientes da Usina Sdo
Martinho, Pradépolis, S8o Paulo. O material foi conservado em congelador e processado
com a umidade de 10%.

4.1.3) Reagentes

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico, com excegfio da xilana
(Sigma - X-0502, de "birchwood"), de grau téenico.

4.1.4) Meios de Cultura

a) Meio de Manutencfo dos Fengos

O meio de cultura usado para obten¢fio de esporos de P. janthinellum ¢

P. chrysosporium foi composto por 2% de glicose, 0,25% de extrato de levedura, 2% {(v/v)
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de solugo mineral (VOGEL, 1956), e 2% de 4gar-dgar sendo autoclavado por 15
minutos a 112 °C. Cada mililitro de solugfo mineral continha citrato de s6dio
dihidratado (0,125 g), fosfato monobésico de potdssio (0,25 g), nitrato de amdnio (0,1 g),
sulfato de magnésio heptahidratado (0,1 g), cloreto de calcio dihidratado (0,05 g), 4cido
ciirico (0,25 mg), sulfato de zinco heptahidratado (0,25 mg), sulfato ferroso amoniacal
pentahidratado (0,05 mg), sulfato de cobre pentahidratado (0,015 mg), sulfato de
manganés dihidratado (0,002 mg).

b) Meio Bdsico

O meio de cultura basico usado em todas as fermentagSes foi constituido por uma
fonte de carbono (1%), extrato de levedura (0,1%) e solugo salina de Vogel (2 % v/v). As
fontes de carbono utilizadas foram avicel, bagaco de cana-de-agiicar, carboximetil
celulose, papel de filtro ou xilana. Os meios foram distribuidos em Erlenmeyers de 125
ml,, na proporgdo de 1:5(volume de liquido/volume do frasco) e sutoclavados a 112 °C

por 15 minutos.

¢) Meio Formulado a Partir do Hidrolisado Hemicelulésico de Bagaco

de Cansa-de-Aciicar

Para produgo do hidrolisado foi utilizado bagago de cena-de-aglicar proveniente
da Usina S#o Martinho. O procedimento de hidrdlise foi realizado conforie descrito por
MILAGRES & LACIS (1991).

Utilizou-se 46 mg de H3SO4 p.a. por grama de matéria seca em uma relagio de
materia seca:solugdo 4cida de 1:10. O bagago foi seco a 80 °C até ser atingida 2 umidade
de 10% passando, em seguida por um moinho de facas marca Manesco & Ranieri Lida

Tipo MR 340 adaptado com peneiras de 20 "mesh” . Posteriormente, foi tratado com 4cido
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(20 mL de 4cido sulfirico p.a. e 8 L de 4gua para 800 g de bagago) e autoclavado a 121
°C por 45 minutos. A fragfo liquida, constituida principalmente por hemiceluloses, foi
recuperada por filtrag3o em papel de filtro e levada a pH 5,5 com NaOH IN.

A partir do hidrolisado hemicelulésico foi preparado um meio para cultivo de
P. jarthinellum com adigio de soluglo mineral de Vogel (2 % viv) e extrato de levedura
(0,1%). O meio foi autoclavado por 15 minutos a 112 °C.

@) Meio Para Crescimento de P. chrysesporium

Os cultivos foram efetuados em meio formulado com base no meio empregado por
KIRK er alii (1986). Os componentes do meio sdo glicose (10,0 g/L); fosfato monobésico
de potassio (2,0 g/L); sulfato de magnésio heptahidratado (0,5 g/L); tartarato de amdnio
(0,22 g/L.); cloreto de célcio (0,1 g/L), Tiamina (1,0 mg/mL) e 1 mL de solugdo de
elementos tragos. A composicio dos elementos tragos consiste em cloreto de sédio (1,00
g/L); sulfato de manganés monohidratado (0,50 g/L); sulfato de cobalto beptahidratado
(0,18 g/L.); sulfato zinco heptahidratado (0,18 g/L); sulfato ferroso heptahidratado (0,10
g/L); sulfato de aluminio e potsssio dodecahidratado (0,02 g/L) acido bérico (0,01 g/L);
Molibdato de sodio (0,01g/1) e sulfato de cobre pentahidratado (0,01 g/1.).O meio com
todos os componentes; exceto a tiamina, foi autoclavado a 112 °C por 15 minutos.
Solugdo aquosa de tiamina, na concentrago de 1 mg/ml, foi autoclavada separadamente
nas mesmas condigdes ¢ adicionada posteriormente ao meio estéril.

Alcool veratrilico foi adicionado como ativador da sintese do sistema lignolitico.
Este reagente foi adicionado a0 meio estéril, sob a forma de solugio aquosa (12,8
mg/mL), esterilizada por filtragdo em placas filtrantes Millipore (0,2 my), de forma a se
obter uma concentrago final de dlcool veratrilico no meio igual a 67,2 mg/L. (0,4 mM).
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4.1.5) Enzimas Utilizadas nos Ensaios de Branqueamento

Utilizou-se as xilanases comerciais Cartazyme HS ¢ HT, provenientes da SANDOZ,
¢ a Novozym 473, da NOVO e as nfio comerciais, por nés denominadas de Penjanzyme ¢
Asperzyme. Penjanzyme foi produzida a partir do cultive de P, Janthinellum em
hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-agticar e Asperzyme, obtida do cultivo
de Aspergillus niger 131em xilana (ESPOSITO, 1993).

As ligninases foram obtidas do cultivo de P. chrysosporium em slcool veratrilico,

conforme descrito no item 4.1.4.d.

4.2)Métodos

4.2.1) Avaliacfio das Atividades Enziméticas

&) Xilanase (EC 3.2.1.8)

A atividade de xilanase extracelular foi determinada pela quantidade de agiicares
redutores liberados a partir de xilana , de acordo com o método de BAILEY et alii (1592).
Os aglicares redutores foram dosados pelo método do 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959).

A solugdo de xilana foi preparada a partir de 1 g de xilana ("birchwood"- Sigma)
diluida com 80 mL de tampfo acetato de s6dio 0,05 M pH 5,5. A solugio foi fervida sob
agitagZ0o e o volume completado para 100 mL com o mesmo tampao.

Um volume de 0,9 mL de xilana 1 % foi colocado em tubos de ensaio e incubados
em banho termostatizado, & temperatura de 50 °C, por 5 minutos. Em seguida,
acrescentou-se 100 ul, das amostras contendo enzima. Apés 5 minutos, adicionou-se

1,5 ml. de DNS para dosagem dos agticares redutores liberados, sendo a mistura aquecida
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em banho de agua fervente por 5 minutos. A reagfo foi paralisada com o esfriamento da
solugfio em banho de gelo.

As leituras foram feitas a 540 nm (espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-150-
02). As leituras de cada amostra foram feitas calibrando o aparetho com um branco
contendo 0s mesmos reagentes, porém a enzima foi adicionada apds o reagente de DNS e
imediatamente fervida , detectando-se assim, todas as unidades redutoras nfo
provenientes da hidrolise da xilana. A curva padrfio foi estabelecida a partir de xilose
(Merck), nas concentragles entre 2 ¢ 10 pmol/mL.

Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 umol de agficar redutor expresso como xilose por minuto a 50 °C.

b) B-Xilosidase (EC 3.2.1.37) e B-Glicosidase (EC 3.2.1.21)

As atividades de B-xilosidase e B-glucosidase foram determinadas segundo
MURTY & CHANDRA (1991) e HARGER (1987), respectivamente. Os métodos sio
basecados na estimativa do p-nitrofenol (pNP) liberado a partit de p-nitrofenil-B-D-
xilopiranosideo (pNPX) para B-xilosidase e p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (pNPG)
para B-glucosidase.

Adicionou-se 100 pL de filtrado de cultura a 1 ml de solugfio 2 mM de pNPX, para
atividade de B-xilosidase e a 1 mlL de solugio 2 mM de pNPG, para B-glucosidase,
preparados em tampo acetato de sédio 0,05 M pH 5,5. A reagfo foi conduzida por 15
minutos a 50 °C . Apés o periodo de incubagfo, foram adicionados 2 mL de solugiio 1 M
de NapCOg3 a fim de paralisar a reagfo. As leituras de sbsorbncia foram feitas a 405 nm
(espectrofotometro Shimadzu modelo UV-150-02) ¢ o pNP liberado foi determinado pela
curva padrio nas concentragdes entre 50 e 350 pmol/mL.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima

capaz de liberar 1 umol de pNP por minuto a 50 °C.
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c)Acetil Esterase (EC 3.1.1.6)

A atividade de acetil esterase foi determinada segundo BIELY et alii (1985). O
método baseia-se na estimativa do p-nitrofenol (pNP) liberado a partir de p-nitrofenil-
acetato.

Adicionou-se 100 pL de filtrado de cultura a 1 mL de solugfio 1 mM de p-nitrofenil
acetafo, preparado em tamplio fosfato 0,2 M, pH 6,5. A cinética da reagio foi
acompanhada durante 2 horas a 22 °C.

A curva padrio foi feita a partir de pNP conforme descrito no item 4.2.1b. Definiu-
se como uma unidade de atividade enzimética a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pt

mol de pNP por minuto a 22 °C.
d) Celulases

As atividades de endo B-1,4 glucanase ou carboximetilcelulase (Cx) (EC 3.2.1.4) e
exo B-1,4 glucanase ou avicelase (C1) (EC 3.2.1.74) foram determinadas segundo {écnica
descrita por TANAKA et alii. (1981) que consiste em conduzir a hidrélise de uma
solugdo de carboximetilcelulose 0,44% em tampgo acetato de sédio 0,05 M pH 5,5 para a
atividade da fragdo Cx e de uma suspensdio a 1,1%, no mesmo tampdo, de celulose
microcristalina (Avicel) para C1. A reagdo foi iniciada pela adico do extrato enziméatico a
1 ml dos substratos e procedendo a reag3o a 50 °C por 60 minutos.

A quantidade de aglcares redutores foi determinada pelo método de DNS
(MILLER, 1959), conforme descrito no ftem 4.2.1a. A curva padrdo foi feita a partir de
glicose (Merck), nas concentragBes entre 1 € 5 pmol/mL.

Definiu-se como uma unidade de atividade enzimatica, a quantidade de enzima

capaz de liberar 1 pmol de glicose por minuto a 50 °C.
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€) Atividade em Papel de Filtro (FPase)

A atividade de FPase foi determinada incubando-se tiras de papel de filtro Watman
n° 1 (50 mg) com 1 mL de solugfio de enzima diluida em tampdo acetato de sédio 50 mM,
pH 5,5 a 50 °C por 60 minutos (MANDELS & REESE, 1957). A quantidade de agticares
redutores foi determinada pelo método de DNS (MILLER, 1959). A curva padrfio foi feita
a partir de glicose (MERCK), conforme descrito no item 4.2.1.d. Definiu-se como uma
unidade de atividade enzimética, a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pumol de

agucares redutores expressos como glicose, por minuto a 50 °C.

f) Lignina Peroxidase

A atividade lignina peroxidase foi avaliada através da velocidade inicial de
oxidagdo do alcool veratrilico, medida pelo aumento da absorbincia do meio reacional a
310 nm (coeficiente de exting@io do aldeido veratrilico a 310nm = 9300 M-1 . cm'1 )
(TIEN & KIRK, 1983). A mistura reacional continha 1 ml de filirado de cultura, 4lcool
veratrilico 2 mM, tampfo tartarato de sédio 0,1 M, pH 2.5 ¢ perdxido de hidrogénio 0,4
mM, em um volume final de 2,5 mL. A reagfo conduzida a temperatura ambiente foi
iniciada pela adi¢do de peréxido de hidrogénio e monitorada a 310 nm durante 2 a §
minutos em espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV 150-02. Uma unidade de enzima
oxida 1 umoL de alcool veratrilico em um minuto, sendo a atividade expressa em U/L de

caldo de cultura.

4.2.2) Determinaciio de Proteinas

O contetdo de proteinas foi determinado de acordo com o méiodo de BRADFORD
(1976). Este método consiste em adicionar 0,5 ml de amostra a 5 mL do reagente de
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Bradford, agitar e ler a absorbincia da solucfio a 595 nm. A concentragfo na amostra foi
calculada pela curva de calibragfio com albumina bovina, nas concentragdes entre 2 e
10 pgfmL.

Para monitorar o contetido de proteinas das fracBes obtidas das colunas de
purificaco procedeu-se a determinagio por andlise espectrofotométrica na regifio do
ultravioleta ( GRATZER, 1976).

4.2.3) Determinagfio dos Aglicares

As concentragBes de glicose , xilose, xilobiose ¢ arabinose foram determinadas por
cromatografia Hquida de alto desempenho (HPLC), em cromatografo liqguido HEWLLET
PACKARD modelo HP 1082B nas seguintes condigSes: coluna: Aminex BIORAD HPX
87H (300 X 7.8 mm), temperatura: 45 °C, eluente: #cido sulfiirico 0,01 N, fluxo do
cluente: 0,6 mL/min, volume de amostra: 20 uL, detector: indice de refragfio (16x).

Os agucares totais foram determinados pelo método de Antrona, e xilose foi
utilizada para construgdo da curva de calibragfo nas concentragles entre 2 e 10 pmol/mL
(SHIELDS & BURNETT, 1960).

4.2.4) Determinac¢fio da Councentragfo Celular

A concentragfo celular foi determinada com base no proposto por PRIEM e alii
(1991). Para medida do peso seco, todo o volume dos Erlenmeyers ou 10 mL de amostra
do fermentador foram filtrados a vécuo sobre papel de filtro seco e tarado. A massa celular

foi determinada apés secagem em estufa a 100 ° C até peso constante.
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4.2.5) Fracionamento do Hidrolisado Hemicelulésico de Bagaco de Cana-

de-Aciicar

Um volume de 3 mL de hidrolisado hemicelulésico foi aplicado em uma coluna
sephadex G-10 (2 x 50 cm) e as fra¢des eluidas com &gua destilada (17 smL/h). As fracdes,
de 3 mL cada, foram coletadas e monitoradas quanto ao contendo de agiicares totais pelo
| método de Antrona (SHIELDS & BURNETT, 1960) e para xilose, xilobiose, arabinose e
acido acético por cromatografia liquida (HPLC), nas condigBes descritas no item 4.2.3.
Utilizou-se como padrio uma mistura de xilose (PM 150.3), celobiose (PM 342,3) e
rafinose (PM 504,5) (Apéndice I).

4.2.6) Preparo do Inéculo

As culturas de P. janthinellum e P. chrysosporium foram mantidas em meio de
cultura solido, descrito no item 4.1.4.a, 4 temperatura de 5 °C.

Para o preparo do indculo uma porgdo de esporos foi transferida, com auxilio de
alga de platina, do estoque para novos tubos. Apds incubagdo por um periodo de 5 dias 3
temperatura de 30 °C, foi preparada uma suspensio de esporos. Os esporos foram
colhidos, assepticamente, com 4gua estéril, raspando-se a superficie do meio com alca de
platina. Esta suspensio foi filtrada em gase estéril e uma aliquota foi usada para contagem
do mimero de esporos ao microscépio, utilizando-se uma cimara de Newbauer, O meio
de fermentagfo foi inoculado com a suspensdo de esporos de forma a se obter uma

concentragfio de 10 esporos/mL.
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4.2.7) Condigldes de Cultivo para Prodecfio de Xilanase em Incubadora

com Movimento Rotatério

Para produgfio de xilanase, os micélios foram cultivados em meio, conforme
descrito no item 4.2.1b, ou 4 base de hidrolisado hemicelul6sico. O pH inicial foi de 5,5.
Os frascos (Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de meio) foram incubados a 30 °C
sob agitac8o de 60 rpm por 72 horas e depois avaliou-se a atividade de xilanase. Todos os

cultivos foram realizados em triplicata e com seus respectivos controles.

a) Determinacfio da Temperatura para Creseimento do Fungo e
Producfio de Xilanase

A temperatura 6tima para crescimento de P. janthinellum e excrego de xilanase foi
determinada em agitador reciproco com temperatura controlada nos valores de 20, 25, 30,
35 ¢ 40°C. No tempo correspondente a 72 h de incubagfo, foram retirados frascos em

triplicata, para determinagfio da concentiracio celular e da atividade de xilanase .

b) Determinagfio do pH para Crescimento do Fungo e Produgdo de

Xilanase

O pH étimo para cresciimento de P. janthinellum e excrecfio de xilanase no meio de
cultivo foi determinado adicionando-se ao meio de cultura solugfio tampdo citrato/fosfato
100 mM para pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0. Apds inoculago do microrganismo os
frascos foram incubados em agitador & temperatura de 30°C e 60 rpm. Foi feito um
controle ndo tamponado. No tempo correspondente a 72 horas de incubago, foram

retirados frascos em iriplicata, para determinag3o da concentracio celular, da atividade de



48

xilanase, ¢ do valor de pH. O pH do meio foi determinado em potencidmetro Micronal,
modelo B 374.

¢) Determinacdo da Agitacfo para Crescimento do Fungo ¢ Produgfo
de Xilamase

O efeito da agitagio sobre o crescimento e producdo de xilanase por P.

Jjanthinellum foi verificado em experimentos conduzidos em agitador rotatdrio, a

temperatura de 30 °C e agitagfio de 30, 60, 90, 120, 180 e 240 rpm. Foi feito um cultivo

sem agitagdo. Apdés um perfodo de incubagfio de 72 h, determinocu-se a concentracio
celular e a quantidade de xilanase excretada.

4.2.8) Condigdes de Cultivo para Producio de Xilsnase em Fermentador

. As fermenta¢Bes foram conduzidas em fermentador New Brunswick Scientific Co.

modelo Microferm com volume total de 4 L ¢ volume ntil de 2,8 L {Apéndice II).

As fermentagBes foram realizadas no mesmo meio descrito no item 4.1.4c,

acrescido de 500 pl. de antiespumante Adecanol 1LG-294.
A temperatura foi mantida a 30 °C, o pH inicial de 5,5, a aeragio de 0,2 vvme a
agitagdo de 300 rpm. A cada 24 horas coletou-se 10 ml. de amostra para determinacgfio do

pH, consumo de agicar ¢ atividade de xilanase, B-xilosidase, B-glucosidase, endo-
glucanase e exo-glucanase.

4.2.9) Condigdes de Cultivo para Producfio de Lignina Peroxidase

Os cultivos foram conduzidos em Erlenmevers com capacidade de 125 mL,

contendo 10 mL de meio liquido, descrito no item 4.1.4d. As culuras foram mantidas
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estaticas, na temperatura de 38 °C por 10 dias. Ap6s o perfodo de crescimento todo o
conteido dos frascos era utilizado para determinagdo da atividade de ligninase. Todos

experimentos foram conduzidos em triplicata.

4.2.10) Propriedades do Extrato Enzimdtico Bruto

a)Efeito do pH na Atividade e Estabilidade da Xilanase

O pH otimo para atividade da xilanase foi determinado utilizando xilana
("birchwood" - Sigma) como substrato..Os tampdes utilizados na concentragio de 50 mM
foram o acetato de sédio nos valores de pH 4,0; 5,0 e 5,5, o citrato/fosfato nos valores de
pH de 4,0; 4.5; 5,0; 5,5, 6,0; 7,5 ¢ 8,0 e o tampdo tris-HCl nos valores de pH 7.0 ¢ 8,0. A
reagdo foi iniciada pela adi¢o de enzima e a reacfio foi conduzida por 5 min a 50°C para
determinagdo da atividade de xilanase.

A estabilidade do extrato enzimatico em fungdo do pH foi determinada incubando-
se o filtrado de cultura em solugfo tamp3o citrato-fosfato, 50 mM, na faixa de 4,02 8,0. O
tampdo e a enzima foram deixados em contato por 24 horas em banho de gelo e aps este
periodo foram retiradas aliquotas e a atividade de xilanase analisada no pH é6timo (5,5),
conforme descrito no item 4.2.1a, porém substituindo o tamp#o acetato por citrato/fosfato.

b) Efeito da Temperatura na Atividade e Estabilidade da Xilanase

A temperatura 6tima foi determinada incubando-se, durante 5 minutos, 1% de
xilana ("birchwood") preparada em 50 mM de tamp&o acetato de sédio pH 5,5 e o extrato
de cultivo do fungo as temperaturas de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70 e 80 °C. As

atividades de xilanase foram determinadas em todas as temperaturas.
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A estabilidade térmica de xilanases foi determinada pré-incubando o filtrado de
cultivo nas temperaturas de 30, 40 e 50 °C por 5, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos. Apés
incubagfo, foram transferidas para banho de gelo. A atividade de xilanase foi determinada
adicionando a enzima & xilana e procedendo a reagio a 50°C. A estabilidade de B-
xilosidase e acetil esterase foi determinada pré-incubando o filtrado de cultivo nas
temperaturas de 40, 50 e 55 °C por $, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos. Apés incubagdo,
foram transferidas para banho de gelo e as atividades determinadas por adigio de p-
nitrofenil- 8-D xilopiranosideo a 50°C, para atividade de P-xilosidase ¢ de p-nitrofenil-
acetato a 22 ° C para a atividade de acetil esterase.

A taxa de inativagfio de cada enzima foi determinada pela reagfio de primeira
ordem, obtido através das seguintes equacdes:

log V=-_k _t +log Vo (D)
23

t1p=_0692 (1)
k

O calculo da constante da equacfio (k) foi obtida a partir dos valores da inclinagdo
da reta (K/2,3) através do gréfico semi-log da atividade enzimética pelo tempo. O tempo
requerido para reduzir a atividade enzimética em 50% do valor inicial corresponde a meia
vida da reagdo (1]/2) e este valor ¢ constante para rea¢les de primeira-ordem (SEGEL,
1975).



51

4.2.11) Purificacfio de Uma Xilanase ¢ Uma B-Xilosidase

A purificagio das enzimas foi realizada a 4°C utilizando uma coluna
cromatografica contendo Sephacryl S 300 (40 x 2,6 cm), uma coluna trocadora de 4nions,
DEAE Sephadex - A50 (75 x 2,6cm) e uma corrida em micro escala em sistema FPLC
utilizando uma coluna Mono QTM | trocadora de &nions. O procedimento para purificac¢io
estd mostrado na Figura 10. Todos os tampdes utilizados continham 0,01% de azida de
sédio para prevenir o crescimento microbiano. As fragdes coletadas foram analisadas para
a atividade de xilanase, B-xilosidase e conteido de proteina. FragBes contendo essas

atividades foram agrupadas.

CALDO DE CULTURA
i
DEAE-Celulose
\
ULTRAFILTRACAO
A
PROTEINAS COM PESO MOLECULAR SUPERIOR A 10 kDa
VSEPHACRYL 300 S
FRACAO 1 FRACAOII
{ {DEAE-Sephadex
ULTRAFILTRACAQ FRACAOII FRACAO IV
J JFPLC
B-XILOSIDASE  XILANASE

FIGURA 10. Fluxograma de Purificacio de Uma Xilanase ¢ Uma B-Xilosidase
de P. janthinellum
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Os caldos de cultura obtidos apds crescimento do fungo em meio contendo
hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-aglicar, em fermentador, foram
utilizados nesta etapa. Os caldos ativos apds 4 dias de crescimento (2500 mL do filtrado
de cultura) foram filtrados lentamente sobre uma placa porosa contendo uma camada
espessa de resina DEAE - Celulose, previamente tratada. O efluente obtido constituiu o

extrato limpido.

O procedimento de purificagdo pode ser resumido em 5 passos:

- O filtrado de cultivo foi ultrafiltrado em um aparetho Minitan (MILLIPORE),
contendo um conjunto de membranas que permite a passagem de substincias de pesos
moleculares inferiores a 10 kDa. O filtrado foi analisado para as atividades de xilanase e
B-xilosidase e como ndo havia atividade foi descartado. A fracfio de peso molecular

superior a 10 kDa foi utilizada para purificagio das enzimas.

- Cinco mililitros da amostra concentrada foi aplicada numa coluna de Sephacryl
3008 (PHARMACIA) ( 40 x 2,6 cm) previamente equilibrada em tampdo fosfato de sédio
50 mM, pH 6,0. A eluigdo da atividade se deu aplicando o mesmo tampdo e coletaram-se
fragdes de 5 mL sob um fluxo de 1,0 mL/min.

- Todas as fragSes com atividade de endo-xilanase foram reunidas e aplicadas em
uma coluna trocadora de anions DEAE-Sephadex (AS0 - SIGMA) (2 x 50 cm),
previamente equilibrada com tampdio acetato de sédio, 20 mM, pH 5,5. A coluna foi
lavada com o mesmo tampdo. A enzima foi eluida aplicando-se 0 mesmo tampfo e um
gradiente de NaCl (0-0,2 M). Foram coletadas fragdes de 10 mL, scb um fluxo de 2
ml/min.
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- As fragbes com atividade de xilanase foram reunidas e dialisadas em tampdo
acetato de sodio 20 mM, pH 5,5. A fracio que ndo se ligou & coluna foi aplicada em um
sistema de cromatografia liquida (FPLC) (2 x 50 c¢m), utilizando uma coluna trocadora de
anions Mono QTM ytilizando tampdo piperazine 20 mM, pH 5,0, com um gradiente de
NaCl 0,0-0,2 M.

- Algumas das fragSes obtidas apds a cromatografia em Sephacryl 300S, com
atividade de P-xilosidase foram ultrafiltradas no MINITAN, utilizando membranas com

poros para passagem de substincias de pesos moleculares inferiores a 25 kDa.

4.2.12) Estudos Eletroforéticos
a)Eletroforese em Condi¢des Desnaturantes

A massa molecular da enzima pura foi determinada através da mobiiidade
eletroforética em condicSes desnaturantes em gel de poliacrilamida 10%, contendo SDS
de acordo com o meétodo descrito por WEBER et alii (1972). As seguintes proteinas de
massa molecular conhecida foram utilizadas como padrdes: a-Lactalbumina (14,2 kDa);
Inibidor de tripsina (20,1 kDa), Tripsinogénio (24 kDa); Anidrase carbonica (29 kDa);
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (36 kDa); Ovalbumina (45 kDa) e Albumina de
soro bovino (66 kDa), Fosforilase B (97 kDa) e B-Galactosidase (116 kDa). As proteinas
foram preparadas tomando-se 1 volume de cada amostra (1 mg/mL) e 1 volume de
tampdo, contendo Tris (0,015 g/mL), glicerol ( 1 gota), SDS(0,04 g/mL), 2-mercaptoetanol
(0,1 mL), azul de bromofenol (0,02 ug/mL). As amostras foram incubadas por 5 minutos a
100 °C e aplicadas em cada cavidade. A corrida eletroforética foi realizada 4 temperatura

ambiente, utilizando tampo Tris-glicina pH 8,9 contendo SDS (0,1%). O aparetho foi
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calibrado para 100 V e quando a linha frontal do azul de bromofenol atingiu o gel
- separador, a voltagem foi aumentada para 200 V.

A coloracdo dos geis foi realizada durante 12 horas a 37 °C com uma solugdo
contendo 100 mg de azul-brilhante de Coomassie em uma mistura de 45 ml de metanol,
10 mi de 4cido acético glacial e 45 mL de 4gua destilada. A descoloragfo foi feita com
lavagens sucessivas em uma solugfio contendo 100 mL de 4cido acético, 200 mL de
metanol e 700 mL de &gua destilada.

b) Determina¢fio do Ponto Isoelétrico

Os pontos isoelétricos das proteinas existentes no caldo de cultivo foram
determinados por eletroforese em gel de poliacrilamida comercialmente preparado e que
continha anfolitos de pH 3 a 9. A eletroforese foi realizada em um aparetho Phast system
(Pharmacia-LKB Biotechnology). Os géis foram corados com Azul de Commassie. A
partir das curvas de titulagdo obtidas no gel foram estimados os pontos isoeléiricos das

proteinas.
4.2.13) Estudo do Tempo de Hidr6lise

A liberagfo de xilose (X1), xilobiose (X3) e xilotriose (X3) foi avaliada incubando-
se a xilanase purificada, numa concentragio de 0,2 pg de proteinas/mL, com 0,1% de
xilana (birchwood) solubilizada em tampdo acetato de sédio 50 mM, pH 5,0. A reacdo foi
conduzida por 1 ou 24 horas. Apés os periodos de incubagfio, as misturas de reagdo foram
inativadas por aquecimento a 100°C por 5 minutos e entfio analisadas em HPLC.
Monossacarideos e oligossacarideos foram analisados em uma coluna Aminex HPX 87P

(eluente: 4gua, fluxo: 0,5 mL/min, temperatura; 85°C).
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4.2.14) Polpa

Utilizou-se para os ensaios a polpa de eucalipto, sulfato marrom (kraft), niimero
Kappa inicial 15,6, viscosidade 31,1 cp e consisténcia de 18%, produzida na indtstria de
papel e celulose S3o Simdo, Jacarei, S.P. Os ensaios foram feitos com a polpa como
recebida apenas acertando o pH para 5,5 - 6,0 e quando mencionado para 8,0 com 4cido

sulfirico 1 M.

a) Determinacfio de Lignina, Celulose ¢ Hemicelulose das Polpas

A determinac8o de lignina foi feita pelo método ASTM (ASTM Methods, 1966).
Cerca de 1,2 g de polpa previamente seca a 80 °C durante uma noite foram digeridas com
10 mL de acido sulfirico 72% (66,5% v/v) durante 1 hora a 30 °C , misturando
continuamente com o auxilio de um bastdo de vidro. A seguir a mistura foi diluida com
270 mL de agua e a seguir autoclavada a 125 °C por 1 hora. Apds esfriar a mistura foi
filtrada em funil de vidro sinterizado (previamente seco e pesado) e adicionou-se agua
destilada até completar um volume de 500 mL. O material retido no funil foi seco a 105 °C
por 2 horas e novamente pesado. O residuo insolivel do processo é denominado lignina.

Na frac8o soluvel da determinagfio da lignina foi determinado o teor de agucares
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A andlise foi desenvolvida conforme descrito
no item 4.2 3. Nestas condi¢es a glicose ¢ separada dos demais agiicares provenientes da
hemicelulose (xilose, manose, galactose e arabinose). O teor de celulose foi calculado
como o teor de glicose x 0,9 (fator de hidrélise) e hemicelulose como o teor de xilose x
0,88 (fator de hidrolise).
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b) Tratamento Enzimético das Polpas

Utilizou-se 25 g de polpa seca para as sequéncias de branqueamento, exceto nos
ensaios contendo oxigénio, em que se utilizou 200 g de polpa. A polpa continha
consisténcia inicial de 18% (18 g de polpa/100 mL de 4gua) e apés adicionar o volume
desejado de enzima acrescentou-se 4gua até alcancar a consisténcia de 10%. A mistura de
enzima e polpa foi colocada em sacos de polietileno e devidamente incubados em banho

com temperatura controlada.

4.2.15) Otimizaclio da Etapa Enzimética do Branquesmento

Procurou-se otimizar a etapa enzimatica do branqueamento. Para isso foi
empregado um tratamento com xilanase, seguido por uma extragdio com NaOH 0,IM, por
90 minutos, a 70 °C. As condi¢Ses empregadas na extragdo alcalina foram sempre as
mesmas nos 16 ensaios. As sequéncias de branqueamento foram conduzidas dentro de
sacos de polietileno e incubados por um determinado periodo de tempo em um banho com
temperatura controlada. Entre o tratamento enzimético e a extragdo alcalina as polpas
foram lavadas exaustivamente. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

A partir das informagdes obtidas na literatura consultada ( NISSEN et alii, 1992),
escolheram-se 4 varidveis para serem estudadas: a concentragio de xilanases (C); a
temperatura de incubag8o enzima-polpa (T); o tempo de incubagdo enzima-polpa (t) e o
pH da polpa (pH).

Para otimiza¢8o das condicSes de tratamento das polpas Kraft com xilanases
empregou-se um planejamento fatorial com 2 niveis (nivel -1 e nivel +1) para cada
varidvel. Conforme determina a metodologia para este tipo de planejamento, se "n"

varidgveis estdo envolvidas no estudo de um determinado sistema, o numero de
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experimentos que devem ser realizados para investigar todas as combinagdes possiveis é
20,

Portanto, foram necessérios 24 = 16 experimentos para o planejamento fatorial.
Apbs atribuir valores para todos os niveis de cada varidvel (Tabela 4), montou-se um
quadro representando todos os ensaios realizados com as condic8es experimentais (Tabela
5).

TABELA 4 - Valores Reais e Codificados Atribuidos as Varidveis

Nivel C (U/mL) T(°C) t (min) pH
10 1,0 40 60 5.0
+1,0 10,0 50 180 8.0

Com os dados obtidos apés a execugdio dos ensaios foi possivel calcular os efeitos
simples e de interagdo das varidveis sobre as respostas e determinar quais foram os efeitos
mais significativos, comparando o valor do efeito com o do erro experimental estimado.

Empregou-se o teste t para determinar o nivel de significdncia de cada varidvel. Os
valores t foram calculados dividindo-se cada efeito pela estimativa das varidncias e foram
comparados a0 tabelado, para 16 graus de liberdade. Em todas as analises consideradas

utilizou-se um nivel de significincia de 95%.
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TABELA 5- Matriz Especificando as Condigdes Experimentais de Todos os Ensaios

Executados para o Planejamento Fatorial

Experimento | Xilanase | Temperatur | Tempo de pH
a Incubagdo

1 . . - .
2 + - - .
3 i + i :
4 + + . -
5 . - + i
6 + - + ;
7 . + + ]
g + + + -
9 ] ] ] +
10 + - ; +
11 i + - +
12 + + " +
13 ] . + +
14 + - + +
15 . + + +
16 + + + +

Os sinais "+ " ¢ "-" indicam respectivamente as seguintes variaveis:
Xilanase, 10 U/g e 1 U/g; Temperatura, 50 OC e 40 0C; Tempo de
Incubagdo, 180 e 60 minutos e pH 8,0 e 5,0.

4.2.16) Reflectincia Difusa de Infravermelho com Transformada de

Fourier

Polpas submetidas ao tratamento XE, com xilanases por 3 horas a 40 °C e posterior

extrag@o com NaOH 0,1 M por 90 min foram submetidas 4 analise especiroscépica na
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regido do infra-vermelho. Uma amostra sem adi¢fo de xilanases foi usada como controle.
Para realizar cada espectro consideraram-se as seguintes condigdes do aparetho:
resolucdo s dem-1

namero de varreduras("scans”) : 128

absorbincia - 0,00-1,400
frequéncia : 4000-700 cm-1
referéncia : barra metdlica (do aparetho)

As amostras foram analisadas como obtidas ap6s o branqueamento, sem qualquer
tratamento de moagem ou mistura com KBr. Foram utilizados duplicatas de amostras e de
espectros.

Para cada espectro foram selecionadas trés bandas na regifio de frequéncia 1760 e
700 cm-1, baseando-se nos espectros de celulose, lignina e hemicelulose de madeiras
duras. As bandas obtidas s#o médias de 128 varreduras por cada amostra. As trés.ba.ndas

selecionadas foram :

em-1 Significado

889 vibragfo do anel glicosidico da celulose
1425 deformacfio C=C do anel aromético
1593 deformacdo C=C do anel aromatico

Foi avaliado o quociente entre as absorbancias correspondentes a frequéncia da

banda a 889 ¢m-! e as absorbancias das outras bandas.



4.2.17) Experimentos de Branqueamento

Foram realizadas as sequéncias de branqueamento definidas no quadro a seguir do
tipo : XE, XCED, XCEpHD, XCEoHD, LCEHD, LCEpHD, XO, OX, XOP(EOP)DP ¢
seus controles sem adicfo de X ou L.

Realizou-se a extra¢fio com oxigénio, sob pressfo, em um reator rotativo de aco
inoxidavel de 2L. O reator possuia um mandmetro, um termopar e duas vélvulas, uma para
carregamento e outra para desgaseificagfio. Nos demais estigios de branqueamento foram
utilizados sacos de polietileno, imersos em banho de 4gua com temperatura controlada.

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico, exceto o cloro e o
diéxido de cloro. Este titimo foi preparado em laboratério, livre de cloro molecular, a

partir de hipoclorito de s6dio. Assim cada sequéncia de branqueamento tem uma notago

e um significado a seguir:

Notagdo Significado
C Cloragdo
E Extracfo alcalina
H Hipocloragdo
D Diéxido de cloro
P Peréxido de hidrogénio
Ep Extracfo alcalina com peréxido
Eo Extracdo alcalina com oxigénio
O Oxigénio
Xilanase
L Ligninase
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As polpas foram colocadas dentro dos sacos de polietileno e a cada estagio se
acrescentava os reagentes ¢ o volume de dgua necessério, de forma a ter a consisténcia
desejada. As polpas foram entfio incubadas por determinado periodo de tempo nos banhos
com temperatura controlada.

Para os estagios com oxigénio, foram adicionados 4 polpa todos os reagentes,
conforme especificado na etapa. A consisténcia foi ajustada para o valor desejado, pela
adiclio 4gua e a mistura foi homogeneizada manualmente. Mediu-se o pH inicial da
reag8o. A mistura foi transferida para o reator que foi purgado com nitrogénio, € a seguir,
aquecido até atingir a temperatura desejada. Quando a temperatura da reacdo foi
alcangada o nitrogénio foi descarregado e o oxigénio injetado no reator até obter a press3o
desejada.

Apos cada estagio, a polpa foi lavada exaustivamente e preparada para o préximo
estagio.

Exceto onde especificado, as condigbes gerais de branqueamento dadas na Tabela 6

sdo vahidas.

4.2.18) Controle dos Processos de Branqueamento

Todos os estagios de branqueamento foram controlados seguindo as normas ditadas
pela TAPPI (TAPPI, 1988'}. Para pasta nfio branqueada foi avaliada a consisténeia , ¢
nimero Kappa por titulagio com KMnOyg (Tappi T-236 os- 76) e a viscosidade pelo
método do tubo capilar (TAPPI T-230 su 63).

O controle do branqueamento propriamente dito foi realizado procedendo-se as
andlises da 4gua de cloro, 2 determinagdo do cloro residual, a anélise da solucio de
hipoclorite, a determinag¢@o do didxido de cloro em solugfio aquosa e perdxido em solugdo

e residual. Todas as andlises foram feitas como descrito por YALMEIDA, 1978.



TABELA 6: Condigdes Gerais de Branqueamento
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Condigges | X |L |C |E |EO|EP|EOP|O |D |P | H
Consisténcia% |10 10 |4 |12 {12 |12 |12 |12 |12 |12 |12
PressioMpa) | - |- |- |- 20~ o7 (171 - |- |-
Ch%CAY | - | - 25| - |- (- |- |- |- 1-1-
NaOH, % - - - d2222 022018 |17 - | - -
NaCIO%CA) | - | - |- | - [ - |- 1- |- 1-1-110
Cl00.% R N T T A
Hy09 - -0 -1 -lostoa |- |- l10] -
Temperatura |40 [40 |50 |65 |65 |65 |90 100 |75 |90 |45
4]

Tempo (min) {180 18030 [65 |66 |66 |60 |30 [180 |90 |120
pH final 55155122110 J1t {11 |11 |9 {4 |12 |85

a)Determina¢io do Nimero Kappa

Para avalia¢o do nimero Kappa sdo utilizados entre 0,5 a 1,0 g de polpa seca. A

amostra ¢ desintegrada com a mfo, em 10 mL de Agua destilada , até ficar livre dos

grumos e dos feixes de fibras ndio dispersas. Este procedimento tem por objetivo evitar o

corte excessivo das fibras, mas garantir que todas estejam separadas. Apos desintegradas,

as polpas sZo transferidas para um Erlenmeyer de 300 mL e procede-se lavagens

sucessivas do recipiente com 140 mL de 4gua destilada. A temperatura ¢ ajustada em 25
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°C. O Erlenmeyer contendo as fibras é colocado previamente no banho de temperatura
constante, assegurando que a temperatura esteja 25 °C ¥/~ 0,1 °C durante toda a reagfo. A
suspensdo deve ser agitada continuamente com auxilio de uma barra magnética até
produzir um voértice, mas controlado para nfo introduzir ar na mistura.

Para celuloses com baixo teor de lignina, nas quais o nimero Kappa est4 entre 2.5 e
35, pipetou-se 25 mL de solugiio de permanganato de potassio (KMnOy) 0,1000 +/-
0,0005 N em um Erlenmeyer de 125 mL e adicionou-se 25 mL de 4cido sulfirico, 4 N .
Esta solug8o foi transferida para o Erlenmeyer com a polpa e cronometrou-se 10 minutos.
O Erlenmeyer de 125 mL foi lavado, usando 50 mL de 4gua destilada e este volume
adicionado a mistura de reagfo.

Apds 10 minutos a reacdo foi interrompida por adi¢io de 5 mL de solugdo 1 M de
lodeto de Potassio. Titulou-se o iodo livre na suspensio com tiossulfato de sédio
(NazS703) 0,1 N %/- 0,0005 imediatamente depois da mistura, mas sem filirar as fibras,
até a solu¢Bo ficar com a tonalidade amarelo claro, ap6s o que adicionou-se duas gotas de
solugdio de amido e continuou-se a titulagfio até a viragem da cor de azul para branca.

Foi feito uma determinag&o em branco, usando o mesmo procedimento mas sem a
polpa. Neste caso a mistura deve ser titulada com NayS703 imediatamente.

Para calcular o valor de niimero Kappa utilizou-se as seguintes equagdes:

K= Px xH1): P=(b-a).N

onde:

f (p) = fator de corre¢do do consumo de permanganato a 50%; dependendo do valor de p.
Ver Tabela ( Apéndice 11 )

fT) = fator de corregdo da temperatura . Ver Tabela (Apéndice II)



w = peso em gramas da polpa seca

p = mililitros de KMnO4 0,1 N consumido pela polpa
b = mililitros de tiossulfato consumidos pelo branco

a = mililitros de tissulfato consumidos no ensaio

N = normalidade do tiossulfato
b)Determinac¢fio da Viscosidade

Da celulose seca, pesou-se exatamente 0,125 g e colocou-se em um frasco pequeno
e com tampa e em seguida adicionou-se 25 mL de etilenodiamina ciprica, solugdo 0,5 M
em cobre. A mistura foi agitada por 10 minutos com auxilio de uma barra magnética e
transferida para a pipeta de viscosidade Fenske-Oswald, previamente aferida com 6leo
standard e usada dentro dos limites de viscosidade apropriados. O tempo de escoamento
deve ser cronometrado. '

O céleulo de viscosidade da celulose em centipoises ¢ determinado pela equacfo:

V=K.td
onde:
K = constante da pipeta
t = tempo de escoamento em segundos
d = densidade da soluco de celulose {1,052)

V = viscosidade da celulose em centipoises
¢)Determinacfio da Alvara

A alvura foi determinada usando um espectrofotdmetro para medidas de

reflectdncia a 457 nm (TAPPI T 414-ts). Os resultados da alvura sdo expressos em
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porcentagem da alvura do 6xido de magnésio (MgO), considerado igual a 100. A
estabilidade da alvura foi avaliada apos colocar a polpa ou papel em estufa a 105 °C por 3
horas , medindo-se em seguida a alvura.
d) Calculo da Eficiéncia de Deslignificacfio e Seletividade

Determinaram-se a eficiéncia de deslignificag#o e a seletividade pelas relagdes:

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

N° Kappa inicial

Seletividade =__ Eficiéneia  de  deslignificacio

% de redugdo da viscosidade da polpa




5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1)Producfio de Xilanases e Celulases em Diferentes Fontes Polissacaridicas

Os resultados de atividade de xilanases e celulases obtidas por P. janthinellum quando
cultivado em polissacarideos provenientes de matérias-primas vegetais, apresentados na Tabela
7 demonstram que todas as fontes de carbono avaliadas induzem a atividade de xilanases.
Observa-se também que a produgio de celulases ndo foi favorecida nas condicBes testadas.

Verificou-se que, o substrato que melhor favoreceu a produgfio de xilanase foi xilana. Os
resultados das atividades obtidas em hidrolisado hemicelulésico demonstram que este substrato
¢ também um bom indutor da enzima.

Quando se substituiu a fonte de carbono xilana por bagago de cana-de-agiicar houve uma
reducdo de 75% nos valores da atividade de xilanase. Qutros autores, também utilizaram o
bagago como fonte alternativa de substrato para produgdo de xilanase em frascos agitados
(KESKAR, 1992, SAXENA er alii, 1991). KESKAR (1992), obteve as mesmas atividades
xilanoliticas cultivando Streptomyces T7 em meio contendo bagaco ou xilana.

A capacidade de indugfio do bagaco pode ser atribuida ao seu componente
hemicelulésico. Esta afirmativa baseia-se na baixa atividade de xilanase obtida nos
experimentos sem fonte de carbono (SFC) e naqueles em que a fonte de carbono principal foi
um substrato celulosico. Uma excecfo foi obtida quando se utilizou papel de filtro como fonte
de carbono indutora, pois neste meio detectou-se atividade de xilanases. De acordo com a
sugestdo de DEKKER & RICHARDS (1976), o papel de filtro contém residuos de

hemicelulose que induzem a atividade de xilanase. Outros autores atribuem este fato a um
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controle tnico para indugdo de xilanases e celulases (TANGNU er alii, 1981; BAILEY &
POUTANEN, 1989).

TABELA 7 - Atividade de Xilanases e Celulases Obtida em 96 Horas de Cultivo de

P. janthinellum em Fontes Polissacaridicas.

Fonte de Carbono Xilanase Carboximetil- | Avicelase(C1) FPase
(U/mL) Celulase(Cx) (U/mL) (U/mL)
(U/mL)
Xilana 120,00 0,03 0,03 0,17
Bagaco de Cana 31,11 0,60 0,08 0,04
Hidrolisado 98,48 0,08 0,00 0,00
Hemiceluldsico
Carboximetil _ 3,40 0,00 0,03 0,02
Celulose
Avicel 2,10 6,00 0,03 0,01
Papel de Filtro 11,10 0,06 0,03 0,01
Sem fonte de 0,60 0,04 0,02 0,07
carbono(SFC)

P. janthinellum fo1 incubado em meio bésico contendo a fonte de carbono indicada,

por um periodo de 96 h, a 30 °C e 150 rpm.

A maioria dos trabalhos referentes a produgio de xilanase em incubadora de movimento

rotatorio emprega xilana comercial como substrato. A atividade de P. janthinellum neste
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substrato foi 120 U/mL em 96 horas de cultivo, uma produgfio superior a4 de outros
microrganismos. Os resultados apresentados por DUBEAU et alii (1987), indicaram que a
atividade xilanolitica maxima obtida por Chaetomium cellulolyticum foi de 9,5 U/mL em meio
contendo 1% de xilana. SMITH & WOOD (1991), mostraram resuliados referentes a
Aspergillus awamori onde verificou-se que o microrganismo sintetizou 18,9 U/mL de xilanase
no mesmo substrato. Em um estudo envolvendo diversas cepas de fungos, P. janthinellum foi
selecionada como a melhor produtora de xilanase extracelular. Além do mais, esta cepa
apresenta a vantagem de produzir uma alta taxa de xilanase/celulase quando comparada a
outros microrganismos (MILAGRES et alii, 1993). Este fato coloca P. janthinellum em posi¢ao
de destaque como uma cepa promissora para processos de biopolpagio por produzir baixos
niveis de enzimas celuloliticas em carboximetil celulose, avicel ou papel de filtro. Segundo
YANG & ERIKSSON (1992), preparacSes de hemicelulases com vistas a utilizaco em
industria de celulose e papel devem conter baixos niveis de endoglucanases, para ndo diminuir
a resisténcia fisica das polpas.

Como destacado na introdugdio, o estudo da xilanase é de grande importéncia pela sua
vasta aplicacdo industrial. No entanto, para viabilizar a sua produgio é preciso que as enzimas
sejam produzidas em larga escala. Assim, a produgio de xilanase deve basear-se em substratos
lignocelulésicos que ndo representem custos elevados ao processo. Subprodutos da
transformacfo agricola, por exemplo bagago de cana-de-agucar e farelo de trigo, sdo ricos em
hemiceluloses ¢ de baixo custo. O bagago de cana-de-aglicar, acumulado em grandes
quantidades nas usinas de alcool e agucar, constitul um dos residuos mais apropriados para
produgdo de xilanases.

Neste trabalho, foi utilizado um hidrolisado hemiceluldsico de bagaco para produgdo de

xilanases. Conforme relatado por DEKKER (1985), em razio de sua natureza polissacaridica, o
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bagago ndo ¢ diretamente utilizado por muitos microrganismos produtores de substincias de
interésse industrial, sendo necessaria proceder a hidrélise dos seus componentes.

A produgdo de xilanase em hidrolisado hemiceluldsico do bagago foi cerca de trés vezes
maior que em bagaco "in natura”. O perfil cromatogréfico obtido quando se aplicou o
hidrolisado em Sephadex G-10 (Figura 11) evidenciou a existéncia de trés picos de agticares. O
primeiro pico (fragdo I) corresponde aos carboidratos de maior peso molecular, provavelmente
oligbmeros. Dois outros picos menores também foram obtidos, os quais foram denominados
fracfo Il e III, respectivamente ao volume de eluigdo. A analise das fragtes I, Il e III por
cromatografia liquida evidenciou a presen¢a de um composto de peso molecular semelhante a
rafinose na posigdo do pico I e de outro semelﬁante a celobiose no pico II. No pico I foram
detectados xilose, arabinose e 4cido acético. A partir destes resultados pode-se sugerir que o
hidrolisado contém xilose e xilo-oligossacarideos, principalmente xilobiose e xilotriose e que
estes compostos parecem favorecer a produgio de xilanase por P. janthinellum.

Estudos anteriores também mostraram que tanto xilose como arabinose induzem a
atividade de xilanase por P. janthinellum (MILAGRES et alii, 1993). Entretanto, estes
resultados diferem do obtido para Thermoascus aurantiacus, em que um hidrolisado
hemicelulésico induziu atividades de xilanase em apenas 2% do obtido em xilana (YU et alii,
1587).

Estudos realizados por BIELY er alii (1980), mostraram que cultivando-se
Cryptococcus albidus em xilooligossacarideos é possivel reduzir o periodo de tempo para
iniciar a indugdo das xilanases. Entre os oligossacarideos avaliados, xilobiose foi o finico que
ndo foi degradado extracelularmente e portanto parece ser este o indutor natural de xilanases.
Xilobiose foi um indutor especifico também para Trichoderma reesei (HRMOVA et alii, 1986)
e Aspergillus terreus (HRMOVA et alii, 1991). Estes resultados sugerem que a alta producdo
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FIGURA 11 - Perfil de Eluicfio de Hidrolisado Hemicelulésico em Sephadex G-10.
3 mL de hidrolisado contendo 2 mg de carboidratos totais foram aplicados
a coluna de Sephadex G-10 (2 x 50 cm), equilibrada em agua. As fracdes eluidas
foram analisadas quanto ao contetdo de xilose, celobiose e rafinose por HPLC
{Apéndice I} e carboidratos totais por método colorimétrico.
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de xilanases de P. janthinellum pelo hidrolisado esteja relacionada ao mesmo mecanismo de

acdo descrito por BIELY et alii (1980), para leveduras.

3.2)Comportamento de Crescimento ¢ Producfio de Xilanase de P. janthinellum
Cultivado em Hidrolisado de Bagaco de Cana-de-Agiicar,

5.2.1) Efeito da Temperatura e pH

P. janthinellum cresceu entre a faixa de 20 a 35 °C de temperatura em 72 h, estando
proxima de 30°C a temperatura 6tima de crescimento (Figura 12). Segundé ALEXOPOULUS
& MIMS (1979), este fungo pode ser classificado como um meséfilo.

Verificou-se que a mais alta atividade de xilanase foi obtida a 30 °C, coincidente com o
crescimento maximo do fungo, portanto pode-se dizer que a producdo de xilanase ¢ associada
ao crescimento celular. Tal resultado também foi descrito para Aurechasidium pullulans
( PRIEM et alii ,1991) e para Aspergillus awamori (SMITH & WOOD, 1991). Por outro lado,
VYAS et alii (1990) verificaram que para Streptomyces lividans ndo hé coincidéncia entre a
temperatura 6tima de produgdo de xilanase (40 °C) ¢ o crescimento (29 °C).

O acompanhamento do crescimento celular e atividade enzimatica em fermentacgdes a
diferentes valores de pH possibilitou o estudo da influéncia desse pardmetro, sobre o cultivo de
P. janthinellum, no hidrolisado hemicelulésico, confoﬁne pode ser observado na Figura 13.

O fungo cresceu em valores de pH entre 4,0 ¢ 8,0. A faixa de pH de 5,0 a 6,0 é 6tima
para produgfio de xilanase, porém em pH 8,0 a atividade cai drasticamente. Nesse estudo, os
valores de pH que favoreceram o crescimento do fungo ndo coincidiram com os que permitiram

uma maior producio de xilanases.
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FIGURA 12. Variacio da Atividade de Xilanase (@) e do Crescimento Celular {{1) com
a Temperatura, Durante a Fermentacio de Hidrolisade Hemicelulésico de
Bagac¢o de Cana-de-Achicar.
P. janthinellum foi inoculado em meio 2 base de hidrolisado (Material e Métodos

4.4.3) e incubado por 72 h nas temperaturas de 20, 25, 30, 35 ¢ 40 °C na agitagio
de 60 rpm.
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FIGURA 13. Variag#o da Atividade de Xilanase (8) e do Crescimento Celular ()

com o pH, Durante a Fermentacfio de Hidrolisado Hemicelulésico de
Bagaco de Cana-de-Acticar.

P. janthinellum foi inoculado em meio & base de hidrolisado, tamponado nos
valores de pH 3.0; 4,0; 5.0; 6,0; 7,0 e 8,0, com tampao citrato/fosfate 100 mM
e mncubado por 72h a 30 °C e 60 rpm.
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Resultados semelhantes foram obtidos com P. funiculosum ( MISHRA et alii, 1985).e
com Thielaviopsis basicola (GHOSH & DEB, 1988) e .indicaram que o pH 6timo estd em
torno de 5,0 e que houve um declinio das atividades entre pH 6,0 ¢ 7,0. Em coniraste, foi

mostrado que Aspergillus fumigatus obteve a melhor produg¢fo de xilanase abaixo de 35
(BAILEY & VIIKARI, 1993).

5.2.2) Efeito da Agitaciio

A agitacdo ¢ a varidvel mecanica mais importante para ser controlada numa fermentagio
em que se emprega fungos filamentosos. Segundo SIKYTA (1983), o principal problema
encontrado com relagfo a agitagfo em culturas submersas ¢ a determinagio de niveis 6timos.
Levando em consideragdio este aspecto, foi avaliado o efeito da agitagio sobre a fermentagio do
hidrolisado hemiceluldsico.

A Figura 14 mostra que a atividade de xilanase foi desfavorecida por um aumento na
velocidade de agitacdo. Verificou-se que, nos ensaios onde foi utilizado o valor de agitacdo de
60 rpm, suficiente apenas para homogeneizagfio do meio, obtiveram-se as melhores atividades
enzimaticas. Alguns trabalhos de cultivo e produgfio enzimética enfocam este aspecto. Os
resultados obtidos por RODRIGUEZ et alii (1991), demonstraram que a producfo de xilanase
foi duplicada quando a concentragéo de oxigénio passou de 76% para 52%. ROBINSON
(1984), demonstrou que a maxima produglo de xilanase por Trichoderma reesei em
fermentador aconteceu quando o teor de oxigénio saturado foi de 50%.

Segundo MITARD & RIBA (1988), a agitagio é uma varidvel importante a ser

controlada numa fermentacio em que se utiliza fungos, pois 0 modo de crescimento do micélio
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FIGURA 14. Varia¢do da Atividade de Xilanase (8) e do Crescimento Celular ()
com a Agitacdo Durante a Fermenta¢fo de Hidrolisado Hemicelulésico
de Bagaco de Cana-de- A¢ticar.
P. janthinellum foi inoculado em meio & base de hidrolisado e incubado por 72 h

a 30 °C nas agitagBes de 30, 60, 90, 120, 180 e 240 rpm e em cultivo estatico.
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confere ao meio de fermentagfio uma caracteristica de fluidos ndo-newtonianos. A agitagfo ¢
essencial para manter os filamentos bem dispersos evitando, assim, a formaco de "pellets”
metabolicamente inativos.

5.2.3) Producfio em Fermentador
Os resultados da Tabela 8, do experimento em fermentador, mostraram que had uma

redugfo da atividade de xilanase quando comparados aos cultivos em incubadora de movimento

rotatério. Estes resultados foram coincidentes aos obtidos por BAILEY & POUTANEN (1989),

TABELA 8- Atividade de Xilanases e Celulases Obtida em Cultivo em Fermentador.

Tempo pH Xilanase | pNPXase Endo- Exo- pNPGase
(min) (UfmL) (U/mL) glucanase | glucanase (U/mL)
(U/mL) (U/mL)
0 5,40 0 0 0 0 0
24 5,54 4.87 0.27 0.16 045 0.13
48 6.02 5.17 023 0.31 0.54 0.17
72 5.59 6.31 0.07 0.08 0.31 0.10
96 3.31 3375 0.07 0.28 0.43 0.13

P. janthinellum foi cultivado em meio a base de hidrolisado hemiceluldsico por 96 horas,

em fermentador de 4 L contendo 2,8 L de meio. O cultivo foi agitado a 300 rpm e aerado a

0,2 vvm.
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para trés espécies diferentes de Aspergillus. Os autores mantiveram os mesmos niveis de
oxigénio em frascos ou no fermentador, eliminando a possibilidade deste ser o fator de extrema
diferenga nos resultados. A mesma observagfio foi feita para a levedura Aurecbasidium
pullulans, sagerindo que o decréscimo da atividade enziméitica em cultivos em fermentadores
nfio € uma caracteristica exclusiva de fungos (MYBURGH et alii, 1991).

As atividades de endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase foram encontradas no
extrato enzimético porém em niveis consideravelmente menores que o da xilanase. Estes

resultados foram semethantes em fermentador como em incubadora com movimento rotatério.

5.3)Propriedades do Extrato Enzim4tico Bruto

O extrato enzimético bruto produzido em meio liquido contendo hidrolisado de bagaco
de cana-de-agiicar como indutor, foi analisado quanto ac pH e temperatura 6timos, estabilidade
a0 pH e a temperatura. o

5.3.1) Efeito da Temperatura na Atividade e Estabilidade da Xilanase

As atividades enzimdticas 4 vérias temperaturas foram determinadas entre 20 e 80 °C. O

efeito da temperatura na atividade de xilanase est4 representado na Figura 15, sendo a
temperatura 6tima das xilanases obtida a 50 °C.

‘Estudou-se a estabilidade térmice da xilanase a 30, 40 e 50 °C, da P-xilosidase e

acetil esterase a 45, 50 e 55 °C (Figura 16). Para todas as temperaturas pode-se dizer que nos
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FIGURA 15. Efeito da Temperatura de Reacfio na Atividade de Xilanases de
P. janthinellum.
O extrato bruto do cultivo P. janthinellum em meio a base de hidrolisado foi
incubado as temperaturas de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70 e 80°C e

determinada a atividade enzimética, em xilana.
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primeiros 10 minutos as enzimas se mantém estiveis, mas a partir daf hd a diminui¢io das
atividades sendo mais dréstica com o aumento da temperatura.

Quanto & estabilidade térmica da xilanase pode-se dizer que a 50 °C é pouco estével
apresentando uma meia vida de 16 minutos, entretanto nas temperaturas de 40 e 30 °C foram

estaveis por 30 minutos e apresentaram meia-vidade 4 ha40°Cede 5,5ha30°C (Tabela 9).

Tabela 9. Valores de Meia-Vida Obtidos das Curvas de Estabilidade Térmica de Xilanases,

B-Xilosidases e Acetil Esterases.

Enzima Temperatura (°C) k t1/2 (min)
50 0,0414 16
Xilanase 40 2,72.10-3 254
30 2,02.10-3 340
35 . 2,91.10-3 237
f3-Xilosidase 50 1,14 .10-3 604
45 3,87.10-3 1786
55 7,17.10-3 135
Aceti] esterase 50 1,21 . 10-4 716
45 5,56.10-4 1242

Em seguida, procurou-se avaliar a estabilidade térmica de outras enzimas que também

participam da hidrélise da xilana e que possivelmente estariam presentes no extrato



81

enzimatico de P. janthinellum. As atividades residuais de B-Xilosidases e acetil esterases foram
avaliadas e verificou-se que as B-xilosidases apresentaram uma maior estabilidade térmica que
as xilanases.Também as acetilesterases foram completamente estiveis apés 3 h a 45 °C e
mostraram meia-vida de 9,5 h a 50 °C. Como houve grandes diferencas nas estabilidades

térmicas das enzimas pode-se dizer que ha um forte indicativo de que existam pelo menos trés

enzimas diferentes no exirato enzimético bruto de P. janthinellum.

5.3.2) Efeito do pH na Atividade e Estabilidade da Xilanase

O estudo da influéncia do pH na atividade da enzima revelou que a maior atividade
ocorre em uma faixa de pH entre 5,0 e 5,5 com um ponto 6timo no pH 5.5 (Figura 17). Este
resultado esta coerente com o pH 6timo da maioria das xilanases fingicas descritas na
literatura, porém existem fungos produtores de xilanases com pHs 6timos em torno de 3,0
(FUNAGUMA ez alii, 1991, HASHIMOTO et alii, 1971; JOHN & SCHMIDT, 1988)
Xilanases com pH 6timo neutro ou basico so encontrados geralmente em bactérias ( HONDA
et alii, 1985).

A estabilidade da xilanase ao pH foi analisada incubando o extrato en-zimétiéo em
diferentes valores de pH, por 24 horas, e em seguida determinou-se a atividade da enzima
(Figura 18). Neste estudo verificou-se que apés a pré-incubaciio da enzima em valoresa de pH
acima de 6,0, a atividade total medida aka 5,3 ndo foi recuperada. Assim, parte do declinio da
atividade acima de 6,0 resulta provavelmente da inativagio irreversivel da enzima. A atividade
residual da xilanase foi maior nos valores de pH entre 5,0 e 6,0. Por se tratar de uma enzima de
origem fiingica, pHs menores favorecem a sua esiabilidade. Segundo POUTANEN e alii

(1987} o melhor pH para estabilidade de hemicelulases provenientes dos fungos Trichoderma
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Figura 17. Efeito do pH na Atividade de Xilanases de P. janthinellum.
O extrato bruto do cultivo de P. janthinellum foi incubado a 50 °C com solucdo
tampdo citrato-fosfato (pH 4,0-8,0) (0); tamp3o acetato de sédio (pH 4,0-5.5)(O)
e em tampdo tris-HCl (pH 7,0-8,0) (®) € em seguida determinada a atividade

enzimatica em xilana.



120

BO—

ATIVIDADE RELATIVA(%)
S
|

20—

Figura 18. Efeito do pH na Atividade (Q) ¢ Estabilidade de Xilanases (@) de

P. janthinellum

A atividade da enzima foi determinada em tampéo citrato fosfato {(pH 4,0-8,0).

A estabilidade da enzima foi avaliada apés incubagfio por 24 horas nos diferentes
valores de pH e em seguida determinada a atividade em xilana.
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reesei e Aspergillus awamori foi 5,5 o que coincide com o obtido por POUTANEN &
SUNDBERG (1988) para Trichoderma reesei.

5.4) Perifica¢do de Uma Xilanase e de Uma B-Xilosidase

Uma xilanase e uma B-xilosidase foram purificadas do caldo de cultivo de P.
Janthinellum Durante a dessaliniza¢@io da preparag3o enziméatica na coluna Sephacryl S-300,
uma fragdo apresentando atividade para pNPX (Fragdo I) foi obtida separadamente de outra
contendo atividade para xilana (Fra¢#io IT) (Figura 19).

As amostras com atividade para pNPX foram reunidas ¢ em seguida, u]ﬁafi!t:radas. A
amostra concentrada e analisada através da eletroforese em condigBes desnaturantes apareceu
como uma banda. Através da mobilidade eletroforética relativa |, calculamos a massa molecular
em 74,3 kDa (Figura 20).

A fragao Il foi aplicada em uma coluna de troca idnica, DEAE- Sephadex. A escolha do
trocador foi baseado no ponto isoelétrico das proteinas existentes no extrato enzimatico. O pl
aproximado das proteinas foi estimado por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
anfolitos de pH entre 3 e 9. Na Figura 21 estdo representadas as curvas de titulagdo as quais
revelaram a presenca de cerca de sete proteinas na amostra original. Apenas uma dessas
apresentou ponto isoelétrico entre 7,0 - 7,5. As demais apresentaram um ponto isoelétrico em
torno de 4. Como as xilanases sfo mais estaveis em valores de pH acima de 4,0 que abaixo,
optou-se por utilizar um trocador anidnico.

A cromatografia em DEAE-Sephadex (Figura 22) apresentou um pico de atividade

durante a lavagem da coluna o qual ¢ coincidente com um pico de grande concentragio
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FIGURA 19. Filtracio Gélica em Coluna Sephacryl 360S.
5 mL de extrato enzimético foi submetido & cromatografia em uma
coluna de filtragdo em gel equilibrada com tampio fosfato 50 mM,
pH6,0. Acluigdo  foi feita com o mesmo tampdo ¢ as fragdes (5,0 mlL)
foram monitoradas para proteinas { O ), Atividade de Xilanase-Fracdo II
( ® ) e B-Xilosidases - Fragdo I (@ ).
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FIGURA 20. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida das Fracdes Coletadas no Passo
de Purificacfo de Uma B-Xilosidase de P. janthinellum.
Linha 1 e 5, Marcadores de Peso Molecular; Linha 3, B-Xilosidase
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FIGURA 21. Curvas de Titulag@io das Proteinas Presentes no Extrato Enzimatico
de P. janthinellum
A corrida € realizada em um gel de poliacrilamida preparado comercialmente
(PHARMACLA) e que contém anfolitos os quais geram um gradiente linear
depH de3a9

87



1,8
, 0,018 —— 1,8

u. ml"‘) (-—-—'
) P

&
{
g
:
&

NaCi{mot , {1} {~—m)
{

o
o0
i

X
i

3

PROTEINA ({Lg . miI=1) {remOmne)

ATIVIDADE DE XILANASE ( U, mi~1)(~e-—)

2

R

1000

VOLUME {ml}

FIGURA 22. Cromatografia de Troca Iénica em DEAE Sephadex A-50
A amostra com atividade apenas de xilanase foi aplicada 4 coluna
DEAE-SEPHADEX A-50 (2 x 50 cm) equilibrada com tampao acetato
20 mM (pH 5,5). Utilizou-se o mesmo tamp#o para a lavagem da coluna. Um
gradiente de NaCl (0 - 0,2 M) foi utilizado para elui¢io das fragdes que se
ligaram 4 coluna. As fra¢Ses (10 mL) foram monitoradas a 280 nm para

proteinas ( O ), para a Atividade de Xilanase (@) e B-Xilosidase (8)
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FIGURA 23. Cromatografia em FPLC da Fragfo que Nio se Ligou a Coluna de Troca
Ionica. |
0,5 mL da fragdo I, obtida na coluna DEAE Sephadex A-50, foi aplicada
em uma coluna de troca iénica (Mono Q). O contetido de proteinas

foi monitorado pela absorbancia na regifio do ultra-violeta.
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proteica. Durante a elui¢do no mesmo tampdo com um gradiente de NaCl outro pico de
atividade de xilanase foi eluido juntamente com um pico de B-xilosidase.

A xilanase que ndo se ligou a coluna de troca iénica pode ser purificada utilizando uma
coluna Mono Q, adaptada ao sistema cromatografico FPLC (Figura 23).

O procedimento de purificagdo e os rendimentos de cada passo estdo apresentados na
Tabela 10 e mostram que a xilanase foi purificada cerca de 17 vezes, com uma atividade

especifica de 1300 U/mg e um rendimento de 48%

TABELA 10. Purifica¢do de Uma Xilanase

Passo | Procedimento | Proteina Enzima (U) | Rendimento | Purificagdo
(mg) da Enzima (vezes)
(%)
1 Inicial 51,1 4000 100,0 1,0
2 Filtragdo em 12,9 4052 101,3 4.0
Gel
3 Troca I6nica 3,31 2600 65,0 10,0
4 FPLC 1,47 1920 48,0 16,7

A amostra original, as fragdes intermediarias e a amostra final foram comparadas em gel
de poliacrilamida com SDS, 10%. Como pode ser visto na F igura 24, a amostra final (linha 2)

apresentou uma banda tnica no gel e um peso molecular de 54 kDa.
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As enzimas purificadas foram estudadas em relagdo as suas caracteristicas fisico-
quimicas e cinéticas. Como mostra a Tabela 11 a atividade especifica da xilanase para xilana
soluvel foi 1300 U/mg. O pH 6timo est4 entre 5,5 e 6,0 e a temperatura 6tima foi 50 °C. A B-
xilosidase apresentou atividade especifica para PNPX de 34,1 U/mg e o pH e temperaturas
6timos de 6,0 e 60 °C, respectivamente.

A degradagdo de xilana (birchwood) foi estudada incubando-se a xilanase purificada por
1 ou 24 horas. Apés 1 hora foram detectados arabinose, xilobiose e xiloheptose no meio de
reagdo. Grande parte da xilana nfo foi solubilizada. Porém quando a enzima foi incubada por

24 horas, xilose e oligbmeros intermediarios foram detectados. Parte da xilana ainda

permaneceu insoliivel.

TABELA 11. Caracteristicas Fisico-Quimicas e Cinéticas da Xilanase e da B-Xilosidase

Purificadas do Fluido de Cultivo de P. janthinellum

Caracteristica Endo-Xilanase I B-Xilosidase
Atividade especifica em :
-Xilana Soltvel 1300 5,0
-pNPX 0,0 34,1
Massa molecular (KDa) 54 74,3
pH 6timo 5.5 ' 6,0
Temperatura 6tima (° C ) 50 ’ 60
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sugerindo que a enzima possa ter sido inibida por seus produtos. N3o se observou diferengas na
composi¢do dos aguicares soliveis o que indica que essa enzima no atua em pontos especificos
(Tabela 12). Comparando os produtos finais liberados pela xilanase purificada, ela pode ser
classificada, segundo DEKKER & RICHARDS (1976), entre as xilanases que liberam
arabinose.

Xilanases de vérios microrganismos ja foram isoladas e caracterizadas ( JOHN et alii
1979; REILLY, 1981; e COMTAT, 1983). Todos os sistemas estudados contém cinco tipos
diferentes de xilanases. A maioria das xilanases purificada de Aspergillus apresenta pesos
moleculares abaixo de 32 kDa (JOHN et alii, 1979). O ponto isoelétrico destas enzimas varia de
3,5 a6,7 e a temperatura 6tima estd entre 40 e 55° C.

Poucos trabalhos de purificagdo de xilanases foram feitos para cepas de Penicillium. O
primeiro estudo foi realizado por TAKENISHI & TSUJISAKA (1973), que purificaram trés
xilanases de uma linhagem de P. Janthinellum Biourge. EYZAGUIRRE et alii (1992), também
purificaram uma xilanase de P. purpurogenum que apresentaram peso molecular 70 kDa e
ponto isoelétrico 5,9. Outras duas xilanases, deste mesmo microrganismo, também foram
parcialmente purificadas e apresentam pontos isoelétricos de 3,9 e 6,4, respectivamente. No
entanto, nfdo se viu publicado, em uma vasta revisio da literatura, nenhum trabalho de
classificacdo das xilanases de P. janthinellum baseado em estudos dos produtos de degradagio,

na solubilidade dos substratos ou no ponto isoelétrico.
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FIGURA 24. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida das Fracdes Coletadas nos Passos de
Purificacdo de Uma Xilanase de P. janthinellum. ;
Linha 1 e 8, Marcadores de Peso Molecular; Linha 2, Xilanase; Linhas 3
e 4, Fragdes Coletadas na Filtragdo Gélica; Linhas S e, Fragdes Coletadas da

Troca I0nica.
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TABELA 12.Composigo dos Aglicares Soluveis (ug/mL) Liberados da Hidrélise de Xilana por
Uma Xilanase Purificada de P. janthinellum

Acucares Liberados Incubacfo de 1 Hora Incubagdo de 24 Horas
Glicose 0 0
Arabinose 0.21 043
Xilose 0 4.86
Xilobiose 0.51 2.12
Xilotriose 0 3.99
Xilotetrose 0 0.54
Xilopentose 0 0.24
Xilohexose 0 0.17
Xiloheptose 0.32 O 11
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5.5)Estudos de Branqueamento de Polpas Kraft de Eucalipto por Enzimas

3.3.1) Otimizag&o da Etapa Enzimética do Branqueamento da Polpa Kraft de
Eucalipto

Geralmente, o0s processos de branqueamento de polpas de celulose envolvem muitas
variaveis. Quando o numero destas ¢ muito grande, torna-se praticamente inviavel realizar
todos os experimentos necessarios para estudar a influéncia de todas as varidveis pelos
metodos tradicionais. Entretanto, escolhendo um método de planejamento adequado (como o
fatorial), € possivel programar os experimentos para estudar um grande numero de variaveis de
maneira compacta e ento selecionar aquelas que sdo importantes para estudos mais detalhados.

A decisdo de adotar um método de planejamento experimental para a realizagdo de um
estudo envolvendo muitas varidveis, possibilita o planejamento e execugdo de forma organizada
de um nimero de ensaios reduzidos ao minimo necessario. Permite ainda a verifica¢do dos
efeitos individuais e de interagbes de todas as varidveis sobre a resposta, a defini¢dio das
varidveis mais importantes para o processo e a avalia¢io dos erros experimentais.

A matriz de entrada contendo as condigSes experimentais na forma de varidveis e
respostas escolhidas, eficiéncia de deslignificagdo e seletividade, esta representada na Tabela
13. Nesta tabela estdio apresentadas as condi¢des do pré-branqueamento e os resultados de
viscosidade e numero Kappa das polpas. As respostas dos ensaios foram dadas em termos de
eficiéncia de deslignificagdo e seletividade, ambos calculado a partir dos valores de viscosidade

e numero Kappa conforme descrito no item 4.2.19.
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TABELA 13. Otimizagfo de Condig¢des de Branqueamento de Polpas Kraft de Eucalipto

Utilizando Sequéncias Curtas (XE).

T(C) | Enzima | t(min) | pH N° | Viscosi % Eficiénciade | Seletivi

(U/g) Kappa | dade Red. | Deslignificagdo | dade
(cP). |Kappa

- 60 55 124 27,1 18,4 1,42
40 1 60 55 11,3 26,7 8,9 25,6 1,80
10 60 5,5 11,0 278 11,3 278 2,60
- 60 5,5 12,8 26,2 15,8 1,00
50 1 60 5,5 10,9 26,9 14,8 283 2,10
10 60 5,5 11,2 28,4 13,1 26,3 3,02
- 180 55 13,1 29,0 13,8 2,04
40 1 180 5,5 10,7 28.4 18,3 29,6 3,40
10 180 5,5 9,7 26,8 | 259 36,2 2,60
- 180 5,5 12,8 274 15,8 1,33
50 1 180 5,5 11,9 28,6 7,0 24.3 3,00
10 180 5,5 12,5 274 23 17,8 1,50
- 60 8,0 13,9 253 8.5 0,46
40 1 60 8,0 13,2 25,9 5,0 132 0,80
10 60 8,0 12,8 24.8 7,9 15,8 0,78
- 60 8.0 13,3 25,7 12,5 0,72
50 1 60 8,0 11,6 24,7 12,8 23,7 1,20
10 60 8,0 12,6 25,7 5,3 17,4 0,98
- 180 8,0 13,5 245 11,2 0,53
40 1 180 8.0 14,1 24,5 0,0 7.2 0,34
10 180 8.0 12,4 17,4 8.1 18,4 0,42
- 180 8,0 13,5 242 11,2 0,50
50 1 180 8,0 12,5 23,7 7.4 17,7 0,74
10 180 8,0 13,0 242 3,7 14,5 0,65




97

Nota-se que a xilanase reduziu o numero kappa das polpas, praticamente em todas as
condi¢des. Desta forma, para escolher as melhores condi¢des de branqueamento o primeiro
passo foi introduzir os dados relativos aos ensaios 1 a 16 no programa QUIMIO para se obter
os efeitos das varidveis sobre as respostas.

Na Tabela 14 estio apresentados os efeitos de eficiéncia de deslignificagdo e
seletividade para a média, as varidveis simples e também para as intera¢des entre as variaveis.
A partir da analise estatistica, verifica-se pelo teste t, quais as vari4veis do processo que sdo
significativas. O valor t da tabela 14 ¢ calculado a partir de valores das varidncias dos
resultados e os limites de confianga podem ser obtidos a partir dos dados de t tabelados. O valor
de t para 16 valores e um nivel de significincia de 95% na tabela ¢ 2,12. Valores calculados
superiores a 2,12 sfo considerados significativos.

O valor de pH utilizado no branqueamento foi a variavel que apresentou um efeito
significativo nas respostas, quando considerada isoladamente. Os valores negativos obtidos para
eficiéncia de deslignifica¢do e seletividade indicam que um aumento no valor de pH de 5,5
para 8,0 diminui a eficiéncia de deslignificagiio e a seletividade. Em ensaios em que se
utilizaram valores de pH de 8,0 a eficiéncia de deslignificagdo diminuiu porcercade 11% e a
seletividade em 1,8 unidades. Este efeito é constante para os niveis de outras varidveis testadas
ou seja, o pH foi independente das outras variaveis (Tabela 14).

Existe uma intera¢dio significativa, porém negativa entre a temperatura e as variaveis,
concentragdo de enzima e tempo de incubagdo no que diz respeito a eficiéncia de
deslignificagdo. Os resultados da andlise estatistica mostraram um efeito antagdnico entre elas.
Isto significa que pode-se obter os mesmos niveis de deslignifica¢do utilizando a maior
temperatura associados aos valores mais baixos de tempo e concentragdo dé enzima ou

utilizando-se a temperatura mais baixa com tempo e concentragdo de enzima maiores.



TABELA 14- Efeito Estimado de Um Projeto Fatorial 24

Efeitos Eficiéncia de Valor-t Seletividade Valor-t
Deslignificagdo

Média 21,45 +/-1,25 13,66 1,62+/- 0,036 6,02
Xilanase 0,51+/-25 0,32 -0,10 +/- 0,072 0,37
Temperatura -0,48 +/-2.5 0,30 0,05 +/- 0,072 0,18
Tempo de Incubagio -1,48+/-25 0,94 -0,07 +/- 0,072 0,26
pH -11,01+/-2.5 701* | -1,76 +/- 0,072 6,54*
Xilanases x Temperatura -5,08 +/-2.5 3,23% -0,12 +/- 0,072 0,44
Xilanases x Tempo 1,51 +/-2.5 0,96 -0,47 +/- 0,072 1,74
Xilanase x pH ” 0,48 +/- 2,5 0,30 -0,04 +/- 0,072 0,15
Temperatura x Tempo -3,78 +/- 2.5 2,40%* -0,27 +/- 0,072 1,00
Temperatura x pH 5,08 +/-25 3,23 0,25 +-0,072 0,93
Tempo x pH -1,51 +/-2.5 0,96 -0,32 +/- 0,072 1,18
Xilanase x Temperatura x| -1,78+/-25 1,13 -0,09 +/- 0,072 0,33
Tempo

Xilanase x Temperatura x pH -0,81 +/-2,5 0,51 -0,03 +/- 0,072 0,11
Xilanase x Tempo x pH 1,48 +/-2.5 0,94 0,52 +/- 0,072 1,93
Temperatura x Tempo x pH 2,48 +/-25 1,58 0,27 +/- 0,072 1,00
Xilanase x Temperatura x 0,48 +/-2.5 0,30 0,10 +/- 0,072 0,37

Tempo x pH

Efeito significativo (t 16,0,95 =2,12)
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A interag@0 entre a temperatura e pH foi significativa e positiva. E razoavel acreditar que
a eficiéncia de deslignificagdo nfo diminui a 40 °C ou 50 °C em fung8o do pH.

Para os resultados de seletividade, nfo houve efeito significativo entre as interagdes.

Associando os beneficios trazidos pela utilizagdo de xilanase na deslignifica¢do e na
seletividade do processo, escolheu-se como condigdes Otimas do branqueamento pelo
planejamento fatorial o valor de pH de 55 e a combinagdo temperatura 40 °C, tempo de
incubagdo 180 minutos e a concentragio de 10 U/por grama de polpa seca. Pode-se ainda, ter os
mesmos efeitos de deslignificacio e seletividade na temperatura de 50 °C, tempo de 60 minutos

e 1 U/por grama de polpa.

5.5.2) Reflectiincia Difusa de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho (DRIFT) foram obtidos de duas amostras de polpas de
celulose kraft submetidas & sequéncia XE e duas amostras controle, polpas submetidas apenas a
extracfo alcalina (E).

Os espectros mostram uma banda tipica de celulose, a 898 cm-1, varias bandas entre 950
e 1100 cm-1, em parte devido a carboidratos (ligagdo C-O em alcoois) e de 1235 a 1605
cm-1, representativos da lignina.

Os espectros apresentados na Figura 25 , mostram que essas bandas s&o modificadas pelo
tratamento com xilanases. A banda caracteristica de lignina, 1505 cm-! nio aparece nos
espectros das polpas, no entanto a de 1600 cm-! é bastante nitida. Esta banda decresce com o
tratamento com xilanases. Outra banda da regifo de deformagdo C=C do anel aromatico, 1430

em-1, apresenta o mesmo comportamento da anterior.
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A banda a 895 cm-1, atribuida a celulose, pode ser evidenciada em todos os espectros,
porém a banda de hemicelulose, a 1740 cm-1, presente em madeira ndo tratada nio aparece
nessas polpas.

Foi avaliada a relagdo entre as absorbancias a 898 cm-! e as obtidas a 1605 cm-1 (Tabela
15). Observou-se uma diminui¢do da intensidade da banda a 1605 cm-lem relagdo as outras

bandas. Isto indica que o teor da lignina nas amostras tratadas com xilanase é menor.

TABELA 15. Absorbéncias das Bandas Caracteristicas do Anel Glicosidico da Celulose (A898)
e do Anel Aromético da Lignina ( A1430) e (A1605) de Polpas de Celulose

Submetidas a Sequéncia XE.
Amostra A898 A1430 A1605 A898/A1430 | A898/A1605
E(1) 0,2505 0,7108 0,3444 0,3524 0,7273
0,2856 0,7394 0,3754 0,3862 0,7608
E(2) 0,2547 0,6602 0,3319 0,4231 0,7674
0,2474 0,7394 0,3990 0,3862 0,6216
XE(1) 0,2261 0,6868 0,2454 0,3292 0,9213
0,2383 0,7125 0,2687 0,3344 1,127
XE(2) 0,2405 0,7034 0,2708 0,3411 0,881
0,2523 0,7726 0,2967 0,3265 0,8503
0,2568 0,7497 0,2957 0,3425 0,8684
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5.5.3)Tratamento de Polpas com Xilanases Comerciais e de P, Janthinellum

(Penjanzyme)

As caracteristicas de branqueamento observadas para Penjanzyme foram comparadas a
aquelas das enzimas comerciais. Primeiramente avaliaram-se as atividades dos caldos para que
se pudesse aplicar quantidades equivalentes de xilanase sobre as polpas (Tabela 16). O valor de
51,5 U/mL de xilanase obtido com a linhagem de P. janthinellum corresponde a determinacio
no extrato de cultivo, sem nenhuma etapa de concentragio ou purifica¢io.

A xilanase de P. janthinellum (Penjanzyme) apresentou caracteristicas desejadas, igual 4
Novo e Cartazyme HS, quando se utilizou a concentragdo de enzima correspondente a 1 U/g de
polpa (Tabela 17). Com exce¢do da Cartazyme HT, as demais xilanases aumentaram a
eficiéncia de deslignificagio das polpas.

Durante a incubagio da polpa com baixas concentragdes de xilanase, (1 U/g de polpa)
verificou-se um aumento da viscosidade. Resultados semelhantes foram obtidos por PAICE et
alii (1988), utilizando uma xilanase livre de celulases. Os autores atribuiram o aumento da
viscosidade a redugdo seletiva do conteudo de xilana nas polpas. Como a xilana apresenta um
menor grau de polimerizagdo que a celulose a sua remogdo aumentaria a viscosidade média da
polpa.

Observou-se que a utilizagdo de maiores concentragdes de xilanases, de P. janthinellum
e da Novo, ndo resultou em aumento na eficiéncia de deslignificacdo, mas houve um
decréscimo na viscosidade (Tabela 18). Estes resultados sugerem a presenga de pequenas
quantidades de endoglucanase nestas prepara¢des enzimaticas. Essa sugestdo € reforgada pelo
fato que a determinagdo de viscosidade envolve essencialmente moléculas de celulose, e
portanto o decréscimo na viscosidade est4 associado & hidrélise da celulose e ndo da xilana. No

entanto, segundo YANG & ERIKSSON (1992), o tratamento de polpas celuldsicas com
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hemicelulases contendo baixos niveis de endoglucanase aumenta a acessibilidade das enzimas,
beneficiando o branqueamento sem diminuir a resisténcia fisica das polpas.

Verificou-se também que Cartazyme HS € mais especifica para remog¢do de
hemiceluloses pois mesmo utilizando-se maiores concentragoes de enzima (10 U/g), ainda se
obteve um aumento da viscosidade das polpas. Quanto a aplicagdo da Cartazyme HT, ndo se
observou methorias no branqueamento, podendo ser atribuido a provéveis inibidores existentes

no licor de cozimento.

TABELA 16- Determinagéo da Atividade Xilanasica de Enzimas de Diferentes Procedéncias

Enzima pH Temperatura Atividade

(°C) (U/mL)

Novozym 4732 7,0 50 1,00 . 104
Cartazyme HSb 4,0 50 5,54 . 104
Cartazyme HTD 9.0 65 3,72.102
P. janthinellum® 55 50 5,15. 10!
P. janthinellum® 8.0 50 1,30. 101

a- Xilanase produzida pela NOVO
b-Xilanase produzida pela Sandoz
c-Xilanase obtida do cultivo de P. janthinellum em hidrolisado hemicelulésico de

bagaco.
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TABELA 17- Pré-branqueamento de Polpa Kraft de Eucalipto Utilizando Xilanases (1 U/g),

Seguida por Extragfo Alcalina (XE).
Xilanases Viscosidade Niimero Eficiénciade | Seletividade
(cP) Kappa | deslignificaclio

- 25,9 10,7 29,6 1,8
Novo 28,0 10,0 342 34
Cartazyme HS 272 9.5 37,5 3,0
Cartazyme HT 24.9 11,0 27,6 14
P. janthinellum 26,9 9.4 382 2,8

Referéncia - Nmero Kappa = 15,2 e Viscosidade = 31,1

TABELA 18- Pré-branqueamento de Polpa Kraft de Eucalipto Utilizando Xilanases (10 U/g)

Seguida por Extragfio Alcalina (XE).
Xilanases | Viscosidade | Numero Eficiéncia de | Seletividade
(cP) kappa deslignificagfio
- 25,9 10,7 29,6 1,8
Novo 254 9,6 36,8 1,6
Cartazyme HS 27,0 8,7 427 32
Catazyme HT 272 11,3 25,6 20
P. janthinellum 24,9 9,5 37,5 1,9

Referéncia - Ntmero Kappa = 15,2 e Viscosidade = 31,1



105
5.5.4)Reducdo de Produtos Clorados Durante o Branqueamento

Uma vez que a xilanase produzida por P. janthinellum provou ser tio eficiente na
redugdo do numero kappa quanto as enzimas comerciais, procurou-se avaliar a redu¢fio maxima
possivel na dosagem de cloro molecular durante o estagio C, através da introdugdo de diferentes
concentragdes de xilanase (Tabela 19).

N&o houve um efeito marcante da concentragfio de xilanase sobre o niimero Kappa, por
outro lado se observou um ganho na alvura, mais pronunciado nos ensaios com menor teor de
cloro. De uma maneira geral, a viscosidade reduziu com o aumento da concentragdo enzimatica,
podendo este feito ser melhor observado para maiores teores de cloro. Segundo PAICE et alii
(1992), a utilizag@o de altas concentragdes de enzima pode favorecer o ataque a celulose pelo
cloro.

Os resultados obtidos nas sequéncias em que se utilizaram 1 U de xilanase/grama de
polpa (X1CED) indicam que pode-se reduzir em até 25% o teor de cloro molecular ainda se
obter uma alvura acima de 80 %ISO, que é aceitivel para fabricagdo de papel. Nos ensaios com
1U de xilanase/g de polpa (X1CED) obteve-se em média 2% de aumento na alvura e uma
redugdo de 5% na viscosidade, em relagéo a sequéncia controle (CED). Um aumento na
conceniracdo de xilanase para 10 (X10CED) ou 20 U/g (X20CED), possibilitou uma
diminui¢do da concentragdo de cloro para 50% do valor inicial, mantendo a mesma alvura
(Figura 26).

PAICE et alii (1988), também verificaram que em todas as sequéncias em que se
utilizaram xilanases houve um aumento da alvura das polpas. Outros beneficios associados &
utilizagdo de xilanases em branqueamentos sdo o aumento do grau de inchamento e fibrilacdo
(NOE et alii, 1986). Essas melhorias sdo devidas a redugfio do peso molecular de xilana durante

a hidrdlise e a consequente produgdo de terminais redutores. Com isso, h4 um aumento de




TABELA 19- Semi-branqueamento de Polpa Kraft de Eucalipto em Concentrages
Decrescentes de Cloro Gasoso (Clh)

Sequéncia | Reagentes Alvura | Amareleci- | Ntimero Viscosidade
(ISO) | mento(%) |Kappa

X CR2

CED - 30 83,6 8,6 1,5 15,83
- 22 80,8 8,9 1,5 15,98
- 1,5 78,2 13,2 2,2 17,69
- - 67,5 20,2 4.6 18,89

X1CED 1 3,0 84.6 8,1 1,3 14,72
1 22 82,7 7,9 1.4 17,88
1 1,5 80,0 11,3 1,7 17,17
1 - 68,5 18,5 43 18,03

X10CED |10 3,0 85,5 8.1 1,5 14,50
10 22 83,8 8,7 1,5 14,40
10 1,5 82,7 9,9 1,8 15,48
10 - |e694 18,4 44 16,90

X20CED |20 30 | 849 7,7 1,6 12,98
20 22 82,6 9,5 1,5 14,52
20 1,5 82,6 9,6 23 13,70
20 - | 1ne 180 4.6 19,26

X1 - 1 U de xilanase/ g polpa seca; X10 - 10 U de xilanase/g polpa seca; X20 -20 U
de xilanase/ g polpa seca

Cl3- Cloro (g/100g de polpa seca)

gz
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FIGURA 26. Efeito da Concentracdio de Cloro e de Xilanase na Alvura de Polpas Kraft
Submetidas & Sequéncia CED
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produtos de hidrélise altamente hidrofilicos dentro da parede celular, o que aumenta a
acessibilidade da agua e o grau de inchamento.

Diante desses fatos algumas industrias de celulose estdo modificando completamente o
processo de produg8o de polpas. Vérios procedimentos podem ser realizados visando methorar
a qualidade da polpa sem causar problemas ambientais. Porém grandes mudangas no processo
requerem um alto investimento de implantagdio e treinamento de pessoal. Fbricas de médio e
pequeno porte poderiam melhorar a qualidade de seu efluente sem prejuizo da qualidade da
polpa adicionando-se xilanase apés o cozimento e reduzindo o teor de cloro em até 25%.
Estudos econémicos realizados por VIIKARI et alii, (1991) mostraram que até o momento,
pode-se utilizar xilanases em niveis até 10 U por grama de polpa sem onerar o processo.

A xilanase de P. janthinellum também foi avaliada em sequéncias cléssicas da indstria
de celulose e papel, adicionando-se 25% a menos de cloro molecular. Na Tabela 20 sfo
apresentados os resultados referentes ao consumo de reagentes, alvura, numero Kappa e
viscosidade. A partir dos valores obtidos verificou-se que as maiores alvuras foram de polpas
tratadas com xilanase e extracdo alcalina simples (XCEHD), mas paralelamente obteve-se uma
polpa com baixa viscosidade. Estes fatos podem ser explicados pelo fato da polpa ter entrado no
estagio de dioxidagdo ja apreciavelmente purificada, e provavelmente a celulose ficou mais
sujeita ao ataque dos outros agentes quimicos. Essa evidéncia é reforgada pelo consumo de
apenas 61% do hipoclorito de sodio.

As sequéncias em que se utilizaram a extracdo alcalina com oxigénio ou peroxido de
hidrogénio levaram a menores valores de niimero Kappa. Em relagdo a sequéncia CEHD as
reducdes no numero Kappa foram de 7,2% para a sequéncia XCERHD e 10,5% para a

XCEHD.




TABELA 20 - Efeito de Xilanases na Deslignificagio da Polpa Kraft, Utilizando 25%a
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Menos de Cloro Molecular.
Sequéncia | Consumo | Alvura | Numero % Viscosidade | Seletividade
de Kappa | Redugdo (cP)
reagente Kappa
C 99,7 36,8 - - - -
E - 41,5 3,8 75,0 - -
H 99,0 71,8 - - - -
D 99,5 81,3 - - 18,1 1,8
X - - - - - -
C 99,1 39,7 - - - -
E - 47,6 33 78,3 - -
H 61,4 81,0 - - - -
D 96,4 88,9 - - 14,9 1,5
X - - - - - -
C 99,1 39,7 - - - -
Ep - 59,7 22 85,5 - -
H 82,5 77,5 - - - -
D 97.4 87.3 - - 17,1 1,9
X - - . . - -
C 99,1 39.7 - - - -
Eo - 50,0 27 822 - -
H 72,7 79,2 - - - -
D 97,2 87,9 - - 17,8 1,9
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Um experimento semelhante ao anterior foi realizado empregando as ligninases
produzidas por P. chrysosporium em vez de xilanases. Nesse caso verificou-se que as polpas
kraft de eucalipto tratadas com ligninases apresentaram um aumento do niimero Kappa e dos
valores de viscosidade, em relagio ao tratamento de referéncia (Tabela 21). Resultados
semelhantes foram descritos por VIIKARI et alii (1986); (1987), porém a matéria prima foi
polpa kraft de pinus. Nestes estudos os autores concluiram que as ligninases podem promover a
polimeriza¢do de lignina em vez de degrada-la, tornando a polpa ainda mais escura. Estas
evidéncias sdo reforcadas quando se avalia os resultados negativos obtidos em ensaios com
lignina peroxidase de Trametes versicolor em polpas kraft produzida a partir de madeira dura
(ARCHIBALD, 1992). No entanto, FARRELL (1984) verificou que algumas misturas de
enzimas lignoliticas, na presenca de perdxido de hidrogénio e manganés, removem lignina de
algumas polpas kraft, mas ndo de todas.

Resultados de alvura mostram que novamente os maiores valores de brilho
correspondem as polpas tratadas com xilanases, no entanto em alguns ensaios nio ha uma
relagdo direta entre o aumento do brilho e a reducdo do numero Kappa.

Nos ensaios com a xilanase e adi¢o de perdxido ou oxigénio ndo se observou melhoras
no brilho das polpas. Quando se utilizou ligninases obteve-se baixos valores de.alvura e apos
adic8io de peroxido conseguiu-se indices equivalentes apenas a referéncia.

VIIKARI et alii (1986), mostraram que combinando-se xilanases e ligninases poderia-se
obter um efeito levemente positivo na reduqio do numero kappa das pélpas kraft de pinus. Tal
resultado € semelhante ao obtido na Tabela 22, em que se utilizaram xilanases de
P. janthinellum e ligninases de P. chrysosporium. Estes resultados sugerem que a teoria de
VIIKARI et alii (1987), sobre a dificuldade de penetragio de agentes quimicos na polpa em
razdo da xilana que reprecipita sobre a lignina, talvez seja a mais correta. Ou seja,

primeiramente a xilanase hidrolisaria a camada de xilana sobre a polpa, e poros suficientemente
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grandes seriam formados que facilitariam o acesso da ligninase. Porém outros estudos dessa
natureza necessitariam ser realizados de forma a otimizar as condigdes para atuacdo da

ligninase.

TABELA 21. Efeito de Ligninases na Deslignificagio de Polpa Kraft, Utilizando 25%

a Menos de Cloro Molecular

Sequéncia | Consumo | Alvura | Numero | % Redugdo | Viscosidade | Seletividade
de (% ISO) Kappa do Kappa (cP)
Reagente

C 99,7 36,8 - - - -
E - 41,5 3,8 75,0 . -
H 99,0 71,8 - - - -
D 995 | 813 ! . 18,1 1.8
L - - - . - -
C 99,7 33,0 - - - -
E . 1398 5.6 63.1 i i
H 98.7 61,9 - - -
D 97.9 753 : : 28,0 6,33
L - - - . -
C - - - ; -
Ep - 51,2 4,7 69,1 -
H 97.9 69,3 - - -

>995 | 812 - S TY 16
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TABELA 22- Efeito de Xilanases e Ligninases na Deslignificagfio de Polpa Kraft

Sequéncias Rendimento Numero Eficiéncia de
(%) Kappa deslignificagio
(%)
Controle! 97,4 14,1 | -

E 90,5 11,0 220

L 97,1 13,8 2.1

LE 91,1 10,9 22,7

X 92,4 12,6 10,6

XE 86,5 10,0 29,1
XL 89,9 11,9 15,6
XLE 84,3 94 333

1- A polpa foi lavada com 4gua destilada antes da determinago do

peso seco e numero Kappa.

Xilanases de Aspergillus niger (Asperzyme 131) e de P. janthinellum (Penjanzyme)
foram utilizadas em sequéncias curtas de branqueamento usando enzima e oxigénio (Tabela
23). Os resultados mostram que o tratamento de polpas com Asperzyme 131 ¢ mais especifico
para remog8o de hemiceluloses que com Penjanzyme, pois houve um aumento da viscosidade
das polpas tratadas. Em geral, as polpas quando pré-tratadas com oxigénio facilitam a remoco

de lignina nos tratamentos subsequentes. No caso das xilanases pode-se atribuir a maior
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eficiéncia de deslignificagfio ao fato de que a hemicelulose das polpas fica mais disponivel ao
ataque enzimatico. Resultados semelhantes foram obtidos por YANG & ERICKSSON (1992),
que observaram uma redugfo de 22% no niimero Kappa em polpas obtidas de madeira dura pré-
branqueadas com oxigénio e xilanase e uma reducdo de apenas 9,5% quando ndo ‘se usou

oxigénio. Os mesmos autores mostraram que para madeira mole a redugdo no niimero Kappa

ndo chega a 10%.

TABELA 23- Caracteristicas das Polpas Kraft Convencional e Pré-Branqueadas com Oxigénio

Tratadas com Penjanzyme e Asperzyme.

Sequéncia | Numero | Viscosi- | Eficiénciade | Seletivi- | Glicose | Xilose Lignina
Kappa | dade (cp) | deslignificagio dade (%) (%) (%)
E 13,89 33,91 10,96 - 71,6 11,1 0,78
AE 11,29 19,15 27,62 0,63 71,3 11,35 0,81
XPenjE 10.73 14,64 31,20 0,55 66,25 | 10,44 0,89
OE 12,08 28,86 22,50 1,51 62,12 | 9,30 1,29
OXAspE 9.1 16,89 41,70 0,83 70,27 | 10,64 0,77
OXPenjE 8.9 14,17 42 95 0,74 68.53 | 10,60 0,67

E-Extragao alcalina, XAsp- Asperzyme, XPen- Penjanzyme, O-Oxigénio.
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O préximo passo do trabalho foi o branqueamento final com uma seqiiéncia livre de
cloro molecular usando xilanase (X). A grande vantagem das seqiiéncias livres de cloro ¢ o fato
delas ndo levarem a formag@io de AOX nos efluentes, no entanto mesmo nas seqiiéncias que
contém dioxido de cloro, o teor estimado de AOX ¢é cerca de 80% menor. Esse fato foi o que
nos levou a avaliar uma seqiiéncia a base de oxigénio, peréxido de hidrogénio, didxido de cloro
e xilanases a fim de melhorar as caracteristicas da polpa e manter os mesmos niveis de AOX.
Para servir de comparagéo foi feito o branqueamento da polpa kraft na auséncia de xilanase.

Os resultados médios dos ensaios de XOP(EOP)DP, OXP(EOP)DP, XP(EOP)DP e
OP(EOP)DP estdo apresentados na Tabela 24. Os dados demonstram diferengas na eficiéncia
de deslignifica¢do e seletividade entre as seqiiéncias, as quais podem ser atribuidas a utiliza¢do
das xilanases. Nos ensaios em que se empregaram xilanases e oxigénio obteve-se polpas com
maiores valores de eficiéncia de deslignificagdo e de viscosidade que na sequéncia de
referéncia, OP(EOP)DP.

Considerando apenas as sequéncias curtas O, OX ou XO pode-se dizer que a XO
resultou em maior deslignificacdo. Isto foi surpreendente, pois esperava-se uma maior
acessibilidade das enzimas apds a remogdo da lignina pelo oxigénio, conforme descrito por
MACLEOD (1991). Diante desse fato, pode-se sugerir que a remoc¢do de hemiceluloses de
polpas ¢ mais eficiente se o contetido de hemicelulose é alto.

O tratamento com oxigénio (O) removeu 25% da lignina residual da polpa e mesmo
sendo de usada de forma limitada ainda causou uma reducio de 20% na viscosidade da polpa.
Ap0Os esta etapa a polpa ainda continuou com a cor marrom.

O numero Kappa da polpa tratada apenas com oxigénio foi de 11,7 e quando o
tratamento foi substituido por xilanases obteve-se um numero kappa de 14,8. Comparando esses

valores com os obtidos combinando xilanase e oxigénio o niimero kappa foi de 10,0




TABELA 24 - Efeito do Pré-Branqueamento de Polpas Kraft com Xilanases em Sequéncias
com Oxigénio e Ausentes de Cloro Gasoso

Sequéncias Nomero | Viscosidede | Eficinciade | Seletividade
Kappa (cP) Deslignificacgo
(%)

o) 11,7 25,0 25,0 1,27
OP 11,7 192 25,0 0,65
OP(EOP) 10,5 17,5 326 0,74
OP(EOP)DP . 11,9 - -
X0 10,0 227 35,9 1,33
XOP 9,9 17,8 36,5 0,85
XOP(EOP)DP 10,2 18,3 34,6 0,91

- 12,6 ] )
0X 10,9 25,5 30,1 1,67
OXP 10,9 21,8 30,1 1,00
OXP(EOP) 9,6 19,6 38,5 1,04
XP(EOP)DP - 10,8 - -
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6.CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho levaram as seguintes conclusdes:
1)Produgdo de xilanases

- As fontes de carbono xilana, bagago de cana-de-agtcar e hidrolisado hemiceluldsico
sdo fontes de carbono adequadas para o cultivo de P. Janthinellum, jA que permite o
crescimento micelial e o desenvolvimento da atividade xilandsica.

- O fungo P. janthinellum quando cultivado em meio a base de hidrolisado
hemiceluldsico produz uma mistura de enzimas (endo-xilanases, B-xilosidases, acetil-esterases)

com capacidade de hidrolisar a xilana.

- O hidrolisado hemicelulésico, quando enriquecido com nutrientes, constitui-se um

meio de baixo custo e portanto apropriado para a produgdo de xilanases em larga escala.

- Os componentes do hidrolisado hemicelulésico aparentemente exercem um efeito
benéfico na produgdo de xilanase. Este efeito pode estar relacionado a presenga de oligdmeros

de xilose no hidrolisado.

- O crescimento de P. janthinellum foi proporcional ao aumento da agitagéo, entretanto o

valor maximo de atividade de xilanase (98 U/mL) foi encontrado na agitagdo de 60 rpm.
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- O cultivo de P. janthinellum em incubadora de movimento rotatério apresenta
resultados de atividade de xilanase superiores aos encontrados em fermentador

2) Branqueamento de polpa kraft de eucalipto, com estagios enzimticos

- As condig3es 6timas do estigio X para deslignificagio sdo 1 U de xilanase/g de polpa
de celulose seca, 40 °C e 180 minutos de reagdo

- A substituigdo total de cloro por enzima reduz a eficiéncia de deslignificagdo

- O tratamento com xilanase e extragfio alcalina permitem uma redugdo de 25% do uso

de reagentes clorados no branqueamento

- Uma polpa branqueada de elevada alvura (87,8 %), e boa viscosidade, pode ser obtida
pela sequéncia XC(EO)HD, reduzindo-se o teor de cloro em 25%

- A substituigdo de xilanases por ligninases no primeiro estagio da sequéncia XCEHD do
branqueamento, reduz a eficiéncia de deslignificagio ¢ torna a polpa mais escura que o controle

sem enzima.

- As combinagdes ligninase + xilanase tornam mais facil o branqueamento da polpa e sdo

eficientes protetores de viscosidade
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- Enzimas de fontes microbianas diferentes deslignificam as polpas de celulose de
maneira diferente. O tipo de processo, as propriedades das enzimas e o objetivo da aplicacdo é

que vdo determinar a escolha final das enzimas a serem usadas no branqueamento.
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7.PERSPECTIVAS

Ficam como sugestdes para dar continuidade e complementar este trabalho, a realizagdo

de estudos visando:

-Verificar o efeito real do PH, do nivel de aeragdio e da velocidade de agitagio na
produgio de xilanase, consumo de substrato, formagio de produto e crescimento celular. Os

resultados poderiam ser utilizados para aumentar o rendimento e na ampliacdo de escala do

Pprocesso.

-Purificar e caracterizar todas as endo-xilanases e exo-xilanases produzidas por

P. janthinellum a fim de estudar o mecanismo de degradacio de xilanas.

-Determinar os tipos de xilanases e as combinagBes com outras enzimas, por exemplo

lignina peroxidases e lacases, para serem utilizadas em biopolpagao.

-Fazer uma analise do custo de produgfo da xilanase
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FIGURA 1A - Anilise dos Aglcares Presentes nas FragSes I (A), II (B), I (C) do Hidrolisado

de Bagaco, Determinados por HPLC.
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FIGURA 2A - Esquema da montagem do Fermentador para Sintese de Xilanase por

P. janthinellum a partir de Hidrolisado Hemicelulésico de Bagaco de
Cana-de-Actcar
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TABELA 1A- Fator f para Corrigir Diferentes Porcentagens do Consumo de Permanganato

P 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
30 0,958 | 0,960 | 0,961 | 0,964 | 0,966 | 0,968 | 0,970 | 0,973 | 0,975 | 0,977
40 0,979 10,981 | 0,983 | 0,985 | 0,987 | 0,989 | 0,991 | 0,994 | 0,996 | 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
TABELA 2A- Fator para Correg#o da Temperatura

T (O f(T) TCC) f(T)

18 1,0910 23 1,025

18,5 1,0845 23,5 1,0195

19 1,0720 24 1,0130

19,5 1,0715 24,5 1,0055

20 1,0650 25 1,0000

20,5 1,0585 25,5 0,9935

21 1,0520 26 0,9870

21,5 1,0455 26,5 0,9805

22 1,0390 27 0,9740

22,5 1,0325 27,5 0,9575




