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RESUMO

Este estudo procurou determinar quais as condigbes étimas para crescimento do fungo
Aspergillus sp 2M1 e produgdio de xilanases. Também foram estudadas algumas
propriedades destas enzimas visando posterior aplicagdio em etapas de branqueamento de
polpas kraft de eucalipto.

As condigdes Gtimas para crescimento do fungo e produgdo da enzima, tanto em
placas contendo meio solido como em incubadora com movimento rotatério para culturas
liquidas, foram: xilana comercial tipo “birchwood”como fonte de carbono, temperatura
entre 28 e 34 °C, pH 6,0 e agitagdo de 150 rpm para culturas liquidas. Nao foi determinada
a presenca de celulases ¢ a atividade enzimatica de B-xilosidases foi pequena.

As xilanases estudadas mostraram atividade enzimditica méaxima em pH 6,0 e
temperatura de 60°C, utilizando xilana de eucalipto como fonte de carbono indutora de
enzimas. A estabilidade térmica destas enzimas sofreu grande redugdo com o aumento da
temperatura, passando de aproximadamente 14 horas a 40°C para aproximadamente 10
minutos a 55°C.

Através de reagdes quimicas com inibidores especificos verificou-se a participagdo do
grupo carboxilico no sitio ativo destas xilanases. O estudo cinético mostrou uma ordem de
reagdo proxima a 1 ¢ a inibigdo da atividade enzimatica por modificagdo do sitio ativo com
t-etil-3-(3-aminopropil }carbodiimida foi suspensa na presenga de xilotriose.

As xilanases produzidas por Aspergillus sp 2M1 (Asperzyme 2M1) foram aplicadas
em duas sequéncias de branqueamento de polpas kraft de eucalipto: (X)AZQP e (X)OP. Na
primeira sequéncia os resultados obtidos com utilizagdo da enzima foram similares ao

controle sem xilanase, apresentando no entanto prote¢do da viscosidade final da fibra de
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Na sequéncia XOP, o tratamento utilizando Asperzyme 2M1 foi comparado com dois
outros -utilizando as xilanases comerciais Cartazyme HS e Pulpzyme. Asperzyme
apresentou resultados semelhantes & Cartazyme, protegendo a viscosidade e reduzindo o
namero kappa em relagdo ao seu controle, e foi superior a Pulpzyme.

Os efluentes gerados no branqueamento com ozdnio (XAZQP) foram analisados
segundo cor, lignina residual, fendis totais, agucares redutores e toxicidade (MICROTOX)
¢ posteriormente tratados com o fungo Lentinus edodes UEC 2021 durante cinco dias. Os
efluentes obtidos apresentaram alta toxicidade, que foi completamente removida apos

tratamento com o fungo.



XV

SUMMARY

This study deals with the optimization for Aspergillus sp 2M1 growth and its xylanase
production. Besides these aspects, some of the xylanase properties looking for an
application in a bleaching Eucalyptus Kraft pulp were also studied.

The optimal fungal growth conditions and enzyme production, in solid as in liquid
media were following: Birchwood xylan as carbon source, temperature between 28-34 °C,
pH 6,0 and 150 rpm in the case of liquid cultures. No cellulase and very low B-xylosidase
activities were found. The xylanase exhibited the maxima activity at pH 6,0 and temperature
of 60°C, using Eucalyptus xylan as carbon source. The thermal stability of this enzyme
underwent a large reduction with temperature increase, going from the average value of 14
h at 40°C to 10 min at 55°C.

Through chemical reactions with specific inhibitors the carboxilic group appeared as
the important group at the active center of the xylanase from Aspergillus sp 2M1. The
kinetics study gave a first order reaction with a slope value equal to one and the inactivation
due to 1-ethyl-3-(3-aminopropyl)carbodiimide was abolished in the xylotriose presence.

The xylanase from Aspergillus sp 2M1 (Aperzyme 2M1) was applied in two different
bleaching sequences: (xylanase)-Acid-Ozone-Chelant-Peroxide [(XAZQP)] and (xylanase)-
Oxygen-Peroxide [(XOP)]. In the first sequence the results with the utilization of the
Asperzyme were similar to those in the control experiment, however, exhibiting a viscosity
protection in the final fiber. The puip physicomechanical properties appeared superior in the
assays m which the enzyme was used.

In the XOP sequence, in which Asperzyme was used, the results with two commercial
xylanases, as Cartazyme and Pulpzyme were compared. Asperzyme presented better
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results than Pulpzyme and similar to Cartazyme, protecting the viscosity and reducing the
kappa number related to the control experiment,

The efluent produced in the ozone sequence (XAZQP) were analyzed following the
color, residual lignin, total phenols, reductant sugars and toxicity (MICROTOX) and after
fungal treatment with Lentinus edodes UEC 2021 strain during five days. The effluent
obtained either in the presence or absence of xylanase were extremely toxic, but after fungal
treatment the toxicity was totally eliminated. Then, Asperzyme 2M1 appeared as a
potencial one for industrial pulp bleaching.



1. INTRODUCAO

Atualmente grande importdncia tem sido dada & questio ambiental dentro do
desenvolvimento tecnologico e urbano. Neste contexto, nos Gltimos anos vem se
desenvolvendo uma tecnologia menos poluente e de custo energético mais baixo, que tem o
uso de enzimas e microorganismos como um de seus objetivos principais.

O setor de celulose ¢ papel ¢ um dos mais importantes da industria brasileira,
destacando-se no cendrio internacional em fungdo da qualidade e do volume de polpa de
celulose que exporta. Ao mesmo tempo, este setor da industria tem sido rotulado como um
grande poluidor ambiental devido aos produtos organoclorados presentes em seus rejeitos,
formados quando o cloro ¢ seus derivados sdo utilizados no processo de branqueamento da
polpa de celulose. Muitos destes compostos tém sido identificados como téxicos,
persistentes € bioacumulativos. Este problema fez com que recentemente surgissem leis
internacionais que visam controlar a utilizagio destes agentes de branqueamento bem como,
a medio prazo, elimina-los completamente das plantas de branqueio das industrias de
celulose e papel.

Em resposta as pressdes publicas e governamentais, o processo de branqueamento
vem sendo modificado lentamente. O cloro foi substituido por diéxido de cloro e muitas
industrias ja inseriram uma etapa de pré-deslignificagdo com oxigénio.

A utilizag@o de enzimas em substitui¢do a uma metodologia tradicional comegou a ser
estudada por volta de 1980 e dividiu-se basicamente em quatro sreas: utilizagdo de
microorganismos para degradar a lignina residual da polpa, tratamento da -polpa com
enzimas lignmoliticas extraidas destes microorganismos, utilizagdo de  sisternas

biomiméticos e tratamento da polpa com enzimas hemiceluloliticas.
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Nos ultimos anos as enzimas mais estudadas para aplicagdo na etapa de

branqueémento foram as xilanases . Muitas delas foram i1soladas e caracterizadas, mas
ainda pouco se sabe sobre seu mecanismo de agdo. Seu principal atrativo esta no fato de
estas enzimas podem ser utilizadas em um curto periodo de tempo aproveitando ©
equipamento ja existente nas industrias. Estudos recentes procuram aplicar as xilanases em
sequéncias de branqueamento totalmente livres de cloro, combmando o tratamento
enzimatico com oxidagdo por oxigénio, ozénio e perdxido de hidrogénio.

O presente trabalho teve como objetivo otimizar as condi¢des para a produgdo de
xilanases pelo fungo Aspergillus sp 2M1, avaliar as propriedades da enzima e
posteriormente aplica-la em duas sequéncias de branqueémento de polpas kraft de eucalipto

totalmente livres de cloro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Componentes estruturais da madeira

A madeira ¢ a matéria prima mais utilizada pela indistria de celulose ¢ papel. E
constituida principalmente por celulose, hemicelulose e lignina em proporgdes que variam
de 40 a 50%, 15 a 30% e 10 a 30% respectivamente ( DEKKER,1985 ). Todos estes
componentes estdo mtimamente associados ou quimicamente ligados entre si e aos varios
componentes ndo estruturais { fendis, terpenos, gorduras, alcaldides, esteréides, etc... )

De uma maneira geral as madetras sdo classificadas em dois tipos: madeiras moles ou
softwood e madeiras duras ou hardwood. Madeiras moles sdo obtidas de plantas coniferas
(gmmnospermas) ¢ madeiras duras, de plantas folhosas (angiospermas). A estrutura € a
composi¢do quimica da ligmna e da hemicelulose diferem entre elas (FENGEL &
WEGENER, 1984; HON & SHIRAISHI, 1991).

TABELA 1. Principais componentes da madeira ( OSHIMA, 1965).

COMPONENTE ( % ) MADEIRA MOLE MADEIRA DURA
Celulose 41.0 423
Hemucelulose
Hexanas 19,0 5,6
Pentosanas 5.8 23,7
Lignina 28,0 20,8
Aceti] 1.4 3,9
Qutros 4.8 3.5




Celulose

E o maior componente da madeira, sendo um polimero linear formado exclusivamente
por unidades de D-glicose unidas através de hgagBes glicosidicas 8-1.4. A celulose &
composta por unidades monomeéricas de celobiose, a qual ¢ formada pela jun¢do de duas
moléculas de glicose seguida da eliminagdo de &gua através das hidroxilas ligadas ao
carbono 1 e 4 ( FENGEL & WEGENER, 1984 ) (Fig. 1),

A analise de raio-x indica que as moléculas de celulose estio organizadas em feixes de
cadeias paralelas formando fibrilas ( HARADA & COTE, 1985 ). As cadeias de celulose
sdo longas ¢ as fibrilas densamente empacotadas. No estado sélido existem pontes de
hidrogénio entre as moléculas de celulose que levam a formagdo de estruturas
supramoleculares arranjadas em um sistema ordenado parecidas as de cristais. A celulose
amorfa aparece quando as cadeias se interligam de maneira caotica ( FENGEL &
WEGENER, 1984 ).

oAt o o va
HO HO 0
200H "0 HO H COH

FIGURA 1. Estrutura Genérica de um F ragmento de Celulose,



Lignina

A lignina € um polimero tridimensional, altamente ramificado ¢ de peso molecular
elevado, composto basicamente de derivados dos dlcoois sinapilico, coniferilico e p-
cumariltco (Fig. 2).

O tipo de lignina varia de acordo com o tipo da madeira que a contém. Em madeira
mole encontra-se predominantemente ligninas guaiacil, polimeros de alcool coniferilico.
Ligninas de madeira dura sdo do tipo guaiacil-sinngil, ou seja, so constituidas
principalmente pelos copolimeros dos élcoois sinapilico e coniferilico { HARADA &
COTE, 1985 ). Varios tipos de ligagbes sdo formadas, originando uma estrutura
tridimensional bastante complexa (KANTELINEN, 1992 ) ( fig. 3 ).

OH c oH
o o o1
A
X v CH
@ % L0 @ .
OH OH OH
1 h it m

FIGURA 2. Estrutura dos Precursores da Lignina: (I} Alcool-p-
hidroxicumarilico; (II) Alcool coniferilico (unidade guaiacil ) e (IIT) Alcool sinapilico

(unidade siringil ).



FIGURA 3. Estrutura Proposta para a Lignina por E. Adler (FENGEL &
WEGENER,1984).



Hemiceluloses

As hemiceluloses consistem de uma mistura de polissacarideos de baixo peso
molecular intimamente associados a celulose (JANES,1969;WOODWARD,1984:
DEKKER,1985 ).

A grande maiona das hemiceluloses apresenta ligages B( 1—4 ) entre os seus
componentes, exceto as que possuem galactose, cuja ligagdo ¢ do tipo f{ 153 ) ( MAGEE
& KOSARIC, 1985 ). Os agucares que compde as hemiceluloses so: D-xilose, D-manose,
D-glicose, L-arabinose, D-galactose, acido D-galacturbnico, 4cido glucurdnico e seus
derivados (JANES, 1969 ). Hemiceluloses que possuem predominincia de um desses
aglcares também s3o chamadas genericamente de xilanas ( xilose ), mananas ( manose),
galactanas (galactose ), etc...

As hemiceluloses presentes em madeira mole contém maiores proporgdes de manose e
galactose, enquanto que as hemiceluloses de madeira dura sdo constituidas principalmente
de xilose e grupos acetil ( Fig. 4 ).

A hemicelulose predominante em madeiras duras ¢ a O-Acetil-4-O-metil-
glucuranoxilana, com substituigGes principalmente no C2 através de ligagdes a-1,2 do acido
4-O-metil-glucurdmnico ( 10 a 35%) e 70% dos C2 ¢ C3 acetilados ( COUGHLAN &
HAZLEWOQOOD, 1993). A ligag¢do do acido giucurénico ao carbono 2 é resistente a hidrélise
por acidos (JANES, 1969 ).

As xilanas de madeira mole sdo exemplos mais complexos. Além da presenga dos
acidos urdénicos como nas madeiras duras, elas contém cerca de 10 a 15% de unidades 1.-
arabinofuranosidicas. Este material ndo € acetilado e possui B-D-xilopiranose, acido 4-O-
mettl-glucurénico e L-arabinofuranose na razdo 100:20:13, com o 4cido ligado as posi¢oes
C2 e a L-arabinofuranose nas posigdes C3. As cadeias laterais arabinosil podem ter grupos
ferulicos ou p-cumarilicos em substituigdes na posicdio 5 ( COUGHLAN &
HAZLEWOOD, 1993) (fig. 5 ).
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FIGURA 4. Estruturas Basicas de Hemiceluloses de Madeiras Duras e Moles.



2.2 Degradacao enzimditica de xilanas

Xilanas de diferentes fontes exibem variagdo na composi¢do e estrutura € por isso
precisam de agdio cooperativa de um consdrcio de enzimas microbiais para serem
degradadas ( COUGHLAN & HAZLEWOOD, 1993 ). Endo enzimas como as endo-1,4-B-
D-xilanases hidrolisam ligagdes glicosidicas  do tipo B-1,4 dentro da cadeia de
hemicelulose. Os oligossacarideos liberados por esta hidrolise podem ser degragados por B-

xilosidases. Exo enzimas, do tipo a-l-arabinofuranosidases, a-ghicuranosidases e acetil
esterases removem respectivamente do polimero os  substituintes arabinofuranosil, acido
glucupiranosideo e grupos acetil ( BIELY,1985).

A degradagdo da hemicelulose requer ainda a utilizagdo de dois tipos de esterases,
ferilico esterase ¢ cumarico esterase, para remogdo dos residuos de 4cido fenilico e acido

cumarico ( KATO & NEVINS,1985: SMITH et alii,1991 ; TENKANEN e¢f alii ,1992)
(fig.6).

Endo-(1,4)-B-xilanases

Endo-(1,4)-B-xilanases formam o maior grupo de enzimas hidroliticas envolvidas na
degradacdo de xilanas. Apesar da predomindncia de xilana nas hemiceluloses, apenas cerca
de 20 - 25% desta pode ser hidrolisada por xilanases. Limitagdes difusionais devido ao
tamanho relativo dos poros pode ser um fator para explicar tal fato. Tem sido também
sugerido que a distribuigdo heterogénea da hemicelulose pode limitar a acessibilidade da
xilana a enzima. Outras razdes possiveis incluem baixa hidrolisabilidade da xilana devido a4
sua natureza, instabilidade térmica da enzima e inibigdio pelo produto final ( ONYSKO,
1993 ).
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Em geral, os polimeros de xilana sdo clivados por xilanases apenas em regifes ndo
substituidas para dar uma mistura de xilooligossacarideos nfo substituidos ¢
xilooligossacarideos substituidos por cadeis curtas e longas.

A degradagido completa da xilana prossegue com o auxilio de outras enzimas, que
clivam as cadeias laterais fornecendo novo substrato para as xilanases. Um exemplo claro
desta sinergia € o que ocorre entre endo-xilanase, P-xilosidase ¢ arabinoxilana-
arabinofuranohidrolase na hidrélise de arabinoxilanas ( COUGHLAN & HAZILEWOOQD,
1993 ),

Em contraste com a maiornia das endo-xilanases estudadas, algumas destas enzimas
requerem a presenca de substitumntes e hidrolisam a cadeia principal apenas nas ligagdes
vicinais a estes. Nestes casos suspeita-se que a cadeia lateral possa acomodar o centro ativo
da enzima, onentando o substrato no sitio ativo de modo que as ligagdes apropriadas sejam
clivadas na cadeia principal. Um exemplo deste tipo de endo xilanase é a glucuranoxilana
xilanahidrolase isolada de Bacilus subtilis, onde as cadeias laterais de glucuranose sdo pré-
requisitos para hidrélise do polimero ( NISHITANI & NEVINS, 1988,1991).

Observagdes semelhantes foram feitas para duas endo-xilanases de Aspergillus niger
em relagdo aos substituintes L-arabinofuranosidicos{ FREDERICK et alii, 1985 ). Estas
duas xilanases mostraram baixa atividade em xilooligossacarideos lineares € nenhuma agéo
em xilana insolavel destituida de cadeias laterais de arabinose. O produto de hidrolise néo
apresentou nenhum residuo livre de arabinose, levando a conclusio de que estas enzimas
hidrolisam a xilana apenas em pontos localizados proximos as cadeias laterais de arabinose.
Alguns produtores de endo-(1,4)-B-xilanases recentemente estudados sdo Aspergillus
nidulans ( PINAGA et alii, 1994 ), Choetonium globosum ( GANDHI et alii, 1994) e
Schizophyllum commune { HOLTRICH & STEINER, 1994).

As endo-xilanases podem ser classificadas de trés diferentes modos:

-Quanto aos produtos formados:
Segundo DEKKER & RICHARDS ( 1976 ) as endo-xilanases subdividem-se naquelas

que ndo liberam arabinose de arabinoxilanas € nas que liberam arabinose deste substrato .
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- Outra forma de classificagéo foi sugerida por REILLY ( 1981 ), onde estas enzimas foram

subdivididas em quatro grupos. Dois deles foram capazes de hidrolisar pontos de
ramificagdo mas diferiram no produto final. Os outros dois grupos ndo foram capazes de
hidrolisar ramificagdes. Num deles a enzima produziu xilooligossacarideos maiores que

xilobiose e no outro os principais produtos foram xilobiose e xilose.

-Quanto a natureza do substrato:

Esta classificagdo baseia-se na habilidade das endo-xilanases em degradar xilana
soluvel ou insolivel. Duas xilanases de Trichoderma reesei apresentaram maior atividade
com xilana mnsoluvel (LAPPALAINEN, 1986; WONG & SADDLER, 1992). Da mesma
forma as endo-xilanases isoladas de Clostridium stercorarium hidrolisaram rapidamente
xilana insolivel (BERENGER et alii, 1985; SAKKA er alii, 1991 ). Outras duas xilanases
de Aspergillus niger hidrolisaram preferencialmente xilana solivel ( FREDERICK er
alii, 1985 ).

Alguns exemplos relacionam a maior eficiéncia de hidrélise da xilanase ao tamanho
do substrato, como no caso de Aspergillus oryzae que apresentou uma endo-xilanase com
maior afinidade por substratos de cadeias maiores (GP >200 ) ¢ outra com preferéncia por

substratos com baixo grau de pohimerizagdo ( GP 30-40 ) ( BAILEY et alii, 1991 ).

-Quanto ao ponto 1soelétrico ¢ peso molecular:

Essa classificagdo foi utilizada por WONG ez alii ( 1988 ). H4 dados na literatura que
permitem algumas generalizagdes em relagdo a aplicagdo de endo-xilanases de alto e baixo
pesos moleculares. Endo-xilanases de alto peso molecular apresentam maior eficiéncia
catalitica com oligossacarideos curtos. Para alguns casos no entanto, as diferengas de peso
molecular ndo sdo acompanhadas por diferengas nas propriedades cataliticas ( YASUI et
alii, 1988 ).

Xilanases ja foram purificadas de numerosos microorganismos como bactérias,

leveduras ¢ fungos. Endo-xilanases de fungos tém pesos moleculares na faixa de 7 a 60 kDa

¢ sdo geralmente mais ativas a pH enttre 3,5 - 6,0 ¢ 40 - 60 °C ( TAN ef alii, 1987,
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' BISWAS et alii, 1990, BAILEY et alii, 1991 ). As endo-xilanases bacterianas apresentam

pesos moleculares na faixa de 15 a 85 KDa, geralmente sio mais ativas em melos
levemente alcalinos ou neutros ( pH 5,0 - 8,0 ) e em temperaturas mais elevadas ( 50 -
90°C) ( UCHINO & NAKANE, 1981; ESTEBAN er alii, 1983; NISHITANI & NEVINS,
1991; DAHLBERG et alii, 1993; RATTO et alii, 1994).

A inibigdo de endo-xilanases por diferentes compostos quimicos especificos fornece
informagdes sobre seu sitio ativo ¢ sobre o mecanismo de catalise. Os ions metalicos Hg'? |
Cu'?, Fe” , Pb™ ,Zn"* e Ag' podem inibir alguns tipos de xilanases. O jon mercirio, por
ser o imbidor mais eficaz, sugeriu a presenca de grupos tiol no sitio ativo da enzima
(BASTAWDE, 1992 ). Efeito contrario foi mostrado pelos ions calcio, manganés e zinco
para uma endo-xilanase clonada em Streptomyces sp ( KLUEPFEL et alii, 1992 ).

Estudos com reagentes alquilantes como p-clomercuribenzoato, N-bromosuccinamida,
iodo e acido 1odoacético mostraram inibigdo da atividade enzimatica, sugerindo que a
enzima requer grupos -SH.

Ensaios realizados com xilanases de Streptomyces, Bacillus ¢ Chainia ( KESKAR et
alii, 1989, DESPHANDE et alii, 1990), determinaram o envolvimento de residuos de
triptofano € cisteina nos sitios ativos . Foi demonstrado também que a adi¢do de xilana
juntamente com N-bromosuccinamida protege a xilanase de Bacillus stearothermophilus
de mativagdo, indicando que o residuo de triptofano estana presente no sitio ativo da
enzima, € n3o em outro sitio de ligagdo ( KHASIN er alii, 1993 ). Recentemente foi
comprovado o envolvimento de grupos carboxilicos no mecanismo de catilise de
endoxilanases de Schizophyllum commune ( BRAY & CLARKE, 1990) e de
Streptomyces sp { MARUI et alii, 1993 ).

(1,4)-B-xilosidases
B-xilosidases sdo produzidas por uma variedade de fungos e bactérias e hidrolisam

pequenos xilooligossacarideos a partir do terminal ndo redutor liberando xilopiranoses. Elas
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podem ser proteinas mono ou diméricas com peso molecular na faixa de 60 a 360 kDa e

pontos 1soelétricos entre 3,3 ¢ 7,3, Muitas destas enzimas catalisam a clivagem de
substratos artificiais como p-nitrofemil-B-D-xilosideo. Além da atividade hidrolitica muitas
B-xilosidases tém uma alta atividade de transferase, o que provoca a formagdo de
oligossacarideos de peso molecular maior que o substrato original ( REILLY, 1981 ).

A afinidade da enzima pelo substrato geralmente decresce com o aumento do grau de
polimenizagido. As P-xilosidases de Trichoderma reesei ( POUTANEN & PULS, 1988 ) e
Neurospora crassa { DESPHANDE er alii, 1986 ) foram mais ativas quando utilizou-se p-
nitrofenil-B-D-xilanopiranosideo como substrato. Em virtude de sua especificidade
complementar, as B-xilosidases cooperam com as outras enzimas na degradagdo total da
hemicelulose a monossacarideos, convertendo completamente pequenos
xilooligossacarideos a xilose. Existem evidéncias de que algumas B-xilosidases ndo podem
hidrolisar xilooligossacarideos substituidos, como no caso de xilosidases de Trichoderma
reesei que foram incapazes de utilizar xiloligossacarideos arabinose-substituidos ou 4-O-
metil-glucuranosil-substituidos como substrato (COUGHLAN & HAZLEWOOD, 1993 ).

A atividade de B-xilosidases pode ser itbida por ions metalicos como mereurio, zinco,
cobre, manganés e prata. Xilose, glicose e arabinose podem também inibir a atividade
enzimatica ( CLAEYSSENS et alii, 1970a e b; RODIONOVA er alii, 1983; JOHN &
SCHMIDT,1988; LACHKE & DESPHANDE, 1988; SMITH et alii, 1991 ).

a-L-arabinofuranosidases

As a-L-arabinofuranosidases tém sido isoladas de cerca de uma duzia de fontes
diversas, que incluem plantas, bactérias ¢ fungos. Muitas delas existem sob a forma

monomérica, mas formas diménicas e até octaméricas, com pesos moleculares tao altos
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como 495 kDa, ja foram identificadas. O ponto isoelétrico destas enzimas varia bastante,

situando-se entre 2,5 € 9,3,

As arabinofuranosidases atuam na clivagem de arabinoses lineares e ramificadas,
arabinogalactanas, arabinoxilanas ou xiloligossacarideos arabinose-substituidos ¢ também
em substratos artificiais do tipo de p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo(COUGHLAN &
HAZLEWOOD , 1993 ).

a-Glucuronidases

Estas enzimas sdo responsaveis pela clivagem das cadeias laterais de glucuranose e
tém sido detectadas no suco digestivo de lesmas e numa variedade de fungos e bactérias.

As a-glucuronidases auxiliam na conversdo total de (arabino)-glucuranoxilanas a
monossacarideos. As andlises estruturais da parede celular mostraram que Zrupos
carboxilicos do 4cido metil-glucurénico estdo ligados a grupos hidroxilas da lignina, o que
leva a uma possivel aplicacdo da enzima no branqueamento de polpas de celulose ( SMITH
& FORSBERG, 1991 ).

a-Glucuronidases foram detectadas em caldos de cultivo filtrados de Trichoderma
reesei ( POUTANEN er alii, 1987, DEKKER, 1983), Streptomyces olivochromogenes
(MACKENZIE et alii,1987, JOHNSON et alii, 1988), Lentinus edodes ( MISHRA et
alii,1990 ), Aspergiluus awamori e Aspergillus phoenicis ( SMITH et alii, 1991 ) e
Fibrobacter succinogenes Sgs ( SMITH & FORSBERG, 1991 ).

A enzima também foi detectada em dois outros fungos ( PULS et alii, 1987 ) e
apresentou em ambos os casos pesos moleculares elevados e atividade 6tima em
temperaturas elevadas e condigdes acidas. A a-glucuronidase de Agaricus bisporus atuou
sinergicamente com endo-xilanases na hidrélise da xilana. Os oligossacarideos puderam ser
hidrolisados por B-xilosidases posteriormente 4 remogdo dos residuos dos acidos 4-O-metil-
glucurdnicos (KHANDKE et alii,1989 ).
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Acetil-esterases

Estas enzimas hidrolisam ligagdes éster de alifaticos e aromaticos € removem grupos
O-acetil de xilanas ou oligossacarideos. Poucas acetil-esterases foram purificadas e em sua
maior parte sdo obtidas de fungos e bacténas. As esterases apresentam pesos moleculares
na faixa de 30 a 70 kDa, com poucas excegdes. Elas sdo mais ativas na faixa de pH de 5,0 a
8,0 ¢ em temperaturas entre 40 e 80°C ( POUTANEN & SUNBERG, 1988; SUNBERG et
alii, 1990).

Acetil esterases sdo importantes na degradagdo de xilanas acetiladas porque em geral
os substituintes acetil impedem a ag¢do de endo-xalanases ( BIELY et alii, 1986 ).
Dependendo do peso molecurar do substrato € da especificidade da acetil-esterase uma
distingfio pode ser feita entre acetil esterase e acetil xilana esterase. Esta tltima ¢ capaz de
liberar acido acético de xilana acetilada sem a cooperagdo de endo-xilanases, enquanto
acetil esterase necessita da cooperagdo de uma endo-xilanase para liberar acido acético
(POUTANEN & SUNBERG, 1988, POUTANEN er alii, 1990; SUNBERG &
POUTANEN, 1991 ).

2.3 Fatores que influenciam a producio de xilanases por microorganismos.

As xilanases excretadas pelos microorganismos podem ser constitutivas ou indutivas.
Elas sdo constitutivas quando s3o sintetizadas pelos microrganisnos independente da
necessidade, em velocidade constante. S3o ditas indutivas quando ocorrem imicialmente em
pequenas quantidades ¢ aumentam sua concentragdo na presenga de um determinado

substrato.
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As xilanases podem diferir em ocorréncia e concentragéo dependendo das condi¢&es

metabolicas da célula. Geralmente sio enzimas indutivas, que podem ter sua sintese
associada a mudangas nutricionais e favorecidas pelas condigdes de cultivo, pH e

temperatura.

Fonte de carbono e energia

A fonte de carbono mais utilizada para obtengio de xilanases de MICTOOTganismos é a
xilana comercial. Infelizmente seu uso fica restrito a estudos em laboratério, ja que para a
produgdo de xilanases em escala industrial ela é economicamente inviavel. Em razio disto
numerosos estudos tém sido realizados procurando matérias-primas mais baratas que
possibilitem alto nivel de produgdo da enzima.

Os melhores substratos encontrados até o momento foram os hidrolisados
hemiceluldsicos obtidos de madeira tratada ao vapor ( SENIOR et alii, 1989 ) e residuos de
plantas como o farelo de trigo ( BAILEY & POUTANEN, 1989 ).

O bagago de cana-de-agiicar também vem sendo utilizado em diversos trabalhos com
resultados promissores ( DEKKER, 1983; CHAUDRI er alii, 1988; MILAGRES & LACIS,
1991; SAXENA et alii, 1991, KESKAR,1992; KARNI ef alri, 1993; MILAGRES er alii,
1993; MILAGRES & PRADE, 1994). Supde-se que o bagago, por ter uma constitui¢io
bastante heterogénea possa induzir além de endo-xilanases outras enzimas que atuem na
degradagdo completa da xilana (MILAGRES & LACIS, 1991 ).

O tipo de microorganismo ¢ a natureza da fonte de carbono podem alterar os niveis ¢
o numero de proteinas com atividade de xilanase ( CHAUDARY & TAURO, 1982;
BIELY, 1985; HRMOVA e alii, 1986; WILLIAMS & WITHER , 1992; KARNI er ali,
1993; OKEKE & OBI, 1993 ). Alguns fungos ¢ bactérias produzem enzimas inespecificas,

com atividade conjunta de xilanase e celulase, sendo que esta mespectficidade é mais
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frequentemente observada para as celulases ( JOHN er alif, 1979; LEE er alii, 1987;

OKEKE & PATERSON, 1992).

O mecanismo que governa a formagdo das enzimas ¢ influenciado pela disponibilidade
de precursores da sintese de proteinas. Na falta de tais precursores ocorre a regulagio
separada da sintese de celulases e xilanases pelas fontes de carbono disponiveis. Sendo
assim, a obtengdo de sistemas xilanoliticos, livres de celulase, utilizando fungos pode ser
atingida cultivando os microrganismos em xilana totalmente pura, com baixa relagdo do
contettdo de nitrogénio ¢ carbono. ( HRMOVA et alii, 1986; BIELY e alii, 1986 ).

Oxigenacio

Pesquisas recentes mostraram que a produgdo de xilanases é um processo dependente
de oxigénio, tanto na fase de crescimento do microorganismo quanto durante o acumulo da
enzima. E importante que o oxigénio seja mantido em um nivel que seja suficiente para
evitar limitagdes ou diminui¢do da respiragdo normal dos microorganismos ( GUSEK er
alii, 1991 ).

Dentro deste contexto deve-se estudar as condigdes de agitagdo e aeragdo de culturas
submersas, pois o problema do fornecimento de oxigénio durante a fermentagdo ¢ muito
complicado. A demanda de oxigénio pode variar de MICTOOIZANISMo para MICroOrganismo €
depender muito das condigdes utilizadas no processo. Foi demonstrado existir muitas
relagdes entre varidveis mecanicas ( agitagdo, transferéncia de oxigénio ), propriedades do
meio e pardmetros especificos do fungo (velocidade de crescimento, morfologia) (MITARD
& RIBA, 1988; HOG er alii, 1994). Segundo Rodriguez et alii (1991) houve aumento na

produgdo de xilanases de Cellulomonas sp quando o teor de oxigénio foi reduzido.
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2.4 Aplicacgdes industriais de xilanases.

Todo interesse em estudar-se os sistemas de enzimas xilanoliticas vem sendo
estimulado pela sua utilidade cm uma variedade de processos biotecnologicos. As pesquisas
em busca de fontes altemnativas de energia ¢ de fornecimento de produtos quimicos para a
manufatura foram bastante impulsionadas na década de setenta por causa da crise do
petréleo.

A biomassa, na sua forma natural ou em residuos da agricultura e residuos florestais
ou desperdicio das devastagdes, ¢ gerada em muitas toneladas anualmente. Desde que esta
biomassa € constituida majoritariamente por celulose e.hemicelulose, existe uma gama de
pesquisas explorando esses recursos renovaveis.

A aplicagdo de xilanases divide-se em duas categorias: Uma associada a
polissacanidases { por exemplo celulases ) e outra livie de celulase. Como exemplo da
primeira tem-se o uso de xilanases juntamente com celulase e pectinase na indistria
alimenticia ( BIELY, 1985 ) visando clarificagdo de sucos e vinhos, fabricagdo de pdes
(com objetivo de melhorar a textura da casca ¢ do miolo e de aumentar o volume ) e na
etapa da filtragdo da cerveja rompendo solidos em suspensdo ( VAN DER BROECK er
alii, 1990 ). Na segunda categoria vemos a aplicacdo de xilanases nas indastria téxtil e de
celulose e papel.

Xilanase adicionada 4 ragéio de aves ¢ suinos aumentou sua digestibilidade ( BRICE &
MORRISON, 1991). Existe grande interesse em utiliza-la para produgdo de xilose,
xilobiose ¢ xilooligbmeros que podem ser empregados como insumos para obtengdo de
xilitol ou acido latico por via fermentativa ( WONG et alii, 1988; GILBERT et alii, 1992 ).

A utilidade mais recente ¢ mais promissora de xilanases e enzimas xilanoliticas est no
branqueamento de polpas de celulose para manufatura de papel. Estas enzimas também
podem ser utilizadas em outras etapas de processo, como descorticamento, refino e

dissolugdo das polpas, e em geral, reduzem o gasto de energia dos processos. ( VIIKARI,
1991 ).
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Polpas dissolvidas sdo usadas na manufatura de acetato, celofane e rayon. Nestes

casos a celulose deve ser totalmente pura sem qualquer tesiduo de lignina ou hemicelulose
- ( WONG & SADDLER, 1992 ). Uma proposta para este caso € a remog¢do da xilana
residual com xilanases ( PAICE & JURASEK, 1984 ).

2.5 Branqueamento de Polpas de Celulose

Sd0 necessarios dois estagios para obtengdo de um.a polpa de celulose pura, propria
para fabricagdo de papel: cozimento e branqueamento.

O processo de cozimento mais difundido ¢ o Kraft, que envolve uso de sulfeto,
bissulfeto e soda para degradar a lignina da madeira, deixando-a solavel no licor de
cozimento ( PATEL et alii, 1993). A xilana ¢ dissolvida no licor de cozimento devido a
alta temperatura e pH. No entanto, a 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 estagio as fibras ainda estio escuras devido a
presenga de 3 a 5% de lignina. A coloragdo marrom adquirida pelas polpas ocorre devido a
varias estruturas conjugadas que incluem catecdis, quinonas e outras substincias que
absorvem a luz visivel. Para elevar a alvura da polpa ¢ necessdrio que estas estruturas sejam
removidas através de algumas etapas de branqueamento (VIIKARI, 1991; VIIKARI et all,
1991; RATTO et alii, 1994; RAGOUSKAS et alii, 1994; ALLISON et alii, 1994).

O branqueamento da polpa kraft ¢ feito em multiplos estdgios. Na primeira parte,
chamada pré-branqueamento, a maioria da lignina é removida sem que ocorra um aumento
significativo na alvura da polpa. A deslignificagdo se realiza tipicamente por reagdes de
substituigdo ¢ oxidagdo com cloro ( C ) ou didxido de cloro ( D ). Apos lavagem, este
estagio € seguido por extragdo com hidroxido de sodio ( E ) durante o qual os componentes
soluveis em alcali sdo removidos. O verdadeiro branqueamento da polpa ocorre na segunda

parte da sequéncia através da aplicagdo de oxidantes tais como didxido de cloro ( D),
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hipoclorito ( H), peréxido de hidrogénio (P ) e estagios de extragfio da polpa ( BAJPAI &
. BAJPAI, 1992).

Como qualquer outra indistria de grande escala, a industria de celulose e papel exerce
seu Impacto no meio ambiente, liberando um cheiro desagradavel de enxofre e produzindo
efluentes contendo substincias que reduzem o nivel de oxigénio de rios e lagos. Estas
substncias sdo resultado de reagdes entre a lignina presente nas fibras ¢ o cloro utilizado
no branqueamento. Alguns desses compostos evaporam, enquanto outros sdo arrastados e
se agregam ao efluente ( CARLBERG er alii, 1987;0ONYSKO, 1993).

Alguns dos compostos organoclorados presentes nos efluentes sjo resistentes a
degradacdo e podem permanecer muitos anos nos ecossistemas onde sdo despejados.
Recentemente foi constatada a presenga de dioxina, um dos compostos mais tdxicos
conhecidos, em polpas kraft branqueadas com cloro molecular e em seu licor residual de
branqueamento ( MOUNTEER et alli, 1992 ),

Em 1989, uma nova legislagdo internacional propés algumas regulamenta¢Bes a
respeito da descarga de organoclorados pela industria de papel. Foram limitados os niveis
de AOX (halogénio organico adsorvivel ), levando a alteragbes nos processos normais de
cozimento ¢ branqueamento. Foi proposto redugdo do ntmero Kappa, tanto quanto
possivel, antes do branqueamento através de deslignificagdo com oxigénio e a substitui¢do
do cloro molecular por diéxido de cloro e outros oxidantes como oxigénio, peroxido de
hidrogénio e 0zdénio (HELMING er alii, 1989 MACLEOD, 1991 MOUNTEER et alli,1992).

Uma alternativa para eliminar o cloro molecular é o biobranqueamento, que baseta-se

na adi¢do de microorganismos ou enzimas como uma etapa de branqueamento.

2.5.1 Branqueamento com microorganismos

Na natureza a degradagdo da lignina é realizada pelas bactérias ( ZIMMERMAN,
1990), algumas leveduras ( JANSHEKAR & FIECHTER, 1983 ) € também pelos fungos ,
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particularmente pelos fungos de decomposigdo branca. Desde 1979, quando Kirk e Yang

reconheceram pela primeira vez que estes fungos poderiam ser utilizados para deslignificar
polpas kraft ndo branqueadas, grande interesse tem sido despertado no uso de
mICroorganismos no biobranqueamento de polpas.

Estudos com o fungo Phanerochaete chrysosporium demonstraram redugio do
mimero Kappa em até 50-70% apos 6-8 dias detratamento. No entanto, foi constatada
também uma perda consideravel no contendo de celulose ( KIRK & YANG, 1979 ). Tal
fato foi atribuido a produgdo de celulases pelo proprio microrganismo. A deslignificagdo
por fungos aumentou a resposta da polpa ao branqueamento apés 5 dias de tratamento, na
modificagdo da sequéncia CEDED para FCED ( FUIITA et alii, 1991 ).

A utilizagdo dos fungos de decomposi¢do branca na deslignificagdo é fortemente
influenciada pelas condigdes de cultura como por exemplo: fonte de carbono, pH,
temperatura, oxigenagdo concentragdo de nitrogénio, agitacdo e modo de cultivo entre
outros. Porém o maior empecilho do processo de branqueamento por fungos ¢ o longo
tempo que 0 microorganismo deve permanecer em contato com a polpa, de 5 a 14 dias
(KIRK & YANG, 1979; KIRKPATRICK er alii, 1990; REID et alii, 1990; FUJITA et
ali,1991; SYKES, 1994). Outra difilcudade aparece na sua aplicagdo em escala industrial,
com a necessidade de reatores muito grandes para suprir o consumo diario da fabrica.

Alternativa mais vidvel constitii a utilizagdo dos filtrados de caldo de cultivo, mais
faceis de operar, necessitando de periodo de contato menor com a polpa e de custo
reduzido (VIIKARI et alii, 1987 ).

2.5.2 Branqueamento com enzimas hemiceluloliticas

E a alternativa mais estudada atualmente, ¢ de todas as enzimas hemiceluloliticas as de
maior interesse para estudos sdo as xilanases. Existem algumas evidéncias de que as

hemicelulases estdo quimicamente ligadas a lignina da polpa e por isso criam uma barreira
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fisica entre a lignina e os agentes de branqueagmento ( ONYSKO, 1993; THORNTON et

alii, 1994). Com a finalidade de aumentar o contato da lignina com os reagentes oxidantes
estuda-se a introdugdo de uma etapa de pré-branqueamento em que enzimas especificas sdo
utilizadas para hidrolisar partes da hemicelulose e expor a lignina.

Uma teoria que tenta explicar a redugio dos niveis de cloro nas etapas subsequentes a
hidrélise da xilana menciona que o tratamento enzimatico seria capaz de remover a xilana
que reprecipita na superficie da polpa quando a alcalinidade do cozimento cai para valorers
de pH abaixo de 13. A remogao desta xilana provavelmente aumentaria a permeabilidade da
fibra, deixando a lignina mais acessivel aos reagentes oxidantes (VIIKARI,1991;
SUURNAKKI et alii, 1994; VIIKARI et alii, 1994, KANTELINEN et ali1, 1994) ( fig. 7).

= celulose
hemicelulose

= |{gnina

X = xilana reprecipitada

aArxo
|

FIGURA 7. Esquema Proposto por VIIKARI ( 1991 ) para o Mecanismo de
Atuagio de Xilanases em Polpas Kraft,
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Qutra teoria, baseada em estudos estruturais, indica que na madeira a lignina estd

ligada a polissacarideos (PATEL er ali;,1993). Algumas destas ligagdes sdo alcali-
resistentes e ndo sdo hidrolisadas durante o cozimento kraft, fazendo com que certa
quantidade de lignina residual permanega ligada a hemicelulose apds o cozimento
(BUCHERT er alii, 1992 ). Neste caso, as xilanases hidrolisariam a xilana em pequenos
fragmentos permitindo que a lignina associada a essas pequenas cadeias de hemicelulose

seja mais facilmente removida através de sucessivas extragbes (PAICE et ali, 1992,
HORTLING et alii, 1994) (fig 8).

- C8lulose

- T a—2Xilona
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Ny lignina residual
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S~ & e ——xilana
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FIGURA 8. Esquema Proposto por PAICE et alii ( 1992 ) para ¢ Mecanismo de
Atuaciio de Xilanases em Polpas Kraft.



26
Ao contrario do branqueamento com microorganismos ou com enzimas ligninoliticas, a

uilizagdo de xilanases ndo causa aumento extraordindrio na alvura ou diminui¢fo
expressiva do numero Kappa da polpa. O efeito da hidrélise enzimatica so6 ¢ visivel apds o
estagio de extragdo ou oxidagio com os reagentes apropriados.

Clarck e colaboradores sugeriram que o mecanismo de branqueamento esta
relacionado ao processo de inchamento das fibras e que niio ha relagfio entre a extencdo da
remogdo da hemicelulose e o aumento do branqueamento ( CLARCK e alii, 1991 ). Seus
resultados foram obtidos através da andlise de agtcares soluveis, numero Kappa ¢
microscopia eletrénica de polpas kraft de pinus tratadas com xilanases e hidréxido de sodio
0U mananase.

Alguns resultados do tratamento de polpas kraft com xilanases ¢ posterior extragdo
alcalina mostraram reducdo do conteudo de lignina, correspondente a um decréscimo do
nimero Kappa de 2 a 4 unidades relativamente a polpa ndo tratada ( CHAUVET et alii,
1987, TOLAN & CANOVAS, 1992 ). A econorma de agentes quimicos é sempre reportada
¢ o teor de cloro utilizado no branqueamento foi reduzido em 35-45% ( SENIOR &
HAMILTON, 1992 ), 25% ( VIIKARI et alii, 1987, CLARCK er alii, 1991) ¢ 20 %
(TOLAN & CANOVAS, 1992). Estudos com uma xilanase alcalina extraida de bactérias
obtiveram ganho de 2 unidades na alvura apos tratamento com um estagio de perdxido de
hidrogénio ( RATTO et alii, 1994 ). Seqiiéncias de branqueamento utilizando xilanases,
0zbnio e perdxido foram realizadas em madeiras duras € moles ( YANG et alii, 1993;
YANG er alii, 1994; ALLISON & CLARK, 1994).

Enzimas que hidrolisam cadeias laterais da xilana aumentaram moderadamente a
acessibilidade dos substratos as xilanases, contribuindo no pré-branqueamento ( VIIKARI
et alii, 1994 ). a-L-Arabinofuranosidases também tém sido estudadas para o auxilio na
deslignificagdo com hemicelulases, mostrando-se promissoras ( BEZALEL et alii, 1993 ).
Outras hemicelulases néo tiveram o mesmo sucesso das xilanases. Apesar de madeiras
moles conterem alto grau de glucomananas, o tratamento com mananase nio aumentou a
extragdo de lignina da polpa kraft de pinus ( CLARCK e alii, 1991 ). Segundo os autores, a

maior parte da glucomanana se encontra nas camadas mais internas e portanto sio menos
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sucetivels a a¢do das enzimas. No estudo de PAICE et alii(1988), B-xilosidases ndo tiveram
efeito na extragio da lignina.

Além de ganho na alvura e redugdo do numerc Kappa, o tratamento com xilanases
vem mostrando prote¢do da viscosidade final da fibra, provavelmente devido a perda de

xilana.

2.6 Tratamento de Efluentes

Durante o processo de produgdo da polpa de celulose varios efluentes sdo gerados,
desde o descorticamento até a tltima etapa do branqueamento. Esses efluentes carregam
uma gama de compostos quimicos extraidos da madeira como resinas, hidrocarbonetos
alifaticos, alcoois, acidos, parafinas, terpenos, fendis (todos extrativos da madeira) até
lignina, organoclorados, taninos, quinonas ¢ dioxinas liberados apds cozimento e
branqueamento.

Atualmente o tratamento de efluentes € feito em lagoas acaradas com bactérias ¢ em
biorreatores  bactertanos  anaerdbicos, em varios estagios (KROGERUS &
HYNNINEN,1993; LESCOT & JAPPINEN, 1994; SUNDQUIST,1994). Os pardmetros de
controle da qualidade dos efluentes normalmente determmunados pelas industrias sdo: DBO
(demanda bioquimica de oxigénio ), DQO ( demanda quimica de oxigénio ), analise de fnois
e de AOX (halogénio organico adsorvivel ). Recentemente incorporou-se analisc da
toxicidade e de compostos orginios totais ( PECK & DOLEY, 1994; TODESSE er alii,
1994).

Desde 1989 surgiram leis mais rigorosas quanto ao controle da emissdo dos efluentes,
0 que impulsionou as pesquisas neste campo. Novos métodos como ultrafiltra¢do,
fotodegradagdo e tratamento bioldgico com fungos ligninoliticos tém sido estudados com a
finalidade de desenvolver um sistema mais rapido, econdémico e eficaz para diminuir a

toxicidade dos efluentes gerados.
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Estudos com uma bactéria fototrofica, Rhodopseudomeonas palustris, mostraram

eficaz metabolizagdo de compostos aromaticos ( RAHALKAR er alii, 1993 ). A bactéria
foi capaz de metabolizar um certo niumero de compostos aromaticos em meios anaerobicos
luminosos € em metos aerdbicos sem luz.

Ainda pouco se sabe sobre o impacto do branqueamento biolégico na qualidade do
efiuente. Em um estudo japonés ( FUJITA er alii, 1991; JOHNSON, 1994 ) uma sequéncia
de branqueamento com fungos reduziu a demanda quimica de oxigénio (DQO) e a cor da
4gua residual em 50 e 80% respectivamente. Por outro lado, aparentemente fungos de
decomposi¢io branca ndo foram adequados para tratamento de seqiéncias EOP
(BERGBAUER & EGGERT, 1994).

O pré-tratamento de polpas com xilanases também tem levado a redugdes nos niveis
de AOX ( KOPONEN, 1990; SENIOR & HAMILTON, 1992 ) e dioxinas ( ANONIMO,
1992 ). Apos tratamento da polpa kraft com xilanase na sequéncia (CD)EDED, o valor de
mitltiplo de cloro molecular ( %Cl, / Kappa da polpa marrom ) foi reduzido de 0,22 para
0,15, abaixo do nivel requerido para formagiio de dioxinas e furanos ( 0,18-0,19 )
(MANOIR et alii, 1991 ). Outro estudo indicou que o tratamento enzimatico, associado a
redugdo de cloro no primeiro estagio de branqueamento produz efluentes com niveis de
AOX de 0,5 a 0,6 Kg por tonelada de polpa, cerca de 8 vezes menor do que os valores
obtidos nos branqueamentos convencionais { KOPONEN;, 1990 ).

Os estudos para avaliar a toxicidade dos efluentes de sequéncias totalmente livres de
cloro ainda estfo no comego, bem como a avaliagdo do impacto da utilizagfio de enzimas

nestes €asoes.



29

3. OBJETIVOS DA TESE

O objetivo geral deste trabalho ¢ selecionar ¢ caracterizar xilanases adequadas para
uso especifico no branqueamento de polpas kraft e observar sua influéncia nos efluentes

obtidos nesses processos. As varias etapas deste estudo foram genericamente divididas em:

- Selegdo das melhores condigdes para crescimento de Aspergillus sp 2M1 e produgdo

de xilanase.

- Estudar o efeito de vanaveis como pH ¢ temperatura na atividade e estabilidade de

xilanases de Aspergillus sp 2M1.

- Estudar caracteristicas do sitio ativo da enzima.

- Utilizar extratos enzimaticos obtidos do cultivo de Aspergillus sp 2MI1 para

tratamento de polpas kraft de eucalipto e posterior comparagdo com outras xilanases.

- Analisar ¢ tratar biologicamente os efluentes obtidos em uma sequéncia de

branqueamento escolhida.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1) Microorganismo
O microorganismo utilizado no presente trabalho foi o fungo Aspergillus sp 2M1

isolado de madeiras do sul do Chile na Universidade de Valparaiso - Chile.

4.1.2) Reagentes
Todos os reagentes empregados foram de grau analitico, com excegdo das fontes de

carbono. Xilotriose foi preparada pelo Prof. Dr. D. Fontana, Departamento de Bioquimica,
UFPR, Cuntiba, PR.

4.1.3) Meio de Cultura e Manutencio do fungo

O meio de cultura basico utilizado em todas as fermentagdes foi o meio VOGEL
(1956), constituido de: fonte de carbono (1%), citrato de sodio dihidratado (2,5 g/L),
fosfato de potdssio monobasico (5,0g/L), nitrato de aménio (3,0 g/L), sulfato de magnésio
heptahidratado ( 0,2 g/L), cloreto de cdlcio dihidratado (0,1 g/L). Micronutrientes: sulfato
de zinco heptahidratado (5,0 mg/L), sulfato ferroso amoniacal pentahidratado (1,0 mg/L),
sulfato de cobre pentahidratado (0,25 mg/L), sulfato de manganés dihidratado {0,05 mg/L),
acido bonco (0,05 mg/L), molibdato de sodio dihidratado (0,05mg/L) e agar para meio
solido (2%).
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As fontes de carbono utilizadas foram: xilana (tipo  “birchwood”- SIGMA, xilana de

pinus e eucalipto), farelo de trigo, casca de arroz ¢ glicose.

Todos os nutnentes foram dissolvidos em tampado fosfato pH 6,0 50 mM, distribuidos
em erlenmeyers de 125 ml na proporgio 1:5 (vol liq./ vol. frasco) e autoclavados a 112°C e
15 minutos ou autoclavados e vertidos em placas de petnn previamente esterilizadas do

mesmo modo.

4.1.4) Enzimas Utilizadas nos Ensaios de Branqueamento
Utilizou-se a xilanase Asperzyme 2M1, produzida a partir do cultivo de Aspergillus sp
2M!| em xilana tipo birchwood e as xilanases comerciais Cartazyme HS e Pulpzyme,

produzidas respectivamente pela Sandoz e pela Novo.

4.2. Métodos

4.2.1) Obtencido do Extrato Enzimatico

a) meio solidé: %2 placa de meio solido contendo fungo crescido, cultivado
durante 5 dias em meio de cultura VOGEL (1956) ja descrito, foi cortada em pequenos
cubos ¢ transferida para recipiente contendo 15 mL de tampdo acetato pH 5,3 50mM. Apos
15-30 minutos de agitagdo o caldo obtido foi centrifugado por alguns minutos, filtrado em
papel de filro e guardado em geladeira ( CUROTTO er alii, 1993).

b) meto liquido: apds crescimento do fungo, cultivado durante 5 dias sob
agitagdo, o extrato enzimatico foi obtido pela simples filtragdo do meio de cultura em

membrana millipore 0,45 um ¢ guardado em geladetra.
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4.2.2) Determinacao Das Atividades Enzimdticas

a) Xilanase

A atividade de xilanase exfracelular foi determinada pela quantidade de agucares
redutores liberados a partir da xilana, de acordo com o método de BAILEY et alii (1992).
Os agucares redutores foram dosados pelo método do 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER,1959).

A solugdo de xilana foi1 preparada a partir de 1g de xilana tipo birchwood comercial
dissolvida em 80 mL de tampdo acetato de sddio 50 mM, pH 5,3. A solugiio fol aquecida
até a ebuligdo e apos retornar 4 temperatura ambiente o volume foi completado para 100
mL com o mesmo tampéio.

O reagente DNS foi preparado dissolvendo-se 10,6 g de acido 3,5-dinitrosalicilico,
19,8 g de hidréxido de sodio, 306,0 g de tartarato de sodio e potdssio ¢ 8,3 g de bissulfito
de sddio em 1 L de agua destilada, sob agitagdo constante. Apds total dissolugdo dos
reagentes foram adictonados 7,6 mL de fenol e o volume foi completo para 1,4 Leom agua
destilada.

Um volume de 0,9 mL de xilana 1% foi colocado em tubos de ensaio e incubado em

banho termostatizado na temperatura de 50°C durante 5 minutos. Em seguida foi

acrescentado 100 pL de amostra contendo enzima apropriadamente diluida no tampio.
Apos 5 minutos adicionou-se¢ 1,5 mL do reagente DNS e a mistura foi incubada durante 5
minutos em agua fervente.

A reagdo foi paralisada com o esfriamento da solugdo em banho de gelo, sendo
seguida da leitura da absorbéncia da solugdo a 540 nm ( espectrofotémetros Beckman DU-
70 ¢ HITACHI DU-2000 ).Os aparelhos foram inicialmente calibrados com um branco
contendo os mesmos reagentes, sendo que a enzima foi substituida por tampio ou foi

previamente inativada através de seu aquecimento em agua fervente durante 15 minutos.
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A curva padrio foi estabelecida a partir de xilose (MERCK), nas concentragdes entre

2e 10 umol/mL.

Uma umdade de atividade enzimatica corresponde a quantidade desta capaz de
catalisar a liberagdo de 1 umol de agucar redutor expresso por xilose por mL por minuto a
50°C.

b) B-Xilosidase

A atividade foi determinada segundo MURTY & CHANDRA ( 1991 ).0 método é
baseado na estimativa do p-nitrofenol ( pNP ) liberado a partir de p-nitrofenol--D-
xilanopiranosideo ( pNPX ).

Adicionou-se 0,1 mL de filtrado de cultura a 0,4 mL de solugdo 0,2% (p/v) de pNPX
em tampdo acetato de sodio 50 mM, pH 4.8. A reagio foi conduzida por 30 minutos a
50°C. Apés a incubagéo, foi adicionado 1 mL de solugdo 10% (p/v) de bicarbonato de
s0dio a fim de interromper a reagdo. As leituras de absorbancia foram feitas em 440 nm e 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 desta capaz de

catalisar a liberagédo de 1 umol de pNP por minuto a 50°C,

¢) Celulase
A atividade foi determinada incubando-se tiras de papel de filtro watman n°1 (50 mg )
com 1mL de tampdo citrato de sédio 50 mM, pH 4.8 a 50 °C por 60 minutos (MANDELS
et alif, 1976 ). A quantidade de agiicares redutores foi determinada pelo método de DNS.
A curva padrdo foi feita a partir de glicose ( 1 a S mM ). Definiu-se como uma unidade
de atividade enzimdtica a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberagdo de 1umol de

glicose por minuto a 50°C.



34
d) Proteases

A atividade de protease foi determinada segundo DOSORETZ et alii (1990a ). O
metodo baseia-se na reagdo da azocaseina com as proteases quebrando o complexo azo
(CHARNEY & TOMARELLI, 1947).

A solugiio estoque de azocaseina foi obtida através de dissolugdo de 250 mg de
azocaseina em 5 mL de bicarbonato de sodio 1% a 60°C. O pH foi ajustado para 8,3 e a
solugdo fot diluida a 10 mL com 4gua destilada ( CHARNEY & TOMARELLI, 1947 ).

Em um tubo de ensaio foram colocados 1 mL de solugio de azocaseina ¢ 1 mL do
extrato enzimatico. A mistura foi incubada a 38°C durante 30 minutos e a reagdo foi
mterrompida pela adigdo de 1,8 mL de acido tricloroacético 5%. A solugdo obtida foi
centrifugada a 7000 rpm durante 8 minutos ¢ filtrada. Misturou-se 1 mL desta solugdo com
1 mL de hidroxido de sodio 0,5 N e a absorbancia foi lida a 440 nm.

Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade desta que catalisa a quebra do
complexo azo causando mudanga de 0,001/min na absorbéancia da solugio.

Preparagdo da Azocaseina: dissolveu-se 5g de caseina em 100 mL de solugdo de
bicarbonato de sodio 1%. Em outro recipiente 0,5g de sulfanilamida foram dissolvidos em
20 mL de solugdo aquosa de NaOH 0,15 N. A mistura sob agitacdo foram adicionados
0,22g de nitrito de sddio e 1,8 mL de solugio aquosa de HCl 5N. Em seguida adicionou-se
1,8 mL de solu¢do aquosa de NaOH 5N. Misturou-se a solugdo de caseina com a solugdo
de sulfanilamida ¢ a azocaseina foi precipitatada levando-se o pH lentamente para 4,5. O

precipitado foi lavado com agua destilada e etanol e seco ao ar.

4.2.3) Determinacio de Proteinas

O conteudo de proteinas foi determinado de acordo com o método 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 absorbéncia da solugdo a 595 nm. A concentrag¢io de proteina foi

calculada pela curva de calibragdo com albumina bovina, nas concentragdes de 2 a 10
ug/mL. O reagente de Bradford foi preparado dissolvendo-se 10 mg do reagente Azul de
Comassie Brilhante em 5 mL de etanol 95%. Em seguida foram adicionados 10 mL de

acido fosférico 85% ¢ o volume final foi completado para 100 mL com agua destilada.

Todas as determinagGes enzimaticas foram realizadas em duplicata.

4.2.4) Preparo do inoculo

As culturas de Aspergillus sp 2M1 foram mantidas em meio de cultura solido, usando
xilana como fonte de carbono, a temperatura ambiente ( 25-30°C).
Para o preparo do indculo uma porgéo de esporos foi transferida, com auxilio de alga

de platina, do estoque para novas placas ou para erlenmeyers no caso de culturas liquidas.

4.2.5) Preparacio das Xilanas de Pinus e Eucalipto

A xilana de madeira mole foi extraida da espécie Pinus radiata pelo laboratério de
recursos naturais da Universidade de Concepcion - Chile, e seguiu metodologia de TIMELL
(1965).

Para extragdo de xilana de madeira dura foi utilizada a espécie Eucaliptus grandis.
Pequenos cavacos da madeira foram triturados em um moinho com peneira de 40-60 mesh,
obtendo-se um farelo fino que foi levado a refluxo com etanol absoluto durante cerca de 3

horas para eliminag¢do dos extrativos da madeira.
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Aproximadamente 300 g de madeira livre de extrativos foi suspensa em 5 litros de

* dgua destilada aquecida a 70-80°C, sob agitagdo constante. 33 mL de acido acético e 98 g
de clorito de sodio foram adicionados nesta ordem e a reagdo prosseguiu com agita¢io
vigorosa. Apos 1 hora a mesma quantidade dos reagentes foi adicionada e o procedimento
foi repetido até o tempo total de reagdo de 7 horas. Terminada a oxidagdo o matenal foi
deixado a decantar durante a noite. Em seguida o material sélido foi separado da solugio
reacional através de filtragdo a vacuo, foi lavado muitas vezes com agua, até ficar livre de
4cido, e depois com etanol e seco ao ar.

A holocelulose obtida ( cerca de 70% de rendimento) foi suspensa em 2 litros de
solugdo aquosa 24% de hidroxido de potdssio em um erlenmeyer e posteriormente o
sistema foi purgado com nitrogénio e tampado. A reagdo segue, sob agitagdo, durante 8
horas & temperatura ambiente. Terminada a extragfio da hemicelulose a mistura reacional
ficou em repouso durante uma noite. O residuo solido foi recolhido por filtragao a vacuo e
lavado com cerca de 1,5 litros de dgua. O extrato de solugio de hidroxido de potassio foi
combinado com a 4gua de lavagem e a mistura foi despejada em 4 vezes seu volume de
etanol contendo aproximadamente 1,5 litros de 4cido acético. O precipitado formado
corresponde a 4-O-metilglucuranoxilana, que foi coletada por filtragdo a vécuo e lavada
sucessivamente com etanol 70%, etanol absoluto e éter de petréleo e seco em dessecador a

vacuo ( TIMELL,1965).

4.2.6) Efeito da Temperatura de Incubacdo na Producio de Xilanase

A temperatura Otima para crescimento do fungo e produgdio de xilanase foi
determinada cultivando-se o microorganismo em meio sélido nas temperaturas de 28, 34,
40 ¢ 50°C. Apds 5 dias de incubagdo foi obtido o extrato enzimatico de cada cultura e a

atividade de xilanase foi determinada.
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4.2.7) Influéncia da Fonte de Carbono e Nitrogénio

Culturas solidas de Aspergillus sp 2M1 foram incubadas a 30°C durante 5 dias,
utilizando glicose, casca de arroz, farelo de trigo e xilana ( “Birchwood”-SIGMA ) como
fonte de carbono. A quantidade de nitrogénio disponivel foi de 1,0 g/L, 3,0g/L ¢ 5,0g/L de

NH4NO;. Terminado o periodo de incubagéo foi determinada a atividade de xilanase.

4.2,8) Influéncia do Estado Fisico do Meio de Cultura e da Agitacido na
Produ¢io de Xilanase.

O efeito do estado fisico do meio de cultura sobre a produgdo da enzima foi verificado
cultivando o fungo em meios solidos e liquidos a 30°C, utilizando xilana como fonte de
carbono. A atividade da enzima foi determinada apos 5 dias de incubagio.

Para determinagdo do efeito da agitagdo, culturas liquidas do fungo foram incubadas a
30 £ 1°C sem agitagdo e com agitagio de 150 rpm. Terminado o periodo de mcubagio

determinou-se a quantidade de xilanase excretada.

4.3 Propriedades do Extrato Enzimdtico Bruto.

4.3.1) Efeito do pH na Atividade de Xilanase

O pH étimo para atividade da xilanase foi determinado utilizando xilana tipo

birchwood como substrato e xilana de eucalipto, obtida em nosso laboratorio
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? (TIMELL,1965), como fonte de carbono para o fungo . Os tampdes utilizados na

concentragdo 50 mM foram: acetato de sédio nos valores de pH 4,0; 5,0; 5.5 ¢ fosfato nos
valores de pH 6,0, 7,0 e 8,0. Aliquotas do extrato enzimatico foram apropriadamente
diluidas nestes tampdes e para cada pH obtéve-se uma solugdo de xilana. A atividade de

xilanase foi determinada pelo mesmo procedimento descrito anteriormente.

4.3.2) Efeito da Temperatura na Atividade de Xilanase

A temperatura 6tima para atividade enzimatica de xilanase, tendo xilana de eucalipto
como fonte de carbono indutora, foi determinada incubando-se aliquotas de 0,1 mL de
extrato enzimatico com 0,9 mL de solugdo 1% de xilana tipo birchwood durante 5 minutos
nas temperaturas de 30M0\S0\55\60 e 70°C. A atividade enzimatica foi entio determinada

em todas as temperaturas como j& descrito anteriormente.

4.3.3) Cinética Xilanase X Protease
Culturas sélidas de Aspergillus sp 2M1 foram incubadas a 30°C durante 15 dias. A

cada 24 horas obtéve-se um extrato enzimatico e as atividades enzimaticas de xilanase e

protease foram determinadas.

4.3.4) Estabilidade Térmica da Xilanase

A estabilidade térmica foi determinada pré-incubando o extrato enzimatico nas

temperaturas de 55 e 40°C durante 0 a 15 min e 0 a 24 horas respectivamente. Durante a
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incubagdo térmica aliquotas do extrato foram retiradas e transferidas para banho de gelo e a

atividade da enzima foi determinada normalmente.
A taxa de inativagd@o de cada aliquota foi determinada pela reagéio de primeira ordem,

obtida atraves das seguintes equacdes:

%A = %A, e onde , A, = atividade enzimatica inicial
¢
In %A/ %A, =-kt A = atividade enzimatica residual
t 12 = 0,693/1(

onde o valor da constante k foi obtido a partir dos valores do coeficiente angular das retas
formadas através do grafico de logaritimo natural da % de atividade enzimatica residual
pelo tempo de pré-incubagio.

Nos ensaios de estabilidade térmica as fontes de carbono e¢ o substrato para
determinagdo da atividade enzimatica foram combinagSes de xilanas de “birchwood”

(abeto), “oat” (aveia), pinus e eucalipto.

4.3.5) Modificacdo Quimica e Grau de Inativacio de Xilanases de
Aspergillus sp 2M1.

O estudo do sitio ativo de xilanases foi realizado segundo metodologia proposta por
MARUTI et alii ( 1993 ). A tabela a seguir mostra os reagentes usados e as condigGes
reacionais.

Um extrato enzimético obtido do cultivo do fungo durante 5 dias foi separado em

aliquotas, que foram previamente incubadas com os reagentes relacionados na tabela 2.
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Para cada ensaio foi feito um branco, pré-incubado nas mesmas condi¢®es, na auséneia dos

intbidores.

No estudo do grau de inativagdo da enzima, amostras do extrato enzimatico foram
tratadas com diferentes concentragdes de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) durante tempos definidos e a atividade residual foi determinada em seguida.

Através do grafico semi-log das percentagens residuais de atividade versus o tempo de
incubagdo com EDC foram determinados os coeficientes angulares das retas obtidas para
cada concentragdo. Um novo grafico,log-log, destes coeficientes versus a concentracdo de
EDC forneceu a estimativa da ordem de reagéo .

Todo o procedimento acima descrito foi repetido com uma xilanase semi-purificada de
Aspergillus sp 2M1 e os resultados foram comparados.

A protegdo do sitio ativo pelo substrato for investigada tratando aliquotas do extrato
enzimatico com xilotriose na concentragdo final de 100 mM, na auséncia ¢ na presenca de
EDC 100mM. As condi¢des reacionais foram as mesmas estipuladas para tratamento com
EDC na tabela 2.

4.4 Polpa

Utilizou-se em um dos ensaios a polpa sulfato marrom (kraft) de eucalipto, ja pré-
branqueada com oxigénio, mimero kappa inicial 9,0 , vicosidade 869 cm’/g ou 23 cp e
consisténcia de 34%, produzida pela indistria de papel e celulose Riocell S.A, Guaiba,
R.5. Todas as condigdes experimentais seguiram metodologia otimizada de Yang er alii
(1993).

Na outra sequéncia de branqueamento foi utilizada a polpa sulfato marrom (kraft) de
eucalipto, numero Kappa inicial 18, viscosidade 25 cp e consisténcia de 21 %, produzida

pela industria de papel ¢ celulose Sdo Simdo, Jacarei, S.P.



41
Tabela 2. Condigbes reacionais para modifigio de grupos funcionais do sitio ative de

xilanases.
REAGENTES Concentracio CONDICOES REACIONAIS
tampdo acetato 0,1 M pH 4,75,
EDC 100 mM 25°C , 60 min e 0,7 M NaCl.
0,1 mM tampao acetato 0,1 M pH 4,0,
NBS 0,5 mM 25°C e 30 min.
tampéo fosfato 25 mM pH 7,0
Azul de Metileno 25 uM 10°C e 60 min.
tampdo citrato 0,1 M pH 6,0 ;
Iodoacetato 10 mM 25°C e 75 min.
tampdo borato SO0 mM pH 8,5 ;
2.3-Butanodiona 10 mM 20°C e 60 min.
tampéo barbital 50 mM pH 7,5 ;
N-Acetilimidazol 5 mM 25°C e 60 min.
tampdo tris 0,1 M pH 85 ;
Cloramina - T 1,7 mM 25°C e 20 min.

Aliquotas do extrato enzimatico e de enzima semi-purificada (0,4mg/mL) foram incubados nas condigdes
acima, na presenca e auséncia dos inibidores, sendo determinada a atividade enzimatica de xilanase a
Seguir.

*EDC =  1-etil-3-( 3-dimetilaminopropil )carbodiimida

** NBS = N-bromosuccinimida

4.4.1) Experimentos de Branqueamento

Foi realizada a sequéncia de branqueamento XAZQP definida na tabela 3. com a poipa
cedida pela Riocell S.A. As condigbes de cada etapa podem ser vistas na tabela 4. O
branqueamento iniciou com 150g de polpa seca, sendo retiradas amostras de 25 g de polpa
seca para as andlises ao final dos estagios X,Z e P. A polpa inicial adicionou-se o volume
desejado de enzima ¢ acrescentou-se agua para atingir a consisténcia de 10%. A mistura foi
colocada em sacos de polietileno e incubada em banhos termostatizados. Terminado o
tempo de incubagdo o efluente gerado foi recolhido e a polpa foi exaustivamente lavada

com agua e filtrada a vacuo. O procedimento foi semelhante para todas etapas com exce¢io
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do tratamento com ozdnio. No estagio da oxidagdo pelo ozémo foi retirada dgua da polpa

até a consisténcia de 40% e o tratamento foi realizado em rotovapor ligado a um

ozonizador.

O expenmmento controle foi realizado de maneira idéntica, apenas removendo a

aplicacdo da enzima no primeiro estaglo.

Tabela 3. Sequéncia de branqueamento totalmente livre de cloro.

NOTACAO SIGNIFICADO
X Tratamento enzimatico com xilanase
A Acidificacdo
Z Branqueamento com 0zoénio
Q Tratamento com quelante ( DTPA )
P Branqueamento com H;O,

Tabela 4. Condi¢oes gerais do branqueamento XAZQP.

CONDICOES Xasp. A Z Q P
peso seco polpa 150 g 75 g 75 g 50g 50 g
consisténcia de trabalho 10 % 10 % 40 % 10 % 10 %
carga de enzima 4 Ulg
volume de enzima 6,9 mL _
tempo de retengido 90 min 60 min 180 min
temperatura,®C 50 ambiente [ambiente 60 70
pH 1micial 5,5 2.0 2,0 5,0 11,0
% H,O, 1 %
consumo max. Oy 0,79 % _
% silicato 2 %
% DTPA 0,2 %

A outra sequéncia de branqueamento consistiu em duas etapas: tratamento com

xilanases e tratamento com oxigénio e peroxido de hidrogénio ( sequéncia XOP). As
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condi¢Oes experimentais do branqueamento podem ser vistas na tabela 5. Inicialmente a

polpa foi colocada em um baldo para rotovapor ¢ as condigdes foram ajustadas para a
adigdo da enzima. Apos adicionar o volume necessario de enzima adicionou-se dgua de
forma a se alcangar a consisténcia desejada e a mistura foi levada a reagir no 1otovapor.

Para o estagio com oxigénio foram adicionados a polpa todos os reagentes conforme
especificado na etapa. A consisténcia foi ajustada pela adigdo de dgua e a mistura foi
homogeneizada manualmente. A mistura foi transferida para um reator que foi purgado com
mtrogénio e aquecido até a temperatura desejada. Quando a temperatura de reagdo foi
alcancada o nitrogénio foi descarregado ¢ o oxigénio njetado no reator até obter a pressdo
desejada. Para o tratamento com peréxido as polpas foram colocadas dentro de sacos de
polietileno acrescentando-se os reagentes e o volume de agua necessario até atingir a
consisténcia desejada, e depois incubadas por determinado periodoc em banhos
termostatizados.

Esta sequéncia foi repetida com as xilanases comerciais Cartazyme e Pulpzyme ¢ para
cada enzima foi realizado um experimento controle separado. A quantidade de polpa inicial
foi de 40g de polpa seca e ao final de cada ctapa foram medidos o numero Kappa ¢ a

viscosidade.

Tabela 5. Condigoes Experimentais da Sequéncia XOP

CONDICOES | X Asperz. | X Cartaz. X Pulpz. ) P
consisténcia trabalho 5% 5% 5% 12% 12%
carga de enzima 5 Ulg 5U/g 5U/g - -
volume de enzima 0,55 mL 3,4 uL 4,5 ul. - -
tempo de retengdo 180 min 180 min 180 min 60 min 60 min
temperatura/ °C 50 50 50 100 65
pH inicial 5.5 5,0 5,5 - 11,2
NaOH / % - - - 1,7 -
Oxigénio / kgf cm ™ - - - 1,7 -
H,O, /% - - - - 1
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4.4.2) Controle dos processos de branqueamento

a) Tratamento com Ozénio

O ozénio foi ministrado a polpa através de um ozonizador. Para controlar o processo
de forma que o consumo de ozdnio ndo ultrapassasse 0,79%, a quantidade deste (em mg)
foi monitorada por titulagdo com tiossulfato de sodio. Inicialmente determinou-se a vazio
do gas fazendo-o passar por uma solugiio de iodeto de potdssio durante 30 segundos e
titulando a solugdo loge em seguida. Sabendo-se que nem todo ozdnio ¢ consumido pela
polpa estipulou-se uma carga de injegdo de 1%. Com base na vazio do gas determinou-se o
tempo de exposigio da polpa ao agente de branqueamento, como pode ser visto nos caculos

abaixo.

vazdo do gas = 1,55 mg O,/ seg.

1,0 % ozénio = 1000 mg em 100 g de polpa.
I55mg —> 1seg
1000 mg —> x

X = 10 min e 46 seg.

ApoOs passar ozbnio durante o tempo determinado, o gas residual foi coletado em
kitassatos contendo solugdo de K1 e titulado com tiossulfato. Sabendo a quantidade imcial

de gas injetada e a ndo consumida pela polpa obtéve-se a quantidade real aplicada.

b) Determinag¢io do Numero Kappa
Uma quantidade variavel de polpa seca, entre 0.5 e 1,0 g , fo1 desintegrada em 10 mL

de agua destilada até ficar livre de dos grumos e dos feixes de fibras nio dispersas. Em
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seguida as polpas foram transferidas para um erlenmeyer de 300 mL com lavagens

sucessivas do recipiente com 140 mL de agua destilada. O erlenmeyer contendo as fibras
for colocado em banho termostatizado a 25°C +/- 0,1°C, assegurando a constincia da
temperatura  durante toda a reagdo. A suspensdo permanece sob agitagdo constante,
produzindo um vértice controlado para nio introduzir ar na mistura,

Pipetou-se 25 mL de solugdo de permanganato de potassio (KMnQy) 0,1000 +/-
0,0005 M em um erlenmeyer de 125 mL e adicionou-se 25 mL de acido sulfirico 4 M. Esta
solugdo foi transferida para o erlenmeyer com a polpa cronometrando-se 10 minutos, O
erlenmeyer com a solugdo de permanganato foi lavado com agua destilada ¢ este volume
adicionado a mistura reacional.

Passado os 10 minutos a reagdo foi interrompida por adi¢do de 5 mL de solugdo 1 M
de iodeto de potassio. Titulou-se o iodo livre na suspensio com tiossulfato de sodio
(Na;S,03) 0,1000 +/- 0,0005 M imediatamente apos sua mistura & reagdo, mas sem filtrar
as fibras, até que a solu¢io ficasse com uma tonalidade amarelo claro. Adicionou-se entio,
duas gotas de solugdo de amido e prossegiu-se com a titulag&o até a viragem da cor de azul
para branca.

O branco foi realizado pelo mesmo procedimento na auséncia da polpa.

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

K =P x f(p) x (1) P=(b-a)N
W 0,1

onde

f(p) = fator de corregdo do consumo de permanganato a 50% , dependendo do valor de
p mostrado na tabela do Apéndice 1.

f(t) = fator de corregdo da temperatura. Valores mostrados no Apéndice 1.

W = peso em gramas da polpa seca

p = mililitros de KmnO; 0,1 M consumidos pela polpa

b = mililitros de tiossulfato consumidos pelo branco

T
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a = mililitros de tiossulfato consumidos no ensaio

N = normalidade do tiossulfato

¢) Determinacio da Viscosidade

Pesou-se extamente 0,125g de polpa seca ¢ colocou-se em um frasco pequeno com
tampa, adicionando-s¢ em seguida 25 mL de etilenodiamina cuprica, solugdo 0,5 M em
cobre. A mustura foi agitada durante 10 minutos e transferida para um viscosimetro Fenske-
Oswald, previamente aferido com 6leo standard ¢ utilizado dentro dos limites aproprniados.
O tempo de escoamento da solugdo foi cronometrado e o calculo da viscosidade em

centipoises (cp) foi determinado pela equagio:

V=Ktd
onde
K = constante da pipeta
t = tempo de escoamento em segundos
d = densidade da solugdo de celulose ( 1, 052)

V = viscosidade da fibra de celulose em centipoises

d) Determinacio da Alvura

A alvura foi determinada usando um espectrofotémetro para medidas de reflectancia a
457 nm ( TAPPI T 414-ts). Os resultados da alvura sio representados em porcentagem da
alvura do o6xido de magnésio ( MgQ), considerado igual a 100. A estabilidade da alvura foi
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avaliada colocando-se a polpa em estufa a 100°C durante até 18 horas e medindo-se a

alvura em seguida.

e) Cilculo da eficiéncia de deslignificacio e seletividade:

% Eficiéncia de deslignificagiio = Kappa inicial - kappa final x 100

kappa inicial

Seletividade = Eficiéncia de deslignificagdo / % redugdo da viscosidade

Todos os estagios de branqueamento foram controlados seguindo as normas ditadas
pela TAPPI ( TAPPI, 1988 ). Para a pasta ndo branqueada foram avaliadas a consisténcia, o
mimero Kappa por titulagdo com permanganato ( TAPPI T-236 0s-76 ) e a viscosidade pelo
método do tubo capilar ( TAPPI T-230 su- 63 ),

4.5 Tratamento de Efluentes

Os efluentes gerados na sequéncia de branqueamento totalmente livie de cloro
XAZQP depois de recothidos e guardados em geladeira, foram submetidos a anilise de
cor, fenois totais, lignina residual, agicares redutores e toxicidade (MICROTOX).

O tratamento dos efluentes foi realizado incubado-se amostras de cada estagio com o
fungo Lentinus edodes. O pré-inéeulo do fungo foi feito em meio sélido contendo 1,25%
de malte e 20% de efluente, durante 5 dias. Para produzir o inéculo em meio liquido, foram

repicados 8 circulos do micélio crescido no meio solido para 50 mL de meio liquido de
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mesma composigdo. Depois de 5 dias de crescimento, o micélio foi filtrado ¢ inoculado nas

amostras dos efluentes, sem fonte adicional de carbono e sem esterilizagdo, gerados no
branqueamento XAZQP na razdo de 2,5g de micélio seco/ 25 mL de efluente. As amostras
foram incubadas a 30°C ¢ 120 rpm durante 5 dias ¢ para cada ensaio foi realizado um
branco que consistiu na incuba¢do das amostras sob as mesmas condi¢des na auséncia do
fungo.

Ao final do tratamento aliquotas de cada efluente foram filtradas em membrana

millipore 0,47um e submetidas as mesmas analises anteriores.

4.5.1) Determinacio da cor aparente

A cor € avaliada conforme descrito por ATLOW et alii ( 1983). 300 uL. de efluente
filtrado em membrana millipore sdo misturados com 600 ul. de tampdo fosfato pH 7,6. Em

seguida lé-se a absorbancia da solugdo em 465 nm, utilizando agua para calibrar o

espectrofotémetro.

4.5.2) Determinaciao de Fendis Totais

A quantidade de fenois € estimada colorimetricamente segundo método padrio APHA
(1989) do reagente de Folim-Ciocalteu. O principio do método ¢ a reagdo entre o reagente
de Folim-Ciocalteu, uma mistura de heteropoliacidos fosfomolibdénicos e fosfotingsticos, e
fendis, com subsequente oxidagdo destes ¢ formagdo de um complexo azul de molibdénio ¢
tungsténio a uma taxa proporcional a concentragdo de fendis.

Para 1 mL de efluente filtrado adictona-se 250 ul. de solugdo de carbonato-tartarato e

25uL de folim. A mistura reage durante 30 minutos a 20°C. Em seguida a absorbincia da
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solugdo ¢ lida em 700 nm contra um branco contendo os mesmos reagentes com agua no

lugar do efluente. A curva de calibragdo ¢ obtida a partir de dilugdes de uma solugdo
estoque 10mg/L. de fenol puro.

Solugdo carbonato-tartarato: 200g de carbonato de sodio foram dissolvidos em uma
solugdo contendo 12g de tartarato de sodio em 750 mL de agua destilada, A solucdo final é
aquecida para total dissolugdo do carbonato e do tartarato. Apos o esfriamento da solugdo

completou-se o volume para 1L com 4gua destilada.

4.5.3) Determinaciio de Lignina Residual

A metodologia para determinagdo da lignina residual segue procedimento de
WAGNER et alii (1986). Aliquotas dos efluentes filtrados sio diluidas apropriadamente
com tampdo fosfato pH 7,0 ou agua destilada ¢ a absorbincia da solugdo é lida em 280 nm,
utilizando o diluente para calibragdo do espectrofotdmetro. A concentragdo de lignina €
dada pela relagdo ¢ = a b/ A, onde A & absorbancia da solugdio a 280 nm, a ¢ a
absortividade da lignina expressa por 20L/g cm € b é 0 caminho optico de 1em. O resultado

final ¢ entdo multiplicado pelo fator de diluicdo.

4.5.4) Determinaciio de acitcares redutores

Utihizou-se 0 método de reagfio com 4cido 3,5-dinitrosalicilico-DNS segundo MILLER
(1959). Em 1,5 mL de efluente filtrado foram adicionados 3 mL de solu¢do de DNS. A
mistura foi incubada durante 5 minutos em banho de agua fervente, esfriada em banho de

gelo ¢ a absorbancia lida em 540 nm.



50

5, RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1) Producio de Xilanases, B-Xilosidases e Celulases em Diferentes

Fontes Polissacarideas

Como destacado na introdugdo, o estudo de xilanases ¢ de grande importancia pela sua
ampla aplica¢do industrial. No entanto, para viabilizar sua produgdo é preciso que as
enzimas s¢jam produzidas em grande escala. Assim, a produgdo de xilanases deve-se
basear em substratos lignocelulosicos que ndo representem custos elevados ao processo.
Subprodutos da transformagédo agricola, como por exemplo bagago de cana-de-aglcar e
farelo de trnigo, séo ricos em hemiceluloses e de baixo custo, sendo usados com sucesso na
indugdo de xilanase em microorganismos (MILAGRES er ali7, 1993 ; KESKAR,1992 ;
SAXONE er alii1991). Segundo YANG & ERIKSSON (1992) preparagdes de
hemicelulases com vistas & utihizacdo em industria de celulose e papel devem conter baixos
niveis de endoglucanasespara ndo diminuir a resisténcia fisica das polpas.

Baseando-se nestas informagdes procurou-se, no estudo da tabela 6., uma fonte de
carbono que permitisse aita produgdo de xilanase ¢ auséncia de celulase. Dentre os
materiais estudados a xilana comercial for quem proporcionou os indices mais altos de
produgdo de xilanase, com uma média 65 % superior ao farelo de trigo, segunda melhor
fonte de carbono. As atividades de celulase ¢ P-xilosidase foram determinadas apenas para
as culturas crescidas em xilana comercial ou em farelo de trigo, pois a utilizagfio de glicose
¢ casca de arroz se mostrou ineficiente para produgdo de xilanases. Em ambos os casos
verificou-se auséncia de celulase e presenga de pequenas quantidades de [-xilosidase.

Decidiu-se, nos experimentos sequentes, utilizar a xilana comercial como fonte de carbono,
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mas os resultados com farelo de trigo indicam ser esta uma fonte de carbono promissora e

que ainda deve ser estudada e otimizada para futuras aplicagdes,

O aumento da concentragdo de nitrogénio no meio de cultura produziu um aumento

significante na atividade xilanolitica apenas quando utilizou-se xilana como fonte de

carbono. Nos meios de cultura restantes a concentragio de nitrogénio ndo afetou a

produgdo da enzima, podendo concluir-se que o fator principal para indugdo de xilanases

seja mesmo a fonte de carbono.Este resultado ¢ concordante com proposta apresentada por

BAILEY er alit (1993) de que apenas a fonte de carbono ¢ um fator determinante para

produgdo de xilanases por Trichoderma reesei. Nos ensaios seguintes optou-se por utilizar

o meio de cultura convencional ( 3g/l de nitrogénio ), ja padronizado, a fim de possibilitar

comparagfes com Qutros ensaios.

Tabela 6. Selegdo de Fonte de Carbono para Indugdo de Xilanases.

MEIO DE CULTURA

ATIVIDADE ENZIMATICA"

INDUTOR NH4/gL” | Xilanase/ UmL"| Celulase/ UmL"] B-xilosidase/UL"’
C. ARROZ 1.0 4.4 - -
GLICOSE 1.0 7.0 - -
FARELQ 1.0 36.0 0.03 7.1
XILANA 1.0 85.5 0.03 8.2
C. ARROZ 3.0 4.4 - -
GLICOSE 3.0 9.6 - -
FARELO 3.0 42.0 0.04 10.5
XILANA 3.0 107.3 0.02 26.4
C. ARROZ 5.0 3.2 - -
GLICOSE 5.0 7.3 - -
FARELO 5.0 39.0 0.03 10.5
XILANA 5.0 141.7 0.04 34.0

Aspergillus sp 2M1 foi incubado em meio solido contendo a fonte de carbono indicada, a

pH 6,0 e 30°C por um periodo de 120h

* desvio padrio das atividades enzimaticas variou de 1 a 3%

A baixa atividade de celulase permitiu o prosseguimento das atividades com este

fungo nas sequéncias de branqueamento de polpa de celulose.
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A atividade de xilosidase foi determinada porque estas enzimas atuam no sistema
xilanolitico necessario para a degradagdo de xilanas ¢ portanto podem ajudar no pre-
branqucamento . Estas enzimas hidrolizam pequenos xilo-oligossacarideos a partir do
terminal ndo redutor, liberando xilopiranoses. Esta afinidade em degradar xilanas e
xilooligassacarideos ¢ fundamental na conversdo total da biomassa em monossacarideos.

A tabela 7. mostra os resultados para atividade de xilanase em diversos meios
indutores com xilana. Observou-se que o melhor indutor ¢ substrato para determinagio da
enzima foi a xilana tipo birchwood comercial. A variagdo do substrato ¢ do pH de dilui¢do
do extrato bruto foi realizada a fim de otimizar as melhores condigdes de determinagdo da
enzima. Apesar de algumas diferengas na atividade enzimatica a pH 6,0 e 5,3 optou-se por

seguir a metodologia de BAILEY et alii ( 1992 )( pH 5,3 ) que é um padrio internacional,

Tabela 7. Influéncia do Tipo de Xilana na Indu¢fio e Determinagdo de Xilanase.

INDUTOR SUBSTRATOQ 1% |Tampio de Diluigio | XILANASE/UmL!
Xilana birchwod BIRCH Fosfato pH 5,3 107.3
Xilana birchwood BIR CH Acetato pH 6,0 131.9
Xilana birchwood BIRCH Fosfato pH 8.0 81.8
Xilana birchwood PINUS Fosfato pH 6.0 74.5
Xijana de pinus BIRCH Fosfato pH 6,0 67.0
Xilana de pinus PINUS Fosfato pH 6,0 25.2
Xilana eucalipto BIRCH Acetato pH 5,3 80.8
Xilana eucalipto EUCALIPTO Acetato pH 5,3 81.7

Aspergillus sp 2M1 foi incubado em meio solido a 30°C e pH 6,0 durante 120h.
* desvio padrio das atividades enzimaticas varion entre 1 e 3 %

A xilana extraida de eucalipto mostrou-se como uma boa alternativa ao uso de
birchwood caso sua obtengéo a nivel comercial seja mais barata. A hemicelulose de pinus
for menos efetiva tanto na indugdo como na determinagio de xilanase. Este fato pode estar
relacionado a estrutura da xilana da madeira mole, arabino-4-O-Metilglucuranoxilana, que
requer possivelmente a presenga de arabinofuranosidase, feruloil esterase e cumaril esterase

para ajudar na agdo das outras enzimas xilanoliticas. A madeira dura (birch ¢ eucalipto),
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possu menor variabilidade dos substituintes e portanto apresenta maior facilidade em ser

atacada pelas xilanases.

5.2) Condig¢des para Crescimento de Aspergillus sp 2M1 e Producio de
Xilanases
5.2.1) Efeito da Temperatura de Incubagfio no Crescimento e Producio

de Xilanases por Aspergillus sp 2M1

Através dos resultados mostrados na tabela 8. pode-se verificar que apesar deste
microorganismo ter sido isolado em wm ambiente natural de temperaturas mais amenas, seu
crescimento ¢ produgdo de xilanase atingiram um nivel otimo numa ampla faixa de
temperatura ( aproximadamente 28 a 34°C ). Um aquecimento mais acentuado provocou
queda em seu desenvolvimento, diminuindo sensivelmente a massa micelial e a atividade de
xilanase ( 14 U/mL em 40°C ). O fungo ndo cresceu quando a temperatura foi elevada a
30°C (fig. 9). Aparentemente a mais alta atividade da enzima coincidiu com o crescimento
maximo do fungo, podendo-se dizer entdo que a produgidio de xilanases esta associada ao
crescimento celular. Resultados semethantes ja foram reportados para Aureobasidium

pullulans ( PRIEM et alii, 1991) e para Aspergillus awamori ( SMITH & WOOD, 1991 ).

Tabela 8. Efeito da temperatura de incubagéo.

Temp/° C Xilanase / U mL!
Ambiente’ 107

34 111

40 14

50 0

O fungo foi cultivado em meio sélido, pH 6,0 durante 96h
* temperatura ambiente = 27-30°C
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FIGURA 9. Variacio da Atividade de Xilanase com a Temperatura de
Incubac3io.
Aspergiluus sp 2M1 foi inoculado em meio a base de xilana “birchwood” (Material ¢

Meétodos 4.2.5) e incubado por 96h nas temperaturas ambiente, 34, 40 ¢ 50°C.
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5.2.2) Influéncia do Estado Fisico do Meio de Cultura e da Agitaciio na

Produc¢io de Xilanase

Tabela 9. Efeito da agitagio e estado fisico do meto de cultura.

Meio de Cultura Agitaciio Xilanase /U mL™
Liquido Estatico 40,0
Liquido 150 rpm 74,0
Sélido Estatico 75,0

Aspergillus sp 2M1 foi cultivado em meios solidos e liquidos contendo
1% de xilana “birch”, a 30°C ¢ pH 6,0 durante 120h.
* desvio padrio das atividades enzimativas estimados entre 0.5 ¢ 2.5 %

Analisando a tabela 9. podemos concluir que em meios liquidos a agitagdo foi umn fator
importante para aumentar a quantidade de xilanases presentes no meio e que ndo ha
diferenga entre a atividade meédia de xilanase quando do cultivo do fungo em meios sélidos
ou liquidos com agitagio.

Para culturas em meio liquido a agitagdo ¢ a variavel mecéinica mais importante a ser
controlada € o seu principal problema esta na determinagio dos niveis otimos. Em alguns
trabalhos fo1 observado que nem sempre em altas velocidades de agitagdo (alto teor de
oxigénio em solugdo) obtiveram-se as melhores atividades enziméticas ( ROBINSON, 1984;
RODRIGUEZ et alii, 1991). Conclui-se entédo, neste caso, que a agitagdo € importante mas
ainda pode ser melhor otimizada quando o estudo envolver culturas liquidas.

De acordo com MITARD & RIBA (1988), o crescimento de fungos filamentosos em
culturas liquidas segue um comportamento de fluidos n3o-newtonianos ¢ o papel da
agitagdo consiste em manter os filamentos bem dispersos a fim de evitar a formagdo de
“pellets” metabolicamente inativos.

A comparagdo entre meio liquido ¢ sélido foi realizada para verificar qual a eficacia
que a extragdo realizada em culturas em placa proporciona, ja que esta metodologia é bem

mais simples e rapida para ensaios em laboratorio do que a obtengio do extrato enzimatico
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por filtragdo do meio liquido. Como ndo houve diferenga significativa entre as atividades de

xilanase optou-se pela extragdo do meio sélido em todos ensaios.

5.2.3) Estudo da Cinética de Xilanase versus Protease

As proteases sdo enzimas normalmente excretadas no metabolismo priméario de muitos
microorganismos. Este metabolismo compreende o periodo dos trés primeiros dias de
crescimento, onde ocorre a formagido do micélio. EsSas enzimas hidrolisam proteinas e
portanto podem mfluir na atividade enzimatica de outras enzimas.

Durante estudos com ligninases observou-se uma queda significativa da atividade
enzimatica apos 6-7 dias de incubagfo ¢ uma possibilidade de explicagio para tal fato seria
a excregfo de proteases durantre o metabolismo secundario do fungo. Estudos com o fungo
Phanerochaete chrysosporium foram realizados para elucidar o fato ( DOSORETZ et alii,
1990a e 1990b. ) e concluiram que na auséncia de uma fonte de carbono de ficil
metaboliza¢do o microorganismo excretava proteases € que o aumento destas enzimas
afetava dirctamente a atividade de ligninase, sendo responsavel pelo seu decréscimo. A
degradagdo de ligninases pelas proteases foi confirmada apds tratamento da cultura do
fungo com inibidores especificos para proteases, que resultou na recuperagio da atividade
enzimatica de ligninase durante o metabolismo secundario. Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo realizado com o fungo Chrysenilia sitophila (resultados nio
publicados).

A figura 10. mostra a variagdo das atividades de xilanase e proteases excretadas pelo
fungo Aspergillus sp 2M1 no periodo de 15 dias de incubago.

Foram observados dois maximos na atividade de protease, no segundo dia de
incubagdo € no 7-8 dia de incubagfio. O primeiro maximo ja era esperado, relacionado ao
mentabolismo primério, ¢ o segundo poderia ser explicado como parte do metabolismo

secundarto, onde um microorganismo precisando de fonte de carbono e nitrogénio para se
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FIGURA 10. Cinética Xilanase x Protease
Aspergillus sp 2M1 foi cultivado em meio sohido contendo xilana tipo “birchwood”
como fonte de carbono, a 30°C ¢ pH 6,0. O extrato enzimatico foi obtido dia a dia, durante

15 dias de cultivo, e as atividades de xilanase e protease foram determinadas.
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manter pode excretar enzimas a fim de degradar carbohidratos ¢ proteinas.

O ponto minimo na atividade de xilanase, atingido no sétimo dia, coincide com o
come¢o da excregdo de uma segunda protease no metabolismo secundario a partir do sexto
dia. Ocorre porém que o aumento da atividade de protease ndo faz diminuir
demasiadamente a atividade de xilanase , possivelmente devido ao fato de que a produgdo
de xilanase ¢ alta nesse periodo. Talvez na auséncia de proteases a atividade de xilanase se
mantivesse no mesmo nivel atingido aos 5-6 dias ou até mesmo os superasse. No décimo
quinto dia de incubagdo a atividade de xilanase foi de 113 U/mL e nenhuma atividade de
protease foi determinada. Por precaugdo o fungo foi mantido em crescimento durante no

maximo 5 dias nos ensaios subsequentes.

5.3) Propriedades do Extrato Enzim:tico Bruto.

O extrato enzimatico bruto foi produzido a partir de culturas solidas do fungo
Aspergillus sp 2M1 que foram maceradas com uma solugdo tampdo e filtradas. As
xilanases presentes no extrato foram analisadas quanto ao pH 6timo, Temperatura otima,
estabilidade a temperatura ¢ modifica¢do do sitio ativo por inibidores especificos.

5.3.1) Efeito da Temperatura na Atividade de Xilanase.

Tabela 10. Efeito da temperatura na atividade de xilanase.

XILANA Atividade Maxima T/°C
OAT 68,6 U/mL 55
BIRCH 143.0 U/mL 55
EUCALIPTO 88.4 U/mL 60

0,1 mL do extrato enzimatico de Aspergillus sp 2M]1, cultivado em xilana de
eucalipto 1%, foi incubado durante 5 minutos a 3004005055160 e 70°C em
0,9 mL de Substrato “birch” 1% para determinagéio da atividade enzimatica.
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FIGURA 11. Efeito da Temperatura na Atividade de Xilanases de Aspergillus

sp 2M1.

O extrato enzimatico bruto do cultivo do fungo em meio contendo xilana extraida de

eucalipto foi incubado as temperaturas de 30\MO\S0\55\ 60 ¢ 70°C ¢ a atividade enzimatica

de xilanase foi determinada utilizando substrato a base de xilana de “birchwood” comercial.
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A figura 11. mostra o efeito da temperatura na atividade de xilanases de Aspergillus

sp 2M1 cultivado em meio de cultura com xilana de eucalipto. Observou-se que a
temperatura 6tima para a sua atividade foi de 60°C. O resultado obtido fo1 comparado com
outros resultados obtidos para xilana “birchwood” e xilana “oat”. Geralmente as xilanases
acidas possuem uma faixa de temperatura 6tima de 50 a 60°C . Recentemente tem-se
encontrado, principalmente em bactérias, xilanases com atividade maxima em temperaturas

mais elevadas que podem chegar a 90°C ( BEZALEL et alii, 1993, DAHLBERG et alii,
1993; RATTO et alii, 1994),

5.3.2) Efeito do pH na Atividade de Xilanase.

A tabela 11. e a figura 12. ilustram o efeito da variagdo do pH 6timo na atividade de
xilanases de Aspergillus sp 2M1.

Observou-se que o comportamento da enzima ndo se alterou com a mudanga do tipo
de madeira, guardando uma semelhanga com os resultados obtidos no estudo da
temperatura.

Normalmente as enzimas mantém a atividade numa ampla faixa de pH. No caso das
xilanases de Aspergillus sp 2M1 a atividade fo1 mantida entre pH 4,5 a 6,0, com um ponto
otimo em 6,0. A maioria das xilanases fungicas apresentam pH otimo nesta faixa, mas ja
foram encontradas xilanases Acidas com pH otimo em torno de 3,0 { FUNAGUMA et
alii, 1991). Xilanases neutras ou basicas geralmente sdo produzidas por bactérias ¢ tém sido
reportadas com grande interesse, principalmente para aproveitamento na obtengdo de
celulose, que normalmente ocorre em meios muito alcahinos ( DAHLBERG et alii, 1993,

BEZALEL ef alii, 1993; RATTO er alii, 1994).



Tabela 11. Efeito do pH na Atividade de Xilanase.

XILANA Atividade Maxima pH
OAT 57,3 U/mL 5,5
BIRCH 116,6 U/mL 5,5
EUCALIPTO 84,4 U/mL 6,0

Aliquotas de 0,1 mL do extrato enzimatico bruto foram incubadas por
5 minutos a 50°C com 0,9 mL de substrato “birch” 1% em tampdes de
pH 4,015,0\5,5'6,0\7,0 e 8,0 e a atividade de xilanase determinada.

3.3.3 ) Estabilidade Térmica de Xilanases

Tabela 12. Meia- vidas para xilanases de Aspergillus sp 2M 1.

XILANA SUBSTRATO 1% T/ °C t
PINUS BIRCH 55 103 min
PINUS PINUS 55 11.8 min

OAT BIRCH 55 4.9 min

EUCALIPTO BIRCH 55 10,1 min

EUCALIPTO EUCALIPTO 55 9.2 min
BIRCH BIRCH 55 13.4 min

OAT BIRCH 40 94h
PINUS BIRCH 40 385 h
BIRCH BIRCH 40 202 h

EUCALIPTO BIRCH 40 13.9h

Aliquotas do extrato enzimatico bruto de Aspergillus sp 2M1, cultivado em meio solido

contendo xilanas de diferentes fontes, foram incubadas por tempos determinados a 55 e 40°C e
em seguida a atividade de xilanase foi determinada normalmente, utilizando também xilanas de
diferentes fontes como substrato.

Estudou-se a estabilidade térmica das xilanases de Aspergillus sp 2M1 a 55 e 40°C,
utilizando xilanas de madeira dura {eucalipto e “birchwood™) ¢ de madeira mole (pinus)

como fonte de carbono indutora de enzimas. Os resultados foram comparados com outros
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FIGURA 12. Efeito do pH na Atividade de Xiianases de Aspergillus sp 2M1.

O extrato enzimatico bruto, obtido do cultivo de Aspergillus sp 2M1 em meio
contendo xilana extraida de eucalipto, foi incubado a 50°C com substrato de xilana tipo
“birchwood” em solugdo tampao acetato de sodio (pH 4,0; 5,0 ¢ 5,5) e em solugdo tampio

fostfato (pH 6,0; 7,0 ¢ 8,0). A atividade de xilanase foi determinada normalmente.
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obtidos para indugdo utilizando xilana de aveia ( “oat”-madeira mole) € podem ser vistos na

tabela 12 e nas figuras 13,14 e 15.

A temperatura de 55°C pode-se dizer que todas as xilanases foram pouco estaveis,
apresentando valores mutto proximos que variaram aproximadamente de 9 a 13 minutos
com excecdo das xilanases induzidas por xilana tipo “oat”, menos estaveis ainda. Nos
estudos efetuados com xilana de pinus e de eucalipto a xilana utilizada no substrato foi
alterada, sendo substituida pela mesma xilana responsavel pela indugfio das enzimas. Isto
porque, sabe-se que substratos diferentes induzem diferentes tipos de xilanases,
principalmente tratando-se de madeiras duras e moles. GOMES et alii (1993), em estudo
realizado com o fungo Thermomyces langinosus, encontraram diferengas na
termoestabilidade de xilanases quando estas foram induzidas em diferentes substratos
lignocelulésicos. Neste caso porém, a estabilidade das enzimas a 55°C mostrou-se
independente do substrato de indugdo ou determinagio.

A 40°C a estabilidade das xilanases aumentou consideravelmente e apresentou
diferengas com a mudanga do tipo de xilana utilizado. No entanto, ndo houve nenhuma
correlagdo entre valores mais altos obtidos e o tipo de xilana envolvide no ensaio.

A estabilidade da enzima a uma certa temperatura ¢ um pardmetro muito importante a
ser conhecido para sua aplicagdo correta no branqueamento ou pré-branqueamento de

polpas de celulose ou qualquer outra aplicagio industrial.

5.4) Modifica¢do Quimica de Xilanases

Na tabela 13. podem ser vistos os resultados das atividades enzimaticas residuais
quando o extrato enzimatico bruto de xilanases de Aspergillus sp 2M1 ¢ a xilanase semi-
purificada do mesmo fungo (cedida pelo laboratorio de recursos naturais da Universidade

de Concepcion-Chile) foram tratados com inibidores de grupos funcionais especificos.
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FIGURA 13. Estabilidade de Xilanases a 55°C.
Aliquotas do extrato enzimatico bruto contendo xilanases induzidas por xilanas de
pinus, “birchwood”, “oat” e eucalipto foram incubadas até no maximo 20 minutos a 55°C ,

sendo, em seguida, determinada a atividade de xilanase utilizando xilana tipo “birchwood”

como substrato.
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FIGURA 14. Efeito do Substrato na Estabilidade de Xilanases Induzidas por

Xilanas de Pinus e Eucalipto

Aliquotas do extrato enzimatico bruto contendo xilanases induzidas por xilana de
pinus e eucalipto foram incubadas até no maximo 20 minutos a 55°C e a atividade de
xilanase foi determinada em seguida utilizando, respectivamente, xilana de pinus ¢ eucalipto

como substratos para determinagio da atividade enzimatica.
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FIGURA 15. Estabilidade de Xilanases a 40°C,

Aliquotas do extrato enzimdtico bruto de xilanases induzidas por xilana de pinus ¢
eucalipto foram incubadas por um periodo de até 24 horas a 40°C ¢ a atividade enzimatica
de xilanase foi determinada em seguida utilizando xilana tipo “birchwood” comercial como

substrato.
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Tabela 13. Inativagdo de xilanases por reagdes com grupos do sitio ativo.

REAGENTE ATIVIDADE RESIDUAL / % Grupo Funcional
Extrato Bruto Enzima purificada '
EDC 29 15 CARBOXILICO
NBS - 0,1 mM 62 0 TRIPTOFANG
NBS - 0,5 mM 14 - TRIPTOFANO
Azul de Metileno 99,7 100 IMIDAZOL
IODOACETATO 100 100 CISTEINA
2,3- Butanodiona g8 - ARGININA
N-Acetilimidazol 100 100 FENOL
CLORAMINA - T 97.4 100 TIOETER

Aliquotas do extrato enzimatico ¢ de enzima purificada (0,4mg/mL) foram tratados com os
reagentes especificados acima nas condigdes mostradas na tabela 2.

A carbodiimida reage com os grupos sulfidril da cisteina, com grupos hidroxila
aromaticos da tirosma ¢ com grupos carboxilicos em geral. No caso do EDC afetar a
atividade enzimatica poderia haver as trés possibilidades. Para eliminar duvidas de qual
grupo esta sendo atacado foi feita analise com os outros reagentes.

Devido a auséncia de modificagdo dos residuos de tirosina e cisteina com os
tratamentos com N-Acetilimidazol e iodoacetato respectivamente, ¢ combinando estes
resultados com os encontrados para EDC, concluiu-se que estes dois amino acidos ndo
estdo relacionados com a atividade enzimatica. Ja o NBS reduz drasticamente a atividade
enzimatica, mas ndo se pode concluir que seja devido somente & inibicdo do sitio ativo,
porque ele também pode ocasionar a clivagem das ligagdes peptidicas da enzima. Para
eliminar dividas seria indicado um tratamento com outro inibidor especifico para grupos
triptofano como HNBB (2-hidroxi-5-nitrobenzilbrometo).

Nota-se pelo quadro acima, que tanto o extrato enzimatico bruto como o semi-
purificado mostraram ¢ mesmo comportamento frente aos reagentes, de onde pode-se
concluir que realmente os grupos carboxilicos, presentes em residuos de acido glutdmico e

aspartico, fazem parte do sitio ativo dessas xilanases. O resultado encontrado foi
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concordante com outros colhidos para xilanases de Streptomices sp ( MARUI et alii,

1993).

O grau de mnativagio da xilanase foi investigado com EDC e os resultados podem ser
vistos na figura 16. Através dos graficos mostrados nesta figura puderam ser calculadas as
constantes aparentes ( K., = coeficiente angular das retas Log %Atividade residual x

Tempo mativagdo ). Assumindo, pelos dados colhidos, que a reagdo pode ser descrita como

enzima ativa + nEDC — enzima inativada

Entao, Kqp. € igual a K[EDC]" Caso a reagio seja de primeira ordem, o grafico log-
log dos Ky, x [EDC] para cada concentragdo de EDC tera um coeficiente angular n=1,

Usando os resultados das constantes aparentes obtidos no ensaio com exirato bruto
obtéve-se um n=0,90, e para os ensaios com a enzima semi-purificada o valor da ordem de
reagdo encontrado foi de 0,93 ( figura 17.). A tendéncia mostrada por estes resultados & de
que as xilanases aqui estudadas apresentam uma cinética de primetra ordem, onde uma
molécula de EDC reage com uma molécula de enzima quando a inativa¢do ocorre. Este
resultado foi muito similar ao apresentado por outras xilanases de Streptomyces sp
(MARUI et alii, 1993 ).

Para conclusdo do estudo do sitio ativo das xilanases de Aspergillus sp 2M1 o
extrato bruto fol simultdneamente tratado com EDC 100mM na presenca € auséncia do
substrato de xilanase, xilotriose, também na concentragio de 100mM. Como pode-se
observar na figura 18. a presenga de xilotriose protegeu o sitio ativo da enzima da
inativagdo proporcionada pelo EDC, € a enzima néo perdeu atividade.

Este fato ¢ de relevada importdncia, principalmente quando o objetivo a ser
atingido ¢ a possivel aplicagdo da enzima no pré-branqueamento de polpas de celulose. A
polpa carrega uma grande quantidade de hemicelulose, tanto na forma de polimero como

em fragmentos, formando um ambiente natural de protegdo da atividade de xilanase.
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FIGURA 16. Cinética de Inibi¢do de Xilanases por EDC
Aliquotas do extrato enzimatico bruto e enzima purificada, na concentracdo final de
0.4 mg/ml, foram tratadas com EDC nas concentragdes de 100, 60, 40 e 20 mM a 25°C,
tampao acetato 0,1M pH 4,75 ¢ 0,7M de NaCl durante tempos determinados, ¢ em seguida
amostras foram colhidas ¢ diluidas apropriadamente em tampéo acetato 50mM pH 5,3 ¢ a

atividade residual de xilanase foi determinada. A) Extrato Bruto  B)Enzima Purificada.
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FIGURA 18, Protecdo do Sitio Ative por Xilotriose

Aliquotas do extrato enzimatico bruto foram tratadas com EDC 0,1M, a 25°C em
tampdo acetato 0,1M , pH 4,75 e 0,7M de NaCl na presenga e auséncia de xilotriose 0,1M.
A intervalos de tempo definidos, amostras foram colhidas, dituidas apropriadamente em

tampdo acetato 30mM pH 5.3 e a atividade residual de xilanase foi determinada.
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5.5) Estudos de Branqueamento de Polpas Kraft de Eucalipto por

Enzimas

5.5.1) Tratamento de Polpas Kraft com Xilanases Comerciais e de

Aspergillus sp 2M1 (Asperzyme 2M1)

Inicialmente, antes da realizagdo de qualquer ensaio, foram determinadas as atividades
enzimaticas das xilanases utilizadas de modo que fossem aplicadas quantidades
equivalentes de xilanase sobre as polpas (tabela 14). O valor da atividade de xilanase obtido
de Aspergillus sp 2M1 corresponde ao extrato enzimatico de cultivo, sem nenhuma etapa
de purifica¢do ou concentragio.

As tabelas 15 e 16 mostram os resultados obtidos para viscosidade, namero kappa ¢
seletividade quando polpas kraft de eucalipto foram tratadas com xilanases na segiiéncia de
branqueamento XOP (Xilanase, Oxigémo e Peroxido de Hidrogénio). A xilanase
Asperzymc apresentou caracteristicas proximas aquelas apresentadas pelas xilanases
comerciais Cartazyme HS e Pulpzyme, com alguma superioridade em relagdo a ultima. Em
relacdo ao ensaio controle, Asperzyme apresentou protegdo da viscosidade ¢ seletividade

maior do que a obtida com utihizagdo de Pulpzyme.

Tabela 14, Atividades Enzimaticas de Xilanases Comerciais.

ENZIMAS pH TEMPERATURA/°C ATIVIDADE/ U mL’

Asperzyme * 5,5 50 79
Cartazyme HS ° 5.0 50 13160

Pulpzyme ¢ 5,5 50 9400

a Xilanase obtida de Aspergillus sp 2M1 cultivado em 1% xilana “birchwood” comercial
b Xilanase comercial produzida pela Sandoz
¢ Xilanase comercial produzida pela NOVO




Tabela 15. Branqueamento de Polpas

Utilizando a Seqiiéncia XOP.

Kraft de Eucalipto

73

com Xilanases (5 U/g)

ENSAIO ETAPA - X ETAPA - O ETAPA -P
V/cp Kappa V/ep Kappa V /cp Kappa
Controle 21,80 15,85 10,84 9,59 8,61 9,09
Asperzyme 21,95 14,31 11,86 0,43 9,24 8,69
Cartazyme HS 21,50 14,20 12,85 8,40 9,78 8,18
Pulpzyme 21,94 15,84 13,16 9,63 7,32 8,68

V = viscosidade da polpa em centipoises (cp) ; X = tratamento com xilanases ; O = tratamento
com Oxigénio (1,7 Kgficm®) ; P = tratamento com peréxido de hidrogénio 1%. Referéncia -
Numero Kappa 18 e Viscosidade 25 cp.

Tabela 16. Selenvidades do Processo XOP.

ENSAIO SELETIVIDADE - X | SELETIVIDADE - O | SELETIVIDADE - P
Controle 0,93 0,83 0,73
Asperzyme 1,68 0,90 0,82
Cartazyme HS 1,44 1,10 0,90
Pulpzyme 0,98 (0,98 0,73

Seletividade = (Kappa inicial - Kappa final / Kappa inicial) x100
% redugdo da viscosidade

O tratamento da polpa com xilanases proporcionou um aumento na viscosidade final
da fibra em relagéio ao controle, com exce¢io de Pulpzyme. Resultados semelhantes foram
obtidos anteriormente ( PAICE e alii, 1988; YANG et alii, 1993; DURAN et alii, 1994).
O aumento da viscosidade ¢ atribuido a redugdo seletiva do contetudo de xilanas das polpas.
Como a xilana apresenta um menor grau de polimerizagdo que a celulose a sua remog¢do
aumentaria a viscosidade média da polpa. Pelo mesmo raciocinio o decréscimo na
viscosidade provavelmente esta relacionado a hidrélise da celulose, que pode ocorrer pelas
condigdes mecdnicas ¢ reacionais do branqueamento ou estar associada a presenca de
Segundo YANG & ERIKSSON (1992)

porém, o tratamento de polpas celulosicas com hemicelulases contendo pequenas

endoglucanases nas preparagdes enzimaticas.



74
quantidades de endoglucanases aumentaria a permeabilidade das fibras sem entretanto

afetar sua resisténcia fisica.

Pelas tabelas 15 e 16 verificou-se também que a xilanase Cartazyme HS foi a mais
especifica no branqueamento, com maior prote¢do da viscosidade final da polpa, maior
redugdo do numero Kappa e maior seletividade. Os resultados obtidos no tratamento da

polpa com Asperzyme foram proximos aos apresentados pela Cartazyme e melhores do que

o0s apresentados pela Pulpzyme.

3.5.2) Aplicagdo de Asperzyme 2M1 na Seqiiéncia de Branqueamento
XAZQP de Polpas Kraft de Eucalipto

Na tabela abaixo estdo apresentados os valores de alvura, nimero Kappa e viscosidade
obtidos no branqueamento de uma polpa kraft de eucalipto com uma seqiiéncia totalmente
livre de cloro, Xilanase-Oxigénio-Peroxido. As etapas de acidificagio (A) e de tratamento
com quelante (Q} sfo etapas de preparagio da polpa para o tratamento com oxigénio (O) e

peroxido (P) respectivamente, e por isso ndo aparecem no quadro.

Tabela 17. Parametros das Polpas Tratadas Com ¢ Sem Asperzyme 2M].

ENSAIO Alvura /ISO % | Viscosidade / cps | Namero Kappa NCP
X Z P X Z P X z p* P

Asperzyme 54,3 | 82,0{ 89,7 24,0 | 7.7 7,6 7,821 1,761 1,2 0,73
Controle 534 | 81,3| 896|242 1 99 6,5 | 800| 1,771 1.4 0.69

Polpa Inicial 51,1 - - 1230 - - 92,00 - - -

* valores estrapolados de Yang er alii, TAPPl J. 76, 91 (1993). NCP = valores tabelados,
diretamente proporcionais a porcentagem de reversdo da alvura.
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No tratamento com Asperzyme 2M1 verificou-se o ganho de aproximadamente uma

untdade ao final das etapas X e Z, em relagéio ao controle. Entretanto no estigio final foi
obtido 0 mesmo valor para ambos os casos.

A viscosidade ao final do estiagio XZ e Z diminui sensivelmente, devido
principalmente a agdo do ozdnio. No final de todo o processo porém, o tratamento com
Asperzyme protegeu a fibra, proporcionando um aumento de quase 2 unidades na
viscosidade em relagdo ao controle. A estabilidade da alvura foi levemente maior sem
enzima do que com o fratamento enzimatico.

A seletividade da seqiiéncia de branqueamento controle ao final do tratmento com
0z0nio (sem enzima) mostrou-s¢ maior do que a seletividade do mesmo processo utilizando
Asperzyme. Ao final do tratamento com peréxido os valores se invertem, favorecendo o
processo enzimatico, devido a protegdo da viscosidade proporcionada pela Asperzyme
(tabela 18.) Os resultados obtidos foram comparados com outros apresentados pelo
processo EnZone (YANG er alii,1993), que utilizaram xilanases produzidas por
Aureobasidium pollulans. Em ambos os processos a seletividade foi maior com o

tratamento enzimatico.

Tabela 18. Seletividade de Asperzyme 2M1 e EnZone.

ENSAIO SELETIVIDADE - X7 SELETIVIDADE - X7ZP
Aspcrzyme 1,20 1,30
Controle Asperzyme 1,40 1,20
EnZone? - 1,22
Controle EnZone*® - 1,17

Seletividade = [ (Kappa inicial - Kappa final / Kappa inicial} x 100 } / % redugio da viscosidade
a) Yang et alii . TAPPI J. 76,91 (1993).

Os resultados encontrados nas analises das propriedades fisicas, mecanicas e dpticas

da polpa de celulose tratada com e sem xilanase estdo representados nas figuras 19, 20, 21
e 22.
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O volume especifico e a opacidade ndo mudaram significativamente ap6s o tratamento

com Asperzyme. Entretanto a enlongagio foi1 levemente melhorada quando comparada ao
controle sem enzima. O grafico de CSF (extrapolado dos valores Schopper-Reigler (°SR))
versus numero de revolugdes ou gramatura apresenta também uma superioridade da polpa
tratada com enzima, ratificando que a protegdo da viscosidade ¢ uma propriedade

importante de Asperzyme (fig. 19).

Tabela 19. Ensaios Fisicos, Mecanicos e Oticos das polpas.

*SR N° Revol. ou Indice de Enlong./mm Indicede  Indice de Resisténcia
Gramatura Tragio/N.mg' Estouro / Rasgo / ao ar/
................. o Kpaum' g’ mNm®’g' (s/100cm’)
24 0.00 (0.00) 66 (41.6) 25 (2521 (18) 83 (93) 18 (L5
25 0.04 (0.15) 497 (56.0) 27 (3.1) 23 27) 86 (10.7) 20 (26)
30 0.24 (041) 63.0 (66.6) 3.4 (3.7) 3.1 (36) 100 (11.4) 42 (7.6)
40 0.67 (1.00) 80.0 (80.7) 4.0 (42) 45 (48) 113 (115) 26.5 (46.7)
50 1.78 (2.55) 101.0 (98.6) 4.5 (4.6) 6.1 (63) 104 (9.4) 129.7(134.5)

Umidade relativa de 49% a 24°C ; Valores das polpas tratadas com Asperzyme em parénteses;
CSF = Canadian Standard Freeness, HALWARD & SANCHES (1975).

O indice de rasgo foi melhor na polpa tratada com enzima do que no controle ( fig.20).
Este efeito ndo foi observado no caso da xilanase de Aureobasidium pollulanas ( YANG
et alii, 1993). Além disto, o indice de rasgo foi também methor do que a polpa branqueada
com a seqii€ncia de branqueamento DEDED ( Didxido de cloro e Extragdo alcalina
sucessivamente), polpa utihizada como referéncia no método EnZone.

A resisténcia ao ar, assim como o indice de estouro, foram superiores nas polpas
tratadas com Asperzyme quando relacionados ao indice de rasgo (figuras 21 e 22). Conclui-
se portanto, que mesmo nao apresentando um ganho significativo na alvura final da polpa, o

tratamento enzimdtico proporcionou um methora na qualidade da fibra.
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FIGURA 19. Efeito da Protecdo da Viscosidade por Asperzyme nas
Propriedades Fisicas e Mecinicas das Polpas

Apoés a determinagdo da alvura,viscosidade e ntmero kappa de polpas kraft de
cucalipto tratadas com a seqiiéncia de branqueamento XAZQP foram medidas suas

propriedades fisicasm mecanicas e oticas.
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FIGURA 21. Comparacido entre a Resisténcia Final das Polpas Obtidas pelos

Processos AZQP (sem xilanase) e XAZQP (com xilanase)
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Cabe mencionar que, embora as condigdes reacionais do biobranqueamento com

Asperzyme 2M! ainda ndo tenham sido otimizadas, os resultados mostrarame-se
extremamente promissores. No futuro proximo pretende-se otimizar todo o processo a fim
de obter-se uma alvura maior com menor perda de viscosidade e melthora das propriedades
fisico-mecanicas das polpas de Eucalyptus.

Recentemente também tem sido bastante estudada a aplicagdo de xilanases juntamente
com outras enzimas, tanto hemiceluloliticas como ligninoliticas, no biobranqueamento de
polpas de celulose. Segundo VIIKARI et alii (1994), a aplicagdo de enzimas que hidrolisam
cadelas laterais da xilana aumentam moderadamente a acessibilidade dos substratos as
xilanases. Toi observado também, a formagdo de um produto intermedianio soluvel de
lignocelulose através da acdo conjunta de xilanases, peroxidases e endoglucanases no

cultivo de Thermomonospora fusca BD 25 em farelo de trigo (TRIGO & BALL, 1994).

5.6) Tratamento de Efluentes

Dewvido a importincia que os processos de polpagdo e branqueio sejam cada dia menos
poluentes, foram estudados os efluentes extraidos de cada estagio no branqueio AZQP sem
e com tratamento com Asperzyme, para verificar sua toxicidade e sua tratabilidade.

A tabela 20. mostra as analises da cor, lignina soluveis, agucares redutores e fendis
totais, Fundamentalmente, tanto na polpa controle (AZQP) quanto na polpa tratada com
enzima (XAZQP) a cor estd no lavado com tampdo a pH 5,5 e no estagio pds-ozonizagio.
Apesar do branqueamento da polpa ter sido mais eficiente durante o tratamento com
0zO6nio em ambos 0s casos, 0 mesmo ndo aconteceu com a deslignificagdo, que foi mator na
ozoniza¢do para as polpas AZQP, mas mais importante durante o tratamento enzimatico
para as polpas XAZQP.
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Os agucares redutores mostraram-se liberados em mator quantia apds tratamento com

Asperzyme. Tal fato ¢ logico devido a hidrolise das xilanas da polpa. Os fendis totais

seguem o mesmo padrdo das ligninas solavels.

Tabela 20. Analise dos Efluentes Onginais na Seqiiéncia (-X)AZQP ¢ XAZQP.

SEQI“JENCIA COR Lignina Selivel Acucares Redutores Fendis Totais
@O (mg/L)  (mg/mL) (mg/L)
(-)X 249 (327) 458 (99.5) 0.089 (0.556) 3.15 (7.43)

A 23 (3h 3.0 (85 0.052 (0.059) 0.19 (1.33)

Z 195 (109) 81.5 (72.5) 0.077 (0.089) 7.07 (5.88)

Q 156 ( 62) 90.5 (38.5) 0.263 (0.129) 965 (544)

p 31 (8 293 (29.3) 0.059 (0.061) 1.71 (2.05)

X = seqiiéncia com Asperzyme ( resultados entre parénteses ) ; -X = seqiiéncia sem xilanase;
Analise realizada dos efluentes sem nenhum tipo de tratamento, diretamente saidos do
branqueamento.

Um aspecto importante no estudo de polpagdo TCF ( totalmente livre de cloro) é a
obtengdo de processos ndo poluentes, logo € importante verificar a toxicidade destes
efluentes. Através de analises feitas pelo método MICROTOX pdde-se observar que os

efluentes obtidos sdo bastante toxicos( Tabela 21.).

Tabela 21. Toxicidade (EC50) de Polpas TCF pelo Método MICROTOX.

ENSAIO TOXICIDADE ECS50/ %
()X A Z Q P
Controle - AZQP 100 935 26.9 100 5.0
Asperz. - XAZQP 25.8 29.3 31.3 100 11.0

Como visto, houve uma deslignificagdo significativa das polpas apés o tratamento com

Asperzyme, o que liberana compostos fenolicos com certa toxicidade, o que ndo acontece
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no controle. A conclusdo vale tanbém para para a etapa de acidificagdo. No estagio Z houve

uma diminuigdo da toxicidade em torno de 5% ap6s tratamento com a enzima ¢ uma
redugdo de 6% no estagio final.

Com o intwito de avaliar a tratabilidade destes efluentes, foi testado um fungo
selecionado para tratamento de efluentes kraft de Eucalyptus grandis, Lentinus edodes
UEC-2021. Embora este fungo no tenha sido adaptado para estes efluentes, os resultados |
mostraram-s¢ muito promissores. Na tabela 22. podem ser visios os valores de cor, lignina
solivel, agucares redutores e fenois totais apds um tratamento de 5 dias dos efluentes

gerados na sequéncia de branqueamento controle por L. edodes UEC-2021.

Tabela 22. Analise dos Efluentes da Seqiiéncia (-X)AZQP Apos Tratamento com L.
edodes UEC-2021.

SEQIHJ‘ENCIA Reduciio da Cor |Aumento Lignina | Aumento Acacares | Aumento Fendois
{ %) Soldvel ( mg/L:) |redutores { mg/mL) | Totais (mg/L )
(-X) 56.3 233 0.017 3.06
A 250 393 0.000 4 40
Z 37.8 45.8 0.033 redugdo de 22%
Q aumento da cor 0.0 redugdo de 35 % |redugio de 30%
P aumento da cor 120.5 0.021 6.58

O fungo atuou principalmente nas aguas de lavado com tampdo pH 5.5 , com cerca de
60 % de descoloragdo, liberagdo de lignmas e aumento de fendis. No entanto, o
microorganismo ndo degradou a lignina solivel em nenhum dos efluentes. No estagio de
ozonizagdo houve uma menor redugdo da cor (40%) e aumento na liberagdo de ligninas
soluvers. Somente neste efluente verificou-se consumo de agiicarcs redutores e os fenois
foram consummdos em cerca de 22%. Tanto no estagio de quelagdo como no de peroxidagédo
houve aumento da cor, e liberagio de ligninas solivers e de fenois.

Observou-se que nas polpas tratadas enzimaticamente o fungo atuou mais

eficientemente, principalmente nos efluentes gerados pelo estagio X, apresentando 90% de
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descoloragdo, diminuigio de 7% das ligninas soliveis, 73% dos agucares redutores ¢ 5%
dos fenois ( tabela 23.).

Tabela 23. Andlise doa Efluentes da Seqiiéncia XAZQP Apés Tratamento com L.
edodes UEC-2021.

SEQUENCIA Reduc¢dio da Cor Aumento Lignina | Aumento Acitcares | Aumento Fenois
(%) Soliivel (mg /L) Redutores ( mg/mL) | Totais ( mg/L )
X 89.1 redugdo de 7%  |redugdode 73 % |redugdode 5 %
A aumento da cor 54.0 0.005 4.29
Z aumento da cor 48.2 0.003 redugéo de 17%
Q 273 20.5 0.031 reducgio de 32%
P aumento da cor 11.0 0.010 7.59

Ao final de todas as analises foram realizadas novas determinagdes da toxicidade,

desta vez porém foram examinados somente os efluentes dos estdgios que se mostraram

mais toxicos na analise inicial. Os resultados obtidos foram surpreendentes, com a

eliminagdo completa de toda toxicidade apresentada pelos efluentes. Sabe-se que os fendis

sd0 responsaveis pela toxicidade aguda dos efluentes, isto €, a toxicidade que eles possuem

logo que sdo gerados. Também atribui-se a eles a toxicidade a longo prazo, mas os

resultados aqui obtidos desmentem tal fato. Apesar da lignina solavel ¢ dos fenéis ndo

terem sido consumidos pelo fungo a toxicidade dos efluentes foi climinada pelo

biotratamento, sugerindo que ela esteja ligada a carga organica total. Conclui-se portanto,

que a diminuigdo da carga organica total deve ser hoje uma das principais metas no

tratamento de efluentes.

Tabela 24. Toxicidade (EC50) dos Efluentes Apos Biotratamento.

Toxicidade EC50/ % | ESTAGIO - X ESTAGIO - Z ESTAGIO - P
Controle ( 100) - (26.9) 100 (5) 100
Asperzyme (25.8) 100 (31.3) 100 (11) 100

Os valores entre parénteses correspondem aos EC50 dos efluentes sem tratamento.




6. CONCLUSOES

1) Producido de xilanases

- As fontes de carbono xilana e farelo de trigo sdo adequadas para o cultivo de

Aspergillus sp 2M1, permitindo crescimento micelial e desenvolvimento de atividade

xilandsica.

- O farelo de trigo constitui uma alternativa promissora para produgdo de xilanases em

larga escala.

- A agdo de proteases excretadas no metabolismo secundario provoca uma queda na

atividade de xilanase apds o quinto dia de cultivo.

- Madeiras duras sdo mais eficientes na indugdo de xilanases.

2) Propriedades do extrato enzimatico bruto

- As xilanases de Aspergillus sp 2M1 mantém a atividade em ampla faixa de

temperatura e pH.

- Na presenca de substratos naturais as xilanases ndo perdem atividade por inibigdo

através de modifica¢do de grupos funcionais do sitio ativo.
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- Um ou mais grupos carboxilicos fazem parte do sitio ativo de xilanases de

Aspergillus sp 2M1.

3) Branqueamento de polpa kraft de eucalipto

- Asperzyme 2M1 atuou semelhantemente 4 xilanase comercial Cartazyme HS na

seqiiéncia de branqueamento totalmente livre de cloro XOP.

- Asperzyme 2ZMI apresentou protegio da viscosidade final da fibra nas duas

sequéncias de branqueamento totalmente livre de cloro, XOP e XAZQP,

- As propriedades fisico-mecanicas da polpa final obtida no processo XAZQP
utilizando Asperzyme foram em média melhores que as obtidas nos processos AZQP ¢
DEDED.

- A seqiiéncia XAZQP com Asperzyme se mostrou mais seletiva do que as seqiténcias

AZQP e XAZQP com xilanases de Aureobasidium pollulanas.

4) Tratamento de Efluentes

- Os efluentes gerados pelo branqueamento totalmente livre de cloro sdo bastante

toxicos a toxicidade medida por MICROTOX.

- A toxicidade ¢ totalmente eliminada através de tratamento com fungo Lentinus
edodes UEC-2021.

- A toxicidade dos efluentes também esté ligada a carga organica total presente neles.
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7. PERSPECTIVAS

Este trabalho procurou estudar as varidveis basicas que influenciam o crescimento,
produgdo, atividade e aplicagdo de xilanases produzidas por Aspergillus sp 2M1. No
entanto alguns estudos podem ainda ser realizados para complementa-lo, ficando como

sugesties:

- Venficar o efeito real do pH, do nivel de aeracdo ¢ da velocidade de agitacdo na
produgdo de xilanase, consumo de substrato, formagio de produto e crescimento celular a

fim de aumentar o rendimento e ampliar a escala dp processo.

- Otimizar a produgdo de xilanase com uma fonte de carbono mais barata, como por

exemplo farelo de trigo.

- Determinar as atividades de outras enzimas hemiceluloliticas tais Como,
arabinofuranosidase, glucuronidase, mananase ¢ galacatosidase, purificar e caracterizar as

endo e exo xilanases para estudar o mecanismo de degradagao de xilanas de madeiras duras

e moles.

- Determinar os tipos de xilanases ¢ as combinacdes com outras enzimas, como por

exemplo, peroxidases ¢ lacases, para serem utilizadas em seqiiéncias de branqueamento de

polpas de celulose.
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Fator f para Corrigir Diferentes Porcentagens do Consumo de Permanganato

P 0 i 2 3 4 S 6 7 8 9
30 0,958 | 0,960 | 0,961 | 0,964 | 0,966 | 0,968 ;0,970 10,973 10,975 10,977
40 0,979 | 0,981 } 0,983 {0,985 | 0,987 | 0,989 ] 0,991 {0,994 | 0,996 | 0,998
50 1,000 11,002 | 1,004 11,006 | 1,009 | 1,011 [1013]1015] 1,007 |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

Fetor para Corre¢io da Temperatura

T¢O) f(T) T (°C) 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




