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OTIMIZACAO DA PRODUGCAO DE XILANASE DE Penicillium crustosum POR
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E APLICACAO NO
BIOBRANQUEAMENTO DA POLPA CELULOSICA

RESUMO

As xilanases sdo complexos enzimaticos pertencentes ao grupo das
glicosidases, e sdo capazes de atuar em varios sitios da cadeia do xilano e
degrada-lo em xilooligossacarideos, xilotrioses, xilobioses e xiloses. As
xilanases sdo utilizadas nos diversos setores industriais, como
biobranqueamento de celulose, na melhoria da textura e do volume do péo,
clareamento de sucos e vinho, melhoria do valor nutricional de ragcdo de
animais monogastricos. Este trabalho teve como objetivo otimizar a producédo
de xilanase pelo Penicillium crustosum utilizando o Delineamento Plackett-
Burman (DPB) e Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), bem
como aplicacao da xilanase otimizada no processo de branqueamento da polpa
de celulose. A selecdo dos componentes de meio de cultivo: NaNOgs; KH,POy;
MgS0,4:-7H,0; KCI; Fex(SOy)s, extrato de levedura, palha de milho e pH inicial
foi realizada utilizando DPB-12 em condi¢cdes de cultivo liquido estacionario a
28°C por 6 dias. As variaveis palha de milho, KH,PO,, e pH apresentaram
efeitos significativos em p<0,10 por DPB. A analise estatistica dos resultados
obtidos com DCCR exibiram as trés variaveis (KH,PO,4 0,15 %, palha de milho
2% e pH inicial 6,0) que mostraram efeitos significativos em p<0,05, e a
producdo maxima de xilanase foi de 50 U/mL, 14 vezes superior em
comparacao a atividade enzimatica antes da otimizacdo. O tratamento da polpa
celulésica com a xilanase de P. crustosum mostrou uma reduc¢éo significativa
do numero kappa em 5,27 pontos e eficiéncia Kappa de 35,04%. Dessa
forma, evidencia-se o potencial de aplicacdo da xilanase produzida por P.
crustosum no processo de branqueamento da polpa kraft de Eucaliptos para
industria de papel e celulose.

Palavras-chave: Plackett-Burman, Delineamento Composto Central
Rotacional, Biobranqueamento, xilanases, fungos filamentosos



INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, o0s bioprocessos atingiram dimensodes
incalculaveis, apresentando total relevancia social e econémica, principalmente
a0 empregar recursos naturais renovaveis, visto que sao abundantes no Brasil.
Com esse crescimento e desenvolvimento tecnoldgico, houve a necessidade
de implementar tecnologias com uso de materiais renovaveis, visando a
preservacdo ambiental. Além disto, uma grande variedade de metabdlitos
obtidos desses processos biotecnoldgicos industriais, em substituicio aos
processos quimicos convencionais, demonstraram inimeras vantagens, o que
estimula a realizacdo de inimeros trabalhos de investigacao cientifica.

Um dos principais exemplos de processo biotecnolégico industriais, em
amplo desenvolvimento, € a obtencdo de enzimas microbianas, devido ao
potencial biotecnoldgico de aplicagcbes em diversos segmentos industriais. A
aplicacdo de xilanases nesses segmentos sao promissores. Um exemplo sé&o
as industrias de celulose e papel, que estdo modificando a maneira de tratar a
matéria — prima, e escolhendo por alternativas que possam reduzir a carga
toxica de seus efluentes. Nessas industrias, emprega-se o cloro como agente
quimico branqueador. Adicionando xilanases (EC 3.2.1.X) nesse processo,
reduziria em até 20% o emprego desse agente quimico no branqueamento da
polpa de papel. As xilanases podem ser empregadas também, nas industrias
quimicas, farmacéuticas e de alimentos, como na hidrélise de materiais ricos
em xilano, resultando a xilose e outros xilooligassacarideos como produtos, e
que podem ser convertidos, biotecnologicamente, a xilitol, um adocante
empregado nessas industrias. As xilanases sdo empregadas também nas
industrias de panificacdo e processos de extracdo da polpa de frutos e
vegetais.

Outro aspecto abordado neste trabalho € o emprego de ferramentas
estatisticas para planejamento e analise dos resultados. Ao utilizar-se de
ferramentas estatisticas, pode-se extrair do sistema em estudo o0 maximo de
informagdes Uteis, considerando um numero reduzido de experimentos,

reduzindo tempo de bancada, quantidade de reagentes e custo do processo.
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Diante disso, este trabalho teve como objetivo geral otimizar a producao
de xilanase por Penicillium crustosum, utilizando planejamento estatistico e

avaliar sua potencial aplicacdo nos processos de branqueamento da celulose.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Fungos

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de fungos em processos biotecnoldgicos
vem aumentando, devido a producdo de enzimas com caracteristicas fisico-
quimicas variadas e com grande potencial na aplicacdo industrial. A
capacidade de sintese em grande escala, como a facilidade com que séo
secretadas para 0 meio externo constituem algumas dessas caracteristicas
(IWASHITA, 2002; PAPAGIANNI, 2004).

Os fungos possuem propriedades diferenciais em relacdo a outros micro-
organismos, ao secretarem suas exoenzimas, como amilases, pectinases,
xilanases, celulases e ligninases, que hidrolisam as macromoléculas presentes
no substrato até atingir a forma e a solubilidade necessaria para que sejam

transportadas através da membrana.

Os fungos formam um vasto grupo de organismos classificados em um
reino proprio, denominado Fungi, pertencente ao Dominio Eukaryota. Neste
grupo organismos de dimensfes consideraveis, ndo s6 estdo incluidos, os
cogumelos, mas também muitas formas microscépicas, como bolores e
leveduras. O numero de espécies conhecidas de fungos € estimado em pelo
menos 74.000, sendo a maioria terrestre, mas talvez existam até 1,5 milhdes
de espécies, sendo que a maioria ainda ndo foi identificada, estudada e
descrita pelos micologistas (HAWKSWORTH et al.,, 1995; HAWKSWORTH,
2001). Assim, a prospeccao de enzimas de interesse industrial em fungos de
solo brasileiro e residuos ainda € um tema pouco explorado e de potencial

interesse biotecnoldgico.
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Os fungos filamentosos, em virtude de sua presenca em Varios
ecossistemas e habitats, podem ser cultivados em meios de cultura com
relativa simplicidade de composicdo, pela facilidade de manuseio, suas
condi¢gbes de cultivo sao facilmente controladas, ocupando pouco espago e
crescem na presenca de fonte de carbono associada ao calor e umidade
(TREVISAN, 2004).

O género Penicillium possui forma anamorfica (fases assexuadas ou
mitotica) de ascomicetos, classificados na familia Trichomaceae, Ordem
Eurotiales, Classe Eurotiomycetes, Sub-classe Eurotiomycetidae (Index
Fungorum 2010). Como caracteristicas, a producao de fialides e conidios em
cadeias secas (International Commission on Microbiological Specifications for
Foods, 1996). Fialides sdo células especializadas em produzir propagulos
vegetativos (conidios), que sdo formados por mitose e podem surgir
diretamente das vesiculas (unisseriados) ou sdo produzidos em uma segunda
camada de células, chamadas de “métulas” (bisseriados), sendo ambas -
fidlides e métulas - formadas simultaneamente (CHALFOUN e BATISTA,
2003). Sao fungos conidiais saprobios comuns, agentes dos mofos ou bolores
azuis que ocorrem em diferentes substratos, espécies desse género, causam
bolores em citrus, podridées de fruto muito comuns na fase de po6s-colheita
(KIMATI et al., 1978).

O micro-organismo selecionado para este estudo, Penicillium crustosum,
cresce em uma vasta variedade de substratos (Figura 1 e 2), permitindo que
caracteristicas morfolégicas sejam identificadas por microscopio. O fungo
apresenta habilidade de crescer em Meio Czapek Yeast Agar (MYA), 25 °C, por
7 dias, formam col6nias 29-35 mm de diametro, denso, sulcado, velutino, de
centro elevado, tanto flocose ou funiculose, a margem inteira, estreito; micélio
branco; conidiogénese abundante, com coloragéao verde acinzentado ou verde
fosco. Capacidade também em crescer no MEA (Agar Extrato de Malte), a 25
°C, por 7 dias, formando coldénias com diametros entre 32-40 mm, velutino,
margem inteira, estreito; micélio branco; conidiogénese abundante, verde
fosco; falta de exsudado; pigmento solivel palido ao amarelo pastel

(www.bcre.firdi.org.tw).



http://www.bcrc.firdi.org.tw/

Figura 2. P. crustosum (CCRC 33166). A)
Crescimento em Meio Czapek Yeast Agar (MYA) e

Figura 1. - Penicillium crustosum; CCRC 33166, B) Meio Agar Extrato de Malte (MEA) a 25°C, 7
Fidlides. Fonte: www.bcrc.firdi.org.tw dias; C) Fidlides (Aumento 1494x); D) Fialides;
(aumento 6125x); E) conidios ( aumento 1485x); F)
conidios (aumento 5790x). Fonte:

. http://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi
2.2. Xilanases
2.2.1 Estrutura da parede celular vegetal e enzimas envolvidas em sua

degradacao

s

A parede celular vegetal é constituida um arranjo intrincado de
polissacarideos, proteinas e lignina denominado de estrutura lignoceluldsica
(Figura 3) e sua completa degradacdo exige um arsenal enzimatico atuando
sinergicamente (SIQUEIRA et al., 2010).

A porcéo polissacaridica total da parede celular vegetal, denominada
holocelulose, € composta pela celulose, hemicelulose e pectina. Esses
polissacarideos séo utilizados como fonte de carbono e energia para diversos
micro-organismos, através da atuacdo de celulases, xilanases e pectinases,
gue sdo as principais enzimas envolvidas em sua degradacdo (SIQUEIRA et
al., 2010).
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Figura 3. Esquema da estrutura da parede celular vegetal e seus componentes, presente em
residuos agroindustriais. Fonte: SIQUEIRA et al., 2010.

A celulose é um homopolimero linear, sendo o polissacarideo da parede
celular mais abundante, composto por residuos de D-glicose conectados por
ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4. Por ndo ser ramificada contribui para uma
forte agregacdo espontanea de suas cadeias lineares através de interacdes
nao covalentes, formando estruturas cristalinas, as microfibrilas. Na estrutura
cristalina, os atomos sao altamente ordenados e 0 empacotamento das cadeias
impede a penetracdo de agua e enzimas no interior da microfibrila. A celulose
cristalina confere rigidez a parede celular vegetal, atribuindo recalcitrancia a
degradacdo por micro-organismos. A celulose possui também regides nédo
cristalinas (amorfas) na estrutura das microfibrilas onde agua e enzimas tém
maior acesso (LYND et al., 2002; ARANTES e SADDLER, 2010).

As hemiceluloses sdo formadas por um conjunto heterogéneo de
polissacarideos da parede celular vegetal, as quais fazem parte as xilanas,
xiloglucanas, mananas, glicomananas, entre outros (SCHELLER e ULVSKOV,
2010). Além da cooperacéo entre endo-xilanases e B-xilosidases, o sinergismo
entre enzimas de cadeia principal e enzimas acessorias desramificadoras séo
necesséarias para completa desconstrucdo da xilana (Figura 4). Dentre as

enzimas acessorias que removem ramificagbes da xilana estdo as a-
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glicuronidases, a-L-arabinofuranosidase, feruloil e p-cumaroil esterases e acetil
xilana esterases. As a-glicuronidases sao enzimas responsaveis pela remocéo
de residuos glucurbnicos da estrutura da glucuronoxilana. As
arabinofuranosidades (a-L-arabinohidrolase) clivam ligagbes a-1,3 entre a
cadeia de xilose e residuos L-arabinofuranose das arabinoxilanas (SAHA,
2000). As enzimas feruloil e p-cumaroil esterases hidrolisam as ligacGes éster
na xilana, sendo que a primeira atua nos grupamentos arabinose — &cido
ferrulico e a segunda atua na clivagem entre os grupamentos arabinose — 4cido
p — coumarico (POLIZELI et al., 2005). As acetilxilanoesterases hidrolisam
ligacbes acetil éster na posicdo C2 e/ou C3 dos residuos de xilose na
acetilxilana (SAHO & WIEGEL, 1992).
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Figura 4. Representacdo da estrutura da xilana vegetal e os pontos onde as enzimas atuam.
Ac, grupo acetil; Arab, L-arabinofuranose ; MeGIA, &cido 4-O-metil-glicurdnico; Xil, D-xilose
Fonte: BIELY, 1985.



A xilana é importante na coesao entre a celulose e a lignina, estando em
intima associacdo com a celulose e ligada covalentemente a matriz de lignina,
revestindo as microfibrilas, atuando na manutencédo de sua integridade, além
de dificultar a sua degradacéo pela acdo das enzimas celulases (COLLINS et
al., 2005; BEG et al., 2001).

A lignina tem um papel significativo na protecdo natural da madeira
(DANIEL, 2003). E composta basicamente de unidades fenilpropano formando
uma macromolécula tridimensional e amorfa, representando de 20 a 30% do
total de lignocelulésicos (Figura 5). O acoplamento das unidades fenilpropano
ndo ocorre de forma regular e respectiva, o que € atribuido ao mecanismo de
biossintese da lignina, que se processam por via radicalar da reacdo de trés
diferentes alcoodis cinamilicos precursores (sinapilico, coniferilico e para —
cumarilico). Os diferentes tipos de acoplamento entre os precursores dao
origem a varios tipos de ligacdo entre as unidades fenilpropano. As mais
abundantes séo: B-O-4 e a-O-4 (50 a 65%), B-5 (6 a 15%), B-1(9 a 15%), 5-5 (2
a9%)e B -PB(2ab5%). Esses varios tipos de ligagbes formadas originam uma

estrutura tridimensional complexa.



CHO
tH
tu
n
neo’ 7 ocn,
H,00 CH0H iu,uu 0
; —=-. CHON
- :" tn - o
OO —_— | CHOM
> 0
. f) 5 onon A,
HOCH, o 70w, tn 8,1 Ph o x-
e OH L o,  HC——(H
o CH,0M Ho . 44)1|u pm{ "
e e T Tt
b i Iy
2 ‘Hon : CHOH . ﬁ-..el. . "
u,«-n“}\f um:i, meo” T ocn, (4 HCo” T ocw, 1 0CH,
) y ::"“ HOCH, ="
H,c0” 7 ocu
L ml ) ’
‘ h +£0-CH HC0-30CH, CH,OH
o 0“0""’ CHOH  CH,OH r —H
i e 0 CHon
OCH, tu j.“ HOCH,-Ci - \
—— -tu// H o ™ il
)il;l HLCO_ . o,
. )11'»1'_
00 o 0N, . i
i \ A0
e eH
|
ll[._ }"1
L
g
Hy,c0 T TOCH,
on

Figura 5. Estrutura proposta para a macromolécula de lignina de Eucaliptus grandi. Fonte:
BRASILEIRO et al., 2001.

2.2.2 Composicao quimica e degradacdo da hemicelulose

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos formados por varios
acucares (D-xilose, D-manose, D-arabinose e D-galactose, dentre outros, e por
seus acidos urénicos), que se ligam, firmemente entre si e a superficie das
microfibrilas de celulose, cobrindo-as e mantendo ligacfes cruzadas, via pontes
de hidrogénio, em uma rede complexa. Esses carboidratos estao ligados entre
si, através de ligacOes glicosidicas B-1,4, formando uma estrutura principal
composta, a partir da qual surgem ramificacdes laterais de cadeias curtas de
outros agucares. As hemiceluloses séo classificadas de acordo com o agucar
predominante na cadeia principal e na ramificacdo lateral. Portanto, xilanas,

galactomananas, arabino-xilanas, arabinoglucurono-xilanas, arabino-4-metil-
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glucurono-xilana, 4-metil-glucurono-xilanas, galactosanas, galacto-arabino-
glucurono-xilana, possuem diferentes denominagdes das hemiceluloses em
funcdo da estrutura quimica que as compdem (BIELY, 1985; DA SILVA et al.,
1997).

As hemiceluloses estdo presentes em todas as camadas da parede
celular das plantas, mas sua maior concentracdo localiza-se nas camadas
primaria e secundaria, que estdo intimamente associadas a celulose e lignina.
Aproximadamente 40% dos polissacarideos que constituem a parede celular
dos vegetais referem-se a hemicelulose sendo, depois da celulose, o
carboidrato mais abundante na natureza (WOODWARD, 1984; DA SILVA et al.,
1997).

2.2.3 Producdao de xilanases por micro-organismos

A producdo de xilanases por micro-organismos estende-se a utilizacao,
principalmente, de bactérias e fungos filamentosos, havendo poucos relatos
acerca da utilizacdo de leveduras. As xilanases apresentam caracteristicas
diferentes, como pH e temperatura 6timos de atuacdo, e especificidade pelo
substrato, dependendo do micro-organismo produtor (HALTRICH et al., 1996).
De uma forma geral, as xilanases de origem microbiana possuem uma
composicao proteica simples e massa molecular entre 8 e 145 kDa. A faixa
Otima de temperatura para producdo de endo-xilanases, por bactérias ou

fungos, varia de 40 a 60°C, sendo as bactérias mais conhecidas por

produzirem xilanases termoestaveis (KULKARNI et al., 1999). Geralmente os
fungos filamentosos sdo micro-organismos naturalmente mesdfilos, mas ha
trabalhos indicando a producdo de xilanases termoestaveis por algumas
espécies, como Thermoascus aurantiacus e Melanocarpus albomyces
relatados por KALOGERIS et al. (1998) e JAIN et al. (1998), respectivamente.
As xilanases, provenientes de diferentes micro-oganismos Sao estaveis na
faixa de pH de 3 a 10, sendo, no entanto, a melhor producéo enzimatica obtida

empHentrepH4e?7.

Os fungos sintetizam enzimas mais ativas em pH baixo, que sob o ponto

de vista industrial, sdo particularmente interessantes. Além disto, os fungos
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possuem a capacidade de produzir diferentes enzimas do complexo xilanolitico,
0 que permite hidrolisar, ndo somente a cadeia principal da xilana, mas
também, as suas ramificacbes (HALTRICH et al., 1996; KULKARNI et al.,
1999).

Um dos fatores basicos para uma eficiente producdo de xilanases, por
micro-organismos, refere-se a adequada escolha do substrato e a otimizacao
da composicdo do meio de cultivo, bem como analisar a producdo de
celulases, pois, quando a enzima produzida destina-se a industria de celulose
papel, por exemplo. Neste caso, o substrato ndo é somente a fonte de carbono
e energia, mas fornece, também, os compostos indutores da producdo

enzimatica para o micro-organismo (KULKARNI et al., 1999).

Em geral, o mecanismo que regula a inducao das xilanases é complexo
e a resposta, em termos de producdo enzimética, frente a um indutor, varia
para cada micro-organismo, pois um indutor que leva a maxima produgcdo em
uma espécie pode ser repressor em outro organismo (KULKARNI et al., 1999).
Biely (1985) propés um mecanismo de inducdo de xilanase para a levedura
Cryptococcus albidus no qual uma pequena quantidade de xilanase
constitutiva, suficiente apenas para a inducdo do sistema, € produzida e
excretada no meio, hidrolisando a xilana em compostos de peso molecular
menor, capazes, entdo, de entrar na célula e induzir a producao de xilanase.
Xilose e glicose, provenientes da acdo da enzima sobre estes xilo-oligbmeros,
sao repressores, funcionando como um controle sobre a producéo. Segundo o
autor, este sistema pode ser a explicacao para a inducéo de xilanase em outros

micro-organismos.

A partir da descricdo do mecanismo de inducdo das endo-xilanases,
pode-se concluir que a utilizacdo de xilana pura, ou de seus derivados de baixa
massa molecular, € uma excelente opcéo para a producdo destas enzimas, o
gue vem sendo feito, frequentemente, em pequena escala (HALTRICH et al.,
1996). Entretanto, para a produgdo em escalas maiores, a utilizagcdo destes
materiais, de elevado custo, torna o processo inviavel, economicamente. Para

solucionar esta questéo, a utilizacao de residuos agroindustriais, como bagaco
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de cana de acucar, palha de milho, e fibras de trigo entre outros, tem sido a

solucéo mais empregada.

A composicdo dos meios de cultivo para a producédo de xilanases por
diferentes micro-organismos incluem, algumas vezes, além do substrato
indutor, diversos sais minerais e alguns ions metalicos. No entanto, muito
frequentemente, é necessario acrescentar aos meios, uma fonte de nitrogénio.
Geralmente, obtém-se bons resultados, em termos de producédo de xilanase,
fazendo uso de extrato de levedura e peptona na composicdo dos meios
(HALTRICH et al., 1996). Entretanto, estes compostos podem ser substituidos,
com sucesso, por materiais de custo muito mais baixo, conforme relatado por
Lu et al. (2003) que utilizaram farelo de soja e farelo de peixe na producéo de

xilanase por Aspergillus sulphureus, em escala piloto.

E importante ressaltar que, além dos fatores até aqui descritos, a
producdo de xilanases, por fungos filamentosos, € influenciada, ainda, por
variaveis como temperatura, pH, nivel de oxigénio dissolvido e agitacdo dos

meios (HALTRICH et al., 1996).
2.2.4 Aplicacdes industriais de xilanases

O interesse na producdo de xilanases deve-se a sua grande
potencialidade de aplicacéo industrial, em diferentes segmentos que, de acordo
com Biely (1995) divide-se em duas categorias sendo uma livre de celulases e
a outra, com uso associado de outras polissacaridases.

A xilose produzida pela acéo das xilanases pode ser convertida a etanol
e xilitol através de fermentacdo por micro-organismos selvagens ou
geneticamente modificados. O xilitol € um polialcool que apresenta poder
adocante semelhante a sacarose, baixo teor calérico e ndo cariogénico,
podendo ser usado como adocante de baixa caloria nas industrias alimenticia e

farmacéutica, como citado por Polizeli et al (2005).

As xilanases também podem ser utilizadas como aditivos em ragcao de
animais monogastricos com o objetivo de aumentar a digestibilidade dos seus

ingredientes. O uso dessas enzimas em ragao pode diminuir a viscosidade da
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racao no trato digestivo do animal, melhorando a motilidade do bolo alimentar,
a digestdo e a absorcdo dos nutrientes, exigindo um menor gasto de energia
pelo animal e melhorando o ganho de peso (POLIZELI et al., 2005; MOTTA et
al., 2013). Além disso, xilooligossacarideos produzidos por xilanases podem
atuar como pré-bidtico, estimulando o crescimento ou atividade de micro-
organismos no trato digestivo e conferindo beneficios a saude do animal
(LAFOND et al., 2011).

As xilanases, em acdo conjunta com amilases, também podem ser
utilizadas para melhorar a qualidade de pédes. A hidrélise da hemicelulose e do
amido da farinha permite um crescimento maior da massa e uma maior
retencdo de agua, retardando o ressecamento do pdo (POLIZELI et al., 2005;
MOTTA et al., 2013; MONFORT et al., 1996).

As xilanases podem também ser usadas, em conjunto com pectinases,
celulases e amilases, na extracéo de suco de frutas e na clarificacdo e reducao
da viscosidade de sucos, vinhos e cervejas. A hidrélise enzimatica dos
polissacarideos da parede celular que ficam em suspenséao pode contribui para
a diminuicdo do aspecto turvo e viscoso por eles conferidos (POLIZELI et al.,
2005; MOTTA et al., 2013).

Por fim, outra aplicacdo industrial das xilanases tem sido no pré-
branqueamento de polpa de celulose e papel.

2.2.5 Branqueamento enzimatico

Durante a ultima década, o potencial de aplicacdo biotecnolégico da
xilana e enzimas xilanoliticas tem sido de interesse particular para muitos
pesquisadores. As xilanases ganharam importancia devida a sua aplicacdo no
pré-branqueamento de polpa Kraft, substituindo compostos quimicos contendo
cloro. Tais enzimas tém um papel importante na reciclagem de fibras e na

purificacdo da celulose para a preparacao da polpa dissolvida.

Viikari et al (1986) foram os primeiros a demonstrar que o tratamento de

polpa com hemicelulases que pode substituir subsequentemente a
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necessidade de cloro para o branqueamento da polpa. O branqueamento
consiste na remocao da lignina presente na polpa retirada da madeira, assim o

uso de xilanases pode ajudar neste processo.

Segundo Bajpai (2004), o processo kraft possui o0 melhor custo beneficio
para o processo de polpacdo. Porém, uma desvantagem € a cor da polpa, que
torna-se marrom escura durante o processo de cozimento devido as
modificacdes que ocorrem na lignina residual das fibras. Tal processo visa a
remocao de grande parte da lignina e das hemiceluloses através do cozimento
de cavacos de madeira com solug¢do de hidréxido de sddio e sulfito de sodio
sob alta pressao e temperatura. Estes dois reagentes atuam na deslignificacdo
da polpa, gerando um licor escuro rico em lignina e hemiceluloses. A polpa de
celulose resultante € escura e, apesar de ja ter boa parte da lignina e
hemicelulose removidas, apresenta cadeias curtas de hemicelulose e restos de
lignina depositados sobre as fibras de celulose, que precisa, portanto, passar

por um processo posterior de branqueamento.

Usualmente empregam-se diversas etapas com o intuito da remocéao da
lignina residual utilizando oxigénio, ozénio, peréxido de hidrogénio, hidroxido de
sédio, gas cloro ou diéxido de cloro (DURAN et al., 2008). Ao final do processo
de branqueamento tem-se a chamada polpa branca de celulose. O dioxido de
cloro e gas cloro promovem a solubilizacdo da lignina residual, facilitando sua
remocdo (SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002). O emprego do cloro produz
substancias organocloradas extremamente toxicas, mutagénicas e resistentes
a biodegradacéo, necessitando que ocorra o tratamento dos efluentes gerados

no processo antes do descarte para o meio ambiente.

As principais variaveis em cada estadgio de branqueamento séao:
dosagens de reagentes, consisténcia, pH da reacéo e pressao de acdo (estagio
em fase gasosa), sendo principais parametros de controle de qualidade:
Numero Kappa, que determina a quantidade de lignina residual nas paredes
celulares das fibras que compdem a polpa celulésica; viscosidade, que € uma
variavel usada para medir o grau de degradacgéo das fibras na polpa celulésica,
pois quanto mais degradadas as fibras na polpa celulésica, menor a

viscosidade; alvura, onde se avalia a brancura e eficiéncia do branqueamento



15

da polpa celulésica, sendo que, quanto maior for a alvura da polpa celulésica,
menores quantidades de alvejantes Opticos serdo usadas na fabricacdo do
papel proveniente de uma sequéncia de branqueamento de celulose em

processo convencional.

Estagios do processo de branqueamento de celulose para a producao
de papel: a) Estagio Z/D: utiliza 0z6nio e dioxido de cloro; b) Estagio Eop:
utiliza hidréxido de soédio, oxigénio e peroxido de hidrogénio; c) Estagio D:

utiliza diéxido de cloro (Figura 6).
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Figura 6. Fluxograma do processo convencional de branqueamento de celulose. Adaptado
do treinamento operacional da Votorantim celulose e papel, 2001.

A aplicacdo de xilanases antes do branqueamento pode otimizar este
processo, reduzindo custos, o emprego de reagentes clorados e da producao
de compostos toxicos, e ainda facilitar a remocdo da lignina nas etapas
subsequentes. Nos processos que sdo livres de reagentes clorados, as
xilanases aumentam o brilho e a forca do papel, e também diminuem a
quantidade de reagentes necessarios (BUCHERT et al.,1994;
SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002; DURAN et al., 2008).

O mecanismo pelo qual as xilanases facilitam o branqueamento ndo é
completamente compreendido (FILHO, 1998; RONCERO et al., 2003). As
hipéteses mais conhecidas afirmam que as enzimas aumentam a exposicao
das fibras de celulose. A hidrélise da xilana que encontra-se depositada sobre

as fibras de celulose as tornariam mais permeaveis ao reagentes empregados
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no branqueamento, facilitando a extracdo da lignina residual, e considerando
que existem ligacOes cruzadas entre hemicelulose e lignina na polpa kraft, a
clivagem da xilana (mais facilmente degradada que lignina) permite maior
liberagéo de lignina residual (SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002; POLIZELI et
al., 2005; DURAN et al., 2008).

O uso de outras hemicelulases como mananases, galactosidases e
feruloil esterases e ligninases, também auxiliam no branqueamento da polpa de

celulose e atuam em sinergia com as xilanases (SIGOILLOT et al., 2005).

O principal objetivo do biobranqueamento € obter maior alvura e grau de
brancura da pasta (previamente deslignificada com oxigénio) que € propria
para a fabricacdo de papéis brancos, através da remocédo de substancias que
absorvem luz (grupos cromoéforos), buscando minimizar o prejuizo quimico e
mecanico da fibra, a formacdo de grupos carbonila, a perda de rendimento, o
custo e o impacto no meio ambiente, pois prevé a reducdo do uso de didxido
de cloro.
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OTIMIZAGAO DA PRODUGAO DE XILANASE DE Penicillium crustosum POR
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E APLICACAO NO
BIOBRANQUEAMENTO DA POLPA CELULOSICA

Nyéssia Fernanda de S. Silva e Marina K. Kadowaki

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar a producao de xilanase pelo Penicillium
crustosum utilizando o Delineamento Plackett-Burman (DPB) e Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), e sua aplicacdo no processo de
branqueamento da polpa de celulose. A selecdo dos componentes de meio de
cultivo: NaNO3; KH,PO,4; MgS0O4-7H,0; KCI; Fey(SO,4)s, extrato de levedura,
palha de milho e pH inicial foi realizada utilizando DPB-12 em condigbes de

cultivo liquido estacionario a 28°C por 6 dias. As variaveis palha de milho,
KH,PO,4, e pH apresentaram efeitos significativos em p<0,10 por DPB. A
analise estatistica dos resultados obtidos com DCCR exibiram as trés variaveis
(KH2PO4 0,15 %, palha de milho 2% e pH inicial 6,0) que mostraram efeitos
significativos em p<0,05, e a produ¢do maxima de xilanase foi de 50 U/mL, 14
vezes superior em comparacao a atividade enzimatica antes da otimizacédo. O
tratamento da polpa celulésica com a xilanase de P. crustosum mostrou uma
reducdo significativa do nimero kappa em 5,27 pontos e eficiéncia Kappa de
35,04%. Dessa forma, evidencia-se o potencial de aplicacdo da xilanase
produzida por P. crustosum no processo de branqueamento da polpa kraft de
Eucaliptos para industria de papel e celulose.

Palavras—chave: fungos filamentosos, residuos agricolas, Planejamento
experimental
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OPTIMIZATION OF PRODUCTION XYLANASE FROM Penicillium crustosum
FOR EXPERIMENTAL DESIGN AND ITS APPLICATION IN CELLULOSIC
PULP BIOBLEACHING

Nyéssia Fernanda de S. Silva e Marina K. Kadowaki

ABSTRACT

The aim of this study was to optimize the production of xylanase by Penicillium
crustosum using Plackett-Burman the Design (BDP) and Central Composite
Rotational Design (CCRD), and its application in the bleaching process of kraft
pulp. The PBD-12 was carried out to screening the significant variables of the
compounds of the culture medium: NaNOs; KH,PO4; MgSO, ¢ 7H,0; KCI;
Fe,(S0,)s, yeast extract, corn stover and initial pH under liquid static culture at
28 °C for 6 days. The variables corn stover, KH,PO,4, and pH were significant at
p <0.10 by DPB. Statistical analysis of the results obtained with CCRD exhibited
the three variables (KH,PO,4 0.15%, corn stover 2% and initial pH 6.0) that
showed significant effects at p <0.05, and the maximum production of xylanase
was 50 U/mL, 14 times higher compared to enzyme activity before optimization.
The treatment of the kraft pulp with P. crustosum xylanase showed a significant
reduction in kappa number (5.27 Kappa points and efficiency (35.04%). Thus,
there is evidence of the potential application of xylanase produced by P.
crustosum in the bleaching process of kraft pulp in paper industry.

Keywords: filamentous fungi, agricultural waste, Experimental design
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1. INTRODUCAO

As xilanases (1,4 - xilanohidrolase - D xilana; EC 3.2.1.X) sdo enzimas
pertencentes ao complexo xilanolitico, e sdo responsaveis pela clivagem
hidrolitica das ligagbes glicosidicas B-1,4 da cadeia principal do xilano, para
produzir xilooligossacarideos e xilose. O xilano é um heteropolissacarideo
encontrado em madeiras e residuos agricolas composto de xilose com
ligacdes B-1,4 na cadeia principal. Nas cadeias laterais do xilano podem ser
encontrados ainda arabinose, manose, galactose, glicose e acido glucurdnico e
grupos acetil [1].

Para despolimerizacdo desta cadeia xilopiranosidica sdo necessarias
principalmente duas classes de enzimas: endo-xilanases, que sdo enzimas
capazes de decompor a cadeia principal do xilano em xilooligossacarideos; e
as P-xilosidases que degradam os xilooligossacarideos até o0s
monossacarideos de xilose. As xilanases sdo classificadas como glicosil
hidrolases (GH) com base em suas sequéncias de aminoacidos
(http://www.cazy.org) e podem pertencer as familias 5, 7, 8, 10, 11 e 43 [2, 3].

Entre as fontes microbianas, produtoras de xilanases, estdo os fungos
filamentosos que séo capazes de secretar para 0 meio externo niveis elevados
dessas enzimas quando comparados as bactérias e leveduras [4]. As xilanases
tém sido obtidas a partir de véarios fungos, tais como: Aspergillus, Trichoderma,
Penicillium,  Aureobasidium, Fusarium, Chaetomium, Phanerochaete,
Rhizomucor, Humicola, Talaromyces, entre outros [5]. Os fungos do género
Penicillium tém sido estudados de longa data principalmente para producéo de
antibioticos, além da producéo de enzimas de interesse biotecnol6gico como a
xilanase. No entanto, o rendimento da producdo de xilanase pelos fungos do
género Penicillium tem sido baixo. Além disso, o uso do xilano como indutor
tem alto custo, e consequentemente limita a producao de xilanase pelos fungos
do género Penicillium em escala industrial [6, 7]. A produgdo de enzimas
microbianas em escala industrial deve atender alguns quesitos, tais como:
capacidade de crescer em substratos de baixo custo; produzir enzimas em

curto espaco de tempo e possuir métodos de extracdo simples.



23

Dentro desse contexto, existem duas maneiras pelas quais 0s
parametros do processo de otimizacdo de cultivos para producdo de enzimas
podem ser adotados: método classico e estatistico experimental. O método
classico baseia-se no estudo com variagdo de um fator e os demais fatores séo
mantidos fixos. Este método é incapaz de detectar as interacdes frequentes
que ocorrem entre dois ou mais fatores, enquanto que a metodologia de
planejamento experimental utiliza técnicas estatisticas para a concepcao de
experiéncias além de avaliar os efeitos de fatores e analisar as condigbes
Otimas de fatores para respostas desejaveis. O método de planejamento
experimental tem sido utilizado com sucesso por muitos pesquisadores para
otimizar as composi¢cdes do meio de fermentacdo bem como para producgéo e
caracterizagdo bioquimica da enzima [8, 9].

As xilanases tem aplicacdo nos diversos setores industriais, tais como:
biobranqueamento de celulose na industria do papel, melhoria da textura e do
volume da fatia de p&o [10] clareamento de suco e vinho, melhoria do valor
nutricional de alimentos armazenados e extracdo de 6leo vegetal, café e amido
[11].

O interesse nas enzimas xilanoliticas e sua aplicacdo na polpa
celulésica pelas industrias de papel tém avancado significativamente nos
altimos anos devido a crescente demanda de papel. Assim, métodos
alternativos para o branqueamento de celulose tem sido sugeridos [12].
Atualmente, a utilizacdo de xilanases para branqueamento da polpa é
reconhecido como um processo baseado em biotecnologia economicamente
viavel nas industrias de papel e celulose. O pré-branqueamento com xilanases
faz exatamente essa funcdo de reduzir a necessidade de produtos quimicos
branqueadores téxicos, e €, portanto, ambientalmente e economicamente
vantajoso [13]. Uma metodologia alternativa para a eliminagédo do cloro em
operacdes de branqueamento, reduz o uso de compostos organicos clorados
na etapa do processo de branqueamento que consequentemente reduz o
namero kappa (teor de lignina residual na polpa) e aumenta o brilho da pasta
[14]. Esta estratégia baseia-se na especificidade uUnica de hemicelulases,
particularmente enzimas xilanoliticas, em atacar o componente da

hemicelulose na polpa. As endo-B-xilanases atuam na hidrolise do xilano
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encontrado em pasta de papel, que posteriormente facilita a remocédo do
complexo lignina-carboidrato (LCC), gerado no processo kraft, que age como
uma barreira fisica contra a entrada de produtos quimicos no branqueamento.
A remocao desse LCC, portanto, facilita a extracdo eficiente de lignina da
polpa[15]. As xilanases, para atuarem no biobranqueamento, devem apresentar
quesitos como: livres de atividade de celulase, estabilidade térmica, tolerancia
a condicao alcalina, estabilidade no processo de polpacgéo kraft, além de evitar
danos para a pasta de celulose.

Dentre as xilanases de fungos filamentosos mais estudados para o
biobranqueamento da polpa celuldsica, encontra-se 0 género Aspergillus. O
género Penicillium ainda é pouco explorado para biobranqueamento da polpa
celulésica, porém algumas espécies como o P. corylophilum [14] e P.
janczewskii [16] tem sido estudadas. Dentro desse contexto, o objetivo do
presente trabalho foi otimizar os componentes do meio de cultivo visando
aumento da producdo de xilanase extracelular do Penicillium crustosum
através de planejamentos estatisticos de Delineamento Plackett - Burman e
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e verificar seu potencial

de aplicacdo no biobranqueamento da polpa celulésica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo

O fungo P. crustosum foi obtido de uma coleta realizada no Reflugio
Biolégico Bela Vista em Foz do Iguacu-Parana, Brasil, conforme metodologia
padronizada pelo projeto de rede SISBIOTA — BRASIL, e armazenado na
Colecao de fungos do Laboratoério de Bioquimica da Universidade Estadual do
Oeste do Parana. O fungo foi mantido em tubos inclinados contendo 5 mL de
meio sélido Agar — batata — dextrose (BDA), crescido a 28 °C em estufas de
incubacéo tipo BOD por 10 dias, e posteriormente estocados em geladeira a 4

°C por até 30 dias.
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2.2 ldentificacdo taxondmica do micro-organismo

A extracdo de DNA genbmico do fungo foi realizada utilizando a
metodologia descrita por White et al. [17]. O fragmento de DNA da regido ITS
foi amplificada com o par de oligonucleotideos ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' direto) e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' reverso). Os produtos de PCR foram
analisados em géis de agarose 1,0% e revelados com brometo de etidio. A
purificacdo dos produtos de PCR e a determinagédo das sequéncias utilizando
os oligonucleotideos ITS1 e ITS4 foram realizadas pela empresa Helixxa®
(Campinas-SP, Brasil). A sequéncia de 543 pb mostrou 100% de identidade
com outras linhagens de Penicillium crustosum quando comparada com as
sequéncias depositadas no banco de dados de dominio publico (Genbank) utilizando
o algoritmo BLAST. Esta sequéncia encontra-se depositada e disponivel com
acesso KM065878 no NCBI.

2.3 Influéncia de diferentes fontes de carbono na producédo de xilanase

por P. crustosum em cultivo liquido estacionario

A producdo de xilanase pelo fungo P. crustosum, foi testada na
presenca de diferentes residuos agricolas, tais como palha de milho, fibra de
trigo, palha de trigo, sorgo panicula e sorgo biomassa, em meio liquido Czapek
na concentragdo de 1% (p/v) em frascos erlenmeyer de 250 mL. Os esporos dos
fungos foram inoculados (1x10° esporos/mL) e incubados a 28 °C por 6 dias,
em estufas de incubacgéo tipo BOD. Posteriormente, os cultivos foram filtrados
com funil de Buchner e papel de filtro Whatman n® 1 com auxilio de bomba de

vacuo. O filtrado obtido foi utilizado como fonte de extrato bruto de xilanase.

2.4 Condigdes de cultivo do fungo

O meio liquido utilizado para a producéo de xilanase foi composto por
NaNOj3; KH,PO4; MgS04.7H,0; KCI; Fey(S04)s, extrato de levedura e palha
de milho (fonte de carbono) e pH que variou de 6,0 a 8,0. As concentracdes de
cada componente do meio de cultivo tiveram seus valores ajustados conforme

consta no planejamento experimental. Os cultivos submersos foram preparados
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conforme o delineamento experimental. Posteriormente, seguiu o procedimento

do item 2.3 até a obtencao do extrato bruto enzimatico.

2.5 Selecdo de componentes do meio de cultivo de P. crustosum atraves
do Delineamento Plackett - Burman (DPB)

Oito variaveis independentes foram estudadas em 16 experimentos,
incluindo NaNO3, KH,PO,4, MgS0,4.7H,0, KCI, Fey(S0y)s- 7H,0, extrato de
levedura, palha de milho e pH, cada variavel foi representada em dois niveis,
indicados por (+1) e (-1). Quatro repeticbes nos pontos centrais (0) foram
adicionados para verificar a reprodutibilidade do ensaio. Os resultados foram
analisados através do software Statistica versdo 10.0 e as variaveis, que
apresentaram p<0,1 no grafico de Pareto foram consideradas ideais, por

influenciarem de forma significativa a producéo de xilanase.

2.6 Otimizacdo da producdo de xilanase por P. crustosum utilizando
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

O Delineamento Composto Central Rotacional e Metodologia de
Superficie de Resposta foram empregados para otimizar a producdo de
xilanase, a partir de fatores previamente selecionados por planejamento
Placket-Burman. Assim, a matriz de DCCR (2°) foi construida utilizando as
variaveis KH,PQO,4, palha de milho e pH, incluindo quatro repeticbes nos pontos
centrais e seis pontos axiais (Tabela 1).

Tabela 1. Valores codificados e reais das variaveis do DCCR

Niveis
Variaveis

independentes 1,68 1 0 1 1,68
Palha de milho (%) 1,16 1,5 2 2.5 2,84
KH2PO4 (%) 0,07 0,1 0,15 0,2 0,23

pH E 24 b 6,6 7

A resposta para as variaveis, em que Y significa a atividade da xilanase,
e pode ser aproximada por uma equacéo de polindbmio (Equacao 1):
Y= Bo+ B1X1+ B2Xo + BaXa + Bz X1 Xz + B1a X1 Xz + B2z Xo Xz + Bra Xu® + Baz X2+
Bas X3 (Eq. 1)
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Onde By é o intercepto; B1, B2 € Ps s@o os coeficientes de primeira ordem do
modelo; B12, P13 € B2z sao os coeficientes de interacdo; e P11 B2 e B3z SA0 0S
coeficientes de segunda ordem do modelo. O teste t-Student’s foi utilizado para
verificar a significancia estatistica dos coeficientes de regressdo, e para

analisar os dados experimentais foi utilizado o Software Statistica 10.0.

2.7 Determinacgéo da atividade de xilanase

A atividade de xilanase extracelular foi determinada através da liberacéo
de acucares redutores formados durante a incubacéo da enzima com xilano 1%
tamponado, utilizando-se o reagente DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) como
descrito por Miller [18]. A reacdo foi constituida de 500 pL de xilano 1% em
tampao fosfato de s6dio 50 mM pH 6,0, e 500 pL do filtrado contendo a enzima
xilanase (diluida se necessario). Apds a incubacdo da mistura de reacdo a
50°C, aliquotas de 125 puL foram retiradas em determinados tempos e
adicionadas em tubos contendo 125 pL de DNS, em seguida os tubos foram
aquecidos em banho fervente por 5 min e, foram adicionados 1 mL de agua
destilada. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro a 540nm
contra um branco (xilano 1% tamponado, agua e DNS, nas mesmas
condi¢gbes). A quantificacdo de agucares redutores nas aliquotas foi estimada
de acordo com a curva padrao de xilose. A unidade de atividade xilanolitica foi
definida como sendo a quantidade de xilose produzida por mL de enzima por
minuto, nas condicbes de ensaio (U/mL). Todas as dosagens enzimaticas

foram realizadas em triplicata.

2.8 Determinacdo do pH e estabilidade ao pH da xilanase produzida pelo
fungo P. crustosum

O efeito do pH sobre a atividade da enzima foi determinada através da
incubacéo da enzima em tampé&o Mcllvaine, cujo pH variou entre 2,5 a 8,0. A
atividade residual foi determinada utilizando o ensaio padré&o.

A estabilidade ao pH foi determinada por incubacdo da enzima pré-
incubada (em banho de gelo) em tampao Mcllvaine sem substrato, durante
108 horas nos pHs 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0 e 8,0 retirando-se aliquotas em

diferentes tempos para a determinacéo da atividade xilanasica residual.
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2.9 Determinacdo da temperatura 6tima e termoestabilidade da xilanase
do fungo P. crustosum.

Para determinar a temperatura 6tima da xilanase, o ensaio foi conduzido
a varias temperaturas de incubacao que variaram de 35 °C a 60°C.

A estabilidade térmica foi conduzida por incubacdo da enzima sem
substrato, em banho-maria, nas temperaturas 40, 50 e 60 °C por até 180
minutos. A cada intervalo, aliqguotas da amostra incubada foram retiradas para

determinacao da atividade xilanasica residual.

2.10 Tratamento da polpa celulésica com a xilanase de P. crustosum
2.10.1 Obtencéao da polpa celulésica

A polpa kraft de eucalipto pré-tratada com oxigénio foi gentilmente
cedida pela Indastria de Papel e Celulose Klabin, localizada na cidade de
Telémaco Borba, PR. A massa Umida (m.u.) da polpa kraft foi pesada e
desidratada em estufa de secagem a 45 °C por 12 horas, para obtencdo da
polpa seca (m.s.). Em seguida a consisténcia foi determinada pela relacao

massa seca/massa Umida, sendo expressa em porcentagem.

2.10.2 Tratamento enzimatico da polpa kraft

A xilanase presente no filtrado de P. crustosum foi adicionada a polpa
Kraft na concentracdo de 25 U/g de polpa absolutamente seca. Em seguida,
tampéo Mcllvaine pH 6,5 foram adicionados, a fim de que as polpas atingissem
uma consisténcia final de 5%. Como controle, 4gua destilada foi adicionada em

substituicdo a enzima. As misturas de enzima e polpa foram inseridas em

sacos de polietileno (tipo Zip Lock) e mantidas em banho-maria a 50°C por 120

min. Decorrido o tempo de tratamento, a polpa foi filtrada e centrifugada a
2000 x g por 10 min. O filtrado obtido foi submetido a andlise do cromoforo,
guantificado em espectrofotbmetro em comprimentos de onda de 237 nm e 465
nm. e a quantidade de agucares redutores determinado pelo método de Miller

(1959), utilizando-se a D-xilose como padréo.
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2.10.3 Determinacédo do numero Kappa na polpa

O numero Kappa (teor de lignina residual) foi determinado pela oxidacéo
por permanganato de potassio através da titulagcdo com tiossulfato de sédio,
seguindo-se a metodologia de TAPPI, 1985 [19]. O calculo do numero Kappa
foi determinado pelas equacdes 2, 3 e 4 ( TAPPI, 1985).

P =(b-a).N (Eq.2)
0,1
(Eq.3)

f=0,0084 . P+ 0,895

K=p f.[1+0,013.(25-T)1] (Eq.4)

p.f
W
onde:

P= volume de KMnO4 que reagiu [mL).

a= volume de Naz:5:0: consumido pela amostra {mL).

b= volume de MNa:5:03 consumido pelo branco {mL).

f= fator de correcdo determinado para cada P. (TAPPI, 1985)

M= normalidade real da solugdo de Na;5;0; (padronizada)

T= temperatura da analise (°C).

W= massa da polpa seca (g).

K= ndimero kappa.
2.10.4 Determinacao da viscosidade
Para a determinacéo de viscosidade da polpa foi utilizada a metodologia
do TAPPI (1982) [20] com auxilio de um viscosimetro tipo Ostwald-Fensk, em
forma de U. A medida foi efetuada em triplicata. A constante de viscosimetro foi

calculada segundo a equacgéao 5:

K=— (Eq.5)

Onde:
K = constante do viscosimetro (cPs™.g™.cm?)
V = viscosidade do H;SO; 98% = 19,25 cP (TAPPI, 1982)
d = densidade do H,SO; 98% = 1,84 g.cm™ (WEAST, 1984)

t = tempo de escoamento (s)

E a viscosidade das solucdes foi determinada pela equacéo 6:
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V= K.t.d (Eq 6)

Onde:

\ = viscosidade da solugdo de polpa (cP)

K = Constante do viscosimetro (cPs™.g™*.cm’)
t = tempo de escoamento (s)

d = densidade da soluc3o de celulose = 1,052 g.cm™ (TAPPI, 1082)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A palha de milho utilizada como fonte de carbono foi selecionada
previamente em estudo anterior. Este substrato € um material abundante no
Brasil, considerada residuo agricola que geralmente € incinerado, ou seja,
pouco aproveitado de forma a gerar renda. Portanto, este residuo composto de
alta concentracdo de hemicelulose (58%) e celulose (41%) induziu a producao
da xilanase deste fungo. A utilizacdo de residuos agricolas como fontes de
carbono alternativas pode reduzir os custos de producéo de enzimas para a

producdo em escala industrial [21].

3.1 Selecdo dos componentes do meio de cultivo para producdo de
xilanase do P. crustosum utilizando Delineamento Plackett - Burman
(DPB)

Neste estudo foi utilizada estratégia estatistica em duas etapas,
combinando o Delineamento Plackett - Burman seguido de Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) com analise de superficie de resposta.
Primeiramente, a pré-selecdo dos componentes do meio Czapek (NaNOs,
KH2PO4, MgS0,4.7H,0, KCI, Fex(S04)3- 7H,0 e extrato de levedura) pH inicial,
e palha de milho foi realizada através de DPB com doze ensaios e quatro
repeticbes no ponto central. Pode-se observar que a producdo de xilanase do
P. crustosum mostrou grandes variagfes (Tabela 2). A producdo méaxima de
xilanase ocorreu no ensaio 7 (40 U/mL) e a mais baixa producdo no ensaio 8 (6
U/mL). As variaveis KH,PO,4, palha de milho e o pH do meio de cultivo foram
variaveis independentes que mais influenciaram a producdo de xilanase de P.

crustosum nesta etapa (Figura 1). As variaveis que nao influenciaram



31

significativamente na producdo de xilanase foram entdo fixadas nas
concentracbes (NaNOj3; 0,15%, MgSO,4.7H,O 0,025%, KCI 0,025, extrato de
levedura 0,15%) para a etapa de DCCR.

Tabela 2. Matriz do Delineamento Plackett — Burman (DPB-12) para a selecéo de fatores que
afetam a produgéo de xilanase produzida por P. crustosum

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8
Ensaios NaNOs KH; PO, Mg50,.7H20 KCl Fe2(504)s Ext.Levedura Palha de Milho pH Atividade Enzimdtica | UfmL)
1 1 (03g) -1 0 1 (0,05g) -1 o -1 0 -1 (o0sgl 1 (03758 1 B 26,40
2 1 (03g 1 (01 -1 0 1 (005g) -1 0 -1 (00Sg) -1 (0,125g) 1 B 7,98
3 10 1 (01g) 1 (005g -1 o 1 (ooDlg) -1 (00Sg -1 (01258 -1 6 25,60
4 1 (03g -1 o] 1 (0,05g) 1 (0,05g) -1 o] 1 (015g) -1 (0125 -1 6 11,60
5 1 (03g 1 (01 -1 0 1 (o0Sg) 1 (000lg) -1 (00Sg) 1 (03758 -1 6 25,80
6 1 (03 1 (01g 1 (005g -1 o -1 (o00lg) 1 (01Sg) -1 (0,125g) 1 8 15,20
7 -1 o 1 (0,1g) 1 (0,05g) 1 (0,5g) 1 o] 1 (015g) 1 (0,375g) -1 6 40,00
8 4 0 - 0 1 (00sg) 1 (058) 1 (ooolg) -1 (O0Sg) 1 (0,375 1 B 6,00
El 4 0 -1 0 -1 0 1 (05g) -1 (o001g) 1 (015g) -1 (0,125g) 1 B 11,60
10 1 (03g -1 o -1 o -1 o 1 (0,001g) 1 (015g) 1 (0,375g) -1 ® 34,40
11 1 0 1 (0o1g) -1 0 1 o 1 0 1 (015g) 1 (03758 1 B8 27,20
12 4 0 -1 0 -1 0 -1 o -1 0 -1 (00Sg) -1 (0,125 -1 6 10,00
13 0 (0,15g) © (0,058) O (0025¢) O (0025g) O (OKO0SE) O (0dg) O (D2508] O 7 26,80
14 0 (0,15g) O (005g) O (0,025g) O (0,025g) O (0,0005g) O (0,1g) o (0,250g) O 7 20,80
15 © (015g) O (005g) O (D025g) ©O (0,025g) O (0D,0OOSE) O (O1g) O (02508} O 7 22,00
16 0 (0,15g) © (0,058) O (0025¢) O (0025g) O (OKO0SE) O (0dg) O (D2508] O 7 20,40

Valores codificados: (-1)

centrais.
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Figura 1. Variaveis significativas no Delineamento Plackett-Burman - Diagrama de Pareto
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3.2 Otimizacdo da producdo de xilanase do P. crustosum através de

DCCR e Andlise de Superficie de Resposta

O estudo utilizando a combinacdo do DPB e DCCR, permitiram
encontrar as principais variaveis independentes do meio de cultivo para
otimizacao de cultivo, bem como as interacées dessas variaveis na producao
de xilanase por P. crustosum. Os melhores resultados foram obtidos nos
ensaios 15 a 18, compostos de (0,15 % KH,PO4, 2% de palha de milho e, pH
inicial 6,0). Por outro lado, os ensaios 2 e 5 mostraram as mais baixas
atividades xilanasicas (8 a 9,4 U/mL) cuja as concentracdes das variaveis

foram palha de milho 2,5% e pH inicial de 6,6 (Tabela 3).

Tabela 3. Planejamento experimental para otimizacdo da produgcdo de xilanase por P.
crustosum utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Varidveis
X4 X2 Xa Ativ. Enzimatica
Ensaios Palha de Milho KH2PO4 pH UimL
1 1 1 1 12
2 1 1 1 9.4
3 1 1 1 12,8
4 1 1 1 21,6
5 1 1 1 8
6 1 1 1 22
7 1 1 1 13,2
8 1 1 1 28
9 -1,68 0 0 12,8
10 1,68 0 0 24,4
11 0 -1,68 0 21,6
12 0 1,68 0 19,6
13 0 0 -1,68 24,4
14 0 0 1,68 21,6
15 0 0 0 50,8
16 0 0 0 46
17 0 0 0 47
18 0 0 0 48,4

DCCR (23): 6 pontos axiais; 4 pontos centrais.

A equacdo de regressdo obtida apds analise de variancia (ANOVA),
considerando as variaveis significativas (p<0,05), que resulta no modelo
codificado reduzido da atividade enzimética de xilanase em funcdo de KH,PO4
(linear e quadratico), palha de milho (linear e quadrético) e pH inicial (linear e

quadratico) (equacao 7) .
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Y (Umlt) =48, 20 + 3,99X; - 11,11 X;%+ 1,53X, - 10, 41 X,° + 0,78X5 —
9, 56X3
(Eq.7)

Onde Y: valores preditos da atividade enzimatica xilanase (U/mL); X;: valores
codificados da palha de milho; X,: valores codificados da concentracéo de
KH,PO4 e Xs. valores codificados do pH. Os resultados da ANOVA para o
modelo reduzido de segunda ordem foram estabelecidos e observou-se que o
modelo apresentou regressao significativa Fcal foi 12,09 vezes maior que o
Ftab e falta de ajuste ndo significativa (Tabela 4); O valor do coeficiente de
determinacdo (R?) foi de 0,9532, este valor indica que o modelo explicou
95,32% da variacdo dos dados experimentais, portanto considerado um bom

modelo estatistico.

Tabela 4. Analise de Variancia (ANOVA) para os parametros de metodologia de superficie e resposta
para o modelo reduzido de segunda ordem

Fonte de

variacao SQ GL QM Fcal Ftab R?
Regressédo 4334,97 6 722,49 37,38 3,09 95,32
Residuo 212,62 11 19,33

Falta de ajuste 199,63 8 24,95 5,76 8,85

Erro Puro 12,99 3 4,33

Total 454759 17

SQ: Soma dos Quadrados; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; Fcal: Fcalculado;
Ftab: Ftabelado; R*:Coeficiente de determinacao.

As superficies de respostas de xilanase obtida a partir do modelo de
segunda ordem e as melhores condicdes para produzir xilanase estéo
representadas na Figura 2. Nos resultados obtidos por DCCR, o0s pontos
centrais apresentaram maiores valores de producdo de xilanase do P.
crustosum (Tabela 2). ApoOs a otimizacdo do cultivo, houve um aumento
consideravel e significativo de 14 vezes na producdo de enzima (50 U/mL)
quando comparado antes da otimizagdo, que era 3,5 U/mL. Os resultados

revelam que as concentracdes das variaveis independentes, palha de milho
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(0,15%), KH,PO4 (2%) e pH inicial (6,0) foram as melhores condi¢gbes para
produzir xilanase por este fungo.
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Figura 2. Superficies de Respostas para producéo de xilanase por P. Crustosum. Interacdes
entre Palha de milho x KH,PO,4 (A), Palha de Milho x pH (B) e KH,PO, x pH (C)

Nos ultimos anos, varios estudos demonstram vantagens do uso de
metodologias estatisticas para otimizacdo de processos fermentativos
microbianos. Segundo Cui e Zhao (2012) o DPB combinado com planejamento
fatorial completo, Box Behnken otimizou a producgéo de xilanase do Penicillium

sp. WX - Z1, e alcangou a producdo maxima de xilanase em 44,72 U/mL [22].

Todos esses relatos mostram a importancia de otimizar os compostos

nutricionais do cultivo para producdo de enzimas por fungos filamentosos.
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Li e colaboradores (2007) utilizaram variaveis como concentracdo da
fonte de carbono (farelo de trigo: 35,6 g/L), pH 7,72, e tempo de cultivo: 142,3 h
e obtiveram melhora na producao de xilanase do P. oxalicum ZH - 30, inclusive
os resultados obtidos mostraram efeitos significativos em termos lineares e
quadraticas com as trés variaveis, utilizando analise de superficie de resposta,
atingindo a producdo maxima de 14,91 U/mL de xilanase [23]. O fungo
Chaetomium thermophilum IMI 291753 também aumentou a producdo de
xilanase ao utilizar o planejamento experimental, com palha de trigo em cultivo

submerso 3,9% (p/v) e nitrato de sodio 0,7% (p/v), como variaveis [24].
3.3 Influéncia do pH e estabilidade ao pH da xilanase de P. crustosum

A influéncia do pH sobre a atividade da xilanase de P. crustosum esta
representada na Figura 3. O pH 6timo da enzima foi observada no pH 5,5. As
xilanases dos fungos P. purpurogenum [25], P. janthinellum [26], P. expansum
[27] também apresentaram pH 6timo de 5,5 enquanto que do Penicillium sp.
ZH-30 foi em pH 6,0 [28].

A xilanase do fungo P. crustosum exibiu estabilidade em ampla faixa de pH (5
a 8) no periodo de até 108 horas de incubacao. Entretanto, em pH 4,5 a enzima
permaneceu estavel somente por 4 horas (Figura 5A). Essa estabilidade da
enzima em uma ampla faixa de pH indica potencial de aplicacdo em diferentes

processos industriais que requer essas caracteristicas.
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Figura 3- Influéncia do pH sobre a atividade da enzima xilanase do fungo P. crustosum
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3.4 Determinacdo da temperatura 6tima e termoestabilidade de xilanase

do fungo P. crustosum

O efeito da temperatura na atividade da xilanase de P. crustosum esta
representado na Figura 4, em que a maior atividade de xilanase foi verificada a
50°C, similar a outros estudos com Penicillium spp, cuja temperatura 6tima
observada foi entre 40°C e 50°C [29, 30]. Em geral as xilanases flungicas
demonstraram temperatura 6tima préxima de 50 °C [31, 32].

100 [
90 4 °
80
70 4
60 -

) ._\
50 °

®
40

Atividade Relativa (%)

T T T T T T
35 40 45 50 55 60

Temperatura (°C)

Figura 4. Influéncia da temperatura sobre a atividade da enzima xilanase do fungo P.
crustosum

Esta enzima exibiu estabilidade térmica nas temperaturas de 40 e 50°C
até 120 minutos, enquanto que a 60 °C a atividade residual diminuiu para 52%.
Estes resultados indicaram claramente que as temperaturas adequadas para
aplicacé@o industrial dessa xilanase de P. crustosum esté entre 40-60°C, com

estabilidade durante 2 horas (Figura 5B). Similarmente, a xilanase de P.

janczewski também apresentou termoestabilidade entre 40-60°C, e

temperatura 6tima de 50°C [16]. Li e colaboradores (2007) relataram que a
temperatura adequada da xilanase de P. oxalicum ZH-30 foi de 50-60°C [28].
Entretanto, as xilanases de P. purpurogenum perderam cerca de 40% de suas

atividades quando mantida durante 3 h a 60 °C [33].
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Figura 5. Estabilidade da enzima ao pH (A) e termoestabilidade da xilanase produzida pelo P.
crustosum (B)

3.5 Aplicacéo da xilanase de P. crustosum no branqueamento da polpa Kraft

A eficacia da xilanase de P. crustosum foi observada apos o tratamento
da polpa celulésica com a enzima, pois houve reducdo do nimero Kappa em
5,27 pontos, que corresponde uma eficiéncia Kappa de 35,04% (Tabela 5).
Esta eficiéncia pode também ser comprovada pela liberacdo de acguUcares
redutores e de cromoforos a partir da polpa, sendo esta Ultima maior a 237 nm,
Segundo Gary e colaboradores (1998) a liberacdo de cromdéforos € um
excelente indicador do efeito das xilanases sobre a polpa celulésica, sendo
melhor que a proépria liberacdo de acgUcares redutores [34]. Porém, esses
acucares sao continuamente produzidas como resultado da agéo das xilanases
sobre os xilooligossacarideos liberados pela hidrélise inicial do xilano que
reveste a superficie das fibras. Similarmente a este estudo, a liberagdo de
acucares redutores de polpas por meio da utilizacdo de xilanases também foi
observada por Jiang et al., 2006; Medeiros et al, 2007; e Nagar et al.,2013
[35,36, 37].
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Tabela 5. Branqueamento da polpa kraft tratada com xilanase produzida por P. crustosum

Parametros Controle Xilanase do P.
crustosum
Numero kappa 15,04 9,77
Kappa eficiéncia (%) - 35,04
CST (%) 20,32 20,27
AcUcares redutores (g/50 g polpa) 0,124 0,279
Abs 237 nm 0,052 0,215
Abs 465 nm 0,033 0,122

CST (%) — Viscosidade. Controle negativo: agua destilada e polpa celuldsica; material
croméforo monitorado nos comprimentos de onda de 237 nm e 465 nm. Dosagem de agucares
redutores (Miller, 1959). Branqueamento da polpa celulésica com 25 U/g de xilanase em
tampéao Mcllvaine pH 6,5 a 50 °C por 120 min.

A reducdo no numero Kappa obtida no presente estudo com as
xilanases de P. crustosum é superior a outros reportados na literatura, os quais
verificaram uma reducéo entre 0,9 a 4,6 unidades [38]. Kumar e colaboradores
(2009) verificaram que a xilanase de T. lanuginosus MC 134, foi capaz de
reduzir o numero Kappa em apenas 3,2 pontos empregando-se uma dosagem
enzimatica de 50 U/g polpa seca por 3 horas [39]. No estudo de Peixoto-
Nogueira e colaboradores (2009) as xilanases de A. fumigatus promoveram
uma reducdo no numero kappa de apenas 1,1 unidades, correspondendo
eficiéncia de 11,7% [40]. Enquanto que as xilanases de A. niger foram
aplicadas no processo de biobranqueamento da polpa kraft, uma reducéo de
3,62 unidades no numero Kappa, sendo equivalente a 25,93% de eficiéncia
Kappa [41].

A xilanase de P. crustosum proporcionou liberacdo de quantidade
significativa de acucar redutor no processo de branqueamento da polpa Kraft
de Eucaliptus. E a viscosidade da polpa ndo foi alterada apés tratamento
enzimatico, resultado que explica a razdo pelo nivel insignificante de atividade
celulasica encontrada no filtrado de P. crustosum . De acordo com Khonzue e
colaboradores (2011) a viscosidade da polpa depende do comprimento da
cadeia celuldsica e, por esta razéo, indica indiretamente o grau de danos as

fibras celulésicas durante o processo de polpacédo e de branqueamento [42].
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4. CONCLUSAO

A producéo de xilanase por P. crustosum foi otimizada combinando duas
metodologias de planejamento estatistico, o Plackett-Burman(PBD) e
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com analise de superficie
e resposta. Pode-se concluir que houve um aumento na producéo de xilanase
por este fungo, na ordem de 14 vezes quando comparado a producao inicial

sem otimizagdo. Além disso, a xilanase de P. crustosum exibiu estabilidade a

temperatura de 40-60°C e em pH (5,0 a 8,0). A enzima foi eficaz no processo

de branqueamento da polpa Kraft de Eucaliptus, com reducao significativa em
5,27 pontos do numero Kappa e eficiéncia Kappa de 35,04%, sem alterar a
viscosidade da polpa. Portanto, esta xilanase apresenta potencial para

aplicacéo em industria de papel e celulose.
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