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RESUMO

A industria da pasta e do papel € um importantmeatp da economia portuguesa que tem
de acompanhar de perto os desenvolvimentos tecoofdge forma a responder a crescente
procura, manter os padrées de qualidade, dimirustos e ser capaz de lidar com a constante
presséo para reduzir as emissdes ambientais. échmibgia tem emergido com grande potencial
na definicdo de estratégias diferentes de branqemamatravés da utilizacdo de xilanases,
nomeadamente para reduzir a emissdo de compogersooiorados nos efluentes.

O objetivo deste trabalho consistiu na avaliagdo ddsempenho de duas xilanases
(suspensdes liquidas X1 e X2) em padtesft ndo branqueadas deucalyptus globuluse
consequente poupanca de reagentes, ganho de laransua estabilidade. Foram usadas quatro
pastas cruas e uma pré-deslenhificada com oxigéoashidas em diferentes unidades industriais
nacionais, (pastas 1 a 5), com diferentes caratagsde forma a avaliar também a influéncia da
variabilidade das pastas no desempenho enzimético.

O branqueamento das pastas fabris recolhidas sepgncia DE revelou que as diferencas
especificas do processo kraft em cada unidade tmmlugonferem as pastas diferentes
branqueabilidades. As pastas cruas com IK~15 f@aquelas que apresentaram maior ganho de
brancura face a carga de diéxido de cloro usada.

Considerando que o tratamento enzimatico (X) padsai aplicado a escala industrial nas
torres de armazenamento de pasta que antecedeaadinbranqueamento, as xilanases foram
usadas numa gama alargada de condicdes operaténs (7 a 9), temperatura (65 a 85°C), com
tempo de retencdo fixo em 30 min e uma carga eiizianfixa (200 mL/tAD para X1 e 900
mML/tAD para X2). Para todas as condic¢des foi eBmbduum ensaio de controlo (sem adicao de
enzima). Em alguns ensaios, acompanhou-se a ewoldg&dabsorvancia do filtrado a um
comprimento de onda de 280 e 457 nm, dando indésadé remocéo de lenhina residual e de
cromoforos que foram dissolvidos, e determinou-$edice kappa, a brancura e a reversao de
brancura das pastas tratadas. Concluiu-se queanas# X1 apresenta maior atividade em
condicbes mais suaves, 70°C e pH 7, levando a umergo da brancura ISO da pasta até 1,9 %
ISO, verificando-se também uma ligeira reducaondicé kappa.

Para avaliar o efeito do estagio X na poupancaideidd de cloro (D) em estagios
subsequentes e na brancura e sua estabilidadastas fjoram branqueadas com uma sequéncia
XDE e comparadas com as pastas sem tratamento &iwinjpastas DE). Verificou-se que a
xilanase X1 impulsiona o desenvolvimento de braa¢designaddleach boosting obtendo-se

ganhos de brancura de ~3 a 4 % ISO nas condi¢cdssuaves (pH 7, 70°C), para todas as pastas



cruas (1 a 4), o que demonstra que o efeito daask é independente da origem da pasta. Apesar
do tratamento enziméatico a 70°C e pH 7 para a fagt@vocar uma perda rendimento em pasta
cerca de 0,5%, permite uma poupanca de GU@ ronda os 36%. A xilanase X2 apresentou maior
robustez a temperaturas elevadas e maior tolerangi alcalino, indicando atividade a 85°C e
pH 9, enquanto a xilanase X1 tornou-se inativangeraturas superiores a 80°C e pH 8,5. Estes
resultados permitem sublinhar a importancia decdelela xilanase mais adequada as condigfes
fabris.

O tratamento enziméatico com as xilanases X1 e Xaainda a reducédo do indice kappa
(~1 unidade) das pastas XDE, a diminuicdo da réeeds brancura (de 1,6 para 1,1 cdh®
numbe) e alteragGes pouco significativas na viscosidadiependentemente da pasta utilizada,
sendo este efeito tanto maior quanto maior fornvédade enzimatica. A reducao do indice kappa
deveu-se a uma diminuicédo do teor de acidos heg&einas e de lenhina residual, como resultado

da quebra de ligacbes na cadeia de xilana e comseqdissolucao de fragmentos que 0os contém.



ABSTRACT

The pulp and paper industry is an important segroéihe economy that has to closely
follow technological developments in order to mgeiwing demand, maintain quality standards,
reduce costs and be able to deal with constansymego reduce environmental emissions.
Biotechnology has emerged with great potentiakfining different bleaching strategies by using
xylanases to reduce the emission of organochl@engpounds in the effluents.

The aim of this study was to evaluate the perfogeasf two xylanases (X1 and X2 liquid
suspensions) applied in unbleached kraft pulpg&Ewtalyptus globulusand resulting reagent
savings, brightness gain and its stability. Fousleached pulps and a pulp pre-delignified with
oxygen collected in different national industrialits (pulps 1 to 5) were used, with different
characteristics, in order to also evaluate theuerfte of pulp variability on enzyme performance.

The bleaching of the different unbleached pulpshwite DE sequence revealed that the
specific differences of the kraft process in eaxdustrial unit lead to different pulp bleachability
The unbleached pulps with kappa number around hibged more brightness gain regarding the
charge of chlorine dioxide used.

Considering that the enzymatic treatment (X) cdaddapplied on an industrial scale in the
unbleached pulp storage tanks, xylanases wereayv&d wide range of operating conditions of
pH (7 to 9) and temperature (65 to 85°C), withxadi retention time of 30 min and a fixed enzyme
charge (200 mL/tAD for X1 and 900 mL/tAD for X2)ofall conditions a control trial was made
(no enzyme addition). In some trials, the evolutbthe absorbance of the filtrate at a wavelength
of 280 and 457 nm was followed, giving an indicatiof the removal of residual lignin and
chromophores that were dissolved, and determiree@dpbpa number, brightness and reversion of
the treated pulp. It was concluded that the xylanék has a higher activity in milder conditions,
70°C and pH 7, leading to an increase of pulp 18ighiness up to 1.9%, simultaneous with a
slight reduction in the kappa number.

To evaluate the effect of the X stage on chlorilexide (D) savings in subsequent stages
and on brightness and its stability, the pulps weeached with a XDE sequence and compared
with pulps without enzymatic treatment (DE pulgsvas found that the xylanase X1 boosts the
development of brightness (designated bleach bapdading to brightness gains of ~ 3 to 4%
ISO in milder conditions (pH 7, 70°C), for all uebkhed pulps (1 to 4), demonstrating that the
xylanase effect is independent of pulp origin. Aligh the enzymatic treatment for pulp 1, at 70°C
and pH 7, causes a yield loss of about 0.5%,0tna|CIQ savings of around 36%. Xylanase X2
showed higher heat-resistance and higher tolettanakkaline pH, indicating activity at 85°C and



pH 9, while xylanase X1 became inactive at tempeeatabove 80°C and pH 8.5. These results
highlight the importance of selecting the most appiate xylanase to use at mill conditions.

The enzymatic treatment with xylanases X1 and X8 ahuses kappa number reductions (~
1 unit) of XDE pulps, brightness reversion reduct{@.6 to 1.1 as PC number) and negligible
changes in viscosity regardless the pulp usedghibiis effect greater as the enzymatic activity
increases. The reduction in kappa number was daalgxrease in hexenuronic acid content and
residual lignin as a result of bonds cleavage withe xylan backbone and subsequent dissolution

of fragments that contain them.
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Introdugao

1. INTRODUCAO

A induastria da pasta e do papel € um importanteneatp da economia em Portugal, cuja
posicdo no mercado mundial vem sendo reforcadaedesddos do século XX. Segundo os dados
mais recentes, Portugal € o maior produtor europeum dos maiores a nivel mundial, de pasta
branqueada de eucalipto BEKBleached Eucalyptus Kraft Pulf, também, o maior produtor
europeu de papéis finos de impressao e escritemnéstidos (UWF) e 0 6° a nivel mundial (Celpa,
2012).

A matéria-prima principal da industria produtoragpadstakraft em Portugal € &ucalyptus
globulus sendo uma espécie de crescimento rapido, comscitd abate curtos (7 a 12 anos)
(Valente et al., 1992). Em 2012, a producao natmpastas de fibra virgem de Eucalipto fixou-
se em 2,3 milhdes de toneladas, o que represeantad®94% da producéo nacional (Celpa, 2012).
De acordo com os resultados preliminares do 6hbdvie Florestal Nacional (INF6), em 2010, o
eucalipto é a espécie florestal que ocupa a maea éam Portugal continental, com 812 mil
hectares, representando cerca de 21% da areddla&®86 de Portugal Continental (ICNF, 2013).

As pastas produzidas a partir do @obulus cultivado em territério nacional, séo
consideradas de elevada qualidade pela sua exxaphtido papeleira (Valente et al., 1992),
apresentando vantagens acrescidas no consumo fiegpe¢pasta/madeira) e sendo
comercialmente competitivas com os grandes proésitoundiais, como o Brasil, que detém uma
elevada capacidade de producéo instalada, assariadaores custos de matéria-prima (Séco,
2006) . Assim, o fator qualidade permite marcaifarehca e garante a Portugal uma posi¢cao
importante no mercado mundial da pasta e do pBeekntre os fatores diferenciadoresklo
globulus de cultivo nacional, pode destacar-se a sua cdgdmguimica, apresentando um
elevado teor de celulose e baixo teor de lenhigegpermite obter rendimentos mais elevados e
menor consumo de reagentes no cozimento e no kramgunto que outras folhosas, incluindo
outras espécies de eucalipto (Pinto, 2005). Ascteniaticas morfolégicas das fibras detém
também vantagens, nomeadamente, o pequeno comfmimenelevada espessura relativa das
paredes, 0 que faz com que o numero de fibrasmpdade de massa seja elevado. Isto reflete-se
no desempenho favoravel das fibras na refinacatipoalacdo e na melhor formacéo de folhas
com boas propriedades papeleiras, nomeadamespt@stncia mecanica e a opacidade das folhas
(Kibblewhite et al., 1991; Ferreira, 2000). E ardille eleicdo para a producdo de papéis de
impressao e escrita.

A industria da pasta e do papel € uma indUstr@agéal intensivo, que tem necessariamente
de acompanhar de perto os desenvolvimentos tedoofdge forma a responder a crescente
procura, manter os padroes de qualidade e ser dadaar com a constante presséo para reduzir
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as emissdes ambientais, devido a utilizagdo degramale quantidade de produtos quimicos. Um
dos segmentos do processo de producao de pagtelegpa tem recebido especial atencdo nesse
sentido, é o branqueamento.

O processo de branqueamento sofreu um desenvoldns@nificativo nos ultimos dois
séculos. No século XIX predominou um processo guéosava ha aplicacdo de apenas um
composto quimico - o hipoclorito. A partir dos fimaos anos vinte do século XX, introduziu-se
a utilizacdo de cloro como agente de branqueanesthégenvolveram-se processos multi-estagios,
seguindo-se a aplicacdo de um estagio de extrégg@ima para remocao da lenhina oxidada, sendo
a sequéncia CEH (onde C-Cloro, E-Extracdo alcadind-Hipoclorito), o procedimento de
branqueamento padrdo até meados dos anos 70. @Gamento da capacidade de producédo, os
efeitos da poluicdo tornaram-se cada vez mais fheece As fabricas de pasta quimica
branqueada que utilizavam cloro e/ou hipoclorits@#io como agentes de branqueamento, foram
descarregando niveis elevados destes compostasirsas de agua. Em meados da década de 60,
estudos associaram a presenca de dioxinas e casposgianoclorados nos efluentes, que
apresentam efeitos toxicos, mutageénicos, persestemtcarcinogénicos, a utilizacdo de cloro
elementar (Suess, 2010; Bajpai, 2012). Desde ¢en@sido feito um esfor¢co nas fabricas em todo
o mundo para eliminar a utilizagéo de cloro elemeatn sequéncias de branqueamento ECF —
Elemental Chlorine Freeu a eliminacéo total de cloro em sequéncias TObtally Chlorine
Free através da utilizacdo de oxigénio, peroxido ddrdgéenio ou ozono como substituintes
(Bajpai, 2012). Em termos de impacto ambientadeggiéncias TCF permitem uma maior reducéo
de compostos organoclorados nos efluentes (quaatids como AOX -Adsordable Organic
Halogen (Vidal & Diez, 2003). Contudo, os reagentes usadas sequéncias TCF apresentam
uma menor seletividade, levando a uma maior despdlzacéo da celulose, o que resulta numa
diminuicdo da resisténcia mecanica das pastas ¢batlet al., 1995; Young & Akhtar, 1998).
Além disso, a utilizacdo de energia € maiooiprint) (NCASI, 2013). Assim, nas ultimas décadas
as sequéncias ECF tornaram-se o estado da artarmgubamento (Suess, 2010).

Apesar de estabilizada a utilizacdo de reagentésat@ueamento em sequéncias ECF ou
TCF, a biotecnologia tem emergido com grande padena definicdo de estratégias diferentes de
branqueamento através da utilizacdo de enzimadp sepré-tratamento com xilanases, o mais
relatado na literatura (Beg et al., 2001; Dhimaalgt2008; Garg et al., 2011; Lin et al., 2013;
Bajpai, 2014; Gangwar et al., 2014). A aplicacée xidanases permite as fabricas atingir um
melhor desempenho ambiental, através da diminwgdmiveis de AOX nos efluentes, reduzir
0s custos, reduzir as quantidades de reagentesuwgueamento e/ou aumentar a brancura final

das pastas em sequéncias ECF e TCF, aumentar cideajgade producdo para fabricas com
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capacidade de producao de glinitada e melhorar as propriedades do papel (Hgayet al.,
2008), sem a necessidade de grandes investimantes@pamento ou alteragdes no processo.
Estudos indicam que o pré-tratamento com xilanesssdta, normalmente, em reducdes de 20-
25% na utilizacdo de reagentes a base de clofmetwoods 10-15% ensoftwoodse ao mesmo
tempo diminui os AOX em 12-25% (Shatalov & Pere2@08).

Este pré-tratamento com xilanases é correntemefgado como bleach boostingpois
amplifica os efeitos dos reagentes de branqueamestestagios subsequentes (Bajpai, 1997). As
xilanases ndo removem diretamente a lenhina mes/éat da remocédo de parte das xilanas,
facilita o acesso dos reagentes de branqueameletthéna residual anteriormente inacessivel
(Roncero et al., 2005; Woolridge, 2014). As xilgreaeemicelulose predominante em paktaft
de Eucalipto (Sjostrém, 1993), sdo relevantes aodueamento de pasta para papel:

» Estudos sugerem que grande parte da lenhina, pairreisponsavel pela coloragéo da pasta,
esta covalentemente ligada tanto as glucomanana® @&s xilanas (LCC -Lignin
Carbohydrates Complgem pastakraft (Lawoko et al., 2004);

* Os acidos hexenurénicos, compostos responsaveisapeiento do consumo de reagentes
de branqueamento e reversao da brancura das fastss, 2010), encontram-se também
associados as xilanas;

* O cozimentokraft € responsavel pela precipitacdo de pequenas sadeixilanas na
superficie das fibras. Estas xilanas redepositamasefibras e agem como uma barreira
fisica a penetracdo dos reagentes de branquea(iamtizlinen et al., 1993), o que resulta
num aumento do consumo de didxido de cloro no prinestagio de branqueamento
(Shobhit et al., 2005).

Assim, a hidrélise das xilanas em pastas ndo heaups, num estagio prévio ao
branqueamento, através da aplicacdo de xilanasmgaosa, apesar da conhecida diminuicéo de
rendimento a que conduz (Bajpai, 2012) e a suaagdo em pastdgaft de E. globulusé a
motivacdo para este estudo.

Face ao exposto, 0s principais objetivos destadesio sdo:

* Avaliar o desempenho da aplicacdo de xilanases astagkraft ndo branqueadas de
Eucalipto, posteriormente branqueadas com a seguic(obtendo-se pastas XDE);

» Por comparagdo com as pastas DE, avaliar o polefecigoupanca de reagentes através
da aplicacdo do estagio enzimatico em pastas @&gbeadas, em sequéncias XDE;

« Auvaliar o efeito da variabilidade das pastas n@dgmnho do estagio enzimatico por
utilizacdo de pastas ndo branqueadas recolhidakferantes fabricas nacionais.
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1.1. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Apo6s uma breve introducéo onde se faz o enquadtaraeriema e indicam-se 0s principais
objetivos, apresenta-se uma resenha bibliograficse t@mas relacionados com o trabalho
desenvolvido. Assim, o Capitulo 2 descreve os ais componentes da madeira, do ponto de
vista quimico, com especial enfoque na madeiralth@sas, e em particular no eucalipto.

No Capitulo 3 descreve-se de forma breve o coznemift, explicitando as principais
reacO0es dos reagentes de cozimento com os comg#udla madeira e a sua influéncia no
branqueamento da pasta.

No Capitulo 4 aborda-se o processo de branquearderftoma geral e especifica-se, com
algum detalhe a aplicac&o de xilanases no biobemmento, o seu objetivo, vantagens, modo de
atuacdo e aplicagéo a escala industrial. Nestéut@pliescreve-se também a forma de atuacéo e o
efeito dos reagentes de branqueamento, como aldideicloro e o perdxido de hidrogénio usados
neste trabalho, e por fim uma pequena referén@aeasédo da brancura.

O quinto capitulo € dedicado a componente expetaheo trabalho, onde se descreve a
metodologia experimental adotada nos branqueamestds uma forma breve, os métodos de
caraterizacdo das pastas.

O capitulo 6 inicia-se com a caracterizacdo badasa pastas recolhidas, seguindo-se a
apresentacao dos resultados do seu branqueament® sequéncia DE (obtendo-se pastas DE).
A mesma sequéncia foi usada apés a aplicacao éigiest (obtendo-se pastas XDE) ou apos o
estagio de controlo (sem enzima). Por comparacpapastas DE, faz-se uma avaliacdo do
ganho de brancura e respetivo potencial de poupdegaagentes pela aplicacdo do estagio
enzimatico em pastas cruas.

No capitulo 7 resumem-se as principais conclusdesneulam-se algumas sugestées de
trabalhos futuros que possam complementar estdcestu

Por fim, a seccao dos anexos compreende alguntadesiobtidos, calculo das poupancas

de reagentes e procedimentos experimentais detalhad
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2. A QuUiMICA DA MADEIRA

A madeira € uma estrutura biologica complexa, at#m organizada a nivel molecular e
celular, um compdésito de diversos tipos de célglas atuam em conjunto para servir as
necessidades da planta (Rowell, 2012).

A composicao quimica da madeira varia com a zorgandae (raizes, tronco ou ramos), tipo
de madeira (folhosa ou resinosa), localizacdo gdiogy clima, condi¢cbes do solo, etc. (Pettersen,
1984). A sua composicado elementar €, em média, &%arbono, 43% de Oxigénio, 6% de
Hidrogénio e os restantes 1% de Azoto e compostoganicos (Fengel & Wegener, 1989). A
nivel molecular, ha que distinguir entre composties elevado peso molecular, como os
polissacarideos (celulose e hemiceluloses) e ani@nd os compostos de baixo peso molecular,
seja material organico (extrataveis) ou materiarganico (cinzas) (Sjostrom, 1993). As
propor¢cdes de cada um destes compostos e a codpagsignica da lenhina e das hemiceluloses
diferem, dependendo da origem da madeira, enquartelulose é semelhante em todas as
madeiras (Fengel & Wegener, 1989).

Como ja referido, dcucalyptus globulug a matéria-prima de eleicdo para a producéo de
pasta e papel em Portugal. Quando comparado corasoespécies de folhosdsafdwood,
incluindo entre o géner&ucalyptus a madeira dé&. globulusé reconhecida por possuir um
desempenho técnico superior durante o cozimeaafbe durante os processos de branqgueamento
(Pettersson et al., 2002; Pinto et al., 2005). Esdliferencas na resposta entre espécies sao
influenciadas pela morfologia, densidade e composiuimica da madeira, estando portanto
intimamente relacionadas com as carateristicaatesdis dos biopolimeros que constituem a
matéria-prima (Carvalho et al., 2003; Pinto et2005). A Tabela 1 apresenta as proporgdes dos

principais constituintes da madeira de folhosassaosas e também e globulus

Tabela 1.Composicao quimica da madeira de resinosas, fmhesalor médio parakucalyptus
globulus(em % massica de madeira seca) (Sjostrom, 1993).

Resinosas Folhosas E. globulus

Celulose 33-42 38-51 51,3
Lenhina 27-32 21-31 21,9
Glucomanana 14-20 1-4 1,4
Glucuronoxilana 5-11 14-30 19,9
Outros Polissacarideos  3-9 2-4 3,9
Extrataveis 2-5 1-5 1,3

De forma a compreender o comportamento da pastarar@mueamento, assim como as

propriedades que apresenta, € indispensavel teoanhecimento basico da composi¢cdo quimica
5
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da madeira. Nas secc¢Oes seguintes faz-se uma eggieréncia aos principais constituintes da

madeira: a celulose, as hemiceluloses e a lenhina.

2.1. CELULOSE

A celulose é o composto organico natural mais adwted & face da Terra. E um
polissacarideo com elevado grau de polimerizagise molecular, composto por unidaf€d3-
glucopiranose repetidas, as quais estdo ligadas snpor ligacdes glicosidicgs(1l —4) (O
processo de polimerizacdo elimina uma moléculagde &ntre o hidroxilo do C-1 e o hidroxilo
do C-4 no aglcar adjacente, com uma Unica ligag@xigénio entre as duas unidades) (Sjostrom,
1993). Este tipo de ligagédo faz com que a unidadeepgeticdo da celulose seja, na realidade, a

celobiose (duas unidadpsD-glucopiranose), como podemos ver representadoguaa 1.

OH
OH, : _OH
HO-
© OH
| Ain-2) 1 2
grupo terminal nio redutor Celobiose grupo terminal redutor

— 4-p-D-Glcp-1 —= 4-§-D-Glcp-1 —

Figura 1. A estrutura da celulose (adaptado de Loureiro2p01

Os dois grupos residuais terminais diferem um dwooonia sua reatividade quimica: um
apresenta uma estrutura hemiacetal na posicas€hido denominado por grupo terminal redutor,
engquanto o outro contém um grupo hidroxilo adiciov@aposicdo C-4, designando-se por grupo
terminal ndo redutor (Walker, 2006).

As moléculas de celulose formam um homopolimerealinque se orientam de forma
aleatdria e tém uma forte tendéncia para formatgsote hidrogénio quer intermoleculares quer
intramoleculares pelos grupos hidroxilo preseni&gstrom, 1993). A agregacado das moléculas
de celulose origina microfibrilas, nas quais regi@kamente ordenadas (cristalinas) alternam com
regides menos ordenadas (amorfas). Estima-se guadhgira cerca de 50-90% da celulose esteja
na forma cristalina (Sjostrom, 1993). As microfiési por sua vez, agregam-se para formar as
fibrilas, que constituem as camadas celulésicgsadade celular.

Como consequéncia da sua estrutura fibrosa anista@ celulose apresenta elevada rigidez,

tem uma forte resisténcia a tracdo, baixa reatiddquimica e € insolivel na maioria dos
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solventes. Estas carateristicas afetam as propgasdgsicas e quimicas das fibras, que por sua vez
afetam as propriedades da pasta e do papel (RenWelgener, 1989; Rowell, 2012).

2.2. HEMICELULOSES

Originalmente acreditava-se que as hemiceluloses eompostos intermediarios na sintese
biologica da celulose, de onde provém a sua deram@m Na realidade, as hemiceluloses séo
formadas por vias biossintéticas completamenteeatifes (Sjostrom, 1993).

As hemiceluloses sdo o segundo composto organiabnandante e, tal como a celulose,
séo polissacarideos cujas unidades de repetic@m legdas entre si por ligacdes glicosidicas do
tipo B-(1 —4). Contudo, estas diferem da celulose por seremstitwidas por diferentes unidades
de repeticdo (monossacarideos), apresentarem sadaia curtas e, em geral, ramificadas, um
menor peso molecular e uma estrutura amorfa, @sj@nam mais reativas (Fengel & Wegener,
1989; Hon & Shiraishi, 1991). As hemiceluloses eriam-se situadas entre a lenhina e as fibrilas
de celulose, contribuindo para o fortalecimenttegiliilidade das paredes das fibras (Kuhad &
Sigh, 2007).

Na sua constituicdo podem estar presentes diveosalkinacfes de mondmeros: hexoses,
como a D-glucose, D-manose e D-galactose; pentoses) a D-xilose e L-arabinose; residuos
acidicos, como o acido 4-O-metil-D-glucuronico eldd-galacturdnico, e pequenas quantidades
de deoxi-hexoses (L-ramnose e L-fucose) (Sjostr@893). As hemiceluloses apresentam
diferencas estruturais significativas em termostide e propor¢édo da unidade de repeticéo,
dependendo da espécie de madeira e, dentro da nesg@eie, com o tipo de células e com o
posicionamento na parede celular (Rydholm, 198%eAominacéo que lhes é atribuida €, entéo,
funcdo do mondmero presente em maior quantidadedlR®012). Nas folhosas, as glucomanas
e as xilanas constituem praticamente a totalid88&) das hemiceluloses presentes (Sjostrom,
1993).

As glucomananas (Figura 2) sao constituidas patadeis d§ — D — glucopiranose e e
— D — manopiranose unidas por ligacfegl—4). Possuem uma estrutura linear, com poucas
ramificacbes e com uma razdo molar entre a glueoaemanose que varia entre 1:2 e 1:1,
dependendo da espécie de madeira (Sjostrom, 199&1R2012).
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— 4-f-D-Glc p-1 —a=4-p-D-Man p-1 —a= 4-f-D-Man p-1 —=
Figura 2. Estrutura das glucomananas em folhosas (adaptataide, 2005).

A xilana possui uma cadeia principal constituidayadades d§-D-xilopiranosil unidas
por ligacoes-(1—4) e ramificadas com substituintes como acidos|gheturdnicos e grupos
acetilo (Figura 3). Nas folhosas a xilana contéma@grupo substituinte unidades de acido 4-O-
metil-D-glucurénico associados a cadeia principalxdana por ligacdes-(1—2), com uma
frequéncia média de um grupo por dez unidadesldsexiContém, também, grupos acetilo nas
posicdes C-2 e C-3 da xilose com uma média degseteada dez unidades de xilose, sendo entédo
uma O-acetil-4-O-metilglucuron@-D-xilana. Apesar de haver diferencas estrutunaisermos
de tipo e proporcdo de grupos substituintes, asnad das folhosas sdo designadas por

glucuronoxilanas (Sjostrom, 1993; Rowell, 2012).

—a= 4-f-D-Xyl p-1 4-f-D-Xyl p-1 4-f-D-Xyl p-1 —a 4-(-D-Xyl p-1 — 4-B-0-K91 p-1 —m
23 2
R =CH;CO R i

4-0-Me—o-D-GlcA p

Figura 3. Estrutura das xilanas em folhosas (adaptado de|.2D05).

A estrutura da glucuronoxilana de E. globulus ddssem Portugal revelou ser peculiar
(Figura 4), observando-se em 30% dos grupos deo &licturonico ligacdes adicionais de
galactose e glucose, provenientes de cadeias denoaaabinogalactanas e glucanas,

respetivamente. Apresenta, também, um grau ddaaéetide 0,61. (Evtuguin et al., 2003).
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B-D-Xylp]-(1 - 4)-[B-D-Xyl p]7-(1 - 4)-[B-D-Xyl plaz-(1 — 4)-[B-D-Xyl p] - (1 - 4)-[3-D-Xyl p] 24-(1 - 4)-[B-D-Xyl p]-

3 2 3 2 3 3 2
Ac/ T Ac/ T Ac/ Ac/ 1\
1 1 1
4-O-Me-a-D-GlcpA 4-O-Me-a-D-GlcpA 4-O-Me-a-D-GlcpA
2 2
. 1 1
Rhamnoarabinogalact-a-D- Glucar-a-D-

— 4)-[B-D-Xyl ple-(1 - 4)-[B-D-Xyl pl1s-(1 - 3)-[a-LRhap]-(1 ~ 2)-[  a-D-GapA]-(1 - 4)-[3-D-

Figura 4. Formula molecular resumida da glucuronoxilanak .dglobulus(Evtuguin et al., 2003)

2.3. LENHINA

A lenhina é o terceiro composto macromolecular mbisndante na madeira. Encontra-se
depositada principalmente na lamela média e nalpa@ular, conferindo-lhe firmeza, rigidez, e
mantendo as células ligadas entre si (Sjostrom & AL999). E um polimero fendlico amorfo,
com uma estrutura tridimensional complexa, altameamificada, cujas unidades precursoras
primarias sdo provenientes do fenilpropano. Estaislades precursoras sdo o0s alcopis
cumarilico, coniferilico e sinapilico, (Figura 53 quais originam as subunidades hidroxifenilo
(H), guaiacilo (G) e seringilo (S), respetivamertmforme possuam nenhum, um ou dois grupos
metoxilo (Fengel & Wegener, 1989; Boudet et al93)9

a) Alcool p-cumarilico b) Alcool coniferilico ¢) Alcool sinapilico
y CH,OH yCH,OH yCH,OH

|
H?H

4| OCH,

OH

Figura 5. Estrutura quimica dos precursores da lenhina:o&cp-cumarilico, coniferilico e
sinapilico (adaptado de Khan, 2011).

Nas resinosas predominam o0s grupos guaiacilo (Ghag folhosas os grupos
seringilo/guaiacilo (S/G), numa razéo (S/G) deel1:2 em funcéo do tipo de madeira, sendo o

grupo hidroxifenilo (H) um precursor menor tantes masinosas como nas folhosas (Biermann,
9



Aplicacdo de Xilanases em Pastas Kraft ndo Branqueadas de Eucalipto

1996; Rowell, 2012). As unidades de fenilpropandaedigadas entre si, bem como a diversos
grupos funcionais, formando uma estrutura extrem&éneomplexa. Os principais grupos
funcionais sdo os grupos metoxilo, hidroxilo feod}i carbonilo, alcool benzilico e alguns
aldeidos, os quais revelam ter um grande impactacamportamento quimico da lenhina
(Ragauskas, 2007). As ligacdes entre as unidadesrgoras sao do tipo alquilo-arilo ou alquilo-
alquilo, dando origem a ligag@es éter, tais c@r®-4 ea-O-4 e a ligagbes C-C, nomeadamente
B-B, B-5, B-1, B-a ou do tipo arilo-arilo como as ligacdes 4-O-5 & @-igura 6). A frequéncia a
gue estas ligacbes ocorrem tém grande influéncraatavidade quimica da lenhina no processo

de deslenhificacdo (Sjostrom, 1993; Ragauskas,)2007

OH
5
HU/"‘\F,_
B ©

o i 8

s o B

OH OH

|
4-0-5 RE Hl‘
i E’%; ~ 55
5 o0 4 »\I,srf" OH

OH
Figura 6. Principais ligagbes na Lenhina (adaptado de Kk@aihl).
As ligacbes3-O-4 ea-O-4 constituem um total de aproximadamente 65%idasdes dos
grupos fenilpropano em folhosas e cerca de 51%emmnasas. Estas ligacbes sdo facilmente

fragmentadas em meio alcalino, o que faz com qudobmsas sejam mais facilmente

deslenhificadas que as resinosas durante o cozrkiit (Bolton, 2008).
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3. O PROCESSO DE COZIMENTO KRAFT

Os processos quimicos sao 0s mais comuns par&rcébtde pastas, de entre os quais se
destaca o ‘processo ao sulfato’, vulgarmente cadbesomo ‘processéraft devido a elevada
resisténcia fisico-mecéanica das pastas produzkdag gignifica resistente em aleméao e sueco) e
€ atualmente o processo mais utilizado em todo ndm80% do total das pastas quimicas)
(Biermann, 1996; Carvalho, 1999; Kirk et al., 20B&jpai, 2012)Neste processo de cozimento,
os reagentes solubilizados em agua (licor) sddamdidos a madeira na forma de estilhas (ou
aparas) num vaso reacional (digestor) durante h a 350-170°C (Sjostrom, 1993). De entre as
diversas vantagens que apresenta, comparativamenteos processos quimicos, pode destacar-
se (Grace et al., 1989; Walker, 2006):

e amaior resisténcia e flexibilidade das pastasyxioids;

* aaplicabilidade a diversas espécies de madettapandentemente das suas carateristicas
fisico-quimicas;

* agama alargada de aplicagbes das pastas;

e a capacidade de recuperacao eficiente dos produtimsicos usados no cozimento,
compensando os elevados custos de capital, o threaaeconomicamente mais viavel e
competitivo.

Os agentes quimicos ativos empregues no pro&essao o hidroxido de sédio (NaOH)

e sulfureto de sodio (M8) (a designacao ‘processo ao sulfato’ deve-sacto fle se adicionar
sulfato de soédio para reposicdo dos reagentes cpsnperdidos), os quais conduzem a
fragmentacdo e dissolugdo da lenhina para libextalg® fibras de celulose (Bajpai, 2012).
Contudo, os reagentes de cozimento ndo sado commgleta seletivos para com a lenhina e
ocorrem, também, reacdes indesejaveis dos polisdaosa, principalmente hemiceluloses, que
pela sua estrutura quimica sédo bastante suscediveigque quimico.

As propriedades quimicas e mecanicas das pasaardes tém grande influéncia na
branqueabilidade da pasta e séo influenciadas, @raterido, pelas variaveis inerentes a prépria
madeira, bem como pelas variaveis associadas aegs® de cozimento. Estas Ultimas estédo
relacionadas com as condi¢des de operacéo dodali@Eshperatura e tempo), com o licor (razéo
liguido/madeira, carga alcalina e indice de sulé)re com a manipulagdo da matéria-prima
(impregnacéo e dimensdes das aparas) (Carvalh®; P8%thast, 2006).

De uma forma resumida, a deslenhificacéo ocoraw@srda alteracdo da estrutura de lenhina

de duas maneiras: pela fragmentacdo da lenhingatda quebra das ligacdes entre unidades e
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pela introdug&o de grupos hidrofilicos na caddizcjpal e nos seus fragmentos aumentando a sua
solubilidade no licor de cozimento (Gierer, 1985).

Em relacdo ao conteludo e reacdes que ocorrem denhiaa, celulose e hemiceluloses, o
cozimentdraft apresenta trés etapas distintas — inicial, prat@pesidual (Gustafson et al., 1983;
Grace et al., 1989; Carvalho, 1999; Potthast, 2006)

» A fase inicialdecorre durante o periodo de tempo em que a tatop2raumenta até cerca
de 140C. E caraterizada pela perda substancial de hidatoarbono, remocao de pequenas
quantidades de lenhina (15 a 25% do total) e albsumo de carga alcalina.

« A fase principal inicia-se a partir do momento em que a temperatatiage
aproximadamente 140. Nesta etapa a deslenhificacdo é mais seletisaoere mais
rapidamente, sendo cerca de 70% da lenhina didsollda-se uma degradacdo apenas
ligeira dos polissacarideos e uma pequena dimiowea&alcalinidade efetiva.

* Atingido um certo grau de deslenhificacao (cercQ@¥), a velocidade de deslenhificacéo
diminui subitamente e o prolongamento do cozimergsulta nafase residual de
deslenhificacdo. Verifica-se um maior consumo dgeates e domina a degradacao dos
polissacarideos. A baixa seletividade na fase filmatozimentdkraft convencional é um
fator limitante, uma vez que a perda de rendimenéodiminuicdo do peso molecular da
celulose sao indesejaveis. Consequentemente, aneo deve ser interrompido

previamente a fase residual.

A Figura 7 representa as reacdes que ocorrem c@mnagpais componentes da madeira no
cozimentokraft, algumas das quais demonstram ter grande inflaérecibranqueabilidade das
pastas, uma vez que alteram quimicamente os diésreamponentes da madeira, e serdo descritas
com maior detalhe nas sec¢des seguintes.

Sendo a deslenhificagdo da madeira o objetivo doggso de cozimento, a sua eficiéncia
pode ser avaliada pelo teor de lenhina residuapasia produzida. Uma das metodologias
utilizadas é a determinacao do indice kappa (1K) spibaseia na reacdo redox do permanganato
de potassio com a lenhina. No entanto, como sewaifiadiante, a presenca de outros compostos

na pasta pode induzir uma sobrevalorizacao dedigein
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Figura 7. Fases da deslenhificacdo e as respetivas reagdgsidcipais componentes da madeira
(adaptado de Potthast, 2006; Ek et al., 2009).

3.1. REACOES INDESEJAVEIS DOS POLISSACARIDEOS

Ao longo do processo de cozimerkaft para além da lenhina, os polissacarideos séo
também degradados pelos reagentes de cozimenteat&idade dos polissacarideos depende
altamente das suas carateristicas estruturais eomorfologia, a cristalinidade e o grau de
polimerizacdo, ocorrendo em geral reacbes comple@se as quais se destacam (Rydholm,
1985; Potthast, 2006):

Hidrélise dos grupos acetilo das xilanas (T > 70°C)

» Dissolucao de compostos de baixo peso molecular;

» Peeling(cisdo da ligacao glicosidica terminaBtepping(reagéo de estabilizacdo) (T >
80°C);

» Hidrdlise aleatoria das ligacdes glicosidicas mdiminais (T > 140°C);

* Fragmentacoes;

» Formacéo de acidos hexenuronicos;

» Readsorcao de hemiceluloses na superficie das;fibra

* Formacéao de cromoforos.

13
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No global, a perda total de polissacarideos padgia20% do peso total da madeira inicial
(Grace et al., 1989). A principal causa para agéalpolissacarideos a temperaturas inferiores a
150°C é a degradacéo terminag€ling (Rydholm, 1985; Grace et al., 1989).

A celulose é mais resistente ao meio alcalino egradlada em menor extensao que as
hemiceluloses, devido ao grau de polimerizacamelee a dificuldade de acesso dos reagentes a
zonas cristalinas, perdendo cerca de 10% da celwiaginal (Gustavsson & Al-Dajani, 2000).
Ainda assim, o grau de polimerizacdo diminui ceteadez vezes em relacdo ao da madeira,
principalmente devido a hidrélise aleatoria daadiies glicosidicas. Por sua vez, as hemiceluloses
sdo facilmente degradadas devido ao menor grauolimegrizacdo e ao seu estado amorfo
(Carvalho, 1999). As glucomananas séo praticantegeadadas na totalidade, enquanto cerca de
50% das xilanas presentes na madeira sdo pressrvapesar da diminuicdo do grau de
polimerizacao e perda de grupos laterais (Sjosti&®@89).

A formacéo de &cidos hexenuronicos, a readsorciermdeeluloses na superficie das fibras
e a formacdo de cromoéforos tém especial impactoraagueamento, sendo descritos com maior

detalhe nas secc¢des seguintes.

3.1.1. FORMACAO DE Acipos HEXENURONICOS

Os acidos 4-O-metilglucurdnicos, grupos lateraesentes ao longo da cadeia das xilanas,
sao facilmente degradados a temperaturas elevadtando cerca de 25% da quantidade inicial
(Buchert et al., 1995). Parte destas unidadesaésformadas em grupos insaturados — 0s acidos
hexenurénicos — através da eliminacdo de metamguird8). A formacéo e a estabilidade dos
acidos hexenuronicos sdo fortemente influenciadels pemperatura e carga alcalina do

cozimento, como demonstrado pata. globulugDaniel et al., 2003; Pedroso & Carvalho, 2003).

Acido 4-O-metilshicurénico Acido hexemurémico

xﬂanaq“ _ o My

HO _\__P:ﬁ
" yilana
NBGH
HO- f 'f CH LOH HE)
HaCO-

==<

Figura 8. Formacédo de acido hexenurdnico atraves da perdendgrupo metanol do &cido 4-O-
metilglucurénico em meio alcalino (adaptado de kedor 2012).

Os é&cidos hexenurénicos contribuem para o indiggp&auma vez que consomem

permanganato de potassio (Li & Gellerstedt, 199fha unidade de kappa € equivalente a
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aproximadamente 13Jumol de acido hexenurdnico (HexA), podendo o indieppa ser
representado até 50% por acidos hexenuronicosastagcruas de folhosas (Pedroso & Carvalho,
2003; Potthast, 2006; Suess, 2010). A Equacaoehdelvida por Pedroso e Carvalho (2003) para
pastakraft deE. globulusnacional mostra esta dependéncia, sendo LT anendial residual na
pasta:

IK =5,6 LT + 0,09 HexA (@H)

vélida na gama 7,8 IK < 69; 1,2< LT < 12 (% massica na pasta) e 48HexA < 61
(mmol/kg pasta).

A presenca dos acidos hexenuronicos afeta o deséimples reagentes de branqueamento
e as propriedades da pasta ap0s o0 branqueamete® gEf0S aumentam o consumo de reagentes
de branqueamento devido a ligacdo dupla que os t@ativos com os reagentes eletrofilicos
(Jiang et al., 2000), retém ides metélicos por ag#l, e sdo geralmente relacionados com a

reversao da brancura (Cadena et al., 2010).

3.1.2. READSORGCAO DE HEMICELULOSES NA SUPERFICIE DAS FIBRAS

Devido a diminui¢do da alcalinidade do licor e @npsente diminuicdo do pH na fase final
do cozimento, as hemiceluloses (principalmenteilanas) podem precipitar na superficie das
microfibrilas. Apds a remocao dos grupos substiéigsinaterais, a configuragdo das unidades de
xilose permite um contacto proximo entre a xilarsacelulose, tendo a tendéncia a cristalizar ou
a ser absorvidas na superficie das microfibril@scilanas com baixo conteido em acidos urénicos
sao preferencialmente adsorvidas (Viikari et &94)). A reprecipitacédo das xilanas tem um efeito
positivo na ligacao interfibras, sendo as propuiedamecanicas e a qualidade da pasta afetadas,
para além de aumentar o rendimento. A estruturgildaa altera, também, as carateristicas de
adsorcao das fibras em grande extensao, tend@neilu na refinacdo da pasta (Potthast, 2006).
Porém, a readsorcdo de xilanas na superficie dess frestringe a passagem de lenhina de alto
peso molecular, formando uma barreira fisica sestracao pelos reagentes de branqueamento, o

que faz aumentar o consumo destes (Kantelinen, &198I3; Viikari et al., 1994).

3.2. LENHINA RESIDUAL E COMPLEXOS LENHINA-CARBOHIDRATOS (LCCs)

A lenhina nativa sofre alteracfes estruturais derarcozimento, as quais sao influenciadas
pela extensdo das reacfes de deslenhificacéo, drmm pelas condi¢cdes inerentes ao processo,
estando o seu conhecimento longe de absoluto (§telli & Gustafsson, 1987). A reatividade e

as propriedades da lenhina residual durante ogiestdubsequentes de deslenhificagdo ou
15
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branqueamento dependem fortemente das caratesisgtauturais e dos grupos funcionais

presentes. Os principais fatores que influenciaolabilizagdo e remoc¢ao da lenhina residual séo
o teor de grupos hidrofilicos presentes (princigalte os grupos fendlicos e carboxilicos) e o
tamanho dos fragmentos de lenhina (Lachenal €1995).

Todos os tipos de ligacdo entre as unidades fepdpro podem ser encontradas na lenhina
residual, embora em diferentes proporc¢oes relaf@aierstedt & Lindfors, 1984; Gierer, 1985).
Estudos efetuados em paktaft deE. globulusrevelam que a lenhina residual sofre condensacao
durante o cozimento, surgindo estruturds e o teor de estruturas 5-5 e 4-O-5 aumentaiéam
Simultaneamente, hd uma diminui¢éo de estrufi#@s} (cerca de 15% da encontrada na madeira
correspondente) (Pinto et al., 2002). Pastas coixo b@or de lenhina apresentam menor
guantidade de grupos hidroxilo alifaticos e estag@-O-4. Por outro lado, pastas com teor de
lenhina mais elevadas apresentam maiores quansidigrupos hidroxilos fendlicos, acidos
carboxilicos e estruturas condensadas (Froassl98). Para além destas alteracdes estruturais,
a grande maioria da lenhina residual (cerca de 98%b)pastakraft encontra-se ligada aos
polissacarideos, principalmente as hemicelulosaw ko et al., 2005).

As ligacdes covalentes entre a lenhina e os h&lrdéo carbono, que dao origem aos
denominados complexos lenhina-carbohidratos (LA@gin-Carbohydrate Complexgstém
sido sugeridas como sendo existentes tanto na read@no em pastas quimicas, apesar da
ambiguidade na quantidade, no tipo e frequénciaaenocorrem (Lawoko et al., 2005). Foram
sugeridos diferentes tipos de ligacao entre ahendios carbohidratos, entre os quais ligacdes do
tipo éster-benzilo, éter-benzilo e fenilo-glicosal (Watanabe, 2003). As ligacdes do tipo éster-
benzilo e éter-benzilo sdo as mais frequentes reeaelular (Figura 9), o que esta intimamente
relacionado com a biossintese da lenhina (Watai&i9s).

As ligacOes éster-benzilo sédo instaveis nas coedigicalinas proprias do cozimento e
portanto facilmente degradadas, enquanto as éteilbeparecem ser estaveis nas mesmas
condi¢des (Watanabe, 1995). De facto, a preval@eclmacdes estaveis em alcali nas pastas tem
demonstrado contribuir em parte para a diminuig@elocidade de deslenhificacédo (Figura 7)
na fase final do cozimento pois a ligacao éterd@ilzlivagem das ligagcd@s0-4 (Lawoko et al.,
2003).

16



O Processo de Cozimento Kraft

| b |
a) -lznxnn e ) CHOH o !
L]
B e —E—CHyOH Ht:—u—r {_J}—c C—CHOM  “om
| o CHOH | :':H el n o
cH o O
= | cHon [ QAEHD ,
CHOH Lo, o @ CHOH m <u_,m
OCH, CHaOH [ OH
o 4 el
" S ORe oH He &
a A
X ;
| OH mﬂ am |:\|L oH
= [ e, |
acH, T ook, Med
on oH o

Figura 9. LCCs mais comuns. a) Ligacdo éter-benzilo. b) tdgaéster-benzilo (adaptado de
Watanabe, 2003).

Além dos LCCs existentes na madeira, existem LQ@dyzidos durante o processo de
cozimentokraft. Quase a totalidade da lenhina residual na pasté (ca. 90%) esta ligada
covalentemente aos polissacarideos, na sua maenéceluloses (Gellerstedt, 2007). Alguns
estudos reportam as quantidades relativas de krigada covalentemente as hemiceluloses

como as glucomanas, as xilanas e a agregados,destasdependéncia do grau de deslenhificacéo
— Figura 1QEK et al., 2009 ).
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Figura 10. Lenhina ligada quimicamente as glucomananas,|@sas e a rede glucomanas-xilanas
em pastakraft de resinosas com diferentes indices kappa (adageék et al., 2009).

3.3. FORMAGAO DE CROMOFOROS

Os grupos cromoéforos sédo compostos que absorvenalvzgido do ultravioleta ou visivel
conferindo cor a pasta (Séco, 2006). Em compare@dooutros processos de obtencdo de pastas
quimicas, a pasteraft apresenta um coeficiente de absorcdo especiffperiou ao da madeira
original, o0 que comprova a formacao de agentes @ianws ao longo do processo de cozimento
(Sjostrom, 1993; Potthast, 2006).
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As estruturas croméforas podem ter origem nas ésm@domaticas da lenhina conjugadas
com as ligacdes duplas das cadeias laterais, rtostaaeis e nos polissacarideos (como as
estruturas insaturadas dos acidos hexenuronicosjose produtos de degradacdo destes
componentes. Os LCCs tém sido referidos como a@ipehfonte de croméforos em pagiaft
(Watanabe, 1995) tendo recentemente sido iderddastruturas polinsaturadas pertencentes aos
complexos xilana-lenhina (Loureiro et al., 2010utaro et al., 2011). Embora as estruturas exatas
dos croméforos ndo sejam todas conhecidas, tenssgkrido que as ligacdes duplas conjugadas
com anéis aromaticos, a oxidacao pelo ar do catépmvenientes da desmetilacdo da lenhina S
ou G), os estilbenos, as quinonas, as metilencogas e outras estruturas fendlicas altamente
conjugadas formadas ao longo do cozimento deserapenim papel preponderante na
contribuicédo para a cor castanha da pasta cruae{Gi®70; Gellerstedt & Lindfors, 1984; Dence
& Reeve, 1996; Niemela, 1989a; Lachenal et al.52BDbsenau et al., 2007). Na presenca de
metais, produz-se uma cor mais intensa, por oxaddgd estilbenos originando derivados das
qguinonas, ou de catecdis originando complexos reatakol (Potthast, 2006; Suess, 2010). Os
grupos carbonilo conjugados (aldeidos e cetonasjasdbém agentes cromoéforos (Ehara et al.,
1998; Carreira, 2009).

A formacédo dos croméforos, em conjunto com asajters da lenhina residual, sdo uma
das razbes para a diminuicdo da branqueabilidade pdataskraft e a sua oxidagcdo no
branqueamento pode resultar em estruturas queragetficiéncia do branqueamento (Potthast,
2006).
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4. BRANQUEAMENTO DE PASTAS KRAFT

Como resultado do processo de cozimento, disselvedicor cerca de 45 % da madeira de
folhosas, sendo a pasta constituida principalmenitecelulose (cerca de 76%) e hemiceluloses
(cerca de 21 %). ApOs o cozimento, a pas#dt de folhosas contém ainda cerca de 1,5-4% de
lenhina, apresentado uma cor castanha acentuada bial., 2006). Além disso, a pasta crua
contém outros componentes que conferem cor, tam @xtrataveis, impurezas e sujidade que
provém da propria madeira (casca, incozidos, etiw)processo de cozimento, ou de fontes
externas (ferrugem, areias, etc.) (Potthast, 2@06pntinuacdo do cozimento para diminuir o teor
de lenhina, conduz a uma diminui¢do significatieaqiialidade da pasta, devido a acentuada
degradacdo da celulose. Desta forma, para remaletiveamente as estruturas cromoéforas
presentes na pasta e aumentar a sua brancurassarezeecorrer a reagentes mais seletivos que
oxidem a lenhina. A brancura, segundatarnational Organisation for Standardisatig¢lsO), €
definida como a refletancia, quando se faz incidirfeixe de luz azul monocromatico, para um
comprimento de onda de 457 nm (Sixta et al., 2006).

O branqueamento é um processo multi-estagios, ipaincente devido a diferente
reatividade e/ou localizacdo do material coloridgoasta, o qual ndo pode ser eliminado num sé
estagio de branqueamento sem dar origem a umaddeg@significativa dos polissacarideos, o
que torna os reagentes incapazes de combinar ala¢gdanqueamento com a eficiente remogao
de material oxidado. Assim, a aplicacdo de pequeuastidades de reagentes em estagios
sucessivos permite atingir brancuras mais elevadamais eficiente (Grace et al., 1989; Bajpai,
2012).

Os primeiros estagios de uma sequéncia de brangmé@arsdo, na realidade, etapas de
deslenhificacdo, onde grande parte da lenhina uasi@ removida. As fases posteriores na
sequéncia eliminam os croméforos para obter um dealbrancura elevado (Sixta et al., 2006).
Cada estagio do processo de branqueamento tem otagda atribuida de acordo com um
protocolo padrdo como a TAPP&chnical Information She€fIPS) TIP 0606-21Recommended
pulp bleaching stage designation meth@doureiro, 2012). A Tabela 2 apresenta os reaggent

quimicos tipicos utilizados no branqueamento.
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Tabela 2.Classificac@o dos principais reagentes de bramogie® e a sua reatividade em relagéo a
lenhina e aos polissacarideos (adaptado de SuHsxs, Zixta et al., 2006; Bajpai, 2012).

Reagente de Tipo de

Notacao R
¢ branqueamento Reacao

pH Locais de Reacéo

Cloro Lenhina: estruturas oleofinicas;
C (Ch) Eletrofilica Acido arométicas
5 Polissacarideos: HexA
L. Lenhina: grupos fendlicos livres;
Di6xido de Cloro - - . l grup I v
D Eletrofilica Acido ligacGes duplas

(Cloy) Polissacarideos: HexA
Hipoclorito - : Lenhina: grupos carbonilo;
Nucleofilica Alcalino .~ | .
H (NaOCl) u . I ligacdes duplas conjugadas
P Perdxido de Hidrogénio Nucleofilica  Alcalino ITenhlna: grupos car.bonllo;
(H202) ligacdes duplas conjugadas
o Oxigénio Eletrofilica  Alcalino Itenhlna: grupos fendlicos livres;
(02) ligacdes duplas
Lenhina: estruturas oleofinicas;
Ozono - : L
Z (09 Eletrofilica Acido aromaticas
3

Polissacarideos: HexA

A escolha da sequéncia de branqueamento 6timatelegen conta o custo dos reagentes,
0 custo de investimento nos equipamentos, cusE®géicos, entre outros. Para além disto, as
propriedades da madeira, o processo de obtencdpadtess e as carateristicas finais desejadas
(brancura e propriedades mecanicas) sdo tambémadatoportantes a ter em consideracao.

No presente trabalho, a pasta foi semi-branquegmanés trés estagios) com uma sequéncia
constituida por um tratamento enzimatico com xgasa(X), seguindo-se um estagio de dioxido
de cloro (D) e, por fim, uma extracdo alcalina (&fprcada com peréxido de hidrogénio (P),
designando-se a sequéncia poroEg) ou, por simplificacdo XDE. A forma de atuacgdo ef@to

destes estagios no branqueamento sera descrita@andatalhe nas sec¢des seguintes.

4.1. TRATAMENTO ENZIMATICO

As enzimas sao proteinas que atuam como catalesamidgicos, produzidas por todos os
seres vivos e essenciais ao desenvolvimento e eragét da vida, cuja constituicdo pode ascender
a uma combinacgdo de até 20 aminoacidos difereAtes/és da variacdo da sua estrutura e, em
alguns casos, pela adicdo de cofatores como id&dicns ou moléculas organicas, € possivel
obter centenas de enzimas com diversas funcods ¢Kal., 2005). Em 1833, Duclaux sugeriu a
designacao das enzimas de acordo com a naturezagd® quimica que catalisam ou a substancia
transformada, através da adi¢cdo do sufibasé: Sdo também classificadas por numeros EC
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(Enzyme Commissipem fungdo da reacdo quimica que catalisam, seginternational Union
of Biochemistry and Molecular BiologiBMB) (Moss, 2014).

As enzimas tém demonstrado um papel importante ieensds processos de producéo,
desde os tempos antigos, como na producao de péim, \gueijo, etc. Nas ultimas décadas, a
biotecnologia — incluindo os processos enzimaticotem emergido como alternativa, ou
suplemento aos processos quimicos numa variedasetales industriais, devido a sua elevada
especificidade e eficacia que sdo muitas vezesisugeas alternativas convencionais em termos
de matéria-prima, consumo de energia, rendimerqoadidade do produto final (Skals et al.,
2008). As suas aplicacdes industriais variam desdwoducdo de detergentes, cosméticos,
biocombustiveis, bebidas, alimentacao, téxteisndéan a producéo de pasta e papel (Kirk et al.,
2002). No setor da pasta e papel, sdo diversast@sqiais aplicacdes da adicdo de enzimas, tanto
no cozimento quimico, mecanico, bem como na reggctade papel, algumas das quais séo
atualmente implementadas a escala industrial, ®est0 correntemente a ser testadas a escala

piloto e outras testadas laboratorialmente (TaBe(&kals et al., 2008).

Tabela 3. Aplicacdo de enzimas em diversos processos haigiiodde pasta e papel (adaptado de
Skals et al., 2008; Novozymes®, 2010).

Processo Enzima Funcéo
. : Poupanca de reagentes quimicos através da degratiesa
Bleach Boosting Xilanase . pang g ~q . @
xilanas e melhor extragdo da lenhina.
Remocéo de Aumento da vida util dos equipamentos, impedindo a
L Catalase ~ N
Peréxido corrosdo (remocgao de6b).
Modificacdo da Lacase,

superficie das fibras Celulase

Aumento da resisténcia mecéanica do papel.

Poupanca de energia pela suavizacdo da superfisie d

Refinacdo de PTM*  Celulase .
fibras.
Controlo deRitch** Linase Diminuicdo dos tempos de paragem e poupanca déeggen
em PTM* P de limpeza por hidrélise datch.
Remocdo de amido  Amilase queanga de quimicos de destintagem e aumento da
eficiéncia.
. Poupanca de quimicos de destintagem convencioakis
Destintagem Celulase : UP. ¢ guimi . ~| g. venc P
hidrolise da celulose e libertacdo da tinta
Controlo de Esterase Poupanca de quimicos e energia durante os tempos de
Stickies*** paragem pela hidrélise de PVAc (Poliacetato ddajini
Drenagem Celulase, Poupanca de energia na drenagem pela melhoria da

Hemicelulase

estrutura das fibrilas.

Preparagcédo de amido Amilase

Preparacéo de amido para revestimento por mockiiiceg
estrutura do amido.

Controlo de lamas Protease

Reducdo do consumo de biocidas pela degradacdo de
bactérias ligadas a superficie das fibras.

* PTM — pastas termomecénicas.

** Pitch — material resinoso que forma aglomerados causpraldemas nos equipamentos e diminuindo a

qualidade do papel.
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*** Stickies— material proveniente de adesivos, revestimanidigantes que contém grandes quantidades de
PVAc que se deposita nos equipamentos.

A utilizacdo de xilanases para efeitosbiteach boosting a aplicacdo biotecnoldgica mais
usada e melhor estabelecida para a producao de e@astpel (Bajpai, 2012). O pré-tratamento
com xilanases conduz a uma reducao de AOX nosntdls@ da concentracéo de dioxinas devido
a reducao de dioxido de cloro necessario nas efjsequentes do branqueamento (Kuhad &
Sigh, 2007).

As xilanases sdo as enzimas que catalisam a lsidrda xilana (Valls et al., 2010;
Valenzuela et al., 2013). Devido a complexidadeterogeneidade da cadeia da xilana (como se
descreveu na secc¢ao 2.2), a sua hidrélise conmglgteer uma grande variedade de enzimas que
atuam sinergicamente (Figura 11). Estas enzimas s&iwdoB-1,4-xilanase (EC 3.2.1.8), &
xilosidase (EC 3.2.1.37), a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55),a&glucuronidase (EC
3.2.1.139), a feruloil esterase (EC 3.1.1.73),dilxdana esterase (EC 3.1.1.72) e a glucoronoil
esterase (EC correntemente nao atribuido) (Dhirhah,2008; Yang et al., 2013; Bajpai, 2014).
De entre estas, as duas principais responsavaifipedlise da xilana sao as engld;4-xylanases
(ou apenas endo-xilanases) que atuam na cadeggaitida xilana (Figura 11), produzindo xilo-
oligdmeros (Ahmed et al., 2009) e &gilosidases que atuam nesses xilo-oligdmerostibeo
xilose (Knob et al., 2010). Este facto pode setieago parcialmente pela quimica do cozimento
kraft.: a remocédo de parte dos grupos laterais da xid@ndongo do cozimento pode tornar

desnecessaria a utilizagdo das restantes enzimeaa palrolise total da xilana (Ek et al., 2009).
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Figura 11. Enzimas requeridas para a hidrolise total da ailah endd3-1,4-xilanase; 2§-
xilosidase; 3p-l-arabinofuranosidase; 4;glucuronidase; 5, feruloil esterase; 6, acetihdlasterase; 7,
glucoronoil esterase (adaptado de Yang et al.,)2013

Em 1986, Viikari e os seus colaboradores reportg@la primeira vez o efeito positivo no
branqueamento do pré-tratamento de pastas conasgéar{Viikari et al., 1994). O mecanismo de
atuacdo das xilanases, de modo a favorecer o lranmmnto, ndo € totalmente conhecido.
Contudo, sabe-se que ndo degradam ou modificamhénée diretamente, devido a sua elevada
seletividade para com a xilana. Esta especificidguea das enzimas em relacdo a um substrato

foi explicada por Fisher, em 1890, que propés oetwdhave-fechadura (Figura 12).

Substrato (Chave) Produtos
vundl f I= ]
o 1 .-u' -IJ\I U
™y
'.JTr P, . ._f"_j,.’_—lh. = *; .
# W N {;L,':.'rl_l M = ~ 1 | _lll-. J S,
Enzima {Fechadura)

Figura 12. Sequéncia de eventos entre a enzima e o subdiadaordo com o modelo chave-
fechadura (adaptado de Tripathi, 2010).

Segundo este modelo, o substrato apresenta uma foomplementar a da enzima,
encaixando perfeitamente no seu centro ativo (laacuma chave encaixa na fechadura), para

que os grupos funcionais se alinhem apropriadamaptes a reacao catalitica o(s) produto(s) séo
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libertados e o centro ativo da enzima fica livreapana nova reagao (Tripathi, 2010). Desta forma,
a reacao catalitica ndo sera iniciada na presemgandsubstrato com uma forma incompativel a
da enzima, dando origem a elevada seletividademamas.

O mecanismo de acdo das xilanases que perrieaoh boostingndo € ainda totalmente
conhecido apesar de esta ser a aplicacéo de enznpascesso de producdo de pasta e papel mais
estudada (Dhiman et al., 2008). Todavia, estuddgam que o indice kappa, diminui apés o
tratamento com xilanases, o que sugere a contéibula xilanase para a deslenhificacao da pasta,
através da quebra das xilanas que se encontradasigaovalentemente a lenhina (complexos
LCC) produzindo moléculas mais pequenas e maissfdeaemover (Figura 13.a), 0s quais como
referido na secc¢éo 3.2 sdo, segundo alguns autoreajor fonte de cromoforos em pastesdt
pelo que a sua remocéao faz aumentar a brancurastia ({Bajpai, 2014). Por outro lado, a quebra
de parte das xilanas permite também a remocéaoidesatexenuronicos formados ao longo do
cozimentokraft, 0 que diminui o0 consumo de reagentes eletrofil® branqueamento (seccao
4.2.) e a reversao da brancura (Figura 13.b) (EM.e2009; Bajpai, 2014). Outra hip6tese de
atuacdo das enzimas baseia-se no facto de park#ialeess precipitarem ao longo do cozimento
kraft (seccéo 3.1.2). Esta re-precipitacdo aprisioneafisente alguma lenhina residual, pelo que
a sua remocao permitirda uma melhor penetracdo esmgentes de branqueamento nos estagios
subsequentes (FiguraHigura 13.c) (Beg et al., 2001; Ek et al., 2009). A predaanitia de cada
um destes mecanismos esta relacionada com asqutageis intrinsecas da made@o processo
de obtencédo de pastas, que influenciam a sua cag@poguimica, podendo em cada caso

especifico, a atuacdo das xilanases ser explicadanpou mais dos mecanismos propostos.
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a) A lenhina aprisionada nos complexos LCC pode ser removida mais facilmente i
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c) Abertura de poros na camada das xilanas re-precipitadas na superficie das fibras gue facilitam
o acesso aos reagentes de brangueamento.
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Figura 13. Mecanismo de acdo das xilanases que permitenaotbb®osting (adaptado de Ek et al., 2009).

As xilanases séo produzidas por uma variedade ggiemos, incluindo bactérias, algas,
fungos, leveduras, entre outros (Esteghlalian .et2808; Bajpai, 2012). A implementacao de
xilanases a escala industrial, iniciada em 199ikévii et al., 1994), aumentou a atencao para a
producdo de xilanases que se adaptem as condigdestriais. Os fungos filamentosos sao
particularmente interessantes do ponto de vistasinidl, devido ao facto de secretarem grandes
quantidades de enzimas xilanoliticas para o menog@nparacdo com as bactérias ou leveduras
(Bajpai, 2012; Guimaraes et al., 2013; Bajpai, 300k fungos conhecidos por produzirem
xilanases incluemAspergillus Coniothyrium, Disporotrichum Penicillium Thermomyces
lanuginosusNeurosporaFusarium Neocallimastix Trichoderma etc (Bajpai, 2012). Por outro
lado, a estabilidade térmica e a tolerancia adiaéa atributos desejados para a aplicacdo no
biobranqueamento, uma vez que as enzimas sao meemal incubadas com a pasta crua em
torres de armazenamento a alta consisténcia, optievaria, em geral, de 7 a 11, dependendo da
eficiéncia da lavagem, e temperaturas de 60 a @@iGorma a eliminar a necessidade de ajustar
o pH ou a temperatura (Lundgren et al., 1994; bEéadign et al., 2008). As xilanases produzidas
por bactérias adaptam-se melhor a temperaturagwgg-levados, o que as torna mais adequadas
para ambientes industriais (Bajpai, 2012). Poddestacar as xilanases produzidas por espécies

de Bacillus Thermoascus aurantiacu$alaromyces emersonil. lanuginosusMelanocarpus
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albomycesSporotrichumThermotogap. etc (Bajpai, 2012). Outra condi¢éo essenciaknalha

das enzimas para producédo de xilanases € o fattavee contaminacdo com celulases, o que tem
implicacdes econdmicas devido a elevada perdandigmmento, degradacao da qualidade da pasta
e aumentos de custos para tratamento de eflueatedoda maior carga organica dissolvida
(Bajpai & Bajpai, 1997). Mesmo néo havendo ativelaélulolitica ha um aumento no efluente
de BOD de 2 a 5 kg/ton de pasta resultante datdit@o de xilanases de baixo peso molecular.
Este BOD é de natureza facilmente degradada raomemito secundarios, ndo sendo necessarias
alteracdes no sistema de tratamento (Bajpai, 2012).

As enzimas sao extremamente sensiveis as condig@esio, sendo necessario um controlo
apertado de diversos aspetos que influenciam ataddade. A atividade étima varia em fungéo
da enzima e da sua origem. Os fatores que maieidiam a hidrolise enzimatica das xilanas sao
(Bajpai & Bajpai, 1997; Beg et al., 2001; Bajpdi]12):

* A concentracao e tipo de substrato — que influeacialocidade inicial e o rendimento da
hidrolise enzimatica. Como sugere a cinética Miehaelis-Menten a partir de um
determinado ponto, o aumento da concentracdo néauzca um aumento da velocidade
inicial, indicando a saturacdo da enzima. Estepésso limitante da catalise enzimatica
(Purich & Allison, 2000).

* O pH-aeficiéncia da hidrdlise enzimatica esttefoente relacionada com o pH de atuagéo.
Fora do intervalo de pH 6timo, as enzimas reduzenem casos extremos, podem perder
totalmente a sua atividade, refletindo-se na dilgawda sua eficiéncia.

* Atemperatura — que podera ter o mesmo efeito qu¢. @ afastamento da temperatura do
Otimo de atuacado causa a diminui¢cdo ou perda deadie.

* A concentracao de inibidores — provenientes dar@dpadeira, ou formados ao longo do
cozimento, podem condicionar a atividade xilanmditatravés do bloqueio dos centros

ativos, conduzindo a inibicdo total ou parcial daima e a consequente diminuicdo da

atividade.

Para além destes, existem outros fatores que tamlginfluéncia na atividade enzimatica.
A carga enzimética, a disperséo de xilanase ndrsiinsa consisténcia e o tempo de reacdo sao
outros fatores importantes (Beg et al., 2001). A&steristicas estruturais da pasta podem criar
barreiras fisicas a acdo enzimatica, como o tamdab@articulas, a porosidade e o volume de
poros (Yang et al., 2013) que, dependendo do tamdatxilanase (Saake et al., 1995), podem
dificultar a sua acessibilidade a xilana, e tamloégnau de polimerizagéo e a cristalinidade dos
polissacarideos (Yang et al., 2013). A acdo eniim& também influenciada pelas interacdes
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eletroquimicas entre as fibras e as enzimas. Qwgrcarboxilicos presentes (responsaveis pelo
intumescimento da fibra) e a carga superficial g¥gande efeito na acdo das xilanases. Quanto
mais negativa for a superficie da fibra maior seadividade enzimatica (Figura 13.b) (Kuhad &
Sigh, 2007; Simeonova et al., 2007).

O estagio enziméatico pode ser introduzido em seam@agme branqueamento tradicionais,
ECF ou TCF (Tabela 4), sendo o desempenho da séaambém influenciado pela sequéncia de
branqueamento (Bajpai, 2009).

Tabela 4 Sequéncias de branqueamento com tratamento ditmreaespetivas vantagens (Bruce
& Palfreyman, 1998; Farrell et al., 1996).

Sequéncia  Exemplos Vantagens
XCEDED
. R a I
Convencional X(CDIEDED L C e efuentes

OX(CD)ED ¢
XDED Reducédo no consumo de GIO

ECF OXDED ~
OXDP Reducgéo de AOX nos efluentes

Aumento da produtividade (para producéo deQii@itada

X(Eop)D(Eop)D P (para produgdo del )
X(EP) Aumento da brancura final

TCF ZX(Ep) ~
OXZP Reducdo no consumo de reagentes de branqueamento
OXQPZP Preservacao das propriedades de resisténcia macanic

O estégio enzimético é tipicamente introduzidomoid da sequéncia de branqueamento,
com a pasta crua, ou apos o estagio de oxigémag c@ pode observar nos exemplos da Tabela
4, e tal como se procedeu neste trabalho. As pgapaibtidas antes ou apés o estagio de oxigénio
sao semelhantes, evitando-se a necessidade decan@&fito e neutralizacdo da mistura antes do
estagio de oxigénio (Tolan & Guenette, 1997). Qscppais objetivos deste posicionamento estdo
relacionados com a reducdo do consumo de reageéatbsanqueamento através do efeito de
bleach boostinglas xilanases ou o aumento da brancura e a rediecémissdes de AOX nos
efluentes (em sequéncias convencionais ou ECF)ef{Fat al., 1996; Bajpai, 2014; Gangwar et
al., 2014).

Por outro lado, o tratamento enzimatico pode sécaad no final do branqueamento,
denominando-se pos-tratamento. Este pode ser @plima ultimo estagio, tendo como objetivo
principal promover uma maior estabilidade da bresmcem comparacdo com 0S reagentes
normalmente utilizados (diéxido de cloro ou peréxitk hidrogénio) ou imediatamente antes do
ultimo estégio, obtendo-se maior estabilidade dadura e ainda poupanca de reagentes de

branqueamento no ultimo estagio (Simeonova e@07; Sousa, 2012; Esteves, 2013). Estes
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hY

fendmenos devem-se possivelmente devido a remogadacidos hexenurdnicos e estruturas
croméforas estaveis que de outra forma se mantasta (Gangwar et al., 2014). Sousa (2012)
estudou a aplicacdo de xilanases em pastas DEDlugmio que o tratamento enzimatico € mais
vantajoso antes do ultimo estagio de branquean{BxDdXP ou DEDXD em vez de DEDPX ou

DEDDX), em termos da brancura atingida e reversao.

4.2, DIOXIDO DE CLORO

O diéxido de cloro é um dos reagentes de branqu#anmeais eficazes para atingir
brancuras elevadas e o mais utilizado em sequéBC&s principalmente devido a sua elevada
seletividade (Ek et al., 2009). A reacdo do dioxitocloro com a lenhina, em meio acido, €
caraterizada por uma etapa inicial rapida ondegonéth a oxidacdo das estruturas aromaticas e
alguma cloracdo, e uma etapa subsequente mais dewla ocorre essencialmente a oxidacao da
lenhina (Schwanninger, 2006). O dioxido de clomgeemais facilmente com a lenhina residual,
se esta tiver na sua composicdo uma maior fracgoupes fendlicos livres (Carvalho, 1999). A
partir das reacdes complexas deste reagente cdivensos componentes da pasta, ha um aumento
na fracdo de grupos carboxilo, alguns carbonilmaatém-se praticamente inalterado o teor de
grupos hidroxilo alifaticos nas pastas (Lachenal etl995).

A oxidacgdo da lenhina é iniciada a partir da adieBarofilica de didéxido de cloro aos
nucleos arométicos dos grupos fendlicos e ndoitarsdlo que resulta na formacao de ides clorito
e de radicais intermediarios correspondentes. Eatlisais sdo posteriormente oxidados pelo
diéxido de cloro para formar uma variedade de paxide oxidacéo e acido hipocloroso (Figura
14) (Kolar et al., 1983; Suess, 2010).

1 1

R1
- OCIO . .
DCI-D . DCID ) Substituicio
OCICI
F\"‘ Rz’ HOCI Omlia-;au-
OR? oR?

R! = alquilo; R* = alrilo, H; B*, B*= alquilo, arilo

Figura 14. Possivel mecanismo da reacao do diéxido de clono a&s estruturas fendlicas e ndo
fendlicas da lenhina (adaptado de Svenson et04l6)2

No caso dos grupos fendlicos?(RH), estes radicais intermediarios perdem fagiteem
protdo, originando radicais fenoxilo os quais reageguidamente com o diéxido de cloro,
originando a abertura dos anéis aromaticos comdgéimde acido muconico ou a eliminacdo de
cadeias laterais com a formacao de quinonas coatums secundarios (Figura 15). No caso de
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estruturas néo fenolicasiR alquilo ou arilo), os radicais intermediariogséam em varias formas
do ido oxonio (Suess, 2010; Schwanninger, 2006§.d@go0stos fendlicos reagem com o didxido
de cloro cerca de ¥@ezes mais rapido que com os compostos nédo fespkendo as unidades

fendlicas oxidadas primeiro. (Svenson et al., 2006)

R R

. 0
"-y_\_\_ +|:|D2 ‘-\_\_\_ .f"'\\"'\ +C|D2 J'L
(1L —= [l ~— 11 1
j%OMe'HC'Dﬁ OMe “omMe ~OC il ~OMe
OH 0- o) -R 0
R R
3 +CIO |
Eﬂ‘\ 2 |”'“:?~hll
y _HCIO COOCH
I O COOH :

Figura 15. Reacéo inicial de oxidacdo das estruturas fergdliealenhina residual com diéxido de
cloro (adaptado de Suess, 2010).

As reacdes que envolvem o diéxido de cloro sdorsidgee complexas, estando longe de
serem totalmente conhecidas. O diéxido de cloreedodmar um conjunto de outras espécies
inorganicas derivadas do cloro (clorato, cloritgpolklorito, cloro, cloreto), o que diminui
significativamente a sua eficiéncia e tém grandmomé@ncia no branqueamento. A perda do poder
de oxidacé&o do cloro (+4 na forma Glgara -1 na forma Glconduz a um aumento nos custos de
branqueamento.

O clorito (CIO5) e o acido hipoclorosdHOCI) formados durante as reacgdes iniciais com a
lenhina estdo envolvidos em diversas reacdes déadan, uma pequena parte dessas reacdes estao
apresentadas nas Egs. 2 a 13 para efeitos dentvasti&olar et al., 1983; Svenson et al., 2006;
Schwanninger, 2006; Lehtimaa et al., 2010; Sud¥K))2 A eficiéncia global do branqueamento
com dioxido de cloro esta diretamente relacionamta @ quantidade de espécies inorganicas
formadas, as quais sdo dependentes da estrutueniiiaa residual e do pH do estagio de
branqueamento (Svenson et al., 2006).

Oxidacao da { Lenhina+ 2CIO, — Lenhina oxidada HOCI + CIO; )
Lenhina Lenhina+HCIO, - Lenhina oxidada HOCI 3)
( HCIO, & CIO; + H' ()

Ka ~ 4,3
HCIO, + H,0 3 CIO;, + HyO* (5)

Reacoes de
Equilibrio i

Ka~1,8
Cl, + H,0 e~ 3 HOCI + H" + CT (6)
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- P 7
Formacao de 2CIO, + 20H — ClOy+ CIO3+ H, (7)
N HCIO, + CI + H* - 2HOCI ®)
ClOz, ClO; e HOCH - ( yci0, + ci, » HOCI + CIGy ©)
Regeneragdo de { 2CI0; + HOCI — 2CIO, + OH +CI (10)
ClO> 2CIO, + Cl, — 2CIO, + 2Cl (11)
Reacdes de (12)

{ HOCI + Lenhina— HO + Organoclonados

Cloragéo Cl, + Lenhina— CI + Organoclonados (13)

O acido clorosgHCIO,) formado a partir do dioxido de cloro também reemm a lenhina
e esta envolvido em diversas reacdes secundared:gs. 3, 4, 5, 8 e 9 (Kolar et al., 1983; Suess
2010).

Em condicdes alcalinas, o diéxido de cloro da onigades clorito e clorato (Eq.7). O clorito
sofre reac6es de dismutacéo que originam clord€s{@ acido hipocloroso, segundo a Eq. 9. Os
ides clorato sao ineficazes no processo de defilm@g@io/branqueamento (Schwanninger, 2006).
Em condicdes acidas o acido cloroso pode deconmgerfermar acido hipocloroso e clorato (Eq.
9) (Kolar et al., 1983; Lehtimaa et al., 2010).rAgucao de acido hipocloroso aumenta a eficiéncia
do branqueamento decido a regeneracdo do dioxiddode através da oxidacdo do clorito,
conforme ilustrado na Eq. 10) (Schwanninger, 208)erda do poder de oxidagcao faz com que
esta reacdo constitua um passo fundamental paehmmnmdesempenho do didéxido de cloro em
condicdes acidas.

O &cido hipocloroso, assim como o cloro reagem eolenhina para formar compostos
organoclorados (Egs. 12 e 13). O acido hipocloestéa em equilibrio com o cloro de acordo com
a Equacadge). Assim, em condicOes acidas (na gama pH <2) dibgaida Eq. 6 desloca-se para
a esquerda e uma quantidade significativa de adementar esta presente, o que facilita a
despolimerizacdo da lenhina (Schwanninger, 2006)ledvantagem da producéo de cloro é o
aumento de compostos organoclorados nos efluertadoda formacdo de clorolenhinas (por
adicdo de atomos de cloro a lenhina) nefastasganabiente.

Assim, para a eficicia do estagio de dioxido deoglé importante encontrar condi¢cdes
menos favoraveis a formacdo de clorato, mais faebraa degradacdo da lenhina e
simultaneamente sem geracao de demasiada magéisaa clorada (Suess, 2010). Recomenda-
se que o pH no primeiro estagio de dioxide)(rmine com um valor entre 2,5 e 3, de modo a
que todo o cloro ativo (i.e., diéxido de cloro,rdim, acido hipocloroso e cloro) seja consumido
(Kolar et al., 1983; Suess, 2010).

A principal vantagem do branqueamento com diéxiglaldro €, sem divida, a sua elevada

seletividade. Tem sido demonstrado que a seletleid estagio de dioxido de cloro, quando
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aplicado a pasta crua, é independente do indigeakap da viscosidade da pasta a entrada do
estagio . No entanto, se for usada uma primeira etapa dertgficacdo com oxigénio, as
espécies quimicas reagentes geradas neste esiagpetem com o mesmo tipo de estruturas da
lenhina que o diéxido de cloro (Gierer, 1986). Gmpuentemente, a lenhina residual apdés um
estagio de oxigénio € mais resistente ao didxiddate quando comparada com a lenhina residual
de pastakraft crua. Barroca e colaboradores demonstraram qu@aiar degradacao dos
polissacarideos durante uma sequéncia OD (est&giaxigénio seguido de um estagio com
didxido de cloro) ndo pode ser atribuida apenasia do oxigénio (Barroca et al., 2001).

Relativamente aos extrataveis que resistiram aionesto, estes sdo oxidados pelo diéxido
de cloro. Os produtos da reagao compreendem untarange produtos de oxidagéo que contém
grupos hidroxilo, carboxilo ou carbonilo que sadstmadrofilicos do que os compostos originais
e, sao facilmente removidos em posteriores lavagemsn extracdes alcalina (Gierer, 1986).

A perda de viscosidade em brangueamentos com dideédcloro é insignificante se as
condi¢cdes foram moderadas, podendo ocorrer umar rdagradacdo dos polissacarideos em
condicBes mais agressivas (pH 2, temperaturasistgsea 80°C e concentracao de £d@vada)
(Bajpai, 2012). Esta degradacdo dos polissacarigeos parte do diéxido de cloro aos
polissacarideos tem como alvo preferencial os@bdedos grupos terminais redutores, oxidando-
0S a grupos carboxilo. Também os carbonos na m€icd e C-3 do anel sofrem oxidagéo
(Lemeune et al., 2004). As estruturas contendawsog carbonilos formados podem provocar a
hidrolise dos polissacarideos durante a extrag@dih subsequente (Gierer, 1986), diminuido o
seu grau de polimerizacao.

Além disso, o diéxido de cloro reage com os aclimenurdnicos presentes nas xilanas de
forma indireta, através dos compostos secunddoos € acido cloroso, o que conduz a formacao
de acidos dicarboxilicos clorados e néao cloradagu(& 16) (Daniel et al., 2003). Os acidos
dicarboxilicos s@o formados principalmente quandwamqueamento decorre a pH ~2,5, 0 que

acontece no estagioPAzevedo, 2011).

o

oH O 0 OH

HO. A :
T(\‘HI\GH HD’U\T/\HJ\GH
O OH OH OH
j" oH "ﬁ' 0 OH O
Cl OH O o d OH
AOX

Figura 16. Produtos da reagéo entre o diéxido de cloro eeosAHadaptado de Carvalho, 1999).
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4.3. EXTRAGCAO ALCALINA

A oxidacdo de estruturas cromoéforas com didxidelde produz uma grande quantidade
de compostos oxidados que devem ser removidosrgatigar a lenhina residual para posterior
oxidacao e reduzir a quantidade de oxidantes riagies subsequentes. Os cromoéforos oxidados
de baixo peso molecular sdo facilmente solUveisagoa, de modo que uma simples lavagem
remove estes compostos. No entanto, a baixa sdadld em condi¢cdes acidas dos compostos
com peso molecular superior, ndo permite a sualdig®, aumentado a sua solubilidade em
condicOes alcalinas. Desta forma, a oxidacéo el#lata € normalmente seguida por uma extracao
alcalina (notacédo E), geralmente com hidroxido deics (Gierer, 1986; Suess, 2010; Bajpai,
2012).

O pH é uma variavel importante num estagio de e&tralcalina, uma vez que determina a
quantidade de compostos dissolvidos e esta rekaiomrom a carga de hidroxido de sodio
aplicada. Devido ao efeito tamp&o que ocorre nerse, sao improvaveis variagdes bruscas de
pH, tornando suficiente o controlo do processovasgalo pH final. Estudos indicam que o pH
final ndo deve ser inferior a 10,5 devendo o estégiminar a valores préoximos deste (Suess,
2010).

A carga de hidréxido de sédio aplicada esta retecla com o indice kappa inicial e com a
carga de diéxido de cloro aplicada no estagigobis determina a quantidade de compostos a
serem solubilizados. A carga de diéxido de cloaplecar, de modo a atingir determinado grau de
brancura no fim deste estagio, é possivel ser i@aatraves do reforco da extracédo alcalina com
a adicdo de outros reagentes de branqueamentan@iar 1996)0Os mais utilizados sdo o
oxigénio e o peroxido de hidrogénio. Nos ensaiabzados neste trabalho, a extracao alcalina foi
reforcada com peréxido de hidrogénio.

Em condi¢cdes alcalinas, o peroxido de hidrogénita esn equilibrio com o aniédo
hidroperéxido, o composto ativo nas reacdes degoieamento (Eq.14).

H,O,+ OH < H,O0+ HOO (14)

O aniao hidroperéxido atua como um nucledfilo mala as cadeias laterais da lenhina e

reage com as estruturas quinonas (Figura 17). @pastos oxidados resultantes, nomeadamente

acidos carboxilicos, sdo mais hidrofilicos e sakvacilitando a extracao.
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Figura 17. Possiveis reacfes do peroxido de hidrogénio clemhéna, em condicdes alcalinas (adaptado
de Suess, 2010).

Simultaneamente as reaces com a lenhina, o perdgitlidrogénio pode decompor-se em

agua e oxigeénio, devido a sua elevada instabilifgdel5) (Suess, 2010).

2H,0, » H,O0 + G, (15)
As condicbes de operacao influenciam fortementeeeomposicdo do peroxido de
hidrogénio. A pH muito alcalino (pH>11,6), o perdaireage com o anido hidroperéxido, tal como
se demonstra na Eq. (16) (Schwanninger, 2006).

H,0,+ HOO — H,0+ OH+ G, (16)
A temperaturas elevadas (>110°C) da-se a clivagemolitica em radicais hidroxilo
(Eq.17). O impacto da formacdo de radicais na dadé da pasta é significativo e conduz a

diminuicdo da viscosidade (Suess, 2010).

H,0, - 20H. 17)

Além destas reacdes, que diminuem a quantidadeerdxigo disponivel no processo de
branqueamento, a decomposicao do peréxido de l@dimg acelerada por metais de transicao
como o cobre, ferro, manganés. E comum a aplicde&ion estagio quelante prévio para desativar
a atividade catalitica dos metais. As condi¢Oedieas de um estagioo[permitem a remocao da
maior parte destes metais pelo que a sua presesghual ndo € muito problematica numa
sequéncia ECF.

4.4. ESTABILIDADE DA BRANCURA

A estabilidade da brancura das pastas totalmeatejbeadas pode ser seriamente afetada
ao longo da seccado de secagem e, para pastaseraealo) durante o transporte e armazenamento
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dos fardos, para além do natural envelhecimentoreygn do tempo (Séco, 2006). Este fendbmeno
€ conhecido como reversao da brancura e a extemsaue afeta a brancura é dependente da
estrutura quimica da pasta e da interacdo de fagxternos como a temperatura, humidade, ou
até mesmo a luz (Séco et al., 2008) com as esdsuttromoforas provenientes da lenhina, de
estruturas de polissacarideos oxidadas, dos ab&la@nurdnicos, de metais ou dos extrataveis
(Maltha et al., 2011, Loureiro, 2012).

A reversdo da brancura é analisada através da cagdpaentre a brancura da pasta e a
brancura da pasta apds um processo de reverdémadriExistem varios metodos para investigar
a reversao, entre os quais se pode destacar oodadversdo humido-térmico que é efetuado a
uma temperatura de 100°C e humidade de 100% (A04€¥), Este método € considerado o mais
fiavel para medir e prever a estabilidade de pastdtpois as condi¢cdes reais a que a pasta esta
Sujeita na seccéo de secagem, transporte e armaaetoade fardos correspondem a temperatura
e humidade elevadas (Liitia & Tamminen, 2007; Lao;e2012).

As incertezas em relacdo as causas da reversa@ameuta por parte dos investigadores
devem-se a pequena quantidade de cromoforos easpgatimente branqueadas, dificultando a
sua acessibilidade e analise (Loureiro, 2012). Comi@rido anteriormente, os acidos
hexenurdnicos presentes nas xilanas tém sido ajmstamo um dos principais responsaveis pela
reversao da brancura (El-Sakhawy, 2005; Eiras e2@08), sendo a aplicagéo de xilanases antes
do branqueamento favoravel a sua remocéao, diminwodsequentemente a reverséo da brancura
(Bajpai, 2014). Contudo, este efeito dos HexA nangio de brancura nao recebe a concordancia
de outros estudos (Liitia & Tamminen, 2007; Eiraalg 2008; Loureiro et al., 2010). De facto, a
introducdo de um estagio final com peréxido dedgénio no branqueamento em substituicdo do
tipico diéxido de cloro, em sequéncias ECF, mellzoestabilidade da brancura em paktat
de eucalipto totalmente branqueadas, apesar da quantidade de acidos hexenurénicos. Neste
contexto, foi também demonstrado que o historichra@queamento e especialmente o estagio
final tem grande influéncia na estabilidade da twea (Eiras et al., 2008; Loureiro et al., 2010).
Este facto pode ser explicado pela facilidade gperéxido de hidrogénio elimina as estruturas
quinonas, enquanto o diéxido de cloro provoca d@uaacao (Suess, 2010).

Apesar de neste trabalho ndo ser usada uma seguBntiranqueamento completa para
atingir brancuras equivalentes a pastas de meroadspetos da brancura e sua estabilidade foram
considerados nas pastas produzidas segundo a segM&E. Do ponto de vista tecnoldgico a
eficiéncia da acéo de xilanases foi também avaliadarrendo a determinacdo do indice kappa
enguanto ao nivel econdmico e ambiental, foi detexda a poupanca de reagente clorado por

comparacao com a sequéncia DE para igual nivelashebra atingida.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A metodologia experimental utilizada nos branquedot®e das pastas € descrita nesta
seccdo, bem como as condi¢cdes experimentais dakzeos métodos de caraterizagdo das pastas,

das solucdes de reagentes e dos filtrados.

5.1. BRANQUEAMENTOS

Nos ensaios realizados foram utilizadas cinco p&sédt de E. globulus(designadas por
pasta 1, 2, 3, 4 e 5), cedidas por diferentes de&landustriais portuguesas e recolhidas
imediatamente antes ou ap0s a torre de armazemandentpasta crua (consoante as
disponibilidades fabris), exceto para a pasta 5 fpierecolhida apds o estagio de pré-
deslenhificacdo com oxigénio. As pastas foram lasan laboratério, com agua destilada, para
aumentar a sua estabilidade no tempo. Foram deoimazenadas a 4°C sem exposi¢ao a luz.

Sendo o objetivo deste trabalho aplicar um estagiimatico logo no inicio da sequéncia
de branqueamento de forma a reduzir o consumo detallQ, fez-se um levantamento das
condicOes operatorias nas torres de armazenamerpasia crua, conforme esquematizado na
Figura | (Anexo I). Na transposicao para a escalastrial, estas torres poderiam ser usadas como
estagio X sem necessidade de investimento em eqgeipas desta natureza.

Foram utilizadas duas solucfes enzimaticas solmaafde suspensdes liquidas, fornecidas
pela Novozymes®: uma xilanase comercial que seségyui@da doravante por X1; uma xilanase
experimental que serad designada doravante por XPrifBeiro passo teve como objetivo
identificar as condi¢gdes onde a xilanase X1 aptasarmaior atividade, através da realizacédo de
estagios enzimaticos preliminares e analise da reéosca do filtrado residual por
espectrofotometria UV/visivel. Os resultados deatadises permitiram identificar as condicdes
de temperatura e pH com maior potencial para ag@@ao estagio X e avancar para sequéncias
de branqueamento XDE na pasta 1, onde se avalialgama alargada de condi¢des. De seguida,
conhecendo a gama das condi¢cdes operatdrias das t armazenamento de cada uma das
unidades industriais de onde foram recolhidas atapaforam selecionadas as condi¢cdes com
maior interesse industrial para efetuar os brangeatos com sequéncias XDE. Simultaneamente,
foram efetuados ensaios com as pastas originaseguéncias DE para efeitos de comparagao
com as sequéncias XDE e avaliacdo das poupancatiéeido de cloro. Estas pastas foram
posteriormente caraterizadas tal como se indidaquaa 18.

Com a xilanase experimental X2 foi possivel, dedtvdaempo disponivel, efetuar apenas
alguns ensaios com sequéncias XDE nas pastasd) €l (pré-deslenhificada com oxigénio)

35



Aplicacdo de Xilanases em Pastas Kraft ndo Branqueadas de Eucalipto

para comparacao do efeito bieach boostinggom a xilanase X1, uma vez que a xilanase X2
revelou ser mais resistente a condi¢cdes agressoas as existentes nalgumas das torres de
armazenamento fabris.

Todos os ensaios de branqueamento foram efetuddi® a@e consisténcia, sendo a pasta e
0s reagentes de cada estagio colocados em sapobalieeno, fechados, homogeneizados a méao
e imersos num banho (vai-vém) com controlo de teatpe e agitacdo durante o tempo
estipulado. Apds cada estagio foram recolhidosltnados, a pasta lavada com agua destilada e
colocada novamente em sacos de polietileno passg@gair na sequéncia de branqueamento, ou,
por fim, armazenada no frigorifico para posteriaterizacdo. Os procedimentos experimentais
dos estagios X, D eplsao semelhantes e encontram-se descritos de foaisgormenorizada no
Anexo 1.2, e no Anexo Il.1 descreve-se a preparai@s ensaios, incluindo a preparacao de

solucdes, determinacdo das concentracfes dos teaggiimicos e das massas a pesar.

Pastas1,4e5 --p Pastas1a5

\ 4 v \ 4

Estagio X preliminar Estagio X Controlo

Ensaio de Controlo

v

Sequéncia DE

A

Filtrado:
. pH
e Absorvancia a 280 e Brancura ISO

e 457 nm * Reversdo
Pasta: - e Viscosidade

* ?rancuNra IS0 Pastas XDE | K <

e Reversdo i = Pastas DE
. K Pastas “Controlo” HexA

¢ Rendimento
Figura 18. Metodologia experimental utilizada para a xilandse

5.1.1. TRATAMENTOS ENZIMATICOS PRELIMINARES

Os tratamentos enzimaticos preliminares foram atkis apenas para a xilanase X1 e com
a pasta 1 de forma a minimizar o0 nimero de engatosn 0 objetivo de avaliar a acdo enzimatica
numa gama alargada de condicfes. Para tal, forgimaelbs ensaios onde se estudou a variacédo
da temperatura e pH, com carga enzimatica e teixg® (fTabela 5). A carga enzimatica e o tempo

utilizados foram sugeridos pelovozymes@®para ensaios laboratoriais. O resultado da acgao
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enziméatica sobre as pastas foi avaliado a partmedicdo da absorvancia do filtrado residual, a
280 e 457 nm. A absorcdo a 280 nm € atribuida sepga de unidades de fenilpropano que
constituem a lenhina (quanto maior a absorvancZB@ nm, maior a libertacdo de lenhina

provocada pelo tratamento enziméatico). A absongact57 nm indica a quantidade de material
colorido (croméforos) no filtrado que absorve naazdo azul e emite radiagéo visivel na zona do
amarelo (Fengel & Wegener, 1989; Silveira & Milagr2009 ; Li, 2011). O equipamento utilizado

foi o espectrofotometro ScanSpec da Scansci. Emstod tratamentos enzimaticos o pH do

residual foi registado.

Tabela 5.Condi¢des utilizadas nos estagios X preliminares.

Dosagem Tempo
(mL/tAD)*  (min)

X1 Pasta 1 200 30 70; 75;807; 8; 8,5

*mL de solugdo enzimatica (tal qual como é fornaridor tonelada de pasta “seca ao ar” (ARirdry,
correspondente a uma pasta com teor de humidabtie .

Xilanase Pasta T (°C) pH

5.1.2. SEQUENCIA XDE APLICADA AS PASTAS 1 A5

A partir dos resultados obtidos com os ensaiogpreres, e conhecidas as condic¢des fabris
das torres de armazenamento foram selecionadaaresgle temperatura e de pH a utilizar no
estagio X com a xilanase X1, para cada uma daagasttemperatura e o pH utilizados nos
ensaios com a xilanase X2 foram determinados egatudas condicfes usadas com a xilanase
X1, para comparacao entre si, e das condicdesfabtempo e a dose enzimatica foram sugeridos
pelaNovozymes®

A carga de diéxido de cloro utilizada teve em cantadice kappa (IK) da pasta de origem
(expressa como % em pasta ou kg reagente/100 ggsie, em base seca). E comum exprimir a
massa de didxido de cloro em cloro ativo, multgatido pelo fator 2,63, cuja demonstracdo se
encontra no Anexo I1.1.4. Numa sequéncia tipicaratorial DEDED para eucalipto nacional é
vulgar usar a seguinte regra geral: 0,27*IK = caigal de dioxido de cloro na linha de
branqueamento (como cloro ativo), a qual costumeepartida pelos trés estagio D na forma 65%
no Dy, 25% no B e 10% no B. Como tal, no estagiodsou-se aproximadamente 65% da carga
total. O pH do filtrado apos o estagie di determinado para verificar se se encontragaipro
de 2,5, assim como a concentracao residual deddia@eé cloro (Anexo 11.3.1).

Relativamente as cargas de NaOH©Horam definidas com base em valores tipicos da
industria (Séco, 2006). O pH do filtrado apos agist B> foi também determinado para verificar
se se encontrava acima de 10,5, assim como a d¢oag@m residual de hidréxido de sédio e

peréxido de hidrogénio (Anexos 11.3.2. e 11.3.3)téinpo e a temperatura da sequéncia DE foram
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determinados em funcdo das condi¢des utilizadascalee industrial (Suess, 2010; Carvalho,
1999). As condigfes usadas nestes estagios enoesgrapresentadas na Tabela 6.

Foram também efetuados ensaios tratados nas mesndigdes que 0s descritos mas sem
a adicdo de enzima (denominados por controlo) pardiecer a acado exclusiva da xilanase,
subtraindo o efeito do pH e da temperatura.

Tabela 6.Condic¢des utilizadas nos estagioskp

Estagio X* Estagio **  Estagio Ep ***
Xilanase Pasta ([r)noLS/?Ag\]S;n T (°C) pH C(loz/o?tza\‘/)o I(\(l)z)o (2; (l;;)oé)
Pasta 1 200 60; 70; 75; 807; 8; 8,5 2,2 1,4 0,3
Pasta 2 200 60; 70 7,85 2,2;2,5 1,2 0,3
X1 Pasta 3 200 70 7;8;8,5 2,5 1,2 0,3
Pasta 4 200 70 7 2,5 1,2 0,3
Pasta 5 200 70; 80; 85 7,8 1,8 1,2 0,3
Pastal 900; 1530 70; 75 7;8,5;9 2,2 1.4 0,3
X2 pasta5 900 85 9 1,8 1,2 0,3

*tempo = 30 min ; *tempo = 30 min, T = B0 ; ***tempo = 80 min, T = 70°C.

(a) Carga — massa de reagente quimico por magsstieseca, em percentagem.

5.1.3. SEQUENCIA DE APLICADA AS PASTAS 1 A5

Os procedimentos experimentais dos estagios DE s&oelhantes aos indicados
anteriormente, assim como a determinacéo das dmewljgara o estagiooENo estagio D fez-se
variar a carga de CldTabela 7), para avaliar o aumento da carga deddi@e cloro necessaria
para se atingir a mesma brancura que com um estéifip podendo deste modo ser desenhada

uma “curva de branqueamento”.

Tabela 7.Condi¢6es utilizadas nos estagios DE.

Estagio Dv* Estagio Ep **

Pasta  Chativo (%) NaOH (%) H202 (%)

Pasta 1 2,2-31 1,4 0,3
Pasta 2 2,2-3,7 1,2 0,3
Pasta 3 2,2-3,4 1,2 0,3
Pasta 4 25-34 1,2 0,3
Pasta 5 1,8-25 1,2 0,3

*tempo = 30 min, T = 6 ; **tempo = 80 min, T = 70°C.
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5.2. CARATERIZAGAO DAS PASTAS

As pastas semi-branqueadas foram posteriormerdéegaadas, como se indica na Figura

18. As subseccOes seguintes apresentam de foromaidesos métodos utilizados.

5.2.1. BRANCURA ISO

A brancura I1SO é definida como a refletancia daviael, quando se faz incidir um feixe
de luz azul monocromatico, para um comprimentoritaale 457 nm. A sua determinacao foi
efetuada segundo a norma ISO 2469, num espectnudtid L&W Elrepho Modelo SE 070-1,
disponivel no RAIZ (Eixo, Aveiro), sendo feitas tj@amedicdes de brancura distribuidas por duas

folhas de pasta de 200 ¢fute gramagem, produzidas segundo a norma ISO 268%¢ 11.4.3).

5.2.2. REVERSAO DA BRANCURA

Utilizou-se o método térmico-hiumido como métodeedeelhecimento acelerado, no qual
as folhas de pasta séo dispostas numa grelhaermimde uma camara durante uma hora, a uma
temperatura de 100°C e 100% de humidade, conforpreaedimento TAPPI 260. Apés este
periodo de tempo as folhas secam numa camaraadgantilrante mais uma hora, até as condicées
da sala condicionada (23 + 1°C, 50 £ 2% de humigdaskndo depois prensadas. Por fim
determina-se novamente a brancura ISO, como deserisecgao 5.2.1.

Os resultados da reversdo foram avaliados atravéost Color numbe(PC numbe},
determinado pela diferenca de k/s antes e aposahatimento (k € o coeficiente de absorcéo

especifica e s é o coeficiente de dispersao esp®cif

K K (18)
PC number= 100 x {( /Sapés reversio /Santes reversél}
k/s, segundo a teoria de Kubelka-Munk é dado por:
(1 - Roo)z
K/o= (19)

2xR,
onde R, é o fator de refletdncia intrinsecd € 457 nm) de um macete de folhas

suficientemente espesso para ser opaco. Este prared foi efetuado nas instalacdes do RAIZ.

5.2.3. INDICE KAPPA

Os primeiros estagios de branqueamento séo coadmeetapas de deslenhificacédo, sendo

importante acompanhar a evolugdo da quantidaderdenk residual, traduzida como indice
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kappa. A lenhina é suscetivel de sofrer oxidac@ogaos agentes de oxidagdo. Segundo a norma
NP 9186 utiliza-se o permanganato de potassio (KYn€n condi¢des acidicas, como agente
oxidante. O consumo de permanganato depende dattaima, do tempo, da concentragao inicial
e final de permanganato, sendo que as condicdeasdno tém de ser bem definidas de modo a
gastar-se cerca de 50% da quantidade de permaagaitil. Desta forma, o indice kappa é
definido como os mL de uma solu¢cdo de KMn{,1 N) consumidos por grama de pasta
absolutamente seca, sob condicbes normalizad&s, (28in), sendo o resultado corrigido para
um consumo de 50%. Neste estudo, como o teor dénkemesidual € baixo denomina-se este
parametro como indice micro-kappa. No Anexo Il.dricontra-se a descricdo detalhada do

procedimento experimental.

5.2.4. VISCOSIDADE

A viscosidade intrinseca € um parametro importaatearaterizacdo das pastas que esta
relacionado com o grau de polimerizacdo dos pai@$deos. E determinado em conformidade
com a norma ISO 5351, segundo a qual se companamotde escoamento de um determinado
volume de solugdo de pasta celulésica, num visaisbneapilar, com o tempo de escoamento do
solvente puro. Utiliza-se a Cuprietilenodiamina BJEEomo solvente, que é um complexo de
cobre e amina e um dos mais poderosos solventagesmpe solubilizar a celulose, que devido ao
seu elevado peso molecular e propriedades estgitinaraticamente insoltvel na maioria dos
solventes. A viscosidade varia com a concentrag&whilicdo, devendo ser determinada no limite
quando a concentracdo tende para zero (em queeragab entre as moléculas do soluto é

desprezavel). Assim, o resultado € apresentadolgigt m

] = tim( 1) 20

onde C é a concentracdo do soluto em gimd.,= n/no, sendon e no a viscosidade da

solucdo e do solvente, respetivamente. O resubtactinvertido em viscosidade intrinseca pela
férmula de Martin, a qual traduz a dependénciaiseogidade de uma solucéo de celulose em

CED (0,5 M) relativamente a concentragao:

Nt —1= [r]]Cek'MC (21)

onde k' é uma constante empirica que toma o vaBfr fara o sistema celulose-CED. A
descricdo detalhada do procedimento para a detagdonda viscosidade encontra-se descrito no
Anexo 11.4.2.
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5.2.5. Acipos HEXENURONICOS

A quantificacdo dos acidos hexenuronicos é baseadaa hidrolise com uma solucao de
cloreto de mercurio e acetato de sédio, combinada espetrofotometria U.V do hidrolisado,
sendo a sua concentracao determinada a partir.dz2Eq

0,287x (Azg0- 1,2 X Aogg) X Vhidrolisado (22)

mpasta seca

Chiexa(mmol/kg) =

onde Agp € Axgg € a absorvancia a 260 e 290 nm, respetivamentieséricdo detalhada deste
meétodo, que foi adaptado por Pedroso e Carvalh@Bjafara pastas de eucalipto, encontra-se no
Anexo 11.4.4.
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6. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O desempenho da aplicacéo de xilanases foi avatiadpastas crudsaft de Eucalipto
recolhidas em diferentes fabricas nacionais quear condicbes operatdrias ou equipamentos
distintos, conferindo caracteristicas quimicas efipas as pastas. Este capitulo inicia-se por uma
caracterizagdo basica das pastas recolhidas, gegséna apresentacdo dos resultados do seu
branqueamento com a sequéncia DE (obtendo-se fsjas mesma sequéncia foi usada apoés
a aplicacdo do estagio X (obtendo-se pastas XDEpads o estagio de controlo (sem enzima).
Por comparacdo com as pastas DE, foi assim possiaglr o ganho de brancura e respetivo
potencial de poupanca de reagentes pela aplicag&stdgio enziméatico em pastas cruas. Foi
também usada neste estudo uma pasta pré-desladhifiom oxigénio.

6.1. CARACTERIZAGAO DAS PASTAS ORIGINAIS
A Tabela 8 apresenta as carateristicas iniciaislified®ntes pastas estudadas.

Tabela 8 Caraterizacdo das pastas originais utilizadas.

Viscosidade Brancura ISO Brancura ISO

Pasta K (mL/g) (%) apos reversao (%)
Pasta 1* 12,7 1333 39,7 42,4
Pasta 2* 14,9 1213 35,8 37,7
Pasta 3* 14,6 1203 31,8 34,1
Pasta 4* 16,4 1339 35,9 37,6
Pasta 5** 9,2 1027 65,0 61,8

*pastas crua; ** pasta deslenhificada com oxigé@ieD).

Na Tabela 8 é possivel observar a diversidade arasecisticas entre pastas de eucalipto,
provenientes do mesmo tipo de cozimekiaff) em diferentes unidades fabris. A variabilidade
nas condi¢cdes de cozimento, dos equipamentosadiiilez da propria matéria-prima e os objetivos
de cada unidade industrial, conferem diferentegctaristicas as pastas e conduzem a diferentes
graus de deslenhificagéo (indices kappa, IK, distin Por exemplo, as pastas 2 e 3 exibem um
IK semelhante, na ordem de 15, e viscosidadesitd&nimas com coloragéo diferente (transcrita
no valor da brancura ISO), apesar de terem sidmlbs/em laboratério. Estes resultados poderao
indiciar que as condi¢des de cozimento na unidadigsirial levam a producéo de maior nimero
de croméforos durante o cozimento. A pasta 4 exibidK de 16, o que indica menor extensao
do cozimento (menor remocao de lenhina) e conseenénte menor ataque aos polissacarideos
(com viscosidade 100 pontos superior as pasté®) 2gresentando, no entanto, 0 mesmo grau de

brancura que a pasta 2, mais deslenhificada. Eesstante verificar que a pasta 1, que apresenta o
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menor IK (de entre as pastas cruas) e por congegaiimaior brancura, atinge uma viscosidade
superior a das pastas 2 e 3, 0 que indica, aparente, uma maior seletividade do cozimento na
unidade industrial. Para uma avaliagdo mais rigopgsompleta, seria necessario determinar a
composicdo da pasta (celulose e hemiceluloses)abaawse uma diminuicdo do teor em
hemiceluloses poderia justificar o maior valor decesidade, por serem 0s polissacarideos de
menor peso molecular. Relativamente a pasta defitexa com oxigénio (pasta 5), era
espectavel a diminuicdo do IK diminui e o aumergobdancura, com prejuizo na viscosidade
devido ao maior ataque dos polissacarideos pefggnid, que € um reagente de branqueamento
pouco seletivo (Gierer, 1985).

A brancura apos reversao foi também determinadapastas originais (Tabela 8). Ao
contrario do que sucede nas pastas brancas, rtas fiag, 3 e 4, a brancura ap6s o processo de
envelhecimento revelou ser superior a brancuraalnaevido ao facto das pastas cruas conterem
grande quantidade de cromoforos que, com a exmoai¢gémperatura e humidade elevadas séo
parcialmente removidos. Ja no caso da pasta 5, wommivel mais elevado de brancura, a

diminuicao desta com o envelhecimento € um resukagerado.

6.2. PASTAS DE

De forma a tracar curvas de branqueamento e pudkaaa poupanca de reagentes, quando
se usa um pré-tratamento enzimatico (sequéncias APEsentadas na seccdo 6.3) foram
efetuados branqueamentos com sequéncias DE nass magginais. Estes ensaios permitem
também comparar o desempenho e branqueabilidaddifdeentes pastas estudadas. Ha que ter
em conta que a pasta 5 € pré-deslenhificada cogémivi, sendo necessaria uma analise distinta
das restantes pastas que séo cruas, e que na paisitilizada uma carga de NaOH no estagio E

0,2% superior as restantes.
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Figura 19. Desenvolvimento da brancura em pastas branqueadasequéncias DE, em funcéo da
carga de Cl@

A Figura 19 mostra a resposta ao branqueamento dasaaft oriundas de fabricas
distintas, em termos de desenvolvimento da braremréuncdo da carga de dioxido de cloro. A
brancura atingida para a pasta 1 é superior pdisaexm IK inicial menor (~13). No extremo
oposto, encontra-se o desenvolvimento da braneupasta 4 como consequéncia do maior IK. E
evidente também que o ganho de brancura por unidadeagente aplicado varia primeiro
linearmente a medida que aumenta a carga de, @Qlepois vai diminuindo (a curva de
branqueamento tende para um patamar, mais evidertaso das pastas 1, 3 e 5 — Figura 20),
sendo este um dos motivos que justificam o bramgaet multi-estagios (Suess, 2010).

A branqueabilidade pode ser definida como a faailédda pasta ser branqueada (Carvalho,
1999) e foi determinada através da divisdo entarga de Cl@(como Cp ativo) pelo IK inicial
e representada em funcdo do ganho de brancuradatingermitindo assim efetuar estudos
comparativos independentemente do grau de destagdb e da brancura da pasta original
(Figura 20). As diferencas observadas estao relades com a prépria variabilidade da matéria-
prima, com as modificacdes que ocorrem na lenhinantde o cozimento, e com a composi¢cao de
polissacarideos, nomeadamente no teor de acidesitne@nicos, hemiceluloses e LCCs (Daniel,
2003). Os extrataveis lipofilicos também consomé@nido de cloro afetando a branqueabilidade
(Neto et al., 2002)A lenhina reprecipitada na superficie das fibrag&m pode estar relacionada
com problemas de branqueabilidade (Baptista, 200@jferencas especificas do proceksaft

em cada unidade industrial apresentam grande imdflaé&a branqueabilidade, como por exemplo
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entre pastas produzidas por processos modificabibyados ou pelo processo convencional

(Colodette et al., 1999).
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Figura 20. Branqueabilidade (ganho de brancura vs % CI® inicial) das pastas estudadas.

As pastas 3 e 2 (com IK ~14,5 a 15) sédo as queexibaior branqueabilidade, enquanto a
pasta crua mais deslenhificada (pasta 1, IK ~1& &)pasta crua menos deslenhificada (pasta 4,
IK ~16) sdo as que exibem menor branqueabilidadiéciando um valor 6ptimo de IK com que
se deve terminar o processo de cozimento da matdkeieaicalipto nacional (IK ~14,5 a 15). No
caso da pasta 1, por comparagcdo com as pastaspam3e obter o mesmo ganho de brancura, a
guantidade relativa de oxidante requerido por wedale IK aumenta, diminuindo a
branqueabilidade, o que demonstra que as estruxiddveis pelo Cl@(que contribuem para o
IK) tornam-se menos reativas em funcdo da dimimuida seu conteudo na pasta. Este
comportamento esta relacionado com o aumento do dgacondensacdo e a diminuicdo de
estrutura$-0O-4 na lenhina residual (Neto et al., 2002).

Relativamente a pasta 5, a aplicacdo de um estiegré-deslenhificagcdo com oxigénio
aumenta significativamente a brancura da pastae(@&®). Contudo, o ganho de brancura apos
aplicacao de dioxido de cloro ndo é tao elevadoocquando aplicado em pastas cruas (Figura
20). Esta menor capacidade de branqueamento podx@e&ada pelo facto da quantidade de
lenhina disponivel ser inferior, e porque a lenhoraa-se mais resistente ao ataque por agentes
eletrofilicos apds a aplicagdo de um estégio dgémkd (Gierer, 1986). De facto, o oxigénio reage
principalmente com os grupos fendlicos livres dunilea, restando, por isso, poucos sitios ativos
para o estagio subsequente com didéxido de clome$te motivo, o branqueamento com dioxido

de cloro € menos eficiente que em pastas cruas@iReeve, 1996).
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A evolucao do teor de lenhina residual na pastaor@o se pode observar na Figura 21,
apresenta um comportamento inverso ao observad@naura, tal como esperado, diminuindo o
IK com o0 aumento da carga de Glé&plicada. As pastas 1 e 5 apresentam uma dimouoigfos
acentuada do IK devido ao menor teor de lenhimaainpresente. A posicao relativa das pastas
traduzidas nas curvas da evolugao do IK ndo seguesaa ordem que a evolugéo da brancura.
A pasta 3, com uma carga de g2 3,1% (como Glativo) atinge um IK préximo ao da pasta 1,
apesar da brancura ser 4,6 % ISO inferior (Fig@)ad.que indica que os compostos que dao cor

a pasta (croméforos) nao estao diretamente traosiz€elo valor de IK.
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Figura 21. Evolucédo do IK em fungéo da carga de £&pos uma sequéncia de branqueamento DE.

A Tabela 9 mostra a razao entre o ganho de braecaraducao correspondente do IK para

as varias pastas estudadas.

Tabela 9.Ganho de brancura e a reducao correspondente par#kas varias pastas estudadas.

Carga ClO2 ABrancura/AlIK
0 . Pasta 1 Pasta 2 Pasta 3 Pasta 4 Pasta 5
(% odp) IKo=12,7 1Ko=14,9 IKo=14,6 IKo=16,4 IK¢=9,2

1,8 - - - - 4,02
2,2 4,17 4,01 3,88 - 3,82
2,5 4,24 4,06 3,92 3,16 3,87
2,8 4,30 - 3,91 3,17 -
3,0 - 3,75 - - -
3,1 4,23 - 3,82 3,16 -
3,4 - 3,58 3,76 3,12 -
3,7 - 3,56 - - -

*como Cb ativo.
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Enquanto a reducdo de uma unidade de IK correspBdenidades de ganho de brancura
para a pasta 4, ja no caso da pasta 1, registom-gmnho de 4 unidades de brancura por unidade
de IK. Nesta pasta, 0 reagente €l@ua mais intensivamente na reacdo com 0S CON¥OSto
cromoforos (de diferentes origens) do que na remmdgd& compostos que contribuem para o IK
(principalmente derivados da lenhina, &cidos hes@mcos).

A evolucdo do grau de degradacdo dos polissacariftecavaliada pela alteracdo na
viscosidade intrinseca de solucdes de pasta. Gegsocde branqueamento apenas com dois
estagios (DB diminui a viscosidade em relacdo a original (Tal8), em média, mais de 100
pontos, para qualquer uma das pastas estudadandoodtingir perdas de mais de 200 pontos,
como € o caso da pasta 1. De entre os reagerizadds, o didxido de cloro é conhecido pela sua
elevada seletividade. No entanto, a extracdo akaditivada com peroxido de hidrogénio
contribui para a degradacao dos polissacarideasakmle haver uma diferenca na viscosidade de
~120 pontos entre as pastas cruas, essas difereegdagzem-se para ~50 pontos apos o
branqueamento, sendo este valor préximo da margeenrd experimental (50 pontos).
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Figura 22. Evolucao da viscosidade em funcdo da carga de @pfds sequéncia de branqueamento DE.

Avaliando a reversao da brancura nas pastas Diinhaéclara tendéncia para a diminuicao
do PC numberem todas as pastas, sendo que a pasta 5 apreseateorPC numberseguindo-
se a pasta 1, e por fim as pastas 2, 3 e com £€bmumberelativamente semelhantes entre si,
0 que é intuitivo em funcdo dos resultados ja amtaslos. Esta diminuicdo da reversao esta
relacionada com o aumento da extracao de estrygatasciadoras da reversao, como as quinonas,

lenhina, hexenurénicos e outros croméforos, comnoeato da carga de CIQBuess, 2010).
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Figura 23. Evolucdo ddPC numberem funcéo da carga de GJ@pos sequéncia de branqueamento DE

6.3. TRATAMENTO ENZIMATICO PRELIMINAR (ESTAGIO X)

A espectrofotometria UV/visivel € uma ferramentbp#ira monitorizar, numa primeira fase,
o efeito do tratamento enzimético na pasta. Usamdaomprimento de onda de 280 nm, esta
técnica fornece indicagdes sobre a remocao denamésidual, dissolvida no filtrado, e a 457 nm
possibilita ter a no¢cdo do material colorido qusoabe radiacdo visivel na zona do azul. As
Figuras 24 e 25 apresentam os resultados dasakeitos filtrados, recolhidos a partir dos ensaios

nas condi¢des indicadas na Tabela 5, a um compianderonda de 280 e 457 nm respetivamente.

1,4 -

112 T ‘_\‘\
£ 1,0 1 —e— Tenzima = 80°C
g —o— Tcontrolo = 80°C
% 0,8 - —A— Tenzima = 75°C
& —&— Tcontrolo = 75°C
<€ 0,6 A —&— Tenzima = 70°C

—O— Tcontrolo = 70°C
0,4 -
0,2 T T T T 1
6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0

pH

Figura 24. Efeito da temperatura e do pH na remocao de lantdnpasta 1, avaliado a partir da
medic&o da absorvancia a 280 nm.
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Figura 25. Efeito da temperatura e do pH na remocdo de caogpasomoforos na pasta 1,
avaliado a partir da medicdo da absorvancia a 487 n

O efeito do tratamento enzimatico deve ser compacath o respetivo controlo, uma vez
que, mesmo sem a adi¢do de enzima, € visivel ordarda absorvancia com o aumento do pH e
da temperatura, 0 que aponta para a remocao dmdeapenas com a “lavagem” da pasta,
principalmente com o aumento do pH. O aumento daraéncia em relacdo ao controlo apos o
tratamento enziméatico € devido a degradacao daasitaque resulta na libertacdo de lenhina (280
nm) e croméforos (457 nm) das fibras (Figuras 26k o que é visivel em todos 0s ensaios
efetuados. Contudo, com o aumento do pH, obserwarsediminuicdo da diferenca entre as
absorvancias do ensaio enzimatico e do respetintrato, 0 que indica uma diminuicdo da
atividade enzimatica e, por sua vez, uma diminuigiiemocao da lenhina e cromoforos da pasta.
Daqui € possivel inferir que a 70°C e pH 7 a enzprasenta atividade maxima. Apesar de haver
uma tendéncia da absorvancia aumentar com o aumh@meonperatura, para um valor de pH fixo,
a temperatura neste estudo preliminar tem um efe#ioos notavel comparativamente ao pH: de
facto, as diferencas entre as absorvancias passaaitemperatura SG0 muito mais pequenas do
que as diferencas encontradas entre p.e. pH 8&5H

Resumindo, o efeito do tratamento enzimatico év@isggm todos os ensaios preliminares
efetuados sendo no entanto mais pronunciado atpigeraturas mais suaves. Ha que notar que
0S mecanismos de agéo das xilanases na pastarsfimsdver seccéo 4.1) e portanto a remogéo
de lenhina e croméforos sdo apenas uma parte donéaro que permite o efeito ddeach
boosting sendo necessario aplicar os reagentes de brango&apara avaliar efetivamente o
efeito de atuacdo da xilanase.

De modo a avaliar o efeito direto da xilanase remdura, teor de lenhina residualP€

number(Tabela 10), numa pasta crua e numa pasta préntéfstada com oxigénio, as pastas 4
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e 5 também foram tratadas com um estagio enzim@stagio X). Comparando com as pastas
originais (Tabela 8), verifica-se um aumento dabwaa ~3% ISO. Este aumento € mais diminuto
quando se faz a comparacao com o ensaio de carditoitamento enzimatico aumenta a brancura
da pasta em 1,5 e 1,9 % ISO, nos ensaios a 70°C,gafa as pastas 4 e 5, respetivamente. No
ensaio a 80°C, pH 8 o aumento é de 1,1% ISO paaata 5. O efeito da acao da xilanase também
é visivel numa ligeira reducao do IK da pasta, ® ppde ser explicado pela remocéo de parte dos
acidos hexenurénicos agregados as xilanas e/oardplexos lenhina-carbohidratos (LCC) que
reduz o teor de lenhina na pasta e os cromofosixiagios (Shatalov & Pereira, 2008). Além
disso, oPC numberda pasta tratada com enzima é inferior ao do clontdevido a remocéo de
compostos responsaveis pela instabilidade da brari€sta caracteristica sé foi analisada na pasta
5, uma vez que, tal como apresentado na seccdon@sl,pastas cruas, 0 processo de

envelhecimento aumenta a sua brancura.

Tabela 10.Brancura ISO (%), IK €C numbedas pastas 4 e 5 apenas com tratamento enzimatico
(dosagem X1: 200 mL/tAD).

Pasta T (°C) pH Brar.mura ISO (%) . IK F’C number
Enzima Controlo Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta 4 crua - - 35,4 16,4 -
Pasta 4 70 7 389 37,4 14,59 15,06 - -
Pasta 5 crua - - 65,0 9,2 3,2
70 7 67,7 65,8 7,26 7,76 2,8 3,7
Pasta> g0 8 676 665 813 821 2,3 2,9
6.4. PASTAS XDE

O objetivo principal desta dissertacéo € a avahalgiipotencial da aplicacao de xilanases
em pastas ndo branqueadas de eucalipto. Pareatal édetuados branqueamentos com sequéncias
XDE nas cinco pastas estudadas, para avaliar o efebleach boostingvariando as condi¢oes
de temperatura e pH no estagio X de forma a avakaia influéncia nas carateristicas das pastas,
em termos de brancura, IK, viscosidad®@ numbere rendimento. Na pasta 1 a gama de
condicOes estudadas para o estagio X foi maisaaarg

Como referido anteriormente, as enzimas sdo extnemi@ sensiveis as condi¢ées do meio.
A sua aplicacdo a escala industrial no inicio dguéecia de branqueamento em unidades ja
existentes € dependente das condi¢des das toraesideenamento de pasta, onde sao incubadas,
de modo a evitar demasiadas alteracdes de pH etatum, que acarretam custos acrescidos na
producdo. Para tal € imprescindivel selecionarodmd adequada a xilanase mais indicada as
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condi¢des existentes. Neste subcapitulo enconteans-sesultados obtidos com as xilanases X1
e X2, sendo este dividido em fun¢éo da carga de &hicada no estagiooD

6.4.1. XILANASE X1

e Pastale?2-CargadeClO,de 2,2 % (como Cl, ativo)

Na Figura 26 estdo apresentadas as brancuras ©bbda sequéncias XDE e respetivos
controlos, para as pastas 1 e 2, com diferentedi@@®@s de temperatura e pH no estagio X. Em
ambas as pastas foi utilizada a mesma dose enzanmétiestagio X (200 mL/t), e a mesma carga
de CIO2 no estagio DO (2,2 % como CI2 ativo) — Talbe

pH
8,5 7,0 8,0 8,5 8,0 8,5 8,0 8,5 8,5 7,0 8,5
80 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
— [ 1 Pastal- Enzima
Pasta 1 - Controlo
_ [ Pasta 2 - Enzima
78 1 EZZ2 Pasta 2 - Controlo
§ ] _
= %
© %
S
] %
74 +
E %
m
72 ~
70 —— ——
60 70 75 80 60 70

Temperatura (°C)

Figura 26. Brancura ISO das pastas 1 e 2 com sequéncias X&dpetivo controlo, com carga de
ClO: de 2,2 % como Ghtivo.

Avaliando a variabilidade das pastas (Figura 2@fedo do IK residual das pastas cruas na
grandeza da brancura atingida é visivel. A pastamd um IK inferior (= 12,7) atinge graus de
brancura superiores em comparacdo com a paste gpyasenta um IK superior (= 14,9), tal
como foi observado nas pastas DE (seccao 6.2).

Analisando o efeito do pH (a temperatura constaet®) efeito da temperatura (a pH
constante) na brancura das pastas tratadas commengerifica-se uma tendéncia para a
diminuicdo da brancura com o0 aumento destas vasiaWp entanto, nas condicdes mais

agressivas, este comportamento nem sempre seaebi facto, € de salientar, que a analise dos
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valores absolutos de brancura atingida pelas pX&&s tal como é apresentado na Figura 26,
nao é linear pois a remoc¢ao de lenhina e cromékrosa adicdo de enzima (pastas de controlo),
em condi¢cBes mais agressivas ao longo do temptarfdzem aumentar a brancura. Por exemplo,
o efeito do pH na brancura das pastas de contrakiv@l: na pasta 1 o0 aumento do pH de 8 para
8,5 tanto a 75°C como a 80°C aumenta a brancimgpdttante, por este motivo, avaliar a brancura
obtida com o tratamento enzimético em relacdo syetevo controlo de forma a evitar a sub ou
sobrevalorizacéo do efeito do tratamento enzimatiaue resultaria em conclusdes incorretas.

Analisando entéo as diferencas entre as brancanaasta tratada com enzima e do respetivo
controlo, para a pasta 1 apresentada na Tabelpotl#, verificar-se que todos 0s ensaios com
tratamento enzimatico resultaram num aumento db@ada brancura em relagcdo ao controlo,
exceto a uma temperatura de 80 °C e pH 8,5. Bsteoilesultado indicia inatividade da xilanase
para esta conjugacao de condicbes mais agres€ivatudo, para temperaturas mais suaves, 0
tratamento enzimatico a pH 8,5 resulta numa vasidedbrancura crescente com a diminui¢cao da
temperatura. No caso especifico do ensaio efetaadd °C e pH 8, a variacdo de brancura é
comparavel ao ensaio efetuado a 60 °C e pH 8,5¢(2,2 respetivamente), o que indica que o
aumento do pH de 8 para 8,5 € compensado pelawdgamda temperatura de 70 para 60 °C.
Comparando os resultados obtidos para pH 7 e #icaese uma diminuicdo da variagdo da
brancura com o aumento da temperatura. Estesadesltnostram, mais uma vez, a influéncia do
pH e da temperatura na atividade enzimatica.

Relativamente a pasta 2 (Tabela 11), revela um odarpento idéntico ao da pasta 1 em
relacdo a variacdo de brancuras apesar das diésr@acgrau de brancura atingida (Figura 27):
observa-se uma diminuigédo da variacédo da brancunaocaumento do pH a temperatura de 70°C.

Tabela 11.Ganho de Brancura das pastas XDE em relacdo @mloopara as pastas 1 e 2 com
carga de Cl@de 2,2 % como Glativo (dosagem de X1: 200 mL/tAD).

Pasta 1 Pasta 2
T Q) asta asta
ABrancura ABrancura
60 8,5 2,2 1,4
7,0 3,6 42
70 8,0 2,1 -
8,5 1,8 1,9
8,0 15 -
& 8,5 0,8 -
8,0 1,1 -
80 8,5 0,0 -
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Como referido anteriormente, os primeiros estagmdbranqueamento sdo considerados
estagios de deslenhificacdo, pois promovem a reonded@rande parte da lenhina residual (Sixta
et al., 2006). Para avaliar a evolucdo do teoedkiha com o aumento do pH e da temperatura no
estagio enzimatico, determinou-se o IK. Como seemidervar na Tabela 12, em todos 0os ensaios
efetuados, o IK das pastas tratadas com enzimée®omao respetivo controlo. Tal como na
brancura, a diferenca entre o IK das pastas traiama enzima e o controlo, € maior em condi¢des
mais suaves, sendo a diferenca mais expressivardeirmadamente 1 unidade de IK, a 70 °C e
pH 7, em ambas as pastas. E de salientar que associado a esta determinac&o foi inferior a
0,5 unidades de IK.

Tabela 12.IK das pastas 1 e 2 ap6s sequéncias XDE e respeatintrolo, com carga de Cl@e 2,2
% como Ci ativo (dosagem de X1: 200 mL/tAD).

Pasta 1 Pasta 2
(o]
T(C) pH Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta crua - - 12,7 14,9
Pasta DE - - 45 6,1

60 8,5 40 4.6 52 53
7 3,6 4.6 4.4 55

70 8 4.3 4.8 - .
8,5 4.4 4.6 45 50

Pasta XDE e 3 43 48 . -

8,5 43 45 - -

8 4.4 45 - -

80 8,5 4.4 4.3 - -

Estes resultados apontam para a agéo da xilanasenngéo, de forma indireta, de lenhina
através da clivagem das xilanas ligadas covalemtn#elenhina (LCC), e/ou pela remocao das
xilanas precipitadas na superficie das fibras, ® @ure caminho a passagem dos reagentes de
branqueamento que oxidam e extraem a lenhina (Bag 2001; Bajpai, 2014). De facto, alguns
trabalhos indicam que o tratamento com xilanasegoga algum efeito na morfologia das fibras
causando o aparecimento de rachaduras, flocaseiiitos e descamacao da parede celular, o que
permite um maior contacto entre os reagentes dejbemmento e o substrato (Roncero et al.,
2000; Roncero et al., 2005; Kuhad & Sigh, 2007gnldisso, a remocao de xilanas com elevado
teor de &cidos hexenuroénicos, faz diminuir o IKawez que, conforme explicado na seccéo 4.1,
estes acidos consomem permanganato de potas&id3ellerstedt, 1997).

O dioxido de cloro reage com os acidos hexenur@nilbminuindo o seu valor apés este

estagio (Bajpai, 2012). Segundo os resultados epi@dos na Tabela 13, a pasta crua original
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contém um teor de HexA que contribui com 40% pdtada pasta. Apds a sequéncia DE a pasta
apresenta um teor em HexA 52% menor que a pasteocdginal, contribuindo com 56% para o
IK da pasta DE. Em linguagem simples € habituabdenar esta contribuicdo como “lenhina
falsa”. Comparando na Tabela 13, os resultadosiabina pasta apds a sequéncia DE com as
pastas de controlo das sequéncias XDE, ndo secaerifdiferencas significativas (entre 26,9 e
27,6 mmol/kg), uma vez que o erro experimental@ado a esta determinacao foi de ~3 mmol/kg.
Comparando agora os resultados da pasta tratadarcima com as pastas de controlo, o efeito
da xilanase provoca uma reducao entre 5 e 23%anadeeHexA, sendo o valor mais elevado
obtido nas condi¢cbes em que a xilanase mostromaesr atividade (pH 7, temperatura 70°C).
Esta reducéo é justificada pela remocao dos abiebosnurdnicos ligados as fracdes solubilizadas
dos xilooligossacarideos. Segundo alguns estudaaaases parecem ter uma ligeira preferéncia
em hidrolisar xilanas altamente substituidas comdodchexenurénicos, pelo que tem sido
observada uma forte correlagéo entre o efeitblei@ch boostingausado pela xilanase e o perfil
de acidos hexenurdnicos, sendo estes apontados somdos principais fatores a afetar a
eficiéncia do branqueamento com xilanases (Wedial.et2007; Shatalov & Pereira, 2009).
Contudo, como se pode comprovar pela utilizacdaglal, a contribuicdo da reducédo de HexA
de 6,3 mmol/kg (como no ensaio a pH 7 e 70°C) raplima contribuicdo para a reducédo de IK
de apenas ~0,6 unidades, quando a variacdo realléididade entre a pasta XDE e a pasta de
controlo. Por isso, o efeito da xilanase ndo pedexplicado exclusivamente com base na reducao

destes acidos.

Tabela 13.Acidos hexenurénicos apds aplicacéo de sequéD&asXDE na pasta 1 e com a xilanase X1.

Dosagem o HexA
L /tAg\D) TEO) PH ok K IK(Hexa)
Pasta crua - - - 56,9 12,7 51
Pasta DE - - - 27,5 45 2,5
Enzima 200 60 8,5 24,4 4,0 2,2
Controlo - 60 8,5 26,9 4,6 2,4
Enzima 200 70 8,5 25,9 4.4 2,3
Pasta XDE - -ontrolo ; 70 85 274 4.6 25
Enzima 200 70 7 21,3 3,6 1,9
Controlo - 70 7 27,6 4.6 2,5

*IK(HexA) = 0,09*HexA

A extensdo da degradacdo dos polissacarideossdewentrolada, uma vez que afeta as
propriedades mecanicas do papel. Apos um estatgosido observado em diversos estudos um

aumento da viscosidade na pasta devido a remocéalmia xilana, que apresenta um menor grau
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de polimerizacdo do que a celulose. Isto faz coey gon média, o grau de polimerizacao na pasta
aumente (Paice et al., 1988; Shatalov & Pereir@820alls et al., 2011). Contudo, os reagentes
utilizados nas sequéncias de branqueamento, apesanais seletivos que o0s reagentes de
cozimento, degradam a celulose. Em comparacdo cafivxado de cloro, o perdxido de
hidrogénio degrada em maior extenséo a celulosédal@ formagéo de radicais ndo seletivos
(Loureiro et al., 2011). Por outro lado, estudomalestram que as xilanas atuam como um
polimero protetor contra 0 ataque dos reagentdsralegueamento a celulose, pelo que a sua
remocao deixa a celulose mais suscetivel a degtaddgninuindo a viscosidade (Wedin et al.,
2007; Pedrazzi et al., 2011). Portanto, a varidgadscosidade apds um estdgio XDE é o resultado
de um balango entre a degradacao da celulose add®gio das xilanas. Concluindo, a variagao
da viscosidade apés uma sequéncia XDE, como a usaplesente trabalho, sera o resultado de
um balanco entre a degradacao da celulose (quinférzuir a viscosidade) e a remocéao da xilana
(que faz aumentar a viscosidade). Fica de partepassivel degradacéo da celulose por atividade
celulolitica da solugdo enzimética como indicadogiguns trabalhos (Jeffries, 1992) visto que,
segundo o fornecedor, a xilanase X1 ndo apresentarmninacdo com celulases.

Na maioria dos ensaios apresentados na Tabela ddeeencas entre a viscosidade da pasta
tratada com enzima e a do respetivo controlo n&rapalssa a margem de erro (50 pontos),
indicando a preservacdo do grau de polimerizac@mocresultado do balangco entre a

degradacéo/solubilizacdo da celulose e a degradabnlizacdo das xilanas.

Tabela 14.Viscosidade das pastas 1 e 2 apds sequéncias Xe8dpetivo controlo, com carga de
ClO; de 2,2 % como Glativo (dosagem de X1: 200 mL/tAD).

Pasta 1 Pasta 2
T0) PH Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta crua - - 1333 1213
Pasta DE - - 1086 1110
60 8,5 1026 1071 1088 1060
7 1042 1045 1142 1122
70 8 1033 1006 - -
8,5 1058 1045 1102 1093
Pasta XDE e 8 1057 1049 i i
8,5 996 998 - -

8 1060 1024 - -

80 8,5 1049 1077 - -

O tipo de sequéncia de branqueamento e especigimestagio final tem grande influéncia

na estabilidade da brancura de pastas brancas @ied., 2008). Apesar de neste estudo a pasta
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final ser semi-branqueada, determinou-se a revelg®oancura, a partir d&C numberO efeito

do tratamento enzimatico faz-se notar na maiormatsaios (Tabela 15), send®G number
inferior em comparag¢ao com o controlo, o que sugaemocao de material que posteriormente
afeta a reversdo da brancura. A remocéo de Hex&éxrda degradacao da xilanas, considerados
por alguns autores responsaveis pela reversaoati@ura, podem justificar parcialmente estes
resultados (Cadena et al., 2010). Por outro ladenecédo das estruturas LCC pela agéo das
xilanases, que sao consideradas uma das prinégraes de cromoéforos na pasta, contribuindo
para a sua instabilidade, também podera justiisaiesultados obtidos (Watanabe, 1995). Mais
uma vez, a maior diferenga entre a enzima e o@ongrno ensaio efetuado a 70 °C e pH 7, em
ambas as pastas, dando indicacdes de ser as cmga@ o desempenho 6timo da enzima.

Tabela 15.PC numberdas pastas 1 e 2 apds sequéncias XDE e respetittmlo, com carga de
ClO. de 2,2 % como Ghativo (dosagem de X1: 200 mL/tAD).

Pasta 1 Pasta 2
TC) PH Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta DE - - 1,6 2,3
60 8,5 1,2 1,5 1,6 1,8
70 7 11 1,6 1,7 2,1
70 8 1,4 1,7 - -
70 8,5 1,6 1,7 1,4 1,6
Pasta XDE 75 3 15 17 : :
75 8,5 15 1,4 - -
80 8 1,3 1,4 - -
80 8,5 1,7 1,6 - -

e Pastas 2,3 e4-CargadeClO,de 2,5 % (como Cl, ativo)

A Figura 27 representa as brancuras obtidas coméres XDE e respetivos controlos,
para as pastas 2, 3 e 4 com diferentes condi¢cdesgeratura e pH no estagio X. Em ambas as
pastas foi utilizada a mesma dose enzimatica @giesX (200 mL/t), a mesma carga de €H0
estagio @ (2,5 % como Clativo) (Tabela 6).
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pH
8,5 7,0 7,0 8,0 8,5 7,0
80 1 1 1 1 1 1

[ Pasta 2 - Enzima
EZZ2 Pasta 2 - Controlo
[ Pasta 3 - Enzima
Pasta 3 - Controlo
EE Pasta 4 - Enzima
wi. Pasta 4 - Controlo
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Figura 27. Brancura ISO das pastas 1, 2 e 3 com sequéncigseXBspetivo controlo, com carga
de CIQ de 2,5 % como Glativo.

70

Por comparacao entre a Figura 27 e a Figura 20teaacdes de temperatura e pH no estagio
X causam efeitos semelhantes na pasta 2, indepenuante da carga de Gl@plicada (2,2 e 2,5
%). No entanto, o grau de brancura no segundoé&as@erior devido a maior carga aplicada, o
gue permite remover maior quantidade de lenhirangostos cromoéforos. Na pasta 3, para uma
temperatura constante de 70°C, é visivel a dim@iouda brancura da pasta tratada com enzima
com o aumento do pH no estagio X, assim como o atama brancura do controlo nas mesmas

condi¢des (Figura 27), provocando uma reducédo dbgde brancura exclusivamente devido a
acéo da xilanase.

A atividade das xilanases é influenciada pelastedsticas do substrato. No entanto,
independentemente da sua origem (pastas cruaskceftbt16), o ganho de brancura em relacéo
ao controlo esta dentro de uma gama estreita, 3,2 & 1SO (Tabela 16), para as mesmas
condicdes operatérias de 70°C, pH 7, mostrandmaeito da xilanase € semelhante apesar das
diferencas iniciais entre as pastas. Comparandesdtados da pasta 4, apés XDE com o0s
resultados apds apenas X a 70°C e pH 7 (Tabelaoléfgitobleach boostingla xilanase na
brancura é notavel. O aumento de brancura em ekga&ontrolo no primeiro caso € de 3,4%
ISO, enquanto no segundo caso € de apenas 1,5%d8Provando que a aplicacéo de xilanases
antes do branqueamento amplifica os efeitos dogend@s de branqueamento nos estagios
subsequentes.
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Tabela 16.Ganho de brancura das pastas XDE em relagdo &wmlcopara as pastas 2, 3 e 4 com
carga de Cl@de 2,5 % como Ghtivo (dosagem de X1: 200 mL/tAD).

T(°C) pH Pasta 2 Pasta 3 Pasta 4
ABrancura ABrancura ABrancura
60 8,5 15 - -
7,0 3,3 3,2 3,4
70 8,0 - 2,5 -
8,5 - 14 -

O efeito da carga de Ci@sada no estagio D no IK das pastas obtidas modéssializado
comparando os resultados da Tabela 12 (2,2%4at¥0) com os da Tabela 17 (2,5 % @livo).
Verifica-se uma diminui¢cdo do IK com o aumento dega de CIQ o que é esperado, uma vez
gue a remocao de lenhina e HexA sera maior. De rmodesponde, mas inverso a brancura, o IK
da pasta tratada com enzima € inferior ao respetimtrolo em todos 0s ensaios, mostrando a a¢ao

exclusiva da xilanase, sendo as redug¢des no IK5d6,8 pontos a 70°C e pH 7.

Tabela 17.IK das pastas 2, 3 e 4 apés sequéncias XDE etigspentrolo, com carga de Cl@e
2,5 % como Clativo (dosagem de X1: 200 mL/tAD).

Pasta 2 Pasta 3 Pasta 4
T(C) pH X ) .
Enzima Controlo Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta crua - - 14,9 14,6 16,4
Pasta DE - - 5,8 49 6,2
60 8,5 4.3 4.6 - - - -
7,0 3,8 45 3,5 4,05 4,67 5,50
Pasta XDE = 25 go - - 3,6 4,04 ) i
8,5 - - 3,71 3,97 - -

Tal como no caso do uso de uma carga de 2,2% (Ednadivo) no estagio D, também para
a carga 2,5%, a viscosidade das pastas tratadascomma (XDE) ndo se altera de forma
significativa, em relacdo ao controlo (Tabela E)quanto se verifica uma diminuicdo do PC

number nas pastas tratadas com enzima, em relag@m#olo (Tabela 19).

Tabela 18.Viscosidade das pastas 2, 3 e 4 ap0s sequénciaeX&spetivo controlo, com carga de
ClO; de 2,5 % como Glativo (dosagem de X1: 200 mL/tAD).

T(C) pH Pasta 2 Pasta 3 Pasta 4
Enzima Controlo Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta crua - - 1213 1203 1339
Pasta DE - - 1119 1067 1116

60 8,5 1105 1081 - - - -
7,0 1128 1121 1119 1087 1092 1095

70 8,0 - - 1050 1057 - -
8,5 - - 1071 1079 - -
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Tabela 19.PC numbedas pastas 2, 3 e 4 ap6s sequéncias XDE e raspetitrolo, com carga de
ClO; de 2,5 % como Glativo (dosagem de X1: 200 mL/tAD).

T (°C) oH _ Pasta 2 _ Pasta 3 _ Pasta 4
Enzima Controlo Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta DE - - 2,0 2,0 2,0
60 8,5 1,6 1,7 - - - -
7,0 15 1,7 1,8 1,9 1,7 2,1
Pasta XDE 70 8.0 ’ ) 1.6 1.8 ] ]
8,5 - - 1,4 1,7 - -

Pasta 5 - Carga de ClO, de 1,8 % (como Cl; ativo)

Na Figura 28 estdo apresentadas as brancuras ©bbda sequéncias XDE e respetivos
controlos, para a pasta 5 (pré-deslenhificada comgénio) em diferentes condicbes de
temperatura e pH no estagio X. Foi utilizada umrgade CIQ no estagio bde 1,8 % como Gl
ativo e as condi¢fes dos restantes estagios gugeatadas na Tabela 6.

pH
7,0 8,5
90 1 1
I Pasta 5 - Enzima
lzzzzd Pasta 5 - Controlo
88 -
S
O 86 A
)
o
3
c 84 T
o
m
82 -
80 -

70 85
Temperatura (°C)

Figura 28. Brancura ISO da pasta 5 (pré-deslenhificada coigéaio) apds a sequéncia XDE e
respetivo controlo, usando uma carga de.@®©1,8 % como Glativo no estagio D.

Como se pode observar, o pré-tratamento enzimaff@C e pH 7 aumenta em 1,5 % ISO,
a brancura da pasta tratada com enzima em relacéonérolo. Em comparacdo com as pastas
analisadas anteriormente, este ganho de brancsinédicdes 6timas da enzima € inferior, o que
se deve, em parte, & degradacdo das xilanas ngioestd deslenhificacdo com oxigénio,

diminuindo assim a concentracdo de substrato (Padmt al., 2011). Pelos resultados
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apresentados € também possivel confirmar a inatieida enzima em condi¢gfes agressivas (85°C
e pH 8,5).

Relativamente a caraterizacao da pasta apos umérsag de branqueamento XDE (Tabela
20), verifica-se um comportamento semelhante assscanteriores, devido a acao da atividade
enziméatica, quando se compara com a pasta de mrmti& diminui devido a remoc¢éao de lenhina
residual e/ou de HexA; a viscosidade aumenta ageente, que pode ser fruto da dissolugéo

parcial de xilanas; BC numbediminui ligeiramente.

Tabela 20.IK e viscosidade ®€C numberda pasta 5 (pré-deslenhificada com oxigénio),doisti
apo6s branqueamento com sequéncia XDE, com carGidale 1,8 % como Glativo e dosagem de X1.:
200 mL/tAD.

T (oC H IK Viscosidade (mL/g) PC number
CC) p Enzima Controlo Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta original - - 9,2 1027 2,3
Pasta DE - - 3,9 876 14
70 7,0 3,4 4,1 839 825 0,9 1,0
PastaXDE —gc 80 38 3.9 845 837 0.9 17

Resumindo os resultados obtidos para as difergrastas tratadas com a xilanase X1 e
branqueadas com a sequéncia DE (pastas XDE), &@logrmar que as condi¢des 6timas para
a sua atuacao, tal como indicadas pelo fornecsdorefetivamente 70 °C e pH 7, permitindo um
ganho adicional de brancura e uma reducao adicttendd ePC numbeiquando se compara com
a pasta DE. O tratamento enzimatico causa, parassioninuicdo da reversdo da brancura, sendo
este efeito mais ou menos pronunciado em funcaatidaade enzimatica. A sua utilizacao a
temperaturas superiores a 80°C reduz significatvdena atividade enzimatica e, se conjugada
com pH igual ou superior a 8,5, a xilanase torneratva, independentemente das carateristicas
da pasta. A reducao no IK deve-se a uma diminudgdeor de lenhina e de HexA. A extenséo de
degradacéo da celulose requer uma analise complexanecessita de ser estudada em maior
detalhe para esclarecer os resultados (compositdacéicares e pesos moleculares), sendo

possivel afirmar que o balanco final traduz-se keragdes pouco significativas na viscosidade.

6.4.2. XILANASE X2

Pasta 1 - Carga de ClO, de 2,2 % (como Cl; ativo)

Na Figura 29 estdo apresentadas as brancuras ©bbda sequéncias XDE e respetivos

controlos, para a pasta 1 usando as suspensdesainas X1 e X2. A dose enzimatica de 1530
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mL/t de X2 foi indicada pelo fornecedor como coudi@ndéntico teor de proteina com acao
xilanolitica que a dose de 200 mL/t de X1. Paraspensao enzimatica X2 a dose de 900 mL/t é
recomendada para ensaios laboratoriais. Contualonpento da dose enzimatica de 900 para 1530
mL/t (a 75°C e pH 8,5), ndo provocou um aumentoifsogitivo da brancura (79,9 e 80,1 % ISO,
respetivamente). Este resultado podera ser devidstiacdes de acessibilidade ao substrato pela
acao da xilanase (Kulkarni & Rao, 1996), e quectam que o aumento da dose enzimatica a partir
de um determinado ponto ndo aumente significativieng extensao do branqueamento, tal como
verificado noutros estudos (Esteves, 2013). Esten €os motivos pelo qual se deve otimizar a

dose enzimética, de modo a minimizar os custosaatilizacdo das xilanases.

pH .
7,0 8,5 8,5 7.0 9,0 8,5 8,5 9,0
84 1 1 1 1 1 1 1 1
[ X1 - Enzima
V2221 X1 - Controlo
82 1 I X2 - Enzima
@z X2 - Controlo
80
E’\i _
(@) i
) 78
g I
=
O 76 —
g % 7
m
74 - %
72
70
*
70 70 75 70 70 75 75 75

*Dose enzimatica = 1530 mL/tAD Temperatura (°C)

Figura 29. Brancura ISO da pasta 1 tratada com as xilanagdes X2 em sequéncias XDE e
respetivos controlos, com carga de CIO2 de 2,2 8100012 ativo (dosagem de X1:200 mL/tAD; dosagem
de X2: 900 mL/tAD exceto ensaio assinalado).

Usando uma dosagem de 900 mL/tAD de X2, a 70°C &,mHbrancura atingida (79,3 %
ISO) é semelhante a pasta tratada com a xilanag§e@ % ISO) X2. Dado que o teor de proteina
de X2 é menor, este resultado mostra a superia@idasta enzima. Além disso, a 75°C e pH 8,5,
a brancura atingida com a xilanase X2 € muito neléyada que com a xilanase X1. Em
comparagao com o controlo, os ganhos de branctaaf8,8 e 0,8% ISO, respetivamente (Tabela
21), o que demonstra a maior atividade enzimatexihnase X2 a temperaturas e pH mais

elevados. Este facto é evidenciado com o aumenpiiduara 9 quer a 70°C quer a 75°C, onde 0s
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ganhos de brancura em relagdo ao controlo atingizgme 3,1 %, respetivamente. Nestas
condigdes, a xilanase X1 ndo apresenta atividastesEesultados mostram a robustez da xilanase
X2 a temperaturas elevadas e maior tolerancia agatino. Isto significa que é mais facil aplicar

a xilanase nas torres industriais de armazenardergasta sem grandes modificacdes processuais.

Tabela 21.Ganho de Brancura das pastas XDE em relagédo aimloopara a pasta 1 com carga de
ClO2 de 2,2 % como CI2 ativo, usando a xilanase X2..

Dosagem Pastal

Xilanase T (°C H _
! C) »p (mL/tAD) ABrancura

7 900 3,9

0 9 900 2,9

X2 8,5 1530 3,8
75 85 900 3,6

9 900 3,1

70 7 200 3,6

X1 8,5 200 1,8
75 85 200 0,8

A acao da xilanase X2 leva a uma diminuicdo deacdecl unidade no IK da pasta tratada
em relacdo aos respetivos controlos (Tabela 2@¢pendentemente das condic¢des testadas (70 a
75°C; pH 7 a 9), enquanto a xilanase X1 provoca dimanuicdo de 1 unidade no IK, nas
condicbes de pH 7, 70°C, sendo praticamente neleito sobre o IK a pH e temperatura mais
elevados (75°C, pH 8,5). Em paralelo, verifica-s@uendéncia para a xilanase X2 aumentar a
viscosidade da pasta provavelmente como resultaderdocdo parcial de xilanas, cujo grau de
polimerizacdo € mais baixo. A acao da xilanasea¢2sk ainda notar na reducao significativa do
PC numbemuma gama mais alargada de condi¢des operat@riastagio X que a xilanase X1,

removendo compostos potenciais produtores de cayogfipos o envelhecimento das pastas.
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Tabela 22.1K, viscosidade é¢°C numberda pasta 1, obtidos apds branqueamento com seguénc
XDE, com carga de Clde 2,2 % como Ghativo.

T6C) pH Dosagem . IK I.DC number ViS(':osidade (mL/g)
(ML/tAD) Enzima Controlo Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta crua 12,7 - 1333
Pasta DE 45 1,6 1086
70 7 900 3,3 4,3 1,2 1,7 1077 1069
_ 70 9 900 3,6 4,3 11 1,6 1075 1036
X"‘i‘(”zase 75 85 1530 3,0 41 1,0 2,1 1097 1072
75 8,5 900 3,1 41 1,0 2,1 1086 1072
75 9 900 3,5 4,3 1,8 1,6 1082 1080
) 70 7 200 3,6 4,6 1,1 1,6 1042 1045
X"f;‘(”lase 70 85 200 4,4 4,6 1,6 1,7 1058 1045
75 8,5 200 4,3 45 1,5 1,4 996 998

Pasta 5 - Carga de ClO» de 1,8 % (como Cl, ativo)

A xilanase X2 foi também usada na pasta 5 (préedbglcada com oxigénio) em condi¢des
de temperatura e pH elevados: 85°C e pH 9, condasmenzimatica de 900 mL/tAD. No estagio
Do, foi usada uma carga de 1,8 % de £l€dmo C} ativo) -Tabela 6. Como nestas condigdes a
xilanase X1 ndo apresentava atividade, serdo tandpgesentados na Figura 30 os resultados

obtidos com a xilanase X1 nas condi¢des operatdréas proximas destas.

85 pH

90 { | = X1-Enzima
X1 - Controlo
I X2 - Enzima
X2 - Controlo

(o]
o
1

86 -

Brancura ISO (%)

84

o]
N
1

80

Temperatura (°C)

Figura 30. Brancura ISO da pasta 5 tratada com as xilanagdes X2 em sequéncias XDE e
respetivos controlos, com carga de £4© 1,8 % como Ghtivo.
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Apesar da pasta ser pré-deslenhificada com oxigénimtavel a brancura atingida pelo
controlo quando o pH aumentou de 8,5 para 9, pet asta “lavagem” a temperatura e pH
elevados € capaz de remover alguns compostos aroos0fA estabilidade térmica e alcalina da
xilanase X2 é evidente neste ensaio, onde o gamboathicura em relagédo ao controlo é de 0,6 %
ISO, enquanto a xilanase X1 no teste realizad®@ 8%H 8,5 ndo demonstra qualquer atividade.
Além disso, em relacdo a pasta de controlo verfecama reducéao significativa & number
(Tabela 23), apesar das condi¢cdes operatoriassagaesno tratamento da pasta com X2. Nestas
condicdes, o efeito da sua acdo no IK € ligeiraciddalmente, a xilanase X2 provoca um pequeno
aumento na viscosidade da pasta, que se deve piante a remocédo de xilanas de baixo peso

molecular.

Tabela 23.IK e viscosidade ®C numberda pasta 5, obtidos ap6s branqueamento com séguénc
XDE, carga de Cl@de 1,8 % como Ghtivo.

T Dosagem IK Vls(;:noLs/lg)ade PC number
cc) PP murAD . . .
Enzima Controlo Enzima Controlo Enzima Controlo
Pasta original - - - 9,2 1027 2,3
Pasta DE - - - 3,9 876 1,4
Xilanase X2 85 9,0 900 3,6 3,8 905 864 0,7 1,0
Xilanase X1 85 8,0 200 3,8 3,9 845 837 0,9 1,7

Comparando o desempenho das xilanases X1 e X2ucseajue a xilanase X2 exibe uma
estabilidade a temperatura e ao pH substancialnseptrior, mantendo atividade numa gama de
condicOes bastante alargada, sendo mais promipacg@aa aplicacdo a escala industrial. Estes
resultados demonstram a importancia da selecadestese mais indicada as condi¢des fabris, de
forma a maximizar o efeito ddeach boostingcom custos minimos.

A engenharia genética tem desenvolvido um papebitapte na producdo de xilanases
comerciais com melhor estabilidade a temperatupdl eextremos (Haki & Rakshit, 2003). A
estabilidade térmica e ao pH das xilanases esd@ioehda com a sua estrutura proteica, o que
afeta a atividade catalitica (Haki & Rakshit, 2082 et al., 2010). Este assunto ndo € aqui
analisado em maior detalhe, uma vez que néo féz gas objetivos deste estudo.

Com base na sequéncia dos aminoacidos, é comubelestr um sistema de classificacao,
no qual a maioria das xilanases pertence a fa@Hidglycoside hydrolasgd0, que apresentam
elevado peso molecular e GH 11, que apresentaro paso molecular (Dominguez et al., 1995).

As xilanases que pertencem a familia GH 11 s&ouasapresentam melhor desempenho no
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branqueamento, uma vez que o tamanho das enzirfhasniia os resultados em funcéo da

porosidade das fibras, volume de poros e o tamdahgarticulas o que pode dificultar o acesso
as xilanas (Esteghlalian et al., 2008; Yang ef8l13). No entanto as xilanases da familia GH 10
sao mais termoestaveis (Fontes et al., 1995). Alitaenque pertencem as xilanases X1 e X2 néo
foi facultada pelo fornecedor.

A presenca de diversas formas de xilanase comedifes especificidades na solugao
enzimatica, que atuam sinergicamente para hidraigdana, também influenciam fortemente os
resultados obtidos, sendo os sistemas hétero g#anama estratégia para a hidrolise efetiva da
xilana e obtencado de bons resultados (Beg etQf1)2Um exemplo disso mesmo é o sinergismo
entre a agcdo da engel,4-xilanase, que atua na cadeia principal danajlae aa-I-
arabinofuranosidase, a acetilxilana esterase-glacuronidase, que atuam nas cadeias laterais. A
acao sinergética entre a acetilxilana esteraseeada$-1,4-xilanase resulta na degradacao
eficiente das xilanases acetiladas, a libertac&c acético aumenta a acessibilidade a cadeia
principal pela end¢-1,4-xilanase e a end®b4,4-xilanase cria cadeias acetiladas mais cuytees,
sdo os substratos preferidos da acetilxilana estgigiely et al., 1986). Assim, tal como este
exemplo, outras combinacdes entre diferentes tpoglanases podera ter influéncia no efeito de

bleach boostinglas pastas. A composi¢éo das xilanases X1 e X@ntzultada pelo fornecedor.

6.4.3. RENDIMENTO

O tratamento enzimatico tem como desvantagem amErdendimento em pasta, o qual é
dependente do tipo de xilanase utilizada, da camgamatica aplicada e do teor de xilanas na pasta
(Bajpai & Bajpai, 1997). Deve-se a clivagem pardas xilanas, cujos xilooligossacarideos séo
posteriormente dissolvidos. Uma perda de rendimemigto elevada pode inviabilizar
economicamente a aplicacdo de xilanases a esadlatiial, apesar de diminuir a carga de
reagentes quimicos dispendiosos (Gangwar et dl4)2@&ste fator pode ser minimizado com a
otimizacao da dose enzimatica aplicada, que conadura efeito ddleach boostingnaximo e
uma perda de rendimento minima (Borges et al., 2010

Para avaliar a perda de rendimento foram efetuaissios nas condigdes 6timas da xilanase
X1 (70°C, pH 7) e em condi¢Bes alcalinas mais jpnésidos valores fabris encontrados nas torres
de armazenamento onde a xilanase X1 apresentaaguaaa atividade (75°C, pH 8,5). Estudou-
se o efeito direto do tratamento enzimatico noireadto através de um estagio X, que, como se
pode observar na Tabela 24, conduz, nas condi¢idessy70°C, pH7) a uma perda de rendimento

de 0,53 % em relacao ao controlo. Nas condi¢des agaessivas, a 75°C e pH 8,5, obteve-se uma
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perda de rendimento menor, 0,24 %, o que é esparatbvez que no segundo caso a atividade
enziméatica é inferior e portanto ha menor remo@aildnas. Quando comparada com o ensaio
de controlo, a perda de rendimento apds a sequésaida, XDE, é ligeiramente superior aos
valores anteriores para o0 ensaio X: 0,58 % pa@,fiM 7, e 0,34 % para 75°C, pH 8,5. Esta perda
de rendimento encontra-se dentro dos parametrig\agie para aplicacédo a escala industrial.

Tabela 24.Rendimento apés aplicacdo de sequéncias X e X[asta 1 com a xilanase X1.

T(C) pH Dosagem Rendimento Rerda de
(mL/tAD) (%) Rendimento (% )*
Enzima 70 7 200 98,99 053
X Controlo 70 7 - 99,52 '
Enzima 75 8,5 200 99,53 024
Controlo 75 8,5 - 99,77 '
Enzima 70 7 200 98,04 058
XDE Controlo 70 7 - 98,62 '
Enzima 75 8,5 200 98,61 034
Controlo 75 8,5 - 98,95 ’
*em relacdo ao controlo
6.5. POUPANCA DE REAGENTES

A poupanca de dioxido de cloro foi determinada igaafiente a partir das figuras
apresentadas no Anexo 11.3.2. Para melhor compdieeapresenta-se um exemplo ilustrativo na
Figura 31 e descreve-se o significado de cada @sautvas tracadas:

» Curva de branqueamento — Evolucao da brancurasia pam uma sequéncia DE usando

diferentes cargas de dioxido de cloro no estagid<condi¢des utilizadas nos estagios D
e E estdo apresentadas na Tabela 6;

e Target— Linha horizontal correspondente a brancura déapgpds uma sequéncia XDE,
com um estagio enzimatico a determinada temperatynid, e utilizando as condi¢des
indicadas na Tabela 6 para os estagios DE;

» Controlo — Evolugéo da brancura da pasta nas mesamaB¢cdoes que numa sequéncia
XDE, porém, sem a adicdo de xilanase no estagionatzo. A curva tracada € uma
estimativa da evolucdo da brancura, tendo em cofitasd a evolucdo da curva de
branqueamento mas também dois pontos reais semimeiro obtido com uma carga de
diéxido de cloro baixo denominado Controlo 1 e guselo denominado Controlo 2 com
uma carga de didxido de cloro estimada por formingir o mesmo grau de brancura que

a pasta tratada com enzima num sequéncia X&gd).
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Figura 31. Método utilizado para a determinacdo das poupadeadioxido de cloro. Exemplo

ilustrativo para o ensaio efetuado com a xilanakend pasta 1. Condi¢cdes no estagio X: 60°C, pt 8,5
dose enzimatica 200 mL/t. Target com 2,2% CI2 ativo

O célculo da poupanca de Glfi efetuado tal como indicado na Eq. 23.

Carga CIQ Controlo2 - Carga CIQ Controlol
Carga CIQ Controlol

Poupanca CI®(%) = x100  (23)

Para o ensaio representado na Figura 31, a poudar@i®) é calculada da seguinte forma:
2,57-2,20
2,20

As poupancas determinadas em todos 0s ensaioaddstaom a xilanase X1 encontram-se
resumidos na Tabela 25.

Poupanca de CIG= =16,8 %

Tabela 25.Poupancas de diéxido de cloro obtidas a partipatgas tratadas com a xilanase X1
(dosagem de X1: 200 mL/tAD).

. Poupancas de Di6xido de Cloro (%)
T(°C) pH Pasta 1* Pasta 2* Pasta 2** Pasta 3** Pasta 4** Pasta 5***

60 85 16,8 - 14,8 - - -
7 36,4 52,7 27,6 26,0 28,0 27,8
70 8 18,2 - - 20,0 - -
8,5 13,6 22,7 - - - -

75 8 10,9 - - - - -
80 8 6,8 - - - - -

Targetcom * 2,2% CJ ativo; ** 2,5% Chativo; *** 1,8% Cl, ativo.

Analisando os resultados para a pasta 1, para pHaBmento da temperatura (70, 75 e

80°C) traduz-se numa diminuigdo sucessiva da pgapda CIQ, confirmando a reducao de
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atividade com o aumento da temperatura: a car§d@erequerida na sequéncia DE seria 18, 11
e 7% superior, respetivamente, para atingir a mésarura que a pasta tratada com enzima na
sequéncia XDEtérge?.

Avaliando agora o efeito do pH para a temperatard®C, o efeito dieleach boostingla
enzima que conduz a poupanc¢as no estagio D diredmio aumento do pH (7, 8 e 8,5), sendo
que seria necessario aplicar uma carga de G&&equéncia DE cerca de 36, 18 e 14% superior,
respetivamente, para se atingir o mesmo grau thelma que a pasta tratada com enziiaiay€f)
na sequéncia XDE. Tal como observado anteriormergéeito do aumento do pH de 8 para 8,5 é
compensado pela diminui¢cdo da temperatura de 20508€C, sendo necessaria uma carga de ClIO
17% superior na sequéncia DE para atingir a mesareira que a pasta tratada com enzima na
sequéncia XDE.

Relativamente as pastas 2, 3 e 4, os resultadeseatam 0 mesmo padrao que a pasta 1,
onde o aumento do pH resulta na diminuicdo dasgugs de Cl® Contudo, comparando as
poupancas de Ckhas pastas 1 e 2, as poupancgas na pasta 2 sédoresp@ossivelmente devido
ao maior IK da pasta original.

Por outro lado, comparando agora os resultadosgp@agamento enzimatico a 70°C e pH
7 (condigBes 6timas) com carga de £t@ 2,5% como Glativo, observa-se poupancgas de £I10
relativamente semelhantes (28, 26 e 28%, respetintan para as pastas 2, 3 e 4, as quais
apresentam um IK inicial relativamente proximo 914.4,6 e 16,4, respetivamente).

Com a pasta 5 (pré-deslenhificada com oxigénialatia com enzima (70°C, pH 7 no estagio
X) consegue-se uma poupanca de Q1@ 28% em comparagdo com a pasta de referénaa par

atingir a mesma brancura.

Em resumo, a xilanase X1 é extremamente sensivebndicbes de alcalinidade e
temperatura elevadas, diminuindo significativamenseia atividade para condi¢des afastadas do
seu 6timo (70°C e pH 7). O efeito bieach boostingtraduzido na poupanca de GJ@iminui
com 0 aumento da temperatura a pH constante, endiirambém com o aumento do pH a
temperatura constante. O efeito da reducéo dalatieia pH elevado pode ser compensado pela
utilizacdo de temperaturas mais suaves. O sew &aemelhante em todas as pastas estudadas,
havendo algumas varia¢gBes naturais devido as diesr@ropriedades quimicas e estruturais das
pastas. Desta forma, a xilanase X1 demonstra staria ativa nas condi¢des 6timas, ndo sendo,
no entanto, aconselhavel a sua aplicacdo a eswiatiial em condicdes muito afastadas do

otimo. Para um parecer melhor fundamentado secessario efetuar uma avaliacdo econdmica,
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onde fatores como o custo da xilanase, a poupaegdi$xido de cloro e o prejuizo devido a perda
de rendimento devem ser equacionados.

Na Tabela 26, estdo apresentados as poupanca®xnpdie cloro determinadas a partir
do uso da xilanase X2. Contrariamente ao comporiwnda xilanase X1, o aumento da
temperatura de 70 para 75°C a um pH 9 nao requita diminuicdo na poupanca de glOque
demonstra o potencial da utilizagdo da xilanasee2condi¢cdes mais agressivas. Para a pasta
pré-deslenhificada com oxigénio, tratada com X252C8e pH 9 ainda se consegue 10% de
poupanca na carga de Gl@ara atingir a mesma brancura quando se usa wquéarsga XDE em
vez de DE.

Tabela 26.Poupancas de didxido de cloro obtidas a partpadgas tratadas com a xilanase X2.

T Dosagem Poupancas de Dioxido de Cloro (%)
(°C) PH (ML/tAD) Pasta 1* Pasta 5**
7 900 36,4 -
70 9 900 27,3 -
8,5 1530 36,4 -
75 85 900 36,4 -
9 900 31,8 -
85 9 900 - 10,0

Targetcom * 2,2% Clativo; ** 1,8% Chativo.

Assim, comparando no geral as xilanases X1 e XZrghsse um comportamento
semelhante das duas enzimas nas condi¢cOes otimdakanase X1 (70°C e pH 7). Contudo a
xilanase X2 apresenta uma termoestabilidade e ikdtale alcalina muito mais elevada,

apresentado atividade e temperaturas superior@¥ae8pH superior a 8,5, ao contrario da X1.
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7. CONCLUSOES

A hemicelulose predominante em padtesft crua de Eucalipto é a xilana, a qual contém
ligacdes covalentes a lenhina residual e a acidgerturénicos (formados durante o cozimento
kraft) contribuindo para a coloracdo da pasta, ma@mento do consumo de reagentes de
branqueamento (nomeadamente de dioxido de clorenDsequ~encias ECF) e para a reversao
da brancura. Assim, a hidrélise das xilanas enmapasio branqueadas, num estagio prévio ao
branqueamento, através da accéo de xilanasesaosmé a avaliacado do potencial da aplicacéo
de xilanases em pastlasaft ndo branqueadas &e globulusfoi a motivacdo para este estudo. O
efeito deste pré-tratamento enzimatico (X) foi eaalo em pastas XDE e comparado com 0s
resultados obtidos em pastas DE. O efeito da vhdatte das pastas no desempenho do estagio
enzimatico foi também avaliado por recolha de pastaas em diferentes fabricas nacionais
(pastas 1 a 4) que utilizam condi¢cdes operatériaseguipamentos distintos, conferindo
caracteristicas quimicas especificas as pastatarkRbém recolhida uma pasta pré-deslenhificada
com oxigénio (pasta 5) e dispunha-se de duas ss@gefiquidas de xilanases, X1 e X2, sendo a
primeira comercial e a segunda experimental.

O branqueamento das pastas fabris recolhidas sepgncia DE revelou que as diferencas
especificas do processo kraft em cada unidade tmmlugonferem as pastas diferentes
branqueabilidades. As pastas cruas com IK~15 fagnelas que apresentaram maior ganho de
brancura face a carga de diéxido de cloro aplicada.

Ensaios preliminares envolvendo o tratamento eri@méa pasta 1, permitiu concluir que
a xilanase X1 apresenta maior atividade em condigis@s suaves, temperatura de 70°C e pH 7.
Nestas condicdes, verifica-se também que o es¥éigim um efeito direto no aumento da brancura
até 1,9 % 1SO, promovendo uma ligeira reducéo dicérkappa e da reversédo da brancura.

A aplicacdo da xilanase X1, seguido de uma seqaéD& (obtendo-se pastas XDE)
provocou o efeito dbleach boostingnos reagentes de branqueamento permitindo agaginos
de brancura de ~3 a 4 % ISO nas condi¢cdes maigespM 7, 70°C), para todas as pastas cruas
(1 a 4), o que demonstra a independéncia da ortgepasta no efeito da xilanase. O efeito de
bleach boostingara a pasta pré-deslenhificada com oxigéniog@@sapos branqueamento com
uma sequéncia XDE é menos significativo, obtendgaehos de brancura de 1,5 % ISO,
possivelmente devido a degradacdo das xilanas tdgi@sde deslenhificagdo com oxigénio,
diminuindo assim a concentracdo de substrato. #loparacdo com as pastas branqueadas com
sequéncias DE, a aplicacdo do tratamento enzim@gicoite poupancas em GlQue rondam os
36%, com algumas diferencas entre pastas devida @@smposicdo quimica e estrutural (26 a

53%). Estas poupancas diminuem com o afastamestoatalicoes referidas (pH 7, 70°C). Por
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exemplo, na pasta 1, a pH 8 e 80°C a poupancauipana 7%. Por outro lado, a aplicacdo da
xilanase X1 pode provocar perdas de rendimentoastague rondam os 0,5% nas condi¢des de
maior actividade (pH 7, 70°C).

A aplicacéo da xilanase X2 em sequéncias XDE dstrmnmaior robustez a temperaturas
elevadas e maior tolerancia a pH alcalino, indicaati/zidade a 85°C e pH 9, enquanto a xilanase
X1 tornou-se inativa a temperaturas superiores®°&€ & pH 8,5, permitindo concluir sobre a
importancia da selecdo da xilanase mais adequadanaiscoes fabris. A xilanase X2 permite
atingir poupancas em CiQque podem atingir 36% nas condi¢cdes mais suaves/(p70°C)
aplicadas a pasta X1, sendo possivel a 75°C eqlite®-se poupancas de 32% para a mesma pasta
e a 85°C e pH 9 obter poupancas até 10% nas pasti@genhificada.

O tratamento enziméatico com as xilanases X1 e Xdastas XDE causa ainda a reducéo
do indice kappa (~1 unidade), a diminuicdo da sfeda brancura (de 1,6 para 1,1 cd¥b
numbe) e alteragGes pouco significativas na viscosidadiependentemente da pasta utilizada,
sendo este efeito tanto maior quanto maior a @ilédenzimatica. A reducdo do indice kappa
deveu-se a uma diminuicéo do teor de acidos he@piuas e de lenhina residual, possivelmente
ligada as xilanalignin-carbohydrate complexekCC), como resultado da quebra de ligacdes na

xilana e consequente dissolucao de fragmentos $jaerdém.

Sugestdes para trabalho futuro

Neste trabalho, devido ao elevado niumero de paséasaiar para o tempo disponivel, o
tempo e a dose enzimatica foram mantidos fixosid2or estes aspectos deveriam ser estudados
para uma melhor avaliacdo do desempenho das »enés e X2 e para a otimizacado das
condi¢des operatorias. Além disso, por falta dgtema xilanase X2 néo foi testada em todas as
pastas e nas condi¢cdes mais proximas das condaiiies da torre de armazenamento de pasta.
Em adicdo a caracterizacao efetuada de indice lappa@os hexenurénicos, seria indicado fazer
uma analise quimica mais completa das pastasdsatadao tratadas com enzima, ndo s6 no que
respeita a composicdo em acgucares (para comproearagao de xilana da pasta), mas também
ao tipo de cromoforos removidos, usando as metgad@apresentadas por Loureiro (2012). A
avaliacao da qualidade papeleira da pasta, emg@slotimizadas, seria também de considerar,
uma vez que as xilanas intervém na capacidadefidag&o das pastas e no estabelecimento de
ligacdes interfibras aquando da formacdo do papetlendo afetar deste modo as suas
propriedades de resisténcia.
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ANEXO I. DIAGRAMA DE PROCESSO

A Figura | representa um esquema tipico da zonavdgem de pasta apdés o cozimento,
onde se localiza a torre de armazenamento de pastaa alta consisténcia (HC High
Consistency que podera ser utilizada como estagio enzimat@caaso da implementacdo de
xilanases a escala industrial. Caso a fabricazetikkstagio de oxigénio na sequéncia de
branqueamento, o estagio enzimatico é posicionadome de armazenamento de pasta apds o
estagio de oxigénio. Na Figura | estdo também aeptadas as condicfes tipicas das torres de

armazenamento de pasta crua (1) e pré-deslenfafaad oxigénio (2).

Pasta Crua
(Cozimento)
h 4 Torre de Armazenamento 1
T =60-75°C
Torre de Lavagem/Prensa bR~ Fd L
Armazena- I b=
mento 1 L.
HC Estagio
DO
\
\L» Estagio Seguinte

AT |

Torre de Armazenamento 2

. Torre de Lavagem/Prensa T =80-90°C
Fabricas Armazena- pH=8-10
com estdgio Estagio mento 2 t =10-40 min

de Oxigénio o HC

______ . j‘/

Figura |. Esquema tipico da zona de lavagem de pasta agmmmento.

Estdgio Seguinte

86



Anexos

ANEXO II. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

I1.1. PREPARAGAO DOS ENSAIOS

No reator (saco de plastico) sao introduzidos agestes correspondentes ao estagio de
branqueamento que se pretende efetuar — solucéimaita ou Dioxido de Cloro (CKp ou
Peréxido de Hidrogénio e Hidroxido de SodieQize NaOH) e a pasta. E necessario ter em conta
0 conceito de consisténcia e de carga para conhsaprantidades de reagentes a adicionar:

massa pasta seca S( 00 (|)

Consisténcid%)= —
massa suspensao (g

massa de reagente (
Carga (%)= X
massa pasta seca (g

(I

II.1.1. DETERMINAGAO DO TEOR DE SECURA E DA QUANTIDADE DE PASTA
HUOMIDA

Pesar 3 g de pasta hiumida numa caixa. Colocaka dastapada e a tampa na estufa a 105
°C = 1 °C durante um periodo minimo de 4 e um méxde 24 horas. Colocar a caixa, agora
tapada, num exsicador durante 20 a 30 minutosnperatura ambiente. Apos arrefecimento,

pesar a caixa com a amostra da pasta, tarar achalatirar a pasta e pesar novamente a caixa
vazia.

O teor de secura é dado pela razéo entre a mapsatdeseca e a massa de pasta humida. O

procedimento é efetuado em duplicado e determirarsédia dos valores obtidos.

teor de secur Mpasta seckd) (D)

mpasta hl]mide(g)

Todos os ensaios foram efetuados com 20 g de pesta A pasta armazenada contém

alguma agua, pelo que € necessario calcular a rdagsasta humida a pesar, tendo em conta a
definicdo de teor de secura (ll1).

II.1.2. CALCULO DA QUANTIDADE DE REAGENTES

Solucdo Enzimatica

A dose enzimética utilizada, em mL de solucao eatiga (tal qual como é fornecida) por
tonelada de pastair dry” (correspondente a uma pasta com teor de humidiad€%), deve ser

transposta para as condi¢cOes laboratoriais, ondgligam 20 g de pasta seca por ensaio. Assim,
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para calcular o volume de solucdo enzimatica a tedaual como é fornecida, aplica-se a Equacéo
IV:

dose enzimatic@MLenzima 20 (Q,sta sech

(V)
O,9x1(53 (gpasta sec)a

V enzimdMLenzima =

A utilizacdo de enzimas para branqueamento a eltslaatorial é efetuada em pequenas
quantidades, o que faz com que seja necessario dare diluicdo da enzima para diminuir os
erros associados as medicdes. Procedeu-se a ung@aita enzima de 1:1000. O volume de
solucédo enzimatica a medir deve ter em conta dsigdb:

V solucao enzimaticaV enzima<1000 (V)

Para se conhecer a massa de solucéo enzimatiagygserior substituicdo na Equacao IX,

pesa-se o volume de solucdo enzimatica calculado.

ClO2 ou H202 e NaOH

Para calcular a massa de reagente, é necessanio defrga alcalina a utilizar:

mys(g)*carga alcalina i)
Mreagente (g7 100

Uma vez que os reagentes sdo usados em pequenddapes é necessario preparar uma

solugédo com uma concentracao perfeitamente cordne&ssim,

Mreagent&P solucao reagente (V| |)
[reagenté

Msolucio reagen(@):

A massa volimica da solugdo de reagemi§y,cio reagente (9/L) determina-se pesando a

massa correspondente a 10 mL de solucéo.

Agua/Tampao a Adicionar

Os ensaios foram efetuados a 10% de consisténcigue 20 g de pasta seca por ensaio séo

suficientes para posterior analise. Sendo,

m
pasta seca
m = it X (vin
SUSPENsal consisténcia (%)
a massa de suspensao sera 200 g.

Nos branqueamentos com enzimas foi adicionada&@whagnpdo em substituicdo da agua
para manter o pH estavel. Nos restantes estagimadgqueamentos foi adicionada agua destilada.

A massa de agua/tampéo a adicionar:sera
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(1X)

mégua/tampéo ad'ﬂ?.msuspensé'oz msolugéwnzimética/reagentémpasta hdmida

I1.1.3. PREPARACAO DA SOLUGCAO TAMPAO

O estagio de branqueamento com enzimas exige utrolmapertado do pH da suspenséao.
Desta forma, para se assegurar um pH da suspem$@oga do estagio enzimatico foi preparado
um tampao Britton-Robinson (Tampéao B-R).

- O tampéao Britton-Robinson pode ser preparado pai@gama de pH de 4 a 11,6;

- Misturar a Parte A e a Parte B segundo as randesmdas na Tabela VI,

- Ajustar o pH da solugéo preparada para o valsejddo adicionando algumas gotas de

NaOH 1N ou 5N ou usar um dos acidos na mistura geetender diminuir o pH.

Pesar as quantidades apresentadas na Tabela &flaegr o volume de 1 L para cada uma

das partes com agua destilada:

Tabela I. Massa de cada composto para preparar 1 L de talBpao

M (g/mol) Massa (g) Pureza (%)

0,04 M H3PO4 Acido Orto-fosférico 98,00 4,61 85
Parte A 0,04 M CH3COOH Acido Acético 60,05 2,40 100

0,04 M H3BO3 Acido Orto-bérico 61,83 2,47 100
Parte B 0,2 M NaOH Hidroxido de Sadio 40,00 8,00 100

Misturar cada uma das partes nas razdes indicadaabrela VIII:

Tabela Il. Quantidade de cada parte (A ou B) para prepa@npéo B-R com determinado pH.

pH Parte A(L) Parte B (L)

7 0,656 0,344
8 0,624 0,376
9 0,596 0,406

Para ajustar o pH final adicionar algumas gotakidexido de sédio 1M, no caso de se

pretender aumentar o pH, ou algum dos acidos da pgrara diminuir o pH.

II.1.4. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE Di6xipo DE CLORO

CONCENTRADO

A determinagéo da concentracao de {3¥@fetuada por iodometria, sendo o iodo libertado

titulado com tiossulfato de sodio:
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I, + 2502 = 2F + S0 (X)

As solucdes de dioxido de cloro podem também cariteo, clorito e clorato. Por isso,
fazem-se variar as condi¢cdes de reacao para qae &xdformas de cloro possam reagir com o
iodeto de potassio.

Reagentes

- Manter o frasco de Ck3m gelo.

- Solucéo de iodeto de potassio Kl, a 10% (volume)

- Solucao tampéo de borato (pH=8,3)

- Solucao de tiossulfato de sodio, 0,1M (padrorazad 0,05 M
- Solucao de acido cloridrico, 2 mol/L

- Indicador de cozimento de amido

- Cloreto de titanio a 1,5% (diluir 10x a soluc@mercial de 15%, da Merck B406407 946,
500 mL)

Material

- Bureta normal ou automatica - Agitador magnétiamnetes
- Medidor de pH - Pipetas Pasteur

- Pipeta de 5,0 mL - Provetas de 25 e 50 mL

- Copos de 250 mL - Pompete

Procedimento Experimental

- Medir 25 mL de iodeto de potassio a 10% e ceeca@mL de agua destilada e introduzir
os dois volumes num copo de 250 mL. Juntar a solagéerior uma quantidade de tampéao de
borato (pH 8,3) que se verifique apropriada paeagéo ocorrer em meio neutro ou ligeiramente
alcalino (~3xpipetas Pasteur). Adicionar 5,0 ml ¢aso do residual, adicionar 25 ml) de solucéo
de dioxido de cloro a titular (esta operacédo deveefetuada no interior de uma hotte; alternativa:
pesar 5,830 g de solugéo de eéonverter em volume com a densidade (pesa-s& balanca
analitica de precisédo 0,0001g, um determinado velaomhecido da solucao de GI(B mL ou
10 mL, por exemplo); a densidade é calculada fazamdz&o entre a massa e o volume). Ocorrem
as seguintes reagoes:

Cl, + HHO = HOCI + H + CI (se houver cloro em solug&o) (X1)
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HOCI+H +2F « ClI+ 1+ HO (XI1)
ClO2+ I = CIOy + %b (X1

- O iodo libertado é titulado com tiossulfato ddiséadicionando-se 1 ml de cozimento de
amido como indicador ap0s a solucao ficar amatalo.cO volume de tiossulfato gasto quando a
solugcdo muda de violeta para incolor é designad¥ pdlevar a contagem de volume de titulante
a zero.)

- Adiciona-se em seguida acido cloridrico para adphtolucéo ficar abaixo de 2, ocorrendo

a seguinte reacao:
ClOy + 4l + 4H" = CI + 2b + 2H0 (XIV)

- A solucgéo fica novamente violeta, e o iodo libdd é titulado com tiossulfato de sodio. O
volume gasto nesta segunda titulagéo é designadéxpfevar a contagem de volume de titulante
a zero.)

- Adiciona-se novamente acido cloridrico para desgeH da solucdo até a gama de 0,7-
1,0. De seguida adiciona-se excesso de solucalmmtocde titdnio a 1,5% (~3 mL). A solugéo

fica novamente violeta porque ocorrem as segureteges:
ClOs + 2T + 3H0 « CIO;y + 2TiO, + 6H' (XV)
ClOz + 4F + 4H" = CI + 2k + 2H0 (XVI)

- O iodo libertado é titulado com tiossulfato delisp e o volume gasto na titulacdo é
designado por ¥

Calculos

No tratamento dos resultados tém que se consideiacasos diferentes:
(6) v <22 (b) v, > ij (XVIT)

Caso (a) — Solucao de diéxido de cloro isenta deoclO teor em dioxido de cloro e em

clorito podem ser calculados a partir das segumtpsessoes:

CC|02=67,5]\/IEI\\;—1 (g/) (XVII)
a
C___=675M V,=40) (g/l) (XIX)
ClOo

a
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Caso (b) — A solucéo de dioxido de cloro contérmocldleste caso ndo contém clorito.

Teoricamente os teores de dioxido de cloro e de godem ser calculados da seguinte forma:

VA
Cein, =67,9M 3—— (g/l (XX)
Cloy ALV, (9/)
V2
C =71 " 4] /| (XXI)
C|2 - 2D/a (g )

Nos dois casos (a) e (b), a concentracdo de cl¢td@s) pode ser calculada a partir da
expressao:

Y
C ___ =100aM 3—3-[83,5 (mg/l) (XXII)
ele: 41V,

Para as expressdes acima descritas foram utilizesdsesguintes notacoes:

M = Molaridade da solu¢éo de tiossulfato de saatiol/L;

Va= Volume de amostra (titulado), mL;

V1, V2, V3= Consumo de tiossulfato de sodio em cada titulagdo

O valor 67,5 corresponde ao peso molecular de didxcoke cloro (g/mol).

O valor 71 refere-se a peso molecular do cloro ¢/m

No branqueamento, a carga de diéxido de clorodaagente designada como ‘cloro ativo’,
pois permite a utilizacdo de uma Unica expresséa grscrever a adicdo combinada de cloro e
diéxido de cloro. Apesar do cloro ndo ser maisaatilo nos dias que correm, a expressao € ainda
amplamente utilizada. O estado de oxidacao do atlenotoro na molécula de CI@ +4, podendo
aceitar um total de cinco eletrdes para a sua &dacidao cloreto. Com base na sua massa
molecular de 67,45 g/mol, a sua massa equivaleh®4® g/mol (67,45/5). A massa molecular
do cloro é 70,49 g/mol, sendo a sua massa equiead&nd6 g/mol (70,91/2Assim, a carga de
didxido de cloro pode ser expressa como cloro aixevés da multiplicacdo da massa de dioxido
de cloro por um fator de 2,63 (35,46/13,49) (Su28%0; Sixta et al., 2006).

I1.1.5. PREPARACAO DA SOLUCAO DE NaOH

Reagentes

- NaOH pd/pellets;

- Cloreto de bario a 20% (w/w);
- Acido cloridrico (0.01M).M
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Material
- Titrino; - Funil;
- Medidor de pH; - Copos altos de 50 mL;
- Balédo de diluicdo 1 L; - Pipeta de 25 mL,
- Bal&do de diluicdo 500 mL; - Pipeta de 10 mL.

Preparacéo do cloreto de bario a 20% (w/w)

Numa balanca, colocar um copo de 2 litros e 24427 g de BaGle 2HO e adicionar
agua destilada até obter 1000g de solucéo.

Preparacdo do acido cloridrico 0,01M padrao

Adicionar o conteudo de uma ampola de HCI 0,5 vhrhaldo de diluicdo de 1 litro e
perfazer com agua destilada. Diluir posteriormezgta solucdo 50 vezes (pipetar 20 mL da
solucdo 0,5 M e perfazer com 4gua num baldo ded@duwe 1 L). Transferir a solugdo para um

frasco compativel com a unidade intermutavel ddRTINO.

Procedimento Experimental

- Pesar aproximadamente 15 g de NaOH;

- Colocar num balédo de diluicdo (1 L), adicionanaglestilada e homogeneizar a solucéo;
deixar arrefecer; perfazer o volume do baldo couvaatgstilada. Esta sera a solu¢cdo de NaOH a
utilizar nos ensaios e da qual se pretende agbea saverdadeira concentracao.

- Diluir a solucéo anterior, retirando 20 mL daug@dlo de NaOH para um baldo de diluicdo
(500 mL) e adicionar agua destilada até perfazedume do baléo;

- Colocar no TITRINO a solucéo de HCI (0,01 M);

- Introduzir o elétrodo de pH no suporte do TITRINIGa-lo ao aparelho de analise e coloca-
los em agua destilada;

- No TITRINO, usando o teclado, premir User metf®)}d> Recall method> Enter;

- Escolher o método pretendido, premindo repetidaen8elect até se visualizar no ecra
“NaOH PGL” = Enter;

- Colocar num copo 25 mL da solucdo de NaOH dil@dadicionar 10 mL de cloreto de
bério, para precipitar os carbonatos existentesohgdo;

- Colocar o copo no TRITINO, introduzindo o elétnambm o cuidado de submergir a cabeca

do elétrodo sem tocar no magnete;
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- Ligar a agitacéo e premir START para dar inictawdacéo;

- Quando a curva de titulacao estabilizar (apatRe#) e o TITRINO automaticamente
terminara a titulacao;

- Registar o valor do ponto de equivaléncia obfiddume de titulante gasto em mL e o pH),
presente no visor do TRITINO;

- Lavar os elétrodos com 4gua destilada e limpa-los

- Efetuar duas réplicas concordantes (diferencaomgure 0.5ml de volume de titulante).

Calculos

Célculo da concentracdo de NaOH na solucéo original

wa X[HCI]

[NaOH] = v x factor dediluigdo x 40 (%j (XXT)

toma

em que [HCI] = 0,01 mol/L &€ o volume gasto de titulante, em mL; o fator deicho

é (500/20 = 25); ¥ma= 25 mL; a massa molar M (NaOH) = 40 g/mol perngixpressar a

concentracdo em g/L. Numa forma condensada, tem-se:

[NaOH | =V, x 0.4 (%j (XXIV)

I1.1.6. DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO
CONCENTRADO

Dado que o peroxido de hidrogénio se decompde rfagtimente, apos a preparacéo deste
composto é necessario determinar o valor real dacsncentracdo inicial, de modo calcular a
quantidade de solucéo a utilizar no estagio dexmwoface as condicbes operatdrias previamente
definidas. Esta determinacao é feita por iodometna que se utiliza molibdato de amonio que

atua como catalisador, acelerando a reacao de ¢aomde iodo livre:

H,0, + 2Kl +H,SO, = K,SO, +2H,0 +1, (XXV)
|,+2Nas0, - 2NakNasSQ, (XXVI)
Reagentes
- H2SQs, 2 M (4 N) - Na$:0s, 0.1 M (0,1 N)
“KI, 1M - H20, (20 g/L)

- Solucéo de Molibdato de Aménio (5%)
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Material
- Titrino - Frascos com Kipp de 15 e 20 mL
- Elétrodo de Platina - Pipeta de Pasteur
- Baldo Volumétrico de 25, 1000 e 2000 mL - Magsete
- Copo de 150 mL - Péra

- Pipetas volumétricas de 10mL

Procedimento experimental
- Colocar no TITRINO a solugéo de 2203 (0,1 M);
- Pipetar 25 mL da solucao de Peroxido de Hidragér20 g/L) para um baldo volumétrico

de 500 mL e perfazer o volume com agua destilanlag&o diluida de $D);
NOTA: preparagao de uma solugéo d®}] caso se parta de uma solucdo dexr80% (w/w):
medir 66,7 mL da solu¢do para um baldo voluméted L.

- Introduzir num copo de 150 mL, 40 mL de acidd(sido, 3 gotas de molibdato de aménio
e um magnete;

- Adicionar 10 mL da solucéo diluida de peréxiddchiirogénio preparada no ponto 2 e 15
mL de iodeto de potassio;

- Colocar o copo no TRITINO (a utilizar em modo DO®ergulhando a ponta doseadora;

- ApOs ligar a agitacao, iniciar a titulagéo dorpiedo DOS (antentar no controlo do caudal
de titulante);

- Quando a solucdo apresentar uma cor amareloopéittloduzir com a pipeta de Pasteur
(cheia) a solucéo de amido: ocorre a mudanca dancarelo-azul escuro;

- Continuar o doseamento até ocorrer a mudancaod@aul/violeta-incolor: ponto de
equivaléncia atingido;

- Registar o volume gasto de titulante;

- Lavar a ponta doseadora com gua destilada.

- Fazer duplicado e obter o valor médio.
Célculos
A concentracdo inicial de peroxido de hidrogéndada por:

Na,S,0,] xV
[H.,0,] :%x[ 2 2V3] "2 x factor dediluigiox 34 (%) (XXVII)

toma
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em que [NaS03] = 0,1 mol/L eVNgszosé 0 volume gasto de titulante, em mL; o factor de

diluicdo é (500/25 = 20); Mna= 10 mL; a massa molar M §B,) = 34 g/mol permite expressar a
concentracdo em g/L; o factor Y2 respeita a estewiita da reacdo de titulacéo:

n(H202):n(N&S:03) = 1:2. Numa forma condensada tem-se:

[H,0,]=V(Na,S,0,)x 34 (%) (XXVIII)

II.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL DE BRANQUEAMENTO

Material
- Balanga analitica - Rede metélica
- Copos para pesagem e mistura - Frasco com tampa
- Sacos de plastico - Placa de aquecimento
- Banho termostéatico - Recipiente para agueciméatagua
- Pesos - Etiquetas
- Cronometro - Termoémetro
- Recipiente de plastico com gelo - Vareta deovidr
Reagentes

- Estagio X: solucdo enzimatica e tampé&o B-R nagistX
- Estagio D: diéxido de cloro e agua destilada

- Estagio k: hidréxido de sédio, perdxido de hidrogénio e agestilada

Procedimento Experimental

O procedimento experimental é semelhante para aadados trés estagios de
branqueamentos efetuados (X, Deg Hiferenciando-se apenas o0s reagentes a intraglaZzorma
de preparacéo, tal como indicado:

- Ligar o banho termostético na temperatura e gépipretendida.

- Pesar a pasta humida correspondente as 20 gss$a ioha pasta seca (tendo em conta o teor
de secura) diretamente no saco.

- Estagio X: em primeiro lugar, determinar a mass@espondente ao volume de enzima
(previamente diluida) que € necessario para o bemmento, tendo em conta a carga escolhida
(medir o respetivo volume, com a pipeta automapeaa um copo previamente tarado e registar

o valor). Depois de se determinada a massa de arzadicionar, determinar a massa de tampao
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necessario ao branqueamento (Equacgédo IX) e pesarvar num gobelé. Colocar a solucao
enzimatica e o tampao num frasco de vidro com taragiar, e colocar no banho a aquecer
durante 20 minutos. Apés os vinte minutos cologaasta no banho a aquecer durante 5 minutos.

- Estagio D e EP: Pesar os reagentes necessatiwarapeamento num gobelé, deixando o
H20O2 (caso seja utilizado) para ultimo. Registar osned exatos. (As massas dos reagentes sao
determinadas como explicado em cima) Misturar agertes e adiciona-los a pasta, tendo o
cuidado de lavar os gobelés com uma parte da &anessaria.

- Fechar o saco, retirando o maximo de ar posgvelsturar bem a pasta com a solucdo de
reagentes com as maos depois de o0 saco estardechad

- Colocar o saco com a pasta no interior de outrone o auxilio de um disco, submergir o
saco com a mistura no banho e comecar a contagéemgo.

- Passado o tempo definido para o branqueamemtarretsaco do banho e coloca-lo num
banho de gelo durante aproximadamente 15 minutos.

- Depois de arrefecer no gelo, abrir o saco efilem a pasta com auxilio de uma rede
metalica. Guardar o filtrado num frasco tapado ein gara medicao do pH.

- Lavar a pasta com 3 litros de agua destiladaa temperatura de 35°C, repartidos em 3
partes iguais de forma a realizar 3 lavagens.

- Guardar a pasta num saco de plastico, apogiteespremida a mao e esfarelada, e coloca-
la no frigorifico devidamente identificada ou irilcd procedimento de branqueamento novamente

caso se pretenda prosseguir na sequéncia de beaneji®.

I1.3. FILTRADO

I1.3.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE DIO6XIDO DE CLORO

RESIDUAL

O procedimento de determinacéo da concentracaadkédD de Cloro Residual é idéntico

ao descrito no Anexo I11.2.4.
I1.3.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE NaOH RESIDUAL

Para a determinacdo da quantidade de i®sidual € necessario efetuar-se uma titulacao
acido/base ao licor (filtrado) resultante da ddsfeacao da pasta com oxigénio ou peroxido de

hidrogénio.

Reagentes
- Cloreto de bario a 20% (w/w);
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- Acido cloridrico (0.01 M).

Material
- Titrino; - Funil;
- Medidor de pH; - Papel de filtro;
- Proveta de 100 mL e tampa,; - Pipeta de 25 mL;
- Frasco81.00mL; - Copos altos de 50 mL.

Preparacéo do cloreto de béario a 20% (w/w)

Numa balanca, colocar um copo de 2 litros e 24427 g de BaGle 2H0O e adicionar

agua destilada até obter 1000 g de solucao.

Preparacdo do acido cloridrico 0,01M padrao

Adicionar o conteudo de uma ampola de HCI 0,5 vhrhaldo de diluicdo de 1 litro e
perfazer com agua destilada. Diluir posteriormesgta solucdo 50 vezes (pipetar 20 mL da
solucéo 0,5 M e perfazer com agua num baldo ded@due 1L). Transferir a solucdo para um

frasco compativel com a unidade intermutavel ddRTINO.

Procedimento Experimental

- Colocar, numa proveta, 75 mL de filtrado e 25 dd_cloreto de bario, agitar e deixar
repousar_tapado, para precipitar os carbonatosewslatos e outros compostos organicos

provenientes da rea¢do dos componentes da pasta Bendxido de Hidrogénio e o NaOH;
NOTA: Caso néao haja residual suficiente proceder de acmmh a Tabela IX:

Tabela lll. Volume de cloreto de bario a utilizar em funcawdiome de filtrado disponivel.

Volume de filtrado, Volume de cloreto de bario, Volume total,

Vi (mL) VBaciz (ML) Vi (mL)
30 10 40
40 13 53
50 17 67
75 25 100

- Filtrar para um frasco com a ajuda de um fumpiapel de filtro e tapar o frasco;

- Medir 25 mL de amostra para um copo+magnete;

- Colocar no TITRINO a solugéo de HCI (0,01 M);

- Introduzir o elétrodo de pH no suporte do TITRINIGé-lo ao aparelho de analise e coloca-
los em agua destilada;

- No TITRINO, usando o teclado, premir User metf®)d> Recall method» Enter;

- Escolher o método pretendido, premindo repetidaen8elect até se visualizar no ecra

“NaOH PGL” - Enter;
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- Medir 25 mL da amostra filtrada para um copo derk. com magnete;

- Colocar o copo no TRITINO, introduzindo o elétwambm o cuidado de submergir a cabeca
do elétrodo sem tocar no magnete;

- Ligar a agitacao e premir START para dar inictdwacao;

- Quando a curva de titulacao estabilizar (apatRe#) e o TITRINO automaticamente
terminard a titulagéao;

- Premir Select até aparecer Fix EP¥s premir Enggistar o valor do volume gasto de
titulante até um pH=8,6 (0 método selecionado taaraaticamente esta avaliacéo);

- Efetuar duas réplicas concordantes (diferencaomagure 0.5 mL de volume de titulante).

Calculos

Célculo da concentracao de Qtd licor residual.

Mxﬁ (XXIX)
2

[NaOH], (mol/L) = v

A concentracdo em g/L obtém-se por multiplicacadoesdunltado anterior pela massa molar

do NaOH = 40 g/mol.

I1.3.3. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

RESIDUAL

Os valores das concentrac6es de peroxido de hiilioges ensaios em branco e com pasta permitem
o calculo do consumo deste composto no respetiagi@sle branqueamento, dai a importancia da sua
determinacéo experimental. Esta é feita por iod@netn que se utiliza molibdato de aménio quecine

catalisador, acelerando a reacéo de formacaoalvied

Reagentes
- HoSOs, 2 M (4 N) - Na$;0s3, 0.1 M (0,1 N)
-KIL1IM - Cozimento de amido

- Solucdo de Molibdato de Aménio (5%)

Material

- Titrino - Proveta de 100 mL
- Baldo Volumétrico de 25, 1000 e 2000 mL - Magsete

- Copo de 150 mL - Pompette
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- Frascos com Kipp de 15 e 20 mL - Placa de aquesttion
- Pipeta volumétrica de 10 mL - Triturador
- Pipeta de Pasteur

Procedimento experimental

Preparacdo da solucao de 504 2M (4 N)

- Diluir 222 mL de acido concentrado (pureza: 96essidade: 1,84 kg/L, massa molecular:
98,08 g/mol) num baldo volumétrico de 2000 mL enuaaglestilada gelada. ATENCAO:
MISTURA ALTAMENTE EXOTERMICA! Colocar primeiro ~100 mL de agua gelada,
adicionar o acido com cuidado, com o baldo envoleich gelo e colocado num recipiente para o
efeito; depois de atingir a temperatura ambierdgdaper o volume de 2000 mL;

- Transferir a solucdo para um frasco com Kipp @enZ.

Preparacdo da solucado de Kl 1N:

- Pesar 166,33 g para um copo;
- Dissolver com um pouco de agua destilada, inzivdwm baldo volumétrico de 1000 mL e

perfazer com agua destilada.

Preparacdo de Molibdato de Amoénio a 5%:

- Pesar 1,525 g para um copo;
- Dissolver com um pouco de agua destilada, inzwdoum baldo volumétrico de 25 mL e
perfazer com agua destilada. ATENCAO: a solucéoapemas validade de uma semanal

Preparacdo da solucdo de N&O3 0,1M (0,1 N):

- Introduzir o contetido de uma ampola de TiossulflatSodio 0,1 N num baldo volumétrico
de 1000 mL e perfazer com agua destilada;

- Transferir a solucdo para um frasco compativel aaunidade intermutavel do TITRINO.

Preparacdo do Cozimento de Amido (indicador):

- Pesar entre 0,2 a 0,3 g de amido soluvel edrittwm alguns mililitros de agua fria;
- Verter esta pasta em 100 mL de agua a ferveradéo-se ferver durante 2 minutos;

- Filtrar ou deixar repousar usando-se apenas adarde liquido limpida. Guardar no

frigorifico!

Determinacdo da Concentracao residual:
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- Colocar no TITRINO a solugéo de 2203 (0,1 M);

- Introduzir num copo de 100 mL, 40 mL de aciddisido, 3 gotas de molibdato de aménio
e um magnete;

- Adicionar 10 mL do efluente do estagio de peroxde hidrogénio e 15 mL de iodeto de
pOtassio;

- Colocar o copo no TRITINO (a utilizar em modo DO@ergulhando a ponta doseadora,

- ApOs ligar a agitacao, iniciar a titulacdo dorpimedo DOS (atentar no controlo do caudal
de titulante);

- Quando a solucdo apresentar uma cor amareloopéittioduzir com a pipeta de Pasteur
(cheia) a solugéo de amido: ocorre a mudanca dancarelo-azul escuro;

- Continuar o doseamento até ocorrer a mudancaod@aul/violeta-incolor: ponto de
equivaléncia atingido;

- Registar o volume gasto de titulante;

- Lavar a ponta doseadora com 4gua destilada.

Calculos

A concentracdo de peroxido de hidrogénio na amdstefluente € dada por:

Na,S,0,] xV
[H.0.] =%><[ 22\/3] 20 x34 (9] (XXX)

toma

em que [NaS0z] = 0,1 mol/L eVN@Szosé 0 volume gasto de titulante, em mLynd=10

mL; a massa molar M(#D2) =34 g/mol permite expressar a concentragao em gflator %

respeita a estequiometria da reacdo de titulacfid:0n):n(NaS03) = 1:2. Numa forma
condensada tem-se:

[H,0,]= 017%V 0 (%j (XXXI)

I1.4. CARATERIZAGCAO DAS PASTAS
I1.4.1. DETERMINACAO DO INDICE KAPPA (IK)

A lenhina é suscetivel de sofrer oxidacao (em@adr nos seus anéis aromaticos) por varios
oxidantes, como por exemplo o permanganato de ot@&mn condi¢cdes acidicas. Assim, e
consume de permanganato necessario para oxidgpastefornece uma ideia do teor de lenhina
residual. Este consumo depende porém do tempoteng@eratura de reacdo, bem como das
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quantidades e concentragfes de permanganato iaice&xhanescente no final da reacdo e das
restantes condigcbes do ensaio, pelo que as cosdiegperimentais devem ser sempre

especificadas. O procedimento descrito na norm&8188 e indice kappa da pasta é determinado
a partir do niumero de mililitros de uma solucdgdemnanganato de potassio 0,1 N consumidos
por grama de pasta absolutamente seca, sob cosdigf®malizadas, sendo o resultado corrigido

para um consumo de 50% (isto porque se deve utilize quantidade de permanganato tal que
leve a um consumo préoximo de 50% do adicionadg)efanganato ndo consumido ao fim de

exatamente 10 minutos de reacdo com a suspengdastie € determinado por iodometria: a

suspensao é adicionada iodeto de potassio, emsexopse vai reagir com 0 permanganato nao
consumido segundo a reagédo XXXIII:

MnOj +lenhina— Mn®*+ lenhina oxidada ~ (M#i+ 56 — Mn?*)  (XXXII)
ZMHOA +16H++ 10|- <> 2Mn2+ + 8HZO + 5'2 (10] — 5|2 + 106 ) (XXXIH)

O iodo formado é titulado de imediato com uma sidugferida de tiossulfato de sédio (Vt

mL), através da reacao:
250 +1, & S0 +2I (48" — 28"+ 25 + 26) (XXXIV)
Soma:  2MnQ+ 16H'+ 10S0% <> 2Mn**+ 55,07 (XXXV)

(por cada mol de Mngpconsome-se 5 moles d@@' l.e. 5¢/mol)

No ensaio ‘branco’, efetuado com o mesmo procedimemas sem adicdo de pasta, e
permanganato inicialmente adicionado deve reagirpencipio na sua totalidade, com o iodeto
para formar iode, exceto se a agua utilizada nfieeessenta de substancias que se oxidam. O
iodo formado é titulado de imediato com uma solwaf@oida de tiossulfato de sodio (VB mL). O

indice kappa, baseado na norma citada, € dado por:
IK = C*d/W (XXXVI)

No procedimento seguido no DEQ, denominado “Micapga”, sdo usados menos
quantidade de reagentes e de menor concentracéelag@o ao referido na norma NP3I86, onde
d é o fator de correcao para um consumo de 50%rdeapganato (ver Tabela X), o qual depende
do valor de C = 0,5*(VB - Vt)*[NaSQs]/(5*[KMnO 4));

este procedimento “Micro-kappa” deve ser aplicadoapa determinacdo do grau de
deslenhificac@o de pastas apds um ou dois estagmaigueamento (usando Oxigénio, Peroxido
de Hidrogénio eu Diéxido de Cloro) onde o indicepga podera ser inferior a 5. Contudo, este

método tem sido usado no DEQ, com sucesso, nadeggastas cruas com indice kappa até 16.
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Em geral, € usada a seguinte relacdo aproximadaatenhina total (LT) e o indice kappa
(IK):

LT (em %) = 0,15*IK (XXXVII)

embora esta proporcionalidade seja influenciada gaspécie de madeira e tipo de

cozimento. Par&. globulusnacional obteve-se a seguinte relacéo:
LT (%) = 0,187*IK — 0,75 (R=0,9900) (XXXVII)

E de salientar todavia que, para além da lenhin&a® estruturas podem consumir
permanganato, contribuindo para e valor do indegpk das past&saft, em particular das nao-
branqueadas. De facto, embora nos 10 minutes &stalms na norma se complete a oxidagao
degradativa dos anéis arométicos da lenhina, sepdmacdo dos grupos terminais redutores dos
hidrates de carbono pequena (logo desprezavekpd&a a presenca de ligacdes duplas, como as
existentes nos acidos hexenurénicos (formados tucarozimento alcalino das xilanas) aumenta

substancialmente e consumo de permanganato.

Reagentes:

- Solucao de acido sulfurico, 2 mol/L (= 4N);

- Solucéo de iodeto de potassio, 1 mol/L;

- Solucdo de permanganato de potassio, 0,01 noI,05 N);
- Solucéo de tiossulfato de sédio, 0,05 mol/L @5aY);

- Indicador de amido, 2 g/L.

Material:

- Agitador Heidolph (ou equivalente) com haste gigagdo em vidro;

- Aparelho para desintegracdo em humido (varinhgicaacaso a amostra se encontre seca);
- Banho termostatico (25,0 = 0,2 °C);

- Cronbmetro.

Procedimento Experimental

Preparacao da solucéo de ¥$0s 2M (=4 N):

- Diluir 408,64 g de acido concentrado (pureza: 96éfisidade: 1,84 kg/L, peso molecular:
98,08 g/mol) num balédo volumétrico de 2000 mL emaadestilada.

ATENCAO: MISTURA ALTAMENTE EXOTERMICA! Colocar prineiro ~1000 mL de

agua gelada, adicionar o acido com cuidado, agiteratrefecendo o baldo com agua corrente e,

depois de atingir a temperatura ambiente, periazetume de 2000 mL.
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Preparacdo da solucédo do Kl 1M:

- Pesar 166,33 g para um copo;
- Dissolver com um pouco de agua destilada, inzwawm baldo volumeétrico do 1000 mL

e perfazer com agua destilada.

Preparacdo da solucdo de N&O3 0,05N:

- Introduzir o conteddo de uma ampola de Tiosswlfet Sédio 0,1 M (=0,1 N) num baldo
volumétrico de 2000 mL e perfazer com agua destilad

- Transferir a solucéo para um frasco disponivditatador automatico.

Metodologia:
- Pesa-se com a precisédo d 0,1 mg, uma quantidagasia que consuma cerca de 50%

(ponderal) da solucdo de permanganato de potassoshio em branco (sem pasta).

(pesar 2 0,7 g do pasta seca para IK~7,5 ou ~=@® @b pasta seca para IK~15; como,
normalmente, as amostras de pasta humida tém urddesmcura ~0,3 g fibra/g pasta, dever-se-a
pesar ~2,3 g de pasta humida ou ~1,1 g, respetiiajne

- Introduzir a pasta previamente pesada num copt@enL e adicionar 150 mL de agua
destilada;

- Colocar o copo com o seu conteado num banho tético regulado para a temperatura
de 25°C, segurando-o lateralmente com uma pingantégrar com o agitador (10 a 15 min)
regulando a velocidade de rotacao (posicao 1 dadugiHeidolph);

- Pipetar para um copo de 100 mL, 20 mL de permaatgade potassio (0,01 mol/L) e 20
mL de acido sulfurico (2 mol/L);

- Aquecer a mistura anterior até a temperaturas@ 2 adicionar a suspensao de pasta
desintegrada, ligando simultaneamente o cronomniedk@r o copo com 10 mL de agua e adicionar
esta agua a suspensédo. O volume final da suspeas@po que contém a pasta deve ser de 200
mL;

- Interromper a reacgéo ao fim de 10 minutos, cagadpartir da adicdo do permanganato
de potassio, juntando 10 mL de iodeto do potadsiodl/L);

- Titular o iodo libertado com tiossulfato de sodidizando o cozimento de amido, como
indicador, o qual é adicionado perto do fim ddditéo, quando esta apresentar uma cor amarela
clarinha; o amido vira do azul-escuro para bramcodlor (Nota: se a massa do pasta for a
adequada deve-se gastar ~10 mL, que € cerca ddentEtavolume gasto no ensaio Branco; caso
contrario, corrigir a massa de pasta para que assoteca; A repetibilidade é inferior a 0,5

unidades de IK.
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Nota: Dada a volatilidade do iodo o tempo decorddtre a adicdo da solucdo de iodeto de
potéssio e o ponto final da titulagéo deve ser i3 gato possivel.

- Realizar o ensaio “Branco” procedendo de modatidé ao descrito, mas sem pasta. A
solucdo de iodeto de potassio pode-se juntar isdente apés a adicdo da solucdo de
permanganato de potassio e do acido sulflrico.a&ast-20 mL.

Tabela IV. Fator d. Equacao equivalente: d = (0,89301 + 0,0214b

cC(mh) O 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0,958 0,960 0,962 0,964 0,966 0,968 0,970 0,973 0,975 0,977
0,979 0,981 0,983 0,985 0,987 0,989 0,991 0,994 0,996 0,998
1,000 1,002 1,004 1,006 1,009 1,011 1,013 1,015 1,017 1,019
1,022 1,024 1,026 1,028 1,030 1,033 1,035 1,037 1,039 1,042
1,044

~N o ok~ W

I1.4.2. DETERMINAGAO DA VISCOSIDADE INTRINSECA

Em geral, a viscosidade (aparente) de solucdewldmgros de elevado peso molecular
varia com o gradiente de velocidade, apresentamdgaso da celulose um comportamento
pseudoplastico. Além disso, a viscosidade de setudé celulose depende ainda da concentracao
da solucao, aumentando com ela. Por isso, a vésbsideve ser determinada em condigdes tais
que a interacdo entre as suas moléculas seja dégpréquando a concentracdo da celulose no
solvente tende para zero), atingindo-se o quessgrdepor numero limite de viscosidade ou, mais

correntemente, viscosidade intrinsggh definida por:

[n] = Iirrg(nre('; 1) (mL/g) (XXXIX)

ondenrel = n/No, senda) eno a viscosidade da solugéo e do solvente, respetivimEsta
definicdo ilustra a razdo pela qual normalmenteexg@ime a viscosidade em unidades de
(concentrac&o). O resultado € convertido em viscosidade intrimgeta formula de Martin a qual
traduz a dependéncia da viscosidade de uma saliecéelulose em CED (0,5 M) relativamente a

concentracao:
Ner —1= [r]]Cek'MC (XL)

onde k’ € uma constante empirica que toma o vaBfr Para o sistema celulose-CED. Esta
expressdo é normalmente utilizada para um valostante do produtfn]C, conforme proposto
por Martin. A escolha deste valor, que segundocamsas referidas deve spy]C = 3,0+ 0,4
(correspondente a valores iglel entre 6,6 e 10,4) é baseada em consideracte®deilekidade
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pratica do ensaio e em razf6es que se prendem ¢actoade se estar a determinar a viscosidade
intrinseca a partir de um anico valor de conced@traerros inerentes a determinacdo da
concentracdo e do tempo de escoamento e ao eguaaks a constante k’). Assim, a precisao
maxima do calculo obtém-se quanfig]C € o mais proximo possivel de 3,0 (),
especialmente para valores[dé¢ superiores a 1100 mL/g, devendo a viscosidadéeterminada

a um gradiente de 2880s! num viscosimetro de dimensbes perfeitamente definjvolume de
1,0 cn? e raio do capilar de 0,040 cm). Nestas condighésmpo de escoamento € proximo de
100 s.

A viscosidade relativa)(e)) € calculada pela razéo entre os tempos de esot@adeesolugéo
de ensaio e do solvente. Porém, como este Ultinr ¥amuito baixo, séo utilizados dois
viscosimetros: um (de calibracéo) onde se determiteanpo de escoamento do solvente e o de
uma solucéo de glicerol a 65% (viscosidade cerchOdmPa.s e densidade 1,16475 a 25°C), e
outro (de leitura) onde se ensaia a solucdo da pastde glicerol. A concentracao de pasta deve
ser tal que o valor do produtg]C se encontre na gama referida o que implica ustajpento da
concentracdo para compensar as variacdes no gralicherizacdo médio das pastas celulésicas
a serem testadas, sendo, nestas condi¢oes, asidéstas aparentes das solucdes proximas de 15
mPa.s.

Antes de proceder as medi¢des no viscosimetroess@to desintegrar a amostra de pasta,
em agua, e, em seguida, solubiliza-la em CED, s80dminutos o tempo maximo indicado na
norma SCAN-CM 15 para cada uma destas operacOpssia ndo deve ter um indice kappa
superior a 18-20 (lenhina Klason maior que cerc®2%¢ pois pode ndo ocorrer a completa
solubilizagdo da amostra. A repetibilidade do emg&ito €, a diferenca entre 2 determinacfes

efetuadas na mesma amostra) € inferior a 25 mL/g.

Reagentes e Material

- Frascos de plastico de 50 mL com tampa perfuzadalas
- Bolas de vidro e pedacos de cobre

- magnetes

- 2 viscosimetros (um de medida e outro de cal@wpc

- Agitador magnético

- Agitador rotativo

- Banho termostatico

- CED - Cuprietilenodiamina
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Procedimento Experimental

Preparacdo da solucido de ensaio

Se o valor da viscosidade da amostra for previtenmnhecido, escolhe-se a massa de

pasta (em base seca) como indicado na Tabela V.

Tabela V. Massa de pasta a pesar, adequada aos valorestgseara a viscosidade da pasta.

indice de viscosidade ~ Gramas de pasta
. : : Concentragdo de pasta
limite ou viscosidade (mg/mL) calculadas numa base seca

intrinseca (dm*kg) g (mg/50 mL)
401-650 5 250
651-850 4 200
851-1100 3 150
1101-1400 2,4 120

N&o se conhecendo a viscosidade da pasta, faz-sesaio com 3 mg/mL (base seca) e se
a viscosidade ndo se encontrar na gama indicader feor tentativas (ver Metodologia) até
encontrar a massa de pasta seca a pesar idealrkemtgeral, para pastas cruas ou semi-
branqueadas de. globulus é adequado pesar ~0,4 g de pasta hiumida conde @®r de secura,
correspondente a ~0,12 g de pasta em base seca.

Metodologia:
- Pesar a massa de pasta conforme indicado acimde acordo com o conhecimento ja

adquirido do valor aproximado da viscosidade isg@a (precisas0,1 mg); pesar também uma
quantidade adequada para determinacdo do teocdmaseaso este seja desconhecido.

- Adicionar 25 mL de agua destilada, o magnetegenahs esferas de vidro e pedacos de
cobre (1 colher de cha); enroscar a tampa do frasco

- Desintegrar a pasta ~20 min num agitador magnét@00 rpm;

- Adicionar 25 mL solugédo CED, comecar a contagertechpo, colocar tampa de borracha
perfurada, homogeneizar e expulsar o ar existeag@enécessario adicionar mais 1 colher de
bolas/cobre) fechando o tubo flexivel com uma mola;

- Colocar no agitador mecanico rotativo durante 26 min;

- Colocar os frascos no banho termostatico e espema temperatura estabilize a®25
0,1°C (=5 min); (no Inverno, usar primeiro aguameg40- 50°C) num copo para aquecer a
solugéo — 30 a 60 s);
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- Aspirar 1 ou 2 vezes a solucao para o viscostnpetra lavar o capilar, aspirar de novo e
medir o tempo de escoamento entre as duas mamasjma precisdo de 0,2 s. Efetuar pelo
menos duas medi¢cdes que sejam concordant®s,s.

- Despejar a solugéo anterior para um coador, guagaas bolas e o cobre ndo sigam para o
esgoto! Guardar o residuo da solucdo de CED nuscdrde “residuos de CED” para enviar
posteriormente para uma empresa de tratamentsidieios.

- Calcular o tempo de escoamento médio e a visagsidelativa. Usar a Tabela VI para
obter o valor do produto g e calcular a viscosidade da solucédo da amostpasta ensaiada.

- Efetuar novo ensaio e determinar a média, arcatudo o resultado as dezenas. Corrigir a

massa de pasta a pesar se o produfoedtiver fora do intervalo 3 + 0,1.

Tabela VI. Produto ¢fj] correspondente a diferentes racios de viscosi(ipge).

npaco 0,0 001 002 0,03 0,04 005 006 0,07 0,08 0,09
6,0 2,422 2,425 2,427 2,430 2,433 2,436 2,439 2,441 2,444 2,447
6,1 2,450 2,452 2,455 2,458 2,461 2,463 2,466 2,469 2,472 2,475
6,2 2,477 2,480 2,483 2,485 2,488 2,491 2,494 2,496 2,499 2,502
6,3 2,504 2,507 2,510 2,512 2,515 2,518 2,521 2,523 2,526 2,529
6,4 2,531 2,534 2,537 2,539 2,542 2,545 2,547 2,550 2,552 2,555
6,5 2,558 2,560 2,563 2,566 2,568 2,571 2,573 2,576 2,579 2,581
6,6 2,584 2,587 2,589 2,592 2,594 2,597 2,599 2,602 2,605 2,607
6,7 2,610 2,612 2,615 2,617 2,620 2,623 2,625 2,628 2,630 2,633
6,8 2,635 2,638 2,640 2,643 2,645 2,648 2,651 2,653 2,656 2,659
6,9 2,661 2,663 2,666 2,668 2,671 2,673 2,676 2,678 2,681 2,683

11.4.3. PREPARACAO DE FOLHAS PARA MEDICAO DE BRANCURA ISO

Referéncia: 1SO 3688 — “Pulps — Preparation of laboratory shém the measurement

of diffuse blue reflectance factor (ISO brightnéss)

Procedimento:

- Pesar 4 gramas de pasta seca, de forma a prodasifolhas de ensaio com gramagem de
200g/nf;

- Num copo de vidro de 2L juntar a pasta pesadajelhgua destilada e 2mL de EDTA,
5g/L (ImL por folha) e deixar desintegrar, com #daxdle um agitador, durante cerca de 30
minutos;

- Com a ajuda de um medidor de pH (com leituralaubjdades), verificar se o pH da
suspensao obtida é aproximadamente 5 (4,9-5). @&asesteja, ajustar o pH a este intervalo por
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meio de adi¢cdes de solucdo de hidroxido de sédin@)/L ou de solucao de &cido sulfarico 0,05
mol/L, agitando sempre cuidadosamente com o el&trod

- Depois de acertado o pH, agitar bem a suspepséie @gitar-se cuidadosamente com o
elétrodo) e dividir em duas porc¢des idénticas $PAmL), contendo cada uma 2 g de pasta seca;

- Colocar um papel de filtro espesso no funil dekBier (o qual deve ter um diametro interno
de 115 a 150 mm) e molha-lo com agua;

- Colocar o funil de modo a que o fundo permanecpasicédo horizontal e verter uma das
suspensdes de pasta;

- Deixar escorrer a agua com succéo, evitando gasepuma quantidade apreciavel de ar
atraves da folha formada;

- Retirar a folha, virando o funil ao contrario@eando no bico, recebendo a folha sobre
uma folha de papel de filtro fina. Proceder da nmeeforma para a segunda folha;

- Prensar as folhas (até 6 folhas), empilhadasskegaisequéncia: disco metélico, dois mata-
borrdes secos, a folha de ensaio coberta pelosspdediltro, dois mata-borrbes secos, disco
metalico, dois mata-borrdes secos, a segundadellemsaio coberta pelos papéis de filtro e assim
sucessivamente, durante 1 minuto de maneira agje@pglicada as folhas uma pressao de cerca
de 400 kPa, tendo o cuidado de verificar que edamnsontram bem centradas debaixo do prato
compressor;

- Depois da prensagem, retirar com cuidado o pdgéltro espesso e coloca-lo novamente
junto a folha de modo a protegé-la;

- Secar as folhas de ensaio a temperatura amigiente da “estufa” durante 2h30 a 4h, até
atingir uma humidade de 5 a 15%.

- ApOs a secagem prensar novamente as folhas dud@rgegundos, usando desta vez s0 1

mata-borrao.

I1.4.4. DETERMINACAO DE Acipos HEXENURONICOS

Reagentes
- Solugéo de cloreto de mercuario (22 mmol/L ou &gw/w)) / acetato de sodio (0.7%

(w/w), para manter o pH entre 6 e 7)

- Agua ultrapura

Material
- Tubos de centrifuga
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- Frascos de vidro escuro

- Proveta de 50 mL

- Pipetas de Pasteur

- Banho termostatico a 70°C com agitacdo mecaeicari 0 suporte para colocar os frascos)
- Espectrofotdmetro UV

- Células com percursor 6tico de quartzo

- Agitador Vortex

- Centrifugadora

Preparacédo da solucdo de cloreto de mercurio/acetatle sédio

- Para cada 2 litros de solucéo, pesar 11.9456tpdeto de mercurio (Hg&lnum copo de
100 mL e 149 de acetato de sodio gCBONa) para outro copo de 100 mL.

- Adicionar alguma &gua ultrapura para os copoansterir para o baldo de diluicdo de 2000
mL e perfazer até a marca com agua ultrapura.

- Introduzir um agitador magnético no baléo e catowm agitador até perfeita dissolucéo.

- Envolver o balédo de diluicdo com folha de papeténio, uma vez que esta solucado néao

deve estar exposta a luz. Nao utilizar se apresalgiama precipitacado.

Metodologia
- Pesar 0.2g de pasta seca (pasta crua) ou ~@6gsth branca) para os frascos de vidro

escuro. Para cada amostra devem ser feitas 2agplic

- Colocar em cada frasco 40 mL da solucéo cloretmercurio/acetato de sodio.

- Agitar num vortex durante 2 minutos.

- Colocar todos os frascos num banho térmico a ¢6ACagitacdo de 38-40 rpm durante 70
min.

- Retirar as amostras do banho e coloca-las emragiia fria durante 10 min.

- Transferir a quantidade dos frascos de vidroresgara os tubos da centrifuga.

- Centrifugar a amostra durante 5 minutos a 2700(geixar repousar durante algum tempo
para que se possa distinguir o sobrenadante).

- Pipetar com as pipetas de Pasteur o liquidoitegardo para a célula de quartzo e ler no
espectrofotometro no comprimento de onda de 2680enth. O branco é a solugéo cloreto de
mercurio/acetato de sédio. (Fazer em primeiro ligdas as leituras para 260 nm e depois para
290 nm).
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Nota: Se a absorvancia for inferior a 0.2 ou sapeai1l.2, convém repetir a experiéncia
aumentando ou diminuindo a massa de amostra.
- Determinar a quantidade de acidos hexenuronitagés da seguinte correlacéo:

CHexA(mmOI/ kg) = 0287x (A260 —12x A290) ><Vhic:jrolisado (XLI)

m pastaseca

onde, m: massa da amostra de pasta absolutameategséwso absorvancia da amostra a
260 nm; Ago. absorvancia da amostra a 290 nm; V: volume deolsado, mL (40 mL neste

caso).
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ANEXO III. CONDIGOES E RESULTADOS EXPERIMENTAIS
III.1. TRATAMENTO ENZIMATICO PRELIMINAR (ESTAGIO X)
A leitura da absorvancia do filtrado residual datpaapds um estagio enzimatico permitiu

obter o espetro UV/visivel, tal como exemplificat Figura Il. Em funcédo das condi¢des dos

ensaios obtiveram-se os resultados da Tabela VII.

1.4 1 —— Enzima
—— Controlo
1,2 A
1,0 A
v 0,8 4
o]
<
06 - (n/\
04 -
0,2 1 280 nm 457 nm
S
0,0 T T T T T
250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura Il. Espetro UV/visivel obtido a partir do filtrado igisal. Ensaio para a pasta 1 com tratamento
enzimético com a xilanase X1. Condi¢Bes no estdgikd °C, pH 7 e dose enzimética 200 mL/t.

Tabela VII. Condicdes e resultados obtidos a partir da medig&absorvancia a 280 e 457 nm do

filtrado residual para a pasta 1, xilanase X1.

T (0) pH Abs 280 nm Abs 457 nm
Enzima Controlo Enzima Controlo Enzima Controlo
6,9 6,9 1,295 0,476 0,094 0,032
80 7,8 7,8 1,189 0,478 0,103 0,032
8,4 8,4 1,065 0,613 0,116 0,055
6,9 6,9 1,044 0,319 0,108 0,022
75 7,9 7,9 1,135 0,465 0,125 0,027
8,5 8,6 0,948 0,590 0,135 0,069
7,0 7,1 1,238 0,374 0,099 0,018
70 7,9 8,0 0,942 0,426 0,112 0,034
8,6 8,6 0,794 0,506 0,121 0,060
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Tabela VIII. Condic¢des utilizadas no estagio X para as pastas4xilanase X1 e respetivos

resultados obtidos.

Br ISO
Br . PC Ganhode ABr
T Dosagem K 1SO (% (%) apos  ber Br
Pasta ocy (mLiaD) PH %) teversdo I(?/())
Enz Cont Enz Cont Enz Cont Enz Cont Enz Cont 0
PiSta 70 200 7 14,6 15,1 38,9 37,4 40,1 386 - - 30 15 16

Pasta 70 200 7 73 78 67,7658 635609 28 37 27 08 1,9
S 80 200 8 81 82 676665 640624 23 29 27 16 11

I1II.2. PASTAS DE

Tabela IX. CondigBes utilizadas na sequéncia DE e respetasudtados obtidos.

Brancura

%allgf IK Viscosidade Brancura 1SO ap~és PC S;nnhccsj:jae AIK AViscosidade
(% odp) (mL/g) ISO (%) re\g;g)sao number 1SO (%) (mL/g)
2,2 4,5 1086 74,0 70,4 1,6 34,3 8,2 247
2,5 4,1 1068 75,9 72,6 1,3 36,2 8,5 265
Pasta 1
2,8 4,0 1095 76,9 73,3 14 37,2 8,7 238
3,1 3,8 1117 77,3 74,0 1,3 37,6 8,9 216
2,2 6,1 1110 69,9 66,0 2,3 34,1 8,5 103
2,5 5,8 1119 71,3 67,5 2,0 35,5 8,8 94
Pasta2 3,0 4,6 1097 73,3 69,3 1,9 37,5 10,0 116
3,4 3,6 1067 75,0 71,6 15 39,2 11,0 146
3,7 3,3 1092 75,9 72,3 15 40,1 11,3 121
2,2 5,6 1086 66,7 63,6 2,1 34,8 9,0 117
2,5 4,9 1067 69,5 66,3 2,0 37,9 9,7 136
Pasta3 2,8 4,5 1089 71,4 67,7 1,9 39,4 10,1 114
3,1 3,9 1108 72,6 68,9 1,9 40,9 10,7 95
3.4 3,6 1085 73,3 69,7 1,7 41,4 11,0 118
2,5 6,2 1116 67,9 64,8 2,0 32,0 10,2 223
2,8 5,7 1129 69,7 66,7 1,8 33,8 10,7 210
Pasta 4
3,1 5,2 1148 71,2 68,0 1,7 35,4 11,2 191
3,4 4,5 1146 73,1 69,9 15 37,2 11,9 193
1,8 3,9 876 86,0 79,9 14 21,1 5,2 151
Pastab5 2,2 3,3 875 87,3 81,0 1,3 22,3 5,8 152
2,5 3,3 866 87,8 82,5 1,0 22,8 59 161
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Figura lll. Desenvolvimento da brancura em pastas branqueadaseaxjuéncias DE, em funcéo
da carga de CI©
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Figura IV. Evolucdo do ganho de brancura da pasta DE em osdacariginal, em fungéo da carga
de CIQ.
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Figura V. Evolucao da diferenca entre o IK da pasta origindd pasta DE, em funcéo da carga de.CIO
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100 -

80 T T T T
1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Carga ClO5, como Cl2 ativo (% odp)

Figura VI. Evolucao da diferenga entre a viscosidade da pagfimal e da pasta DE, em funcéo da
carga de CI@

II1.3. PASTAS XDE

Na Tabela X apresentam-se as condi¢des e resujpadoss pastas XDE.
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Tabela X. Condig@es utilizadas na sequéncia XDE e respetessdtados obtidos.

Brancura ISO

. T Dosagem ClO, NaOH H20: IK Viscosidade Branc(LJJra (%) apos v Ganho de ABrancura
Pasta Xilanase (°C) (mLItAD) pH %) (%) (%) (mL/g) ISO (%) teversio number brancura 1SO (%)
Enz Cont Enz Cont Enz Cont Enz Cont Enz Cont Enz Cont
60 200 85 2,2 1,4 0,3 40 46 1026 1071 78,2 75,9 74,7 72,2,2 11,5 38,4 36,2 2,2
70 200 70 2,2 1,4 0,3 36 46 1042 1045 79,2 75,6 76,0 719,12 11,6 39,5 35,9 3,6
70 200 80 2,2 1,4 0,3 43 48 1033 1006 77,2 75,1 73,5 71,24 11,7 375 354 2,1
70 200 85 2,2 1,4 0,3 44 46 1058 1045 76,0 74,1 72,2 70,46 11,7 36,2 34,4 1,8
X1 75 200 80 2,2 1,4 0,3 43 48 1057 1049 76,0 745 72,3 70,8,5 11,7 36,3 34,7 1,5
75 200 85 2,2 1,4 0,3 43 45 996 998 76,8 76,0 73,0 72,5 154 37,0 36,2 0,8
Pasta 1 80 200 80 2,2 1,4 0,3 44 45 1060 1024 76,5 754 73,2 719,3 11,4 36,7 35,6 1,1
80 200 85 2,2 1,4 0,3 44 43 1049 1077 76,2 76,2 72,0 7247 11,6 36,5 36,5 0,0
75 1530 85 2.2 1,4 0,3 3,0 41 1097 1072 80,1 76,3 76,9 71,3,0 12,1 40,3 36,5 3,8
75 900 85 22 1,4 0,3 3,1 4,1 1086 1072 79,9 76,3 76,6 71,3,0 12,1 40,1 36,5 3,6
X2 70 900 90 22 1,4 0,3 3,6 43 1075 1036 78,2 75,2 74,9 716,1 116 384 355 2,9
75 900 90 22 1,4 0,3 35 43 1082 1080 78,2 751 73,3 7158 116 38,4 354 3,1
70 900 70 22 1,4 0,3 3,3 43 1077 1069 79,3 754 75,8 71,42 11,7 39,6 35,6 3,9
70 200 70 2,2 1,2 0,3 44 55 1142 1122 756 71,4 715 67,5,7 12,1 39,8 35,6 4,2
70 200 70 25 1,2 0,3 3,8 45 1128 1121 76,7 73,4 72,9 699,55 11,7 409 37,6 3,3
Pasta 2 X1 70 200 85 2,2 1,2 0,3 45 50 1102 1093 74,0 72,1 71,0 69,04 11,6 38,2 36,3 1,9
60 200 85 2,2 1,2 0,3 52 53 1088 1060 724 711 69,2 67,76 11,8 36,6 35,3 1.4
60 200 85 25 1,2 0,3 43 46 1105 1081 746 73,1 71,1 69,76 11,7 38,8 37,3 1,5
70 200 70 25 1,2 0,3 35 41 1119 1087 76,5 73,3 72,2 69,4,8 11,9 44,7 415 3,2
Pasta 3 X1 70 200 80 25 1,2 0,3 36 40 1050 1057 75,8 73,3 72,0 69,6,6 11,8 44,0 415 2,5
70 200 85 25 1,2 0,3 3,7 40 1071 1079 75,7 74,3 72,3 705,4 11,7 43,9 425 1.4
Pasta 4 X1 70 200 70 25 1,2 0,3 4,7 55 1092 1095 73,7 70,3 70,1 66,7,7 12,1 37,9 344 3,4
x1 70 200 70 1,8 1,2 0,3 34 41 839 825 88,3 86,8 83,2 82,0 0Q0 23,3 21,9 1,5
Pasta 5 85 200 8,0 1,8 1,2 0,3 3,8 3,9 845 837 86,9 86,9 82,5 79,4 07 219 219 0,0
X2 85 900 9,0 1,8 1,2 0,3 3,6 3,8 905 864 88,2 87,5 84,1 82,5 00 23,2 22,6 0,6
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III.3.1. ACIDOS HEXENURONICOS

Tabela XI. Resultados dos acidos hexenuroénicos.

Pasta OD  Absorvancia HexA
(9) 260 nm 290 nm (mmol/kg)
Original ) ) ) 0,1411  0,916900,18778 56,2 56.9
0,1357 0,932140,20996 57,5 '
DE ] ] ] 0,2967 0,97076 0,22057 27,3 275
0,2921 0,97046 0,21977 27,8 '

0,3038 0,867420,15919 25,6

Média

T(°C) pH

Enzima 60 85 5917 079952017470 233 24,4
02828 092750021019 27.4
Controlo 60 85 (2675 090218020097 264 26,9
. 02780 087415020929 25,7
DE Enzima 70 85 95739 086948020512  26.1 259
controle 70 g 02889 092214020237 27,0 074
® 02939 096433021132 27.8 !
. 02719 069356014869 21,8
Enzima 70 7 55716 065503013444  20.9 213
controle 70 7 02890 0909480,18182 27,5 276

0,2899  0,932140,19208 27,8

II1.3.2. POUPANCA DE D16XIDO DE CLORO

Tabela XlI. Condic¢des utilizadas e resultados obtidos ensaios de controlo.

. . Brancura Brancurg
Pasta T pH CIO2; NaOH H:0- IK Viscosidade 1SO ISO apos PC Ganho de
(°C) (%) (%) (%) (mL/g) (%) re\(/;;)sao number Brancura
60 85 28 1.4 0,3 35 1092 78,8 74,2 1,6 39,1
70 7,0 30 14 0,3 3,9 1055 78,5 74,6 14 38,8
70 80 26 14 0,3 4,0 1009 77,2 73,0 1,6 37,5
Pasta 1 70 85 25 1.4 0,3 4,0 1030 76,3 72,1 1,7 36,6
75 80 25 1.4 0,3 4,1 1066 76,3 72,5 15 36,6
80 80 24 14 0,3 4,9 1061 77,0 71,7 2,1 37,2
70 70 31 1,2 0,3 3,8 1146 74,5 70,1 2,0 38,7
70 70 34 1,2 0,3 3,3 1143 77,7 74,1 1,3 41,9
Pasta 2 70 85 26 1,2 0,3 35 1153 73,6 69,9 1,8 37,8
60 85 34 1,2 0,3 3,6 1101 76,8 72,9 15 41,0
Pasta 3 70 70 34 1,2 0,3 3,2 1083 76,3 72,7 15 44,5
70 80 34 1,2 0,3 3,3 1072 75,9 72,4 1.4 44,1
Pasta4 70 7,0 34 1,2 0,3 4,0 1156 74,6 70,7 1,8 38,7
Pasta5 70 7,0 25 1,2 0,3 34 828 88,6 83,7 0,9 23,6
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Xilanase X1
Pasta 1:

Nas Figuras VIl a Xll usou-se uma carga de 2,2 %k, como C} ativo nos ensaios
com enzimaTarget— linha horizontal a tracejado).

80

79

78 1

77 1

76 1

Brancura I1ISO (%)

75 A

74 - —e— Curva de Branqueamento
——— Target
—-A— Controlo

73 T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2
Carga ClO5, como Cls ativo (% odp)

Figura VII. Condi¢Bes no estagio X: 60 °C, pH 8,5 e dose eitiian 200 mL/tTargetcom carga
de CIQ de 2,2% como Glativo.

2,57-2,20
Poupanca de CKOx ———— =16,8 %
2,20
80
n{
,,,,, A —
78 - 7

Brancura ISO (%)
~

——@—— Curva de Brangueamento
— — — - Target
— —A —  Controlo

73 T T T T T
2,0 22 24 2,6 28 3,0 32
Carga CIO,, como Cl, ativo (% odp)

Figura VIIl. CondicBes no estagio X: 70 °C, pH 7 e dose en@m&00 mL/t.Targetcom carga
de CIQ de 2,2% como Glativo.
3,00 - 2,20

Poupanca de CIO= >0 =36,4 %
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80

79 A

g
@]
2
g
3
)
c
g
m
—@— Curva de Branqueamento
74 A — — - Target
—-A— Controlo
73 T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2

Carga CIO5, como Cls ativo (% odp)

Figura IX. Condicbes no estagio X: 70 °C, pH 8 e dose enikim@00 mL/t.Targetcom carga de
CIO; de 2,2% como Glativo.

2,60 - 2,20

Poupanca de ClO= >0 =18,2%

78

Brancura I1ISO (%)

74 A —e— Curva de Branqueamento
——— Target
—-A— Controlo
73 T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2

Carga CIO», como Cl5 ativo (% odp)

Figura X. CondigBes no estagio X: 70 °C, pH 8,5 e dose extma 200 mL/tTargetcom carga de
ClO: de 2,2% como Glativo.

2,50 - 2,20

Poupanca de CKO= 520

=13,6 %
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80
79 A
78 A
S
8 77
g
3 76 A
c
g
m
75 4
—@— Curva de Branqueamento
74 - — — - Target
—-A— Controlo
73 T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2

Carga CIO5, como Cl5 ativo (% odp)

Figura XI. Condicbes no estagio X: 75 °C, pH 8 e dose enikim@00 mL/t.Targetcom carga de
ClO; de 2,2% como Glativo.

2,44-2,20

Poupanca de CIG= ~>20 =10,9%

80
79 4
78 A
g
] 4
? 77
g
3 76 -
c
g
m
75 4
—@— Curva de Branqueamento
74 1 — — - Target
—-A— Controlo
73 T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2

Carga ClO,, como Cly ativo (% odp)

Figura XII. Condicdes no estagio X: 80 °C, pH 8 e dose en&m@00 mL/t.Targetcom carga de
ClO; de 2,2% como Glativo.

2,35-2,20

Poupanca de Cio= 520

=6,8%
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Pasta 2:

Nas Figuras Xlll e XVI usou-se uma carga de 2,28, como C# ativo nos ensaios

com enzimaTarget— linha horizontal a tracejado) e de 2,5 % de Ct@dmo Ci ativo nas
Figuras Xl e XII.

80
78 1
S
O
@
g
=]
o
=
o
o
70 A —@— Curva de Branqueamento
——— Target
—-A— Controlo
68 T T T T

2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2 3,4 3,6 3,8
Carga ClO5, como Cls ativo (% odp)

Figura XIll. CondigBes no estagio X: 70 °C, pH 7 e dose enmm200 mL/t.Targetcom carga
de CIQ de 2,2% como Glativo.
3,36- 2,20

Poupanca de CIG3= 520

=52,7%

80

Brancura 1SO (%)

68 T T T T

2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2 3,4 3,6 3,8
Carga ClO5, como Cly ativo (% odp)

Figura XIV. Condi¢des no estagio X: 70 °C, pH 8,5 e dose extan 200 mL/tTargetcom carga
de CIQ de 2,2% como Glativo.

2,70-2,20

Poupanca de CIG= 520

=22,7%
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80
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2
©
S
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3]
c
g
m
—@— Curva de Branqueamento
70 -
——— Target
—-A— Controlo
68 T T T T T

2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2 3,4 3,6 3,8
Carga CIO5, como Cl» ativo (% odp)

Figura XV. Condi¢cBes no estagio X: 70 °C, pH 7 e dose en@md00 mL/t.Targetcom carga de
ClO; de 2,5% como Glativo.

3,19- 2,50
Poupanca de Cl O ——— =27,6 %
2,50
80
78 A _
/‘///
g 76 A -
o]
@ __________________
c 74 A
5
(&)
c
g
m 72 A
—@— Curva de Branqueamento
70 1 ——— Target
—-A— Controlo
68 T T T T T T T T

2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2 3,4 3,6 3,8
Carga CIO5, como Cl5 ativo (% odp)

Figura XVI. Condi¢des no estagio X: 60 °C, pH 8,5 e dose exttan 200 mL/tTargetcom carga
de CIQ de 2,5% como Glativo.
2,87-2,50

Poupanca de CIG3= %50 =148 %
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Pasta 3:

Nas Figuras XVII e XVIIl usou-se uma carga de 2,8841Q, como C# ativo nos ensaios
com enzimaTarget— linha horizontal a tracejado).

80

78 A

76 A

74

72 A

70 4

Brancura ISO (%)

68 -

—&— Curva de Branqueamento
——— Target

66 -

—-A— Controlo

64 T T T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2 3,4 3,6
Carga CIO5, como Cly ativo (% odp)

Figura XVII. Condi¢Bes no estagio X: 70 °C, pH 7 e dose enm200 mL/t.Targetcom carga
de CIQ de 2,5% como Glativo.

3,15-2,50

Poupanca de CIG3= 550

=26,0 %

80

78 A

76 A

74 -

72 A

70 A

Brancura 1SO (%)

68 -

—@— Curva de Branqueamento
——— Target

66 -

—A— Controlo

64 T T T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2 3,4 3,6
Carga CIO», como Cl5 ativo (% odp)

Figura XVIIl. Condi¢des no estagio X: 70 °C, pH 8 e dose enkima00 mL/t.Targetcom carga
de CIQ de 2,5% como Glativo.
3,00- 2,50

Poupanca de CIG= ~>50 =20,0%
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Pasta 4:

Na Figura XIX usou-se uma carga de 2,5 % dex3i@Gmo C} ativo no ensaio com enzima

(Target— linha horizontal a tracejado).
80

78 A

76 A

74 1

72 A

Brancura 1SO (%)

70 A

68 -

—@— Curva de Braqueamento
——— Target
66 1 —-A— Controlo

64 T T T T T T
2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2 3,4
Carga ClO5, como Cls ativo (% odp)

Figura XIX. Condi¢des no estagio X: 70 °C, pH 7 e dose enmm200 mL/t.Targetcom carga
de CIQ de 2,5% como Glativo.

3,20-2,50

Poupanca de CIG= 550

=28,0%
Pasta 5:

Na Figura XX usou-se uma carga de 1,8 % dex@Gi@mo C} ativo no ensaio com enzima
(Target— linha horizontal a tracejado).

89

Brancura I1SO (%)

—@— Curva de Branqueamento
——— Target
—-A— Controlo

85 T T T T
1,8 2,0 2,2 2,4 2,6
Carga ClO5, como Cl, ativo (% odp)

Figura XX. Condic¢des no estagio X: 70 °C, pH 7 e dose enim200 mL/t.Targetcom carga de
ClO: de 1,8% como Glativo.
2,30-1,80

Poupanca de CIG= 180

=27,8%
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Xilanase X2
Pasta 1:

Nas Figuras XXI a XXV usou-se uma carga de 2,2 %I@e, como C} ativo nos ensaios
com enzimaTarget— linha horizontal a tracejado).

80
79 A
78 A
S
8 77 1
g
3 76 -
c
o
om
75 A
—— Curva de Brangueamento
——— Target
74 1 —-A— Controlo
73 T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2

Carga ClO5, como Cl ativo (% odp)

Figura XXI. Condi¢des no estagio X: 70 °C, pH 7 e dose enmm&00 mL/t.Targetcom carga
de CIQ de 2,2% como Glativo.

3,00- 2,20

Poupanca de CIG= 520

=36,4 %

80

Brancura 1ISO (%)

—@— Curva de Branqueamento
——— Target

74

—-A— Controlo

73 T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2

Carga ClO5, como Cl ativo (% odp)

Figura XXIl. Condi¢Bes no estagio X: 70 °C, pH 9 e dose enm&00 mL/t.Targetcom carga
de CIQ de 2,2% como Glativo.

2,80-2,20

Poupanca de CIG= 520

=27,3%
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81

80 -

79 4

78 4

77 A

76 A

Brancura 1ISO (%)

75 4

—@— Curva de Branqueamento
——- Target

74 A

—A— Controlo

73 T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2
Carga CIO5, como Cl» ativo (% odp)

Figura XXIIl. Condi¢des no estagio X: 75 °C, pH 8,5 e dose éititin 1530 mL/tTargetcom
carga de Cl@de 2,2% como Glativo.
3,00- 2,20

Poupanca de CIG= —>20 =36,4 %

81

Brancura 1ISO (%)

—@— Curva de branqueamento
——— Target

74

—-A— Controlo

73 T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2

Carga ClO5, como Cl ativo (% odp)

Figura XXIV. Condi¢Bes no estagio X: 75 °C, pH 8,5 e dose &itiiian900 mL/tTargetcom carga
de CIQ de 2,2% como Glativo.

3,00- 2,20
Poupanca de CIG= ~>20 =36,4%
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79

Brancura 1ISO (%)

—e— Curva de Branqueamento
74 ——- Target
—a— Controlo
73 T T T T T
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2

Carga ClO5, como Cl ativo (% odp)

Figura XXV. Condi¢des no estagio X: 75 °C, pH 9 e dose enmm800 mL/t.Targetcom carga
de CIQ de 2,2% como Glativo.

2,87-2,20

Poupanca de CIG= >0 =30,5%

Pasta 5:

Na Figura XXVI usou-se uma carga de 1,8 % de>C&omo C} ativo no ensaio com
enzima Target— linha horizontal a tracejado).

90

Brancura ISO (%)

86 - —&— Curva de Branqueamento
——— Target
—-A— Controlo

85 T T T

1,8 2,0 2,2 2,4 2,6
Carga CIO5, como Cls ativo (% odp)
Figura XXVI. Condi¢Bes no estagio X: 85 °C, pH 9 e dose enzm800 mL/t.Targetcom carga
de CIQ de 1,8% como Glativo.
1,98 -1,80

Poupanca de CKO= 520

=10,0 %
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