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Resumo

Resumo
O presente estudo teve como principais objetivos analisar o desempenho de uma

xilanase, a xilanase X, no tratamento enzimético de pastas kraft de E. globulus pré-
deslenhificadas com oxigénio (pasta O), recolhidas numa unidade industrial portuguesa, e
avaliar a poupanca de reagentes quimicos usados no branqueamento (dioxido de cloro —
ClO>), o ganho de brancura e a estabilidade da brancura.

Para tal, foram realizados varios ensaios com a xilanase X em diferentes condicGes de
operacdo (pH 8; 9; 9,5 e 10) e dose enzimética (0,067; 0,134 e 0,2 kg/t odp). A temperatura e
0 tempo do estagio enzimatico mantiveram-se constantes e foram de 88°C e 60 min,
respetivamente. Para todas as condicGes testadas foi realizado pelo menos um ensaio de
controlo, ou seja, ensaio realizado nas mesmas condi¢es do tratamento enzimatico mas sem
adicéo de enzima.

Na pasta O foram aplicados estagios X (tratamento enzimatico), D (dioxido de cloro) e
E (extracdo alcalina) obtendo-se, desta forma, as seguintes sequéncias de branqueamento:
OXDE e ODE. As pastas OXDE e ODE foram comparadas de modo a avaliar a influéncia do
tratamento enzimatico na poupanca de dioxido de cloro nos estagios posteriores, bem como
na brancura e sua estabilidade.

Os filtrados resultantes do tratamento enzimatico (sequéncia de branqueamento OX)
foram analisados por espectroscopia UV, a 205 nm, e por HPLC de modo a ter percecdo da
remocdo da lenhina residual e de monossacarideos. O indice kappa, a viscosidade, a brancura
ISO, a reversdo de brancura, o teor de lenhina soltvel e insolavel (Klason), de &cidos
hexenurdnicos, e de pentosanas também foram determinados nas pastas obtidas.

Através da analise dos resultados, foi possivel concluir que a xilanase X desempenha
melhor as suas fungdes a pH 8, sendo possivel obter 29 pontos no ganho de brancura ISO com
a carga de enzima mais baixa (0,067 kg/t odp). Com o PC number foi possivel obter uma
diminuicdo de 0,4 pontos para a maior carga de enzima (0,2 kg/t odp) e pH 8, o que indica
que nestas condicdes a pasta apresenta uma maior estabilidade de brancura I1SO.

Com o tratamento enzimatico, ocorreu alguma diminuicdo no indice kappa, tornando-
se este efeito tanto maior quanto maior for a atividade da enzima. Foi possivel confirmar,

através da analise por HPLC, que a xilanase atua através da hidrélise das xilanas presentes na
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pasta libertando xilose, galactose e alguns xilo-oligossacarideos, 0 que contribui para uma
perda de rendimento. Quanto mais elevado for o pH utilizado no ensaio, menor é a perda de
rendimento associada, variando entre ~0% para pH 10 e 3% para pH 8, sendo possivel obter
uma poupanca de dioxido de cloro de 15 a 60% para esta gama de pH.

As condicOes de tratamento enzimatico a pH 9 sdo aquelas que permitem um melhor
balango entre os efeitos positivos e negativos da acdo da xilanase X: poupanca de ClO> de
~20%, ganho de brancura ISO de ~28%, com perda de rendimento de ~1%, para uma carga

enzimatica de 0,067 kg/t odp.

Palavras-chave: Branqueamento, tratamento enzimatico, xilanase, diéxido de cloro,

sequéncia OXDE
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Abstract

Abstract

The aim of this study was to evaluate the performance of a xylanase, xylanase X, in the
enzimatic treatment of an oxygen pre-delignified E. globulus kraft pulp (pulp O), collected in
a Portuguese mill. Possible savings in bleaching reagents (chlorine dioxide — CIO,), the
brightness gain and brightness stability were also studied.

Different operating conditions were studied: pH (8, 9, 9.5 and 10) and enzyme dosage (0.067,
0.134 and 0.2 kg/t odp). The temperature and the retention time were kept constant (88°C and
60 min, respectively). For all tested conditions at least one control test was performed, (at the
same conditions but without the addition of enzyme).

Different bleaching stages were applied in pulp O: X (enzymatic treatment), D (chlorine
dioxide) and E (alkaline extraction) resulting in OXDE and ODE bleaching sequences. OXDE
and ODE pulps were compared, in order to evaluate the effect of the enzymatic treatment on
chlorine dioxide savings in the following stages, as well as, the brightness and brightness
stability.

Filtrates from the enzymatic treatment (OX bleaching sequence) were analyzed by UV
spectrometry at 205 nm and by HPLC in order to perceive the removal of residual lignin and
monosaccharides. The obtained pulps were analyzed regarding the determination of kappa
number, viscosity, ISO brightness, PC number, soluble and insoluble lignin (Klason lignin),
hexenuronic acids, pentosans and the characterization of carbohydrates.

By analyzing the results, it was possible to concluded that the optimal pH for xylanase X is 8.
At pH 8 is possible to obtain a brightness gain of 29 points ISO with the lowest enzyme
dosage (0.067 kg/t odp ) and a decrease in PC number of 0.4 points for the highest enzyme
dosage (0.2kg/t odp), at pH 8, indicating that under these conditions the pulp has a higher 1ISO
brightness stability.

With the enzymatic treatment there was a decrease in the kappa number and this effect
increases with the increase of enzyme activity. It was verified by HPLC analysis that the
xylanase acts by hydrolyzing the xylans present in the pulp, releasing xylose, galactose and

some Xxylo-olygosaccharides, which contribute for yield loss.
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The higher the pH used in the assay, the lower the loss associated with yield, ranging from
~0% at pH 10 to 3% at pH 8, being possible to obtain a chlorine dioxide savings from 15 to
60% for this pH range.

The enzyme treatment conditions at pH 9 are those that allow a better balance between the
positive and negative effects of the xylanase X action: CIO> savings of ~20%, 1SO brightness
gain of ~28%, yield loss of ~1% for an enzyme load of 0.067 kg/t odp.

Keywords: Bleaching, enzyme treatment, xylanase, chlorine dioxide, OXDE

sequence.
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Nomenclatura

NOMENCLATURA

AD —air dry (“seca ao ar”)

AOX — Adsorbable organic halogens (compostos organo-halogenados adsorviveis)
C — Estagio com cloro

CED - Solucéo de cupri-etilenodiamina

D — Estagio de branqueamento com didxido de cloro

E — Estagio de extracdo alcalina

ECF — Elemental Chlorine Free (Livre de cloro elementar)
GlcpA — Acido glucurénico

GC — Cromatografia Gasosa

HexA — Acido hexenurénico

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta pressédo

ISO — International Organization for Standardization

IK — Indice kappa

k — Coeficiente de absor¢édo

LCC - Lignin-carbohydrate complex (Complexo lenhina-carbohidratos)
Me — Grupos metilo

odp — oven dry pulp (pasta absolutamente seca)

P- Estagio de branqueamento com perédxido de hidrogénio
PC number — Post Color Number

R..- Refletancia

s — Coeficiente de disperséo

T — Temperatura (°C)

t— Tempo

TCF — Totally Chlorine Free

X — Estagio com enzima

Xylp — xilose

A — Comprimento de onda (nm)
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

1.1. Ambito e Motivacio

A industria papeleira € um segmento de extrema importancia para o pais, a qual,
apesar dos tempos dificeis consegue manter-se firme no mercado, sendo Portugal o 3° maior
produtor europeu de pasta branqueada de eucalipto BEKP (Bleached Eucalyptus Kraft Pulp) e
0 2° produtor europeu de papel fino ndo revestido (UWF) (Celpa, 2013).

A matéria-prima de eleicdo em Portugal é a madeira do Eucalyptus globulus,
considerada por especialistas mundiais como a arvore que alberga a fibra ideal para a
producdo de papéis de impressdo e escrita (UWF). Esta espécie encontra-se em 34,5% do
territorio nacional (Celpa, 2013). E constituida por fibras curtas que se caracterizam por uma
excelente rigidez, formando folhas de grande suavidade, elevado indice de mao, grande
estabilidade dimensional e fortes resisténcias em himido (Portucel Soporcel).

A producdo de papel envolve varias etapas processuais, sendo o branqueamento da
pasta uma das mais dispendiosas e com maior grau de complexidade, e cujo seu principal
objetivo € aumentar a brancura da pasta. Esta etapa deve promover a remocdo da lenhina
residual que ainda se encontra nas fibras apds a etapa de cozimento, sem degradacdo dos
polissacarideos, e aumentar a estabilidade da brancura através da eliminacdo dos compostos
cromoforos e/ou potencialmente cromoéforos. O branqueamento € um processo que envolve
varios estagios e diferentes reagentes quimicos, mais seletivos do que os usados na etapa
anterior (cozimento) (Suess, 2010).

O branqueamento passou por um desenvolvimento significativo nos altimos dois
séculos. O primeiro consistiu em aplicar apenas um produto quimico para branqueamento de
pastas, 0 hipoclorito. Seguindo-se a utilizagdo de diferentes produtos quimicos em larga
escala, surgindo assim o0s processos multi-estagios. A preocupagao com 0 seu impacto sobre o
meio ambiente levou a criacdo de dois tipos de processos: o branqueamento ECF (Elemental
Chlorine Free), que é livre de cloro elementar, e o branqueamento TCF (Totally Chlorine
Free) que é totalmente livre de cloro. O branqueamento ECF tem sido o mais utilizado nos
ultimos anos. Este tem como principal reagente o dioxido de cloro, que € caracterizado por
uma elevada seletividade para a oxidacdo de estruturas cromoforas, sendo por isso um

excelente agente de branqueamento e de deslenhificagdo (Suess, 2010).
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O desenvolvimento do processo de branqueamento encontra-se atualmente num estado
de maturidade, ndo havendo renovacdo prevista nos reagentes de branqueamento. Contudo, a
utilizacdo de tratamentos enzimaticos, no pré-branqueamento, nomeadamente com Xxilanases,
tem sido bastante estudada com o objetivo de diminuir a utilizacdo de didxido de cloro no
primeiro estdgio de branqueamento, gerando-se menores quantidades de compostos
organoclorados nos efluentes e, consequentemente, reduzindo o impacto ambiental (Ko et al.,
2009; Suess, 2010). Por sua vez, a utilizacdo da xilanases como pds-branqueamento promove
uma maior estabilidade da brancura.
De facto, tem sido comprovado que com a utilizacdo de xilanases num pré-branqueamento em
pastas de folhosas, é possivel obter poupancas de dioxido de cloro cerca de 20 a 25%,
enquanto que em pastas de resinosas € possivel poupar cerca de 15% (Shatalov et al., 2006;
Tolan et al., 1997). No entanto, as condicGes de pH e temperatura em que geralmente se
encontram as pastas industriais (pH 8,5 a 10,5 e 60 a 90 °C) ndo sdo compativeis com as
condi¢bes Optimas de atividade enzimatica (segundo Bajpai, 1999, essas condices sao:
temperatura entre 35 e 60°C e uma gama de pH entre 6 e 9, caso a xilanase seja de origem
bacteriana ou entre 4 e 6, caso a xilanase seja de origem fungica). Num trabalho recente
(Pinheiro, 2014), os estudos preliminares com uma nova enzima desenvolvida pela empresa
Novozymes A/S (doravante designada por xilanase X) mostraram ser possivel utilizar
condicOes de pH alcalinas (até pH 9) e temperaturas até 85 °C. Esta foi a principal motivacao

para o presente trabalho.

1.2. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho é estudar o desempenho de uma nova xilanase
comercial (xilanase X), fornecida pela Novozymes A/S numa pasta kraft de Eucalipto pré-
deslenhificada com oxigénio (pasta O). Apo6s o tratamento enzimatico pretende-se aplicar 0s
estagios de didxido (Do) e de extracdo alcalina aditivada com peroxido de hidrogénio (Ep),
obtendo-se pastas com sequéncia de branqueamento OXDoEp, que por comparagcdo com
pastas ODoEp, (ou seja sem tratamento enzimatico), permitird avaliar o potencial de poupanca
de reagentes conseguido com a aplicacdo da xilanase X. Adicionalmente, pretende-se analisar
as pastas e os respetivos filtrados resultantes dos ensaios com xilanase para melhor
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compreender a atuacdo da enzima, nomeadamente no que respeita a alteracdo nos
polissacarideos e a libertacdo de lenhina.

Em geral, as pastas recebidas das unidades industriais s&o recolhidas em locais onde a
consisténcia é de ~30% e sdo posteriormente lavadas no laboratério com &gua destilada para
remover o carryover’ e manter a sua estabilidade, mesmo em ambiente refrigerado. Os
resultados apresentados e discutidos neste trabalho referem-se a ensaios laboratoriais usando
pasta lavada e adicionando agua destilada ou solucGes tampdo para manter a consisténcia de
10% durante o ensaio. Paralelamente, pretendeu-se efetuar ensaios usando pasta (ndo lavada)
e filtrados tal qual recebidos da unidade fabril, expondo deste modo a xilanase as condicdes
de carryover reais e assim avaliar o desempenho da mesma xilanase X sujeita a condicdes
mais hostis. Tais resultados ndo seréo apresentados no ambito desta dissertacao, para respeitar
o termo de confidencialidade acordado. Pelo mesmo motivo, ndo serdo apresentados o0s

ensaios realizados in situ na unidade fabril usando a mesma xilanase X.

1.3. Organizacao da dissertacao

A presente dissertacdo contempla seis capitulos. No capitulo primeiro, é feita uma
contextualizacdo do tema a tratar, bem como quais 0s objetivos pretendidos com 0 mesmo.

O segundo capitulo é referente a producdo de pastas kraft, onde se descreve
sucintamente os principais componentes da madeira, as principais etapas deste processo e as
principais reagdes que dele fazem parte, bem como as suas desvantagens para 0 processo que
se segue, 0 branqueamento.

O capitulo trés é todo ele referente ao branqueamento, um dos mais importantes e
dispendiosos processos para a obtencdo de pasta branca. Aqui séo referidos e evidenciados,
sucintamente, 0s principais reagentes de branqueamento, sendo analisados com algum detalhe
0s estagios de branqueamento realizados laboratorialmente para a realizacdo deste trabalho,

bem como é feita uma pequena abordagem ao tema reversdo da brancura.

! Carryover — Compostos residuais (reagentes e/ou produtos de degradacdo da lenhina) presentes na pasta pelo
facto da lavagem fabril ndo ser totalmente eficiente.
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O quarto capitulo é reservado para a descri¢cdo da metodologia experimental utilizada
na realizacio dos ensaios laboratoriais de branqueamento. E ainda abordada de uma forma
sucinta a metodologia utilizada na caracterizacao das pastas.

Os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos no capitulo cinco, sendo este
iniciado pela caracterizagcdo da pasta original utilizada nos ensaios. Nele se desvenda o
potencial de poupanca de reagentes que foi possivel obter através da utilizacdo da xilanase X,
bem como o ganho de brancura obtido. A caracterizacdo das pastas e a analise dos filtrados
obtidos é também apresentada e discutida de forma a entender melhor a atuacéo da xilanase
nas fibras de pasta.

O capitulo seis € reservado para as principais conclusdes advindas da realizacéo deste
trabalho, bem como séo sugeridos alguns estudos complementares.

E posteriormente apresentada a bibliografia de suporte ao presente trabalho e nos

anexos sdo detalhados os procedimentos experimentais, bem como os calculos realizados.
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2. PRODUCAO DE PASTAS KRAFT

Na presente dissertagdo sdo realizados diversos ensaios laboratoriais com pasta kraft
de Eucalyptus globulus, pelo que, neste capitulo, sera feita uma breve referéncia aos
principais componentes desta madeira, as principais etapas do processo de cozimento kraft e

as principais reacdes que nele ocorrem.

2.1. Quimica da madeira

A madeira € um material organico de origem bioldgica, higroscopico, resistente,
altamente organizado a nivel molecular e celular cuja composicdo quimica ndo pode ser
definida com exatiddo, uma vez que esta depende das condicdes de crescimento da arvore, do
tipo de madeira (normal, de reacdo, folhosa ou resinosa), das diferentes partes da arvore
(raizes, tronco, ramos e casca) e da sua idade (Fengel et al., 1989; Silva, 2010). A composi¢do
elementar da madeira, pode ser quantificada, em média, por 50% de carbono, 43% de
oxigénio, 6% hidrogénio e os restantes 1% de azoto e compostos inorganicos (Fengel et al.,
1989). A nivel molecular, esta é essencialmente constituida por substancias de baixo peso
molecular, como os extrativos (de origem organica) e as cinzas (matéria inorganica) e as
substancias macromoleculares, que na sua maioria sd8o a lenhina, a celulose e as
hemiceluloses. A Tabela 2.1 apresenta as diferentes percentagens dos constituintes das
diferentes madeiras (resinosas e folhosas) e da madeira de eucalipto portugués. Do ponto de
vista da estrutura quimica, apenas a celulose é semelhante em todas as madeiras (Fengel et al.,
1989). As substancias de baixo peso molecular sdo caracterizadas por serem de facil remocéo
através da utilizagdo de solventes de polaridade adequada, uma vez que se alojam no limen
das células e nos espacos vazios. Em contrapartida, para que as substancias macromoleculares
que constituem a parede celular de todas as madeiras possam ser removidas (nomeadamente a
lenhina) durante os processos de cozimento e branqueamento, é necessario alterar a sua

estrutura via quimica ou mecanica.
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Tabela 2-1. Composi¢do quimica genérica da madeira (em base seca) de resinosas, folhosas e

Eucalyptus globulus nacional. (adaptado de Carvalho, 1999;Fengel et al, 1989; Sjostrom, 1981).

Constituintes % (m/m) Resinosas Folhosas E.globulus
Celulose 33-42 38-51 47-58
Glucuronoxilanas - 20-30 12-24
Glucomananas - 2-3 1
Galactoglucomanana 14-20 - -
Arabinoglucoronoxilanas 7-11 - -
Lenhina 27-40 21-31 20-30
Extrataveis 2-5 1-5 1-3

2.1.1. Celulose

A celulose é o componente presente em mais abundancia na madeira, constituindo
cerca de 40 a 50 % da sua massa seca. E um homopolimero formado por unidades de anidro-
D-glucopiranose repetidas, ligadas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo f (1 => 4)

Figura 2.1 (Sjostrom, 1981). Pelo tipo de ligacdo estabelecido, a unidade estrutural
que se repete € a celobiose, um dissacarideo (Carvalho, 1999; Koch, 2006; Sjostrom, 1981).

O comportamento dos grupos hidroxilos nas extremidades da cadeia é diferente,
pertencendo um ao grupo terminal redutor, pois contém uma estrutura de hemiacetal ciclico,
sendo o outro um grupo terminal ndo redutor (Carvalho, 1999).

Os grupos hidroxilo existentes tém forte tendéncia para formar ligacGes por pontes de
hidrogénio intramoleculares e intermoleculares, que sdo responsaveis pela agregagdo das
moléculas lineares de celulose entre si. Esta associacdo da origem a microfibrilas que
possuem zonas onde as moléculas de celulose estdo preferencialmente ordenadas (zonas
cristalinas) e outras zonas mais desordenadas (zonas amorfas) (Baptista, 2006; Carvalho,
1999). A celulose apresenta assim um grau de cristalinidade elevado, numa gama de 60 a
75%, dependendo da sua origem. Quanto maior for a cristalinidade maior sera a densidade,
rigidez e resisténcia a tracdo das fibras e menor a reatividade quimica e a capacidade de

absorcéo de solvente (Carvalho, 1999; Fengel et al., 1989; Sjostrom, 1981).
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P Celobiose o
OH 1 CHZOH OH_ .} GH,OH
HO 1107 0 HO p 074 o}
04 0 | HO £od 0 H O~
CH,OH | OH 1 CH,OH J@w2n  OH
Grupo terminal ndo redutor Grupo terminal redutor

Figura 2.1. Estrutura da celulose (adaptado de Sjostrom, 1981).

2.1.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses constituem cerca de 20 a 30 % da massa seca da madeira (Sjostrom,
1981). Estas sdo polissacarideos ndo celulésicos, constituidos por varios tipos de unidades de
acucares, estando localizadas também na parede celular da biomassa vegetal. Estes
polissacarideos podem ser constituidos por diversas combinacdes de mondmeros: pentoses
(como D-xilose e L-arabinose), hexoses (como D-glucose, D-manose e D-galactose) e
pequenas quantidades de grupos acidicos (como acido 4-O-metil-D-glucurdnico e &cido D-
galacturénico) (Sjostrom, 1981).

As hemiceluloses, contrariamente a celulose sdo heteropolimeros ramificados de
natureza amorfa e de baixo grau de polimerizacdo (DP cerca de 200). Devido a sua estrutura
amorfa, estas tornam-se faceis de sofrer hidrélise por acidos ou enzimas. A sua estrutura
ramificada torna as hemiceluloses mais soluveis sendo mais suscetiveis a sofrer uma maior
degradacédo que a celulose durante as operacdes de cozimento e branqueamento (Kim, 2013;
Dean et al., 1997).

As hemiceluloses diferem na sua composicdo e estrutura dependendo da espécie de
madeira, dentro da mesma espécie, das condi¢bes de crescimento, com o tipo de células e com
0 posicionamento na parede celular (Dean et al., 1997; Sjostrom, 1981). Sdo designadas em
funcdo do mondmero presente em maior quantidade, sendo as mais comuns nas resinosas a
Galactoglucomanana e a Arabinoglucuronoxilana e nas folhosas a Glucuronoxilana e a
Glucomanana. Sendo a matéria-prima desta dissertacdo o Eucalyptus globulus, apenas serdo

detalhadas as hemiceluloses de folhosas.
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As glucomananas (Figura 2.2) sao polissacarideos lineares com poucas ramificacGes,
constituindo 2 a 5% da madeira de folhosas. Estas sdo compostas por unidades de § — D —
glucopiranose e de p — D — manopiranose unidas por ligacdes p (1—4). A razdo molar entre a

glucose e a manose varia entre 1:2 e 1:1, dependo da espécie de madeira (Sjostrom, 1981).

Figura 2.2. Estrutura de glucomananas de folhosas (adaptada de Laine, 2005) .

Mesmo havendo diferencas qualitativas e quantitativas entre as hemiceluloses de
madeiras de folhosas, o maior componente € a O-acetil-4-O-metilglucurono-p-D-xilana,
muitas vezes designada simplesmente por Glucuronoxilana. As hemiceluloses constituidas a
base de xilose, tanto nas madeiras de resinosas, como nas madeiras de folhosas sdo
vulgarmente denominadas por xilanas. Dependendo da espécie, encontra-se entre 15 a 30 %
de xilana nas madeiras de folhosas. A xilana é constituida por unidades de B-D-xilopiranosil
unidas por ligagdes B (1—4) e ramificadas por &cidos metilglucurénicos e grupos acetilo,
Figura 2.3. A xilana contém grupos acetilo nas posi¢es C-2 e C-3 da xilose (normalmente
sete por cada dez unidades de xilose), e como grupo substituinte unidades de acido 4-Ometil-
D-glucurénico associados a cadeia principal da xilana por ligagdes o (1—2) (hormalmente um

grupo por dez unidades de xilose) (Sjostrom, 1981).
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Figura 2.3. Estrutura da O-acetil-4-O-metilglucurono-p-D-xilana (adaptada de Carvalho,
1999).

No Eucalipto nacional a estrutura da glucuronoxilana apresenta algumas caracteristicas
diferenrenciadoras, Figura 2.4, tendo-se observado liga¢des adicionais de glucose e galactose

em alguns dos grupos de acido glucurénico (Evtuguin et al., 2003).

[B-D-Xylp]-(1-+4)- [ﬁ-?f*%}'lpl (1> 4)- [B-D-Xylply,-(1- 4)- [B I}X}’lv]: -(1> 4)- [B- I}X}'Lp]m (1-4) [&DXYb] (1-

Ac / 1\ / /1\ Ac/ Ac// 1
4-0-Me-o-D-GlcpA 4- O—Me—g. D-GlepA 4~O—Me—g—D—Gpr
1 1
Rhamnoarabinogalactan - a-p-Galp Glucan - p-Glep

—>4) [B qup]ﬁ -(1+ 4} [B- I}Xylphs (1-3)-[o-L-Rhap]-(1-2)-[o-D-Galp Al-(1-4)-[B-D-Xylp]
/ \ /

Ac

Figura 2.4. Férmula molecular resumida da glucuronoxilanas de E. globulus (adaptada de
Evtuguin et al., 2003).

2.1.3. Lenhina

A quantidade de lenhina presente na madeira é bastante variavel, estando
compreendida entre 20 a 40 %, dependendo do tipo de madeira (Fengel et al., 1989). A
lenhina é um polimero bastante complexo de estrutura amorfa e tridimensional, € hidrofébico
e constituido por unidades precursoras de fenilpropano. E a “cola” das fibras da madeira,
sendo o polimero capaz de manter as fibras unidas através de interacdes e ligacdes covalentes

com as hemiceluloses. A lenhina esta concentrada na lamela média mas é na parede celular
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onde existe maior quantidade. A sua remocao, ou quebra das suas ligaces durante o0 processo
de cozimento, permite que as fibras se separem, levando a sua individualizacdo. No entanto,
este processo € bastante dificultado pelo facto da lenhina ser um polimero insolivel em agua e
pouco reativo, exceto em condigdes quimicas extremas. Desta forma, o processo de cozimento
é mais facilitado quando o teor de lenhina é mais baixo (Biermann, 1996). As variacdes na
reatividade quimica da lenhina dependem néo s6 das ligagdes quimicas entre 0s mondmeros,
mas também da posicdo 3 e/ou 5 dos grupos metoxilo no anel aromatico — Figura 2.5. Assim,
designa-se por lenhina do tipo hidroxifenilo (H), guaiacilo (G) ou seringilo (S), conforme o
mondmero possua nenhum, um ou dois grupos metoxilo, respetivamente. A lenhina varia
consoante a espécie de madeira, sendo a madeira de resinosas constituida maioritariamente
por lenhina do tipo guaiacilo (G), enquanto que a lenhina das folhosas é constituida
maioritariamente por lenhina do tipo serigilo (S) e guaiacilo (G) em proporcdes variaveis (de
4:1a1:2) (Koch, 2006; Sjostrom, 1981).

¥ CH20H v CH20H v CH20H
I I I
B CHR 3 CHR [} CHR
I I I
o CHR, o CHR, o CHR,
1 1 1
6 2 6 2 6 2
A VAN RN X
H 4 H H 4 OCH; H3CO/ 4 \OCHj
OR OR, OR,
Lenhina tipo p-hidroxifenilo (H) Lenhina tipo guaiacilo (G) Lenhina tipo seringilo (S)

R = outra unidade de fenilpropano
Ri=OHou R
Rz = H (unidade fendlica) ou R (unidade nao-fendlica)

Figura 2.5. Representagdo dos diferentes tipos de lenhina (adaptado de Carvalho, 1999).

Os grupos funcionais principais sdo 0 metoxilo, hidroxilo fendlico, carbonilo e alcool
benzilico. A sua frequéncia pode variar de acordo com a localizagdo morfoldgica da lenhina,
contribuindo os grupos hidroxilo e metoxilo, nas folhosas, respetivamente para 10 e 20% do
seu peso molecular (Sjostrom, 1981).
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2.2. Etapas do processo de cozimento kraft

O processo de cozimento kraft ou ao sulfato, ficou conhecido em 1879 quando um
quimico alemdo, Dahl, decidiu utilizar sulfato de sddio para regenerar NaOH e constatou que,
na verdade se formou NaxS e a deslenhificagcdo ocorreu muito mais rapidamente obtendo-se
pastas mais resistentes — kraft significa forte em alemdo e sueco (Biermann, 1996). Este
processo de cozimento € responsavel pela producdo de mais de 75% da pasta de papel
produzida no mundo (Boucher et al., 2014). O processo ao sulfato é um método de producao
de pasta quimica que utiliza hidréxido de sodio e sulfato de sédio, a um pH superior a 12,
dissolver a maior parte da lenhina presente na madeira (Biermann, 1996; Carvalho, 1999).

Sucintamente, este processo inicia-se com a remoc¢do da casca dos toros de madeira e
destrocamento dos mesmos (reducdo a estilhas, aparas ou cavacos), para facilitar a penetracao
dos reagentes na madeira e uniformizar os fendmenos de transferéncia de calor e massa
(Biermann, 1996). De seguida ocorre a remocao do ar das aparas e sua saturacdo com vapor,
através de uma pré-vaporizacdo com vapor entre 100 e 105 °C, seguindo-se a impregnacao
das aparas no digestor com o licor branco (licor de cozimento) durante 20 a 45 minutos a uma
temperatura entre 115 e 120 °C. O cozimento propriamente dito ocorre a uma temperatura que
oscila entre 155 °C e 180 °C e a uma presséo elevada, entre 7 e 12 atmosferas. A reagédo de
deslenhificacdo tem inicio ainda na fase de aquecimento, a cerca de 140 °C, ndo sendo
conveniente usar temperaturas acima dos 180 °C pois seria excessiva a degradacdo do
material celulosico (Sixta et al., 2006). A duracdo do cozimento oscila entre 1 e 3 horas,
consoante o nivel de deslenhificagdo que se pretende atingir. Como a seletividade do processo
é baixa, a remocéo da lenhina é sempre acompanhada da perda de polissacarideos, ndo sendo
por isso til prolongar a operacdo em demasia (de um modo geral, remove-se cerca de 90% da
lenhina inicial, o que corresponde a um valor do indice kappa que varia de 14 a 20 no caso
das folhosas) (Biermann, 1996). O licor negro que se obtém ap0s o cozimento € removido por
extragdo seguindo para o ciclo de recuperagdo do licor e producdo de energia. A pasta é
lavada e crivada de modo a obter pasta “crua” pronta a seguir para o primeiro estagio de
branqueamento (Sixta et al., 2006). As vantagens que mais se destacam deste processo,
relativamente a outros, sdo (Biermann, 1996; Carvalho, 1999):

e acelevada resisténcia mecanica da pasta obtida;
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e atolerancia a presenca de casca na madeira;

e ¢é aplicAvel a diversos tipo de madeira, independentemente das suas
propriedades fisico-mecanicas;

e apresenta um menor tempo de cozimento quando comparado com outros
processos quimicos;

e permite a recuperacdo de todos os produtos quimicos envolvidos no cozimento.

As desvantagens que apresentam mais relevancia sdo (Biermann, 1996):

e maior dificuldade no branqueamento das pastas;
e menores rendimentos devido a perdas de hidratos de carbono, especialmente
nas resinosas;

e emissdes bastante odoriferas devido a presenca de enxofre.

As variaveis mais importantes durante o processo de cozimento kraft estdo

relacionadas com as condi¢des de cozimento do digestor, o tempo e temperatura, com a razao

liguido/madeira, a carga alcalina e indice de sulfureto, com a espécie de madeira, com a

dimenséo das aparas e a sua impregnacédo no digestor (Biermann, 1996; Carvalho, 1999). No

que respeita as reac6es de deslenhificacdo, o cozimento kraft apresenta trés etapas distintas —

inicial, principal e residual (Carvalho, 1999; Sixta et al., 2006; Sjostrom, 1981):

A fase inicial decorre durante o periodo de tempo em que a temperatura aumenta até
cerca de 140°C. Aqui existe uma grande perda de hidratos de carbono e cerca de 10 a
15 % de remoc&o de lenhina. Esta fase também é caracterizada pelo elevado consumo
de carga alcalina.

A cerca de 140°C da inicio a fase principal. Esta etapa € caracterizada pela elevada
remocéo de lenhina, sendo possivel remover cerca de 70 % da lenhina da madeira. E
aqui que a deslenhificacdo é mais seletiva e ocorre mais rapidamente. A alcalinidade
efetiva sofre uma pequena diminuicdo e sdo removidos também alguns
polissacarideos.

A fase residual, ou final como alguns Ihe chamam, tem inicio apos se ter atingido um
grau de deslenhificacio de cerca de 90%. E caracterizada por uma diminuicao rapida
da velocidade de deslenhificacdo, aumento do consumo de reagentes e pela remocéo

de polissacarideos, fazendo com que exista uma diminuicdo do rendimento e uma
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diminuicdo do peso molecular da celulose. Por isso, 0 processo de cozimento deve ser
interrompido antes de se dar inicio a fase residual.
E apresentada na Figura 2.6 as diferentes fases de deslenhificacdo acima descritas e

respetivas reacdes que ocorrem na madeira.

210 Inicial Principal Residual
Hem ice_luluuse +Formagio dos HexA * Re-
+ Desacetilagdo e + Reagdes de Pasling e precipitagio
180 = dissolucio Stopping *Formagdo de
+Reagdes de Pesling e * Hidrolize alcalina cromoforos
Stopping
¥ 1504
8 o
2 Celulose + Pzeling recundario e reagdes * Diminuigde dd
g 120 * Reagdes de de Stopping gran de. .
g Peeling polimerizagio
3
E g0 Lenhina / « Quebra das + Condensagio
a3 Quebras das ligagdes o-0-4 ligagdes p-04 *Formagdo de
5] 1 e p-0-4 das unidades . . of
g a0 ferlalcbli-:as » Remfn;ﬁo da maior quantidade de cromotaros
g lenhina
= « Reagdes de condensagio
a0 -
0

0 40 80 120 160 200 240
Tempo de cozimento em min

Figura 2.6. Esquema representativo das fases da deslenhificacdo e principais reagfes dos

principais componentes da madeira (adaptado de Sixta et al., 2006).

2.3. Reacdes indesejaveis dos polissacarideos

Durante o processo de cozimento, paralelamente as reagdes com a lenhina existem
reagOes indesejaveis do licor com os polissacarideos. A reatividade dos polissacarideos
depende da sua estrutura, nomeadamente, da sua morfologia, cristalinidade e grau de
polimerizagdo. No geral, as reagbes que ocorrem entre os polissacarideos sdo as seguintes
(Sixta et al., 2006):

e Hidrolise dos grupos acetilo das xilanas a uma temperatura superior a 70°C;
e Hidrdlise das ligacdes glicosidicas terminais (peeling) a uma temperatura superior a
80°C;
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e Hidrolise aleatdria das ligacBes glicosidicas ndo terminais a temperatura superior a
140 °C — fragmentacéo do polimero;

e Dissolucdo de hemiceluloses;

e Eliminacdo de metanol através de residuos de &cido 4-O-metilglucuronico e formacao
de acidos hexenuronicos;

e Readsorcdo das hemiceluloses na superficie das fibras;

e Estabilizacdo dos hidratos de carbono contra a oxidagéo;

e Formacao de compostos cromoforos.

O cozimento kraft provoca perdas substanciais de polissacarideos, podendo-se alcancar 20
% de perda da massa inicial da madeira (Carvalho, 1999). Estas perdas ocorrem
principalmente nas etapas de deslenhificagdo inicial, com a perda de parte das hemiceluloses,
e nas etapas de deslenhificacdo final, com a perda de alguma celulose (Baptista, 2006). Pelas
suas caracteristicas, as hemiceluloses sdo mais suscetiveis de sofrer um ataque alcalino que a
celulose, dissolvendo-se a maior parte destas a temperaturas entre 100 e 130°C. Ainda assim,
as xilanas séo as hemiceluloses mais resistentes. A degradacdo das hemiceluloses consome
hidroxido de sodio para a neutralizacdo dos acidos organicos formados. A celulose, embora
mais resistente, também acaba por sofrer dissolucédo na parte final do processo, removendo-se
cerca de 10 % da sua quantia inicial (Carvalho, 1999). As glucomananas sdo0 menos estaveis
que as xilanas, e por isso sdo praticamente todas degradadas, enquanto que cerca de metade
das xilanas originalmente presentes na madeira sdo preservadas, apesar da diminuicdo do grau
de polimerizagéo e perda de grupos laterais (Sixta et al., 2006; Sjostrom, 1981). Todas estas
degradacdes refletem-se na perda de rendimento processual e na reducdo do grau de
polimerizacéo, conduzindo a perda de qualidade da fibra (Baptista, 2006).

De todas estas reacdes, as que apresentam especial relevancia no processo de
branqueamento séo a formacgdo de acidos hexenuronicos, a readsor¢do das hemiceluloses na
superficie das fibras e a formacdo de cromdéforos, merecendo uma especial atengéo, e por isso

serdo detalhadas seguidamente.
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2.3.1. Formagcao de acidos hexenuronicos

As unidades de &cido 4-O-metilglucurénico, grupos laterais presentes ao longo da
cadeia das xilanas (Figura 2.3 e Figura 2.4), sdo facilmente removidas por hidrolise alcalina a
temperaturas elevadas, mas cerca de 25% a 40% da quantia inicial destes grupos permanecem
na xilana devido ao decréscimo da alcalinidade do licor no fim do cozimento (Pinto, 2005).
Uma fracdo destas unidades é convertida em &cidos hexenuronicos, atraves da eliminagdo de
metanol Figura 2.7. A presenca destes acidos favorece o consumo dos reagentes de
branqueamento, uma vez que estes possuem liga¢es duplas conjugadas que os tornam
bastante reativos com reagentes eletrofilicos de branqueamento, sendo também associados a
reversao de brancura (Sixta et al., 2006). Os &cidos hexenurénicos contribuem também para a
formacdo de acido oxalico originando problemas de fouling. A formacéo e estabilidade dos
acidos hexenuronicos é influenciada pelas condicGes de cozimento, principalmente pela
temperatura e carga alcalina, tendo-se verificado que no caso da madeira de E. globulus, a
quantidade de acidos hexenurénicos aumenta com o decorrer do cozimento (Carvalho, 1999;
Pinto, 2005) e ja perto do final do cozimento é que cerca de 60% dos acidos hexenurénicos
formados sdo degradados (Sixta et al., 2006). Estes acidos causam uma sobrevalorizacdo da
lenhina residual na pasta crua, usando a técnica da determinacdo do indice kappa (IK - indica
o valor do teor de lenhina residual), pois também reagem com o permanganato de potassio.

COCH COOH

O ou / O

+ CH.OH
oM B OH 3
H,CO
OH CH
Xilana Xilana
4 - O - Metilglucuronoxilana Hexenuronoxilana

Figura 2.7. Representacdo da formacdo de &cido hexenurdnico em meio alcalino a partir de

acido 4-O-metilglucuroénico (adaptado de Pinto, 2005).
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2.3.2. Readsorcédo das hemiceluloses na superficie das fibras

Na fase final do cozimento, uma parte da xilana dissolvida precipita na superficie das
fibras, aumentando a resisténcia a transferéncia de massa através da parede da fibra. Tal
ocorréncia deve-se a diminuicdo da alcalinidade do licor de cozimento e a clivagem parcial
dos grupos laterais das hemiceluloses, o que diminui o seu grau de ramificagdo (Pinto, 2005;
Sixta et al., 2006).A reprecipitacdo das xilanas tem efeitos positivos e negativos. Os positivos
advém da maior ligacédo interfibras, o que provoca uma melhoria nas propriedades mecanicas
e de refinacdo da pasta, bem como o aumento do rendimento. Porém, a readsorcdo de Xilanas
na superficie das fibras restringe a passagem de lenhina de alto peso molecular, formando
uma barreira fisica a sua extracdo pelos reagentes de branqueamento, o que faz aumentar o

consumo destes (Pinheiro, 2014).

2.4. Reacbes com a lenhina

No processo de cozimento kraft é necessario degradar e solubilizar a lenhina, para que
esta possa ser removida. Tal é conseguido através da fragmentacdo das suas macromoléculas
durante este processo. A lenhina, como referido anteriormente, tem uma estrutura bastante
complexa, tornando assim o processo de desfragmentacdo também complexo (Sixta et al.,
2006). Esta fragmentacdo ocorre pela quebra nas ligacGes éter e ligacGes carbono-carbono
Figura 2.8Figura 2.8. As reacdes que constituem a base da degradacao/dissolucao da lenhina
sdo (Sixta et al., 2006; Sjostrom, 1981):

e lonizacédo de grupos fenolicos;
e Clivagem das ligagdes éter a-arilica e f-O-4,

e Libertacdo dos grupos fendlicos livres.

As ligagdes éter a-O-4 e $-O-4 sdo as mais comuns na lenhina, constituindo cerca de
65% de todas as ligacOes (Sixta et al., 2006). As quebras das ligacGes séo causadas pelos ides
hidroxilo (OH-) e pelo i&o hidrossulfureto (HS-). Em meio alcalino, os grupos OH fendlicos
ionizam-se, potenciando a eliminagdo do substituinte na posi¢do o, ou em estruturas com
ligagdo dupla conjugadas com o anel do substituinte da posig¢ao y. As ligagdes do tipo éter a-
arilo sdo facilmente quebraveis em meio alcalino, enquanto as éter B-arilo necessitam de

outras do tipo carbono-carbono sdo estaveis nas mesmas condi¢Ges, sendo necessario
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condi¢cdes mais dréasticas e a presenca do ido HS- que atua como catalisador (Sixta et al.,
2006; Sjostrom, 1981). As ligacbes covalentes entre as hemiceluloses e a lenhina, que séo
encontradas na parede da fibra, tém a designacdo de complexos LCC, e sdo provenientes da
madeira nativa ou formadas no processo de cozimento. Estas ligacOes sdo de extrema
importancia para o processo de branqueamento, uma vez que estas consomem reagentes e
promovem a instabilidade da brancura.

A degradacdo da lenhina é acompanhada pela libertacdo de grupos fendlicos e reducéao
da massa molecular, fatores que aumentam a solubilidade dos fragmentos de lenhina no licor.
E bem conhecido o aumento do contetido de grupos fendlicos livres na lenhina, mantendo-se
superior na lenhina dissolvida em relacdo a lenhina residual na pasta em todas as etapas do
cozimento (Pinto, 2005).

C

om i i
c e
(l: MeQ, | / C— C
c c—0O C {‘: ‘ |
| l ¢ (‘; Q C C
c—o c [ oMe &
MeO [ o]
MeO OMe
OMe OH OH
OMe OMe
OH OH OMe oH )
e
a) » OH
c} d)

Figura 2.8. Representacdo das ligacOes éter e ligagcBes carbono-carbono que ocorrem na
lenhina. Em que a) é a ligagdo a-O-4; b) ¢ a ligagdo B-O-4; ¢) ¢é a ligacao B-5’; d) ¢ a ligacdo -1’ e ¢)
¢ a ligagdo PB- B (adaptada de Esteves, 2013).

2.5. Origem dos Compostos Cromaforos

Os compostos cromoforos, tal como o0 nome indica, sdo responsaveis pela cor da pasta
e absorvem a luz na regido ultravioleta ou visivel do espectro (Dyer, 2004; Sixta et al., 2006).
A cor da madeira é influenciada por diversos fatores, como a espécie, a idade e 0s processos
quimicos e mecanicos a que € sujeita. Os seus principais constituintes sdo potenciais
contribuintes para a cor, nomeadamente a lenhina (Carreira, 2009).

Apés a etapa de cozimento, as pastas ndo branqueadas (ou pastas cruas) apresentam
uma cor castanha escura. Tal facto deve-se, por um lado, & presenga de compostos de ferro,

casca de madeira, extrataveis, incozidos e outras sujidades provenientes da madeira e de
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fontes externas. Além disso, as pastas kraft de folhosas contém ainda 1,5 a 4 % de lenhina,
contribuindo para a cor caracteristica das pastas ndo branqueadas (Sixta et al., 2006). Os
grupos cromoforos presentes na lenhina absorvem a luz de comprimentos de onda especificos
para dar estados eletronicos excitados. Estes podem perder a sua energia por meio de reacao
quimica, por processos térmicos, ou podem emitir luz por meio de fluorescéncia ou
fosforescéncia (Dyer, 2004).

Embora as estruturas exatas dos cromoforos ndo sejam todas conhecidas, sabe-se que
existe uma grande diversidade destes grupos, sendo que a distin¢do entre eles se baseia no
tipo de grupos funcionais conjugados (ligagdes duplas, essencialmente), como se pode ver na

Figura 2.9,onde sdo apresentados alguns cromoforos.

(|3HO
ﬁH
HO (@)
0 CH \F L
X
L O L OMe 0”7 “OH

(0] .

O c) Tipo estilbeno

d) Tipo acido mucénico

T i 3 :
%) Tyo quivea b) Ligagdes duplas conjugadas

com grupo aldeido

Figura 2.9. Representacdo de alguns cromoforos (adaptado de Dyer, 2004).

A lenhina é uma macromolécula dificil de estudar devido a sua estrutura complexa e
ao imenso numero de possiveis locais de reacdo. Em geral, existem varias configuracfes de
lenhina responsaveis pela absor¢édo de luz, tais como as ligagdes duplas conjugadas com anéis
aromaticos, a oxidacgdo pelo ar dos catecois, os estilbenos, as quinonas, as metileno quinonas,
radicais livres, e complexos de metais de transicdo com estruturas de catecol, todas elas
formadas ao longo do cozimento (Dyer, 2004).

Em comparacdo com outros metodos de producdo de pasta, a lenhina residual em pasta
kraft ndo branqueada tem sempre um coeficiente de absorcdo especifica mais elevado - isto &,
a pasta apresenta uma cor mais escura. A razdo para isto pode ser visto na formacdo de
compostos insaturados e altamente conjugados. O potencial de oxidacdo de fendis €

substancialmente reduzido sob condi¢fes alcalinas; dai a formacdo de quinonas e estruturas
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condensadas mais elevadas a partir de unidades de lenhina fendlicas, favorecidas na presenca

de oxigénio ou ar, de acordo com o Figura 2.10.

,lf"ttxz_l HO | = Oix. | =

o R /L‘
r CoH T OH o
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Figura 2.10. Formacao de cromoforos a partir de subestruturas de lenhina fendlica (adaptado
de Sixta et al., 2006).

A formagdo de tais estruturas - em conjunto com a alteracdo dentro da prépria lenhina
residual - sdo uma razéo para a diminuigédo da capacidade de branqueamento de pastas kraft.
Os cromoforos podem ser isolados e analisados apds hidrélise com complexos de BFs-acido
acetico (Sixta et al., 2006).

A quantidade e tipo de materiais absorventes de luz, ou cromdforos, como
normalmente sdo designados, pode ser caracterizada pelo coeficiente de absorcédo de luz, em
diferentes comprimentos de onda. Relativamente a celulose e a hemicelulose, tem sido
demonstrado que tém uma absorcao relativamente baixa, tanto na regido visivel do espectro,
como na regido ultravioleta do espectro. A lenhina, por outro lado, tem uma absorc¢éo
classificada como sendo baixa na regido de comprimento de onda visivel, mas aumenta
rapidamente com a diminuig¢&o do comprimento de onda nas regides ultravioleta (Dyer, 2004).
Dos testes ja realizados em pastas kraft, é possivel verificar pela literatura existente que
quanto maior for a remocgdo de cromoforos, melhor € a estabilidade e brancura da pasta
resultante (Sixta et al., 2006).
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3. BRANQUEAMENTO

O branqueamento das pastas lenhocelulosicas é o tratamento quimico que faz
aumentar a brancura e brilho das pastas. Esta € uma etapa bastante dispendiosa e importante,
principalmente se a pasta tiver como destino final o papel de impressao e escrita (Biermann,
1996). A brancura, segundo a International Organisation for Standardisation (ISO), é
definida como a refletancia, quando se faz incidir um feixe de luz azul monocromaético, para
um comprimento de onda de 457 nm (Sixta et al., 2006). Como ja foi referido, as pastas nao
branqueadas apresentam uma cor bastante acentuada e escura, especialmente as pastas kraft.
A continuacdo do cozimento para remover 0s principais agentes corados, que ndo 0s
polissacarideos, conduz a uma inevitavel diminuicdo significativa da celulose, devido a sua
degradacdo. Portanto, serd necessario recorrer a outros reagentes e/ou processos, com maior
seletividade para remover os grupos responsaveis pela cor da “pasta crua” (Sixta et al, 2006).
A branqueabilidade de uma pasta ¢é a aptidao da pasta para atingir um valor estabelecido de
brancura sendo traduzida pela quantidade de reagente consumido (Pinto, 2005).

Nos primordios da tecnologia de branqueamento, era utilizado um sé estagio com
hipoclorito, mas a evolugdo foi no sentido do uso de varios estagios de branqueamento, com
diferentes reagentes (Sixta et al., 2006; Suess, 2010). A substituicdo completa de cloro por
dioxido de cloro (branqueamento ECF) foi o passo chave na reducdo dos niveis de
organoclorados em efluentes de fabricas de pasta, tornando-se esta a tecnologia dominante
neste ramo industrial (Sixta et al., 2006). A utilizacdo de agentes de branqueamento tais como
0 0Xxigénio, 0 0zono e o peroxido de hidrogénio, sem recurso a nenhum reagente derivado do
cloro, levou ao desenvolvimento do denominado branqueamento TCF (Sixta et al., 2006). A

Tabela 3-1 apresenta uma listagem dos agentes de branqueamento tipicamente utilizados.
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Tabela 3-1. Principais agentes de branqueamento e reatividade para com a lenhina e
polissacarideos (adaptada de Bajpai, 2012; Sixta et al., 2006; Suess, 2010).

Designacdo do estagio de

Caracteristicas do estagio de branqueamento

brangueamento
c Estagio com Cloro, com reagdo electrofilica que ocorre nas estruturas
oleofinicas, aromaticas e nos HexA, a pH &cido.
Estagio com Didxido de Cloro, com reacéo eletrofilica, a pH inferior a 5,
D com ocorréncia da reacdo nos grupos fendlicos livres, nas ligagdes
duplas e nos HexA.
Estagio alcalino com Hipoclorito, com reacGes nucleofilicas que ocorrem
: nos grupos carbonilo e nas ligagdes duplas conjugadas.
Estagio alcalino com Peroxido de Hidrogénio, com reagdes nucleofilicas
i que ocorrem nos grupos carbonilo e nas ligagdes duplas conjugadas.
Estagio alcalino com oxigénio para a oxidagdo de lenhina, através de
@) reacdes nucleofilicas que ocorrem nos grupos fendlicos livres e nas
ligacGes duplas.
Deslenhificagdo com 0zono gasoso, a pH acido, com reacdes eletrofilicas
£ que ocorrem nas estruturas oleofinicas, aromaticas e nos HexA.
Tratamento com enzima (xilanases ou outras) com aptiddo para melhorar
X a acessibilidade a lenhina por eliminacéo de carbohidratos precipitados.
. Extracdo alcalina, através da utilizacdo de NaOH para solubilizagdo da

lenhina, a pH entre 9,5 e 11.

Este branqueamento sequencial é normalmente designado através das letras

apresentadas na Tabela 3.1, por exemplo ODED. E possivel enriquecer uma sequéncia com a

adicdo de outro reagente, por exemplo um estagio Ep, significa uma extracdo alcalina

reforgada com peroxido de hidrogénio, pelo que, a sequéncia anterior tera agora a designacéao

ODE®rD (Suess, 2010).

3.1. Tratamento Enzimatico

As enzimas, pela sua crescente facilidade de aquisicdo e pelas suas caracteristicas

especificas tornaram-se num precioso auxiliar do branqueamento, contribuindo também para a

reducdo do consumo de reagentes. Os beneficios da sua utilizagdo dependem do tipo de
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sequéncia de branqueamento utilizada e dos objetivos a atingir no final (brilho, brancura, etc)
(Bajpai, 2005; Bajpai 2012).

As enzimas sdo biocatalisadores extremamente eficientes e altamente especificos para
0 tipo de reacdo que catalisam, o que as torna ferramentas exclusivas para modificar
componentes especificos presentes nas fibras, sendo eficientes mesmo em pequenas doses
(Ko et al., 2009; Viikari et al., 2002). As enzimas sdo denominadas pelo sufixo —ase,
acrescentado ao nome do substrato que descreve a sua atividade (Esteves, 2013). Na Tabela
3.2 sdo apresentadas as principais aplicacfes de enzimas no sector da pasta e papel, bem como

as suas funcoes.

Tabela 3-2. Classificagdo e aplicacdo de enzimas em diversos processos na industria papeleira
(adaptado de Novozymes A/S, 2010; Pinheiro, 2014; Skals et al., 2008).

Classe Enzima Processo Funcdo
) Modificagéo da Aumento da resisténcia
Oxidorredutases Lacase . ] .
superficie das fibras mecénica do papel
(Reacdes de __
o 3 Aumento de vida atil dos
oxidacao- Remocéo de ] ) )
. Catalase ] equipamentos, impedindo a
reducéo) peroxido ;
COrrosao.
Poupanga de quimicos de
Remocéo de amido destintagem e aumento da
eficiéncia
Amilase Preparacdo de amido para
Preparacéo de revestimento por
amido modificagdo da estrutura do
Hidrolases amido
(Reacbes de Modificacdo da Aumento da resisténcia
hidrolise) superficie das fibras mecanica do papel.
Poupanca de energia pela
Refinacdo de PTM*  suavizacdo da superficie das
Celulase )
fibras.
Poupanca de energia na
Drenagem drenagem pela melhoria da

estrutura das fibrilas.
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Poupanca de quimicos de
Celulase e ] destintagem convencionais

) Destintagem o
Hemicelulase pela hidrolise da celulose e

libertac&o da tinta

Diminuicéo dos tempos de

aragem e poupanga de
) Controlo de Pitch** pareg potpans
Lipase agentes
em PTM* . o
de limpeza por hidrolise do

pitch.

Poupanca de reagentes

guimicos através da

Xilanase Bleach Boosting 3 .
degradacgdo das xilanas e
melhor extrag&o da lenhina.
Poupanga de quimicos e
Controlo de energia durante os tempos de
Esterase o .
Stickies*** paragem pela hidrélise de
PVACc (Poliacetato de vinilo).
Poupanca de energia na
Hemicelulase Drenagem drenagem pela melhoria da
estrutura das fibrilas.
Reducéo do consumo de
biocidas pela degradacéo de
Protease Controlo de lamas

bactérias ligadas a superficie

das fibras.

*PTM - Pastas Termomecanicas; **Pitch — material resinoso que forma aglomerados causando
problemas nos equipamentos e diminuindo a qualidade do papel; ***Stickies — material proveniente de
adesivos, revestimentos ou ligantes que contém grandes quantidades de PVAc que se deposita nos

equipamentos.

A poupanca de reagentes quimicos é um dos fatores mais aliciantes para o recurso a
enzimas, nomeadamente a xilanases, por parte das industrias papeleiras (Bajpai, 2012). A
nivel industrial foram utilizadas primeira vez em 1994 num pré-branqueamento de pasta kraft
e desde entdo o processo de crescimento foi tal que ja esta implementado a escala comercial.

A grande vantagem da utilizacdo da xilanase é a reducdo da utilizacdo de diéxido de cloro na
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primeira etapa de branqueamento, diminuindo a formag&o de compostos organoclorados (Ko
et al., 2009).

As xilanases sdo as enzimas que catalisam a hidrolise da xilana (Valenzuela et al.,
2013). Esta hidrdlise é bastante complexa, sendo necessarias diferentes enzimas que atuam
sinergicamente. Estas enzimas séo as endoxilanases (endo-p-1,4-xilanase, EC 3.2.1.8), as f3-
xilosidase (xilana 1,4-B-xilosidase, EC 3.2.1.37), as a-glucuronidase (a-glucosiduronase,
EC3.2.1.139), as a-arabinofuranosidase (o-L-arabinofuranosidase, EC3.2.1.55), e a
acetilxilana esterase (EC 3.1.1.72) (Ahmed et al., 2009). As endoxilanases catalisam a
hidrélise do esqueleto de xilana para produzir xilo-oligossacaridos, 0os quais por sua vez
podem ser convertidos em xilose pela intervencdo de B-xilosidase, tal como se pode ver na
Figura 3.1, tornando-se estas duas xilanases as principais responsaveis pela hidrolise da xilana
(Ahmed et al., 2009).

—0
N H

Endoxilanases /
]

\
\ @D\I & OH
=% &

p-zilosidase

Figura 3.1. Estrutura da molécula de xilana e agdo das principais xilanases (adaptado de
Gomes et al., 2006).

Os primeiros tratamentos com xilanase foram realizados a um pH levemente acido e as
pastas resultantes eram de dificil refinagdo. Os esforgos feitos para colmatar este problema
resultaram numa nova geracdo de enzimas que operam em condi¢des proximas as existentes
na pasta crua, ou seja, enzimas que se mantém ativas a altas temperaturas, com alta

estabilidade e atividade em pH alcalino. E ainda necessario que o preparado enzimatico no
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contenha celulases (para evitar o ataque as cadeias de celulose e consequentemente a
diminuicdo da viscosidade e a perda de rendimento), tenha xilanases muito ativas (para
reduzir o custo), tenha baixo peso molecular (para facilitar a sua difuséo nas fibras) e tempos
de retencdo pequenos (Gomes et al., 2006; Torres et al., 1999).

Foram realizados diversos estudos sobre o papel das xilanases no branqueamento de
pasta, podendo existir um ou mais mecanismos de atuacdo como 0s que se descrevem a seguir
(Roncero et al., 1999). A xilanase ndo ataca diretamente os croméforos presentes na lenhina,
embora o indice kappa (proporcional ao teor de lenhina residual) diminua apds este
tratamento, 0 que indica que a xilanase contribui para a deslenhificacdo da pasta (Eriksson,
1997). Por outro lado, e uma vez que as Xilanas se encontram em menor quantidade e tém um
peso molecular inferior ao da celulose, observa-se, em geral, um aumento da viscosidade de
solugdes de pasta, apds a agdo hidrolitica da xilanase (Eriksson, 1997). A hidrolise seletiva da
xilana re-precipitada na superficie das fibras leva a uma melhor permeabilidade da fibra,
aumentando assim a acessibilidade dos reagentes de branqueamento a lenhina e facilitando a
remocao de produtos de degradacdo de lenhina. Em paralelo, reforca a extratabilidade dos
LCC o que facilita a deslehnificacdo da pasta durante as etapas de branqueamento quimico
subsequentes. Concomitantemente, a hidrdlise (limitada) da xilana no interior da fibra leva a
solubilizacdo dos produtos de hidrolise que podem conter lenhina ou croméforos derivados de
hidratos de carbono (tais como os &cidos hexenurdnicos das pastas produzidas por via
alcalina). Toda esta forma de atuagédo faz impulsionar o branqueamento, aumentando o efeito
dos subsequentes agentes quimicos de branqueamento e a branqueabilidade das pastas (Ko et
al., 2009; Shatalov et al., 2006; Shatalov et al., 2007).

E estabelecido na literatura que quanto maior for o teor de xilana na pasta, maior sera
0 beneficio da utilizacdo de xilanases no branqueamento. A xilanase € considerada mais
eficaz em fibras curtas que em fibras longas, uma vez que as folhosas apresentam maior teor
de xilana que as resinosas, sendo portanto, maior a poupanca de reagentes de branqueamento
(Eriksson, 1997). Para o mesmo tipo de madeira, o teor de xilana na pasta kraft depende
fortemente da alcalinidade efetiva. Quanto mais baixa for a alcalinidade, maior é o teor de
xilana e mais benéfica se torna a utilizacdo de xilanases. Essa eficacia pode ser até 3 vezes
maior, do que usando elevada carga alcalina efetiva no cozimento (19 - 22 %) pois grande

parte da xilana é solubilizada nestas condicdes (Eriksson, 1997).
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Os efeitos da enzima podem variar dependendo do local da sequéncia onde é aplicada.
Vérios estudos realizados comprovam que a xilanase, quando aplicada depois da
deslenhificacdo com oxigénio, é bastante eficaz em processos de branqueamento ECF,
podendo-se obter poupancas entre 20 a 25% de dioxido de cloro em pastas de folhosas,
enquanto que em pastas de resinosas é possivel poupar cerca de 15%. Existem também relatos
de que h& aumento da resisténcia ao rasgamento (Roncero et al., 1999; Shatalov et al., 2006;
Tolan et al., 1996). Tal pode ser explicado porque a deslenhificacdo com oxigénio permite
gue o cozimento se efetue com uma alcalinidade efetiva mais baixa e que este processo seja
parado para valores de indice kappa mais elevados (Eriksson, 1997). Nos processos TCF, a
combinacdo da xilanase com produtos de branqueamento a base de oxigénio, hidrogénio e
ozono, podem melhorar substancialmente a capacidade de branqueamento das pastas,
aumentando desta forma o nivel maximo de brancura final (Shatalov et al., 2006).

Este tratamento também pode ser aplicado no final da sequéncia de branqueamento,
tendo a designacdo de pds-branqueamento. Neste caso, o principal objetivo é promover uma
maior estabilidade da brancura, nomeadamente através da remocédo dos acidos hexenurénicos
(Esteves, 2013; Pinheiro, 2014).

No presente trabalho serd estudado o efeito da xilanase apds um estagio de

deslenhificacdo com oxigénio.

3.2. Diéxido de Cloro

O didxido de cloro é um agente de branqueamento de extrema importancia, devido a
sua elevada seletividade para a oxidacao de estruturas cromoforas, fazendo com que este seja
0 reagente de primeira escolha tanto para deslenhificacdo como para branqueamentos ECF
(Sixta et al., 2006; Suess, 2010). Como um agente de branqueamento, o didxido de cloro tem
um numero de propriedades muito atraente. E um composto bastante seletivo, sendo a sua
reacdo predominante com a lenhina e ndo com os polissacarideos. O dioxido de cloro é
também capaz de oxidar os extrataveis que resistiram ao cozimento. Os produtos da reacdo
compreendem uma mistura de produtos de oxidacdo que contém grupos hidroxilo, carboxilo
ou carbonilo que sdo mais hidrofilicos do que os compostos originais e, sdo facilmente
removidos em posteriores lavagens ou em extracdes alcalinas (Gierer, 1986). O dioxido de
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cloro reage com os acidos hexenuronicos de modo a formar dicarboxilicos clorados e nédo

clorados, tal como se pode observar na Figura 3.2 (Azevedo, 2011).

OH 0 OH OH
HO., WJ\KLLOH HCL\H)H c]% TI/OE
0 H (0] H O
a) h)
Cl oOH [4] OH J‘:])\
0@ Sl e
c) d)

Figura 3.2. Principais produtos formados na reacdo do dioxido de cloro e os &cidos
hexenurénicos. Em que a) é o acido tetréarico, b) é o acido pentétrico, ¢) é o acido 2-cloro-2-
deoxipentarico e d) é o acido 3-deoxi-3,3-dicloro-2-oxoexarico.

O dioxido de cloro é um radical com um lugar vago para um eletrdo nas suas orbitais
exteriores, tal como se pode ver na Figura 3.3 onde s&o descritas as estruturas de ressonancia

do di6xido de cloro.

Gl — I — Cl
7Ny, TN 7T
£ X7 - - o X > e

Figura 3.3. Estruturas de ressonancia do dioxido de cloro (adaptado de Suess, 2010).

O potencial de oxidacdo do ClO2 a ClIO2" € muito menor que o potencial de oxidacéo
do Cl> a CI', o que indica que o didxido de cloro tem uma reatividade menos agressiva que 0
cloro. O estado de oxidacdo do atomo de cloro na molécula de CIO; é +4. Portanto, esta
molécula pode aceitar um total de cinco eletrfes para a sua reducdo para o ido cloreto -
Equacdo 1 (Suess, 2010).
C10,+4H"+5¢ —2H,0+Cl" Eq. 1
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No branqueamento, a carga de didxido de cloro € geralmente expressa como “cloro
ativo". Apesar de ndo ser aplicado cloro no branqueamento, o termo é ainda muito utilizado
pela industria da pasta e do papel. A carga de didxido de cloro pode ser expressa como carga
de cloro ativo em unidades de massa (em % ou em kg / t de pasta) multiplicando a massa de
dioxido de cloro pelo fator de 2,63.

Ao contrério do perdxido de hidrogénio, o didxido de cloro reage preferencialmente
com os grupos fendlicos, Figura 3.4, em detrimento das quinonas, provocando uma remogao
incompleta destas estruturas e promovendo a formacao de estruturas insaturadas nas xilanas.
Por isso, o dioxido de cloro é muitas vezes considerado como inadequado num ultimo estagio
de branqueamento, uma vez que provoca uma maior instabilidade da brancura da pasta
(Suess, 2010). Como se pode ver na Figura 3.4, as reacdes de branqueamento (oxidacdo da
lenhina) em condicdes acidicas também ddo origem a formacdo de acido hipocloroso (HCIO)
e de acido cloroso (HCIO,). Estes tltimos podem originar anides clorito CIO?, dependendo do
valor de pH (pKa = 3.4):

I 4
HC10,Cl0*+H Eq. 2
B R
| s H0
1 HOO h | P
R T - Il M Hy — ' o L&)
1o, “
|| HOK)- . | |
oCH : [ ocH i o
- .
ox o =y - CI0
l ) Lmh |
- e A
OO0 H; ocH,

0

Figura 3.4. Reagdo de oxidacdo de estruturas de lenhina fendlicas com diéxido de cloro
(adaptado de Suess, 2010).

O éacido hipocloroso atua como um agente oxidante levando a formacdo de produtos
organoclorados (na reacdo com a lenhina ou com os polissacarideos, nomeadamente 0s
apresentados na Figura 3.2). A Equac¢do 3 mostra o equilibrio entre o cloro e o &cido
hipocloroso — pKa = 1.8 (Sixta et al., 2006; Kolar, 1983):
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HCIO+H™+Cl'—Cl,+H, 0 Eq.3

Por sua vez, anido clorito sob condi¢Bes acidicas sofre rea¢fes de dismutacdo e pode dar
origem a clorato (CIO*) e cido hipocloroso - Equagéo 4 (Kolar, 1983).
HC10,+C10; —HCIO+C10; Eq. 4

Por outro lado, para valores de pH mais baixos, a oxidacdo do clorito pelo acido hipocloroso
pode aumentar a eficiéncia do processo de branqueamento, através da regeneracdo de didxido
de cloro (Equacéo 5):

2C10;+HOC1—2C10,+0H +CI" Eq.5

Em meio neutro ou alcalino pode ocorrer a indesejavel decomposi¢cdo do ClO, formacdo de
clorato, inutil para a acdo de branqueamento.
2C10,+0H —ClO;+HC10, Eq. 6

Assim, o perfil de pH afeta muito o desempenho do branqueamento com ClO.. Para
uma maior eficiéncia do didxido de cloro, é importante encontrar condi¢cGes que sejam menos
favoraveis a formacdo de clorato, e que sejam mais favoraveis para a destruicdo de lenhina
sem originar muita matéria organoclorada. A pH elevado, a eficiéncia é baixa devido a
decomposigédo do CIlO- (Eq. 6) e & formacéo de clorato e de clorito — Eq. 6 e Eq. 2. Quando o
meio é bastante acido (p.e. pH ~2), a reacdo é favorecida no sentido da formacéo de &cido
hipocloroso (Eq. 4), sendo possivel desta forma obter um aumento de eficiéncia de
branqueamento, uma vez que o cloro é um agente despolimerizador da lenhina (Eq. 3). A
grande desvantagem é a producgdo dos compostos organoclorados (Sixta et al., 2006). Parece
quase impossivel evitar a producdo de subprodutos clorados sem o impacto negativo para o
processo de oxidagdo da lenhina. Por isso, é recomendado terminar o primeiro estagio de
diéxido (Do) com o valor de pH entre 2,5 e 3 e 0s estagios subsequentes D1 e D2 a pH entre 3
e 4 para maxima eficiéncia (Suess, 2010).

Apesar da sua seletividade, o didxido de cloro ndo consegue uma remogdo completa da
lenhina. Estudos indicam que o dioxido de cloro é, por um lado, um reagente de elei¢do para o
branqueamento, e, por outro, ha limitagdes na degradacdo completa da lenhina. Nos instantes
iniciais, o dioxido de cloro reagird muito rapido. Uma vez que os sitios reativos da lenhina
residual s&o consumidos, qualquer reacdo adicional se torna muito lenta. Na prética, a

oxidacdo de lenhina com diéxido de cloro atinge um ponto final - para além deste ponto,
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mesmo quantidades muito elevadas de produtos quimicos ndo conseguem degradar mais a
lenhina residual. As estruturas de lenhina oxidadas precisam de ser removidas (por extragdo) e

a lenhina remanescente "ativada™ por oxidacao adicional.

3.3. Extracéo alcalina

O estagio E (extracdo alcalina) permite a extracdo dos compostos degradados da
lenhina, que, de outro modo, levariam ao aumento do consumo de reagentes de
branqueamento em etapas subsequentes. A oxidacdo da lenhina com dioxido de cloro gera
uma grande quantidade de lenhina de baixo peso molecular, compostos facilmente removidos
com lavagem. Paralelamente, existe uma parte da lenhina residual ja oxidada, que ndo é
possivel remover, uma vez que o0 seu peso molecular ndo é suficientemente baixo para que
ocorra a dissolucdo a pH &cido. A oxidacdo da lenhina faz aumentar a sua solubilidade em
condicdes alcalinas, sendo necessario menos quantidade de agente oxidante no estagio de
branqueamento subsequente. Tornou-se usual que a seguir a um estagio de oxidacao se realize
uma extracdo alcalina (Biermann, 1996; Sixta et al., 2006). A temperatura na fase E situa-se
entre 75 e 90 ° C, enquanto o pH é tipicamente cerca de 11, no inicio e cerca de 10 no final. O
pH determina a quantidade de compostos dissolvidos e esta diretamente relacionado com a
carga de NaOH aplicada no estagio E (Sixta et al., 2006; Suess, 2010)

A carga de NaOH depende do carry-over de acido depois do estagio D e do teor de
acidos carboxilicos. Por isso, 0 aumento da carga deste componente tem um impacto limitado
na remocdo da lenhina. Portanto, em vez de se aplicar maior carga de hidroxido de sodio,
utilizam-se quantidades moderadas de perdéxido de hidrogénio (Sixta et al., 2006).

Para diminuir a quantidade de didxido de cloro usada num branqueamento, e
consequentemente diminuir os custos e a carga de poluentes AOX nos efluentes, é importante
adicionar oxidantes ao passo de extracao, para degradar a lenhina e os cromoforos. O uso de
oxigénio e H20O; na extracdo alcalina reforga a extra¢do alcalina “simples”, enriquecendo-a de
modo a obter uma maior deslenhifica¢do, sendo possivel uma melhoria de brancura até 10
pontos. Esta vantagem na brancura ainda € visivel ap0s os estagios subsequentes com dioxido
de cloro, sendo tambem benéfica no que diz respeito a estabilidade operacional do processo

de branqueamento (Sixta et al., 2006).

30 2015



BRANQUEAMENTO

Neste trabalho é aplicada extracdo alcalina com reforco de peroxido de hidrogénio.
Em condicbes alcalinas, o peroxido de hidrogénio estd em equilibrio com o anido
hidroperéxido (HOO") que é a espécie ativa responsavel pela acdo do brangueamento -
Equacdo 7 (Sun et al., 1999). Este anido reage rapidamente com os compostos de lenhina de
modo a formar lenhina de baixo peso molecular, de modo a obter compostos oxidados mais
soluveis em agua, facilitando assim a sua remogéo.
H,0,+0H —H,0+HOO Eq.7

A pH muito alcalino, o peroxido de hidrogénio reage com o anido hidroperdxido
(Equacéo 8) (Sun et al., 1999) diminuindo a quantidade de peroxido disponivel no processo
de brangueamento:

H,0,+HOO —OH+0,+H 0 Eq. 8

A temperatura superior a 110°C da-se a clivagem homolitica em radicais hidroxilo-
Equacdo 9 (Suess, 2010).
H,0,—20H Eq. 9

A decomposi¢do do peroxido de hidrogénio é acelerada por metais de transicdo como
o cobre, ferro, manganés. E comum a aplicacdo de um estagio quelante prévio para desativar a
atividade catalitica dos metais. As condi¢des acidicas de um estagio Do permitem a remocéo
da maior parte destes metais pelo que a sua presenca residual ndo é muito problematica numa
sequéncia ECF (Carvalho, 1999; Pinheiro, 2014).

Os radicais hidroxilo gerados pela decomposicdo de peroxido de hidrogénio ndo sdo
seletivos pelo que sdo responsaveis ndo so pela deslenhificacdo mas também pela degradacao
dos polissacarideos e reducéo da viscosidade da pasta.

Quando usado nos estagios de deslenhificacdo e no branqueamento de pastas
guimicas, o perdxido de hidrogénio produz um efluente de cor menos acentuada que o didxido
de cloro, reduz a carga de poluicdo do sistema de tratamento de efluentes, e melhora a
estabilidade da brancura (Sun et al., 1999).

3.4. Reversao da brancura

A estabilidade da brancura da pasta pode ser afetada por diversos fatores, tais como a
temperatura, a humidade, a exposicdo a luz e o proprio envelhecimento ao longo do tempo
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(Séco, 2008). A reversdo da brancura é a perda de brancura por parte de uma pasta. A perda
de brancura de uma pasta pode ocorrer durante 0s processos de secagem, armazenamento ou
transporte. Mais do que obter uma elevada brancura, é de extrema importancia conseguir que
essa brancura se mantenha estavel (Oliveira, 2010).

O processo de reversao de brancura implica a formagéo de estruturas croméforas, que
sdo caracterizadas pela capacidade de absorverem luz na regido do ultravioleta ou visivel,
conferindo uma cor acastanhada a pasta (Oliveira, 2010). A reversdo da brancura de uma
pasta quimica branqueada pode ser atribuida a sua composi¢cdo quimica. Assim, a presenca de
componentes como a lenhina residual, lenhina precipitada, grupos oxidados na celulose,
hemiceluloses e &cido hexenuronico, extratdveis e metais podem afetar a estabilidade da
brancura da pasta (Séco, 2006).

A reversao de brancura pode ser quantificada de forma intuitiva através da perda de
brancura em termos percentuais relativamente a brancura inicial da folha, depois de esta ter
sido exposta a condigfes severas de temperatura e humidade (90 a 100°C e 100% de
humidade), sendo este método designado por método térmico-humido. Este método de
envelhecimento acelerado é o considerado mais fiavel para simular as condi¢cdes de
envelhecimento reais (Suess, 2010). Outra forma de quantificacdo é através do PC number
(Post Color number) utilizando a refletancia antes e depois do ensaio de envelhecimento
acelerado (Oliveira, 2010; Suess, 2010) - Equagéo 10:

PC=IUU>€(kfs depois da rew-'ersic—kfs antes da reversio) Eq. 10
I" - 2 - -
Em que kfs=% e onde R_, é a refletdncia obtida de um macete de folhas para um

comprimento de onde igual a 475 nm, geralmente denominado de Brancura ISO (%), k é o

coeficiente de absorcéo e s é o coeficiente de dispersdo (Suess, 2010).
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Neste capitulo, é descrita a metodologia seguida para este estudo, onde se faz uma
breve referéncia a proveniéncia da matéria-prima utilizada e onde s&o abordados os métodos

utilizados no branqueamento e na caracterizagdo das pastas e dos filtrados obtidos.
4.1. Matéria-prima

A pasta utilizada para realizar o presente estudo, foi recolhida apds um estagio com
oxigenio para pré-deslenhificacdo da pasta crua e foi gentilmente fornecida por uma fabrica
nacional que usa madeira de Eucalyptus globulus e o cozimento kraft. A Figura 4.1 apresenta
0 esquema processual fabril da zona apds a seccdo do cozimento e crivagem, onde se inclui as
torres de armazenamento de pasta, o reator de pré-deslenhificacdo com oxigénio e a prensa de
lavagem da pasta. O objetivo final deste estudo era aproveitar o tempo de residéncia da pasta
na torre T2 para efetuar o tratamento enzimatico.

Pasta kraft crua j

T1 Estagiol T2 Lavagem/Prensa

Estagio de branqueamento
seguinte

L4

e

Figura 4.1. Representacdo tipica da zona de tratamento de pasta ap6s 0 cozimento, numa

fabrica com pré-deslenhificacdo com oxigénio, em que T1 e T2 sdo as torres de armazenamento de

pasta a alta consisténcia antes e apds o estagio O (adaptado de Pinheiro, 2014).

Recolheram-se duas pastas (P1 e P2) em alturas distintas em virtude da quantidade de
pasta P1 ndo ter sido suficiente para todos os ensaios, nomeadamente para avaliacdo do
rendimento. As pastas foram imediatamente lavadas em laboratorio, com agua destilada, com
vista a aumentar a sua estabilidade no tempo, e foram armazenadas com uma consisténcia de
~30%, a 4°C, sem exposicdo a luz.

A Figura 4.2 ilustra a metodologia usada nos ensaios.
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________________ -
‘L ———————————— # EstigioD |#----------
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¥
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' +
Estigio E l
Pasta: Fendimento
L J
Pasta: Brancura [30, Filtrados DeE: pHe
Feversio, IK e Vizcosidade reagentes residuais

Filtrados D e E: pHe
reagentes residuais

Figura 4.2. Metodologia experimental.

4.2. Estagios de Branqueamento

Os ensaios efetuados a pasta para simular os estagios de branqueamento fabris foram
concretizados com o auxilio de sacos de polietileno, onde foram colocadas as devidas
quantidades de pasta e reagentes. A suspensdo foi homogeneizada a méo e os sacos foram
fechados e colocados num banho com controlo de temperatura e agitacdo, durante o tempo
requerido para cada ensaio. No final separaram-se as fases por filtracdo: pasta e filtrado. A
pasta foi lavada com &gua destilada e colocada novamente em sacos de polietileno para o
estdgio de branqueamento seguinte, ou colocadas no frigorifico para uma posterior
caracterizacdo. O filtrado dos estagios X foi colocado em frascos, no congelador, para manter

as suas caracteristicas 0 mais intactas possivel. Nos outros ensaios mediu-se o pH e inutilizou-
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se o filtrado. Nos Anexo 1.1 e Anexo |.2 encontram-se 0s procedimentos experimentais
detalhados, referentes a cada estagio, onde se descreve a preparacdo dos ensaios, a preparacao
das solugdes necessérias, a determinacdo das concentracBes dos reagentes quimicos de
branqueamento e as massas a pesar.

Todos os ensaios de branqueamento foram realizados a 10% de consisténcia.

4.2.1. Tratamento enzimatico

Uma vez que o principal objetivo deste trabalho é avaliar o efeito do tratamento
enzimatico na diminui¢do da quantidade (e custos) de didxido de cloro no branqueamento, 0
estagio X foi aplicado imediatamente ap6s a pré-deslenhificacdo com oxigénio. A suspensao
liquida enzimatica foi fornecida pela Novozymes A/S, que serd doravante designada por
xilanase X. Tendo em conta as condi¢des na torre de armazenamento T2 e dado que ja era
conhecido o desempenho da enzima e a sua estabilidade a diferentes temperaturas (Pinheiro,
2014) realizaram-se ensaios onde se estudou a variacdo do pH e de carga enzimatica,

mantendo fixo a temperatura (88°C) e o tempo (60 min) — Tabela 4.1.

Tabela 4-1. Condic¢des de operacdo para a sequéncia de branqueamento OXDoEp.
Estagio X (88°C, 60min) Estagio D (85°C, 120min) Estagio E (70°C, 80min)

Pasta pH Dose enzimatica (kg/t)* Cl, ativo (%) NaOH (%) H.0,(%)

- - 1,2;1,5;1,8; 2,2
8 0; 0,067; 0,2 1,2;1,5

P1 9 0; 0,067; 0,134, 0,2 12;15 12 03
9,5 0; 0,134, 0,2 1,2;1,5
10 0; 0,134, 0,2 1,2;1,5
9 0; 0,067; 0,134 1,2

P2 8 0;0,2 - - -
10 0;0,134 - - -

*kg de enzima por tonelada de pasta “seca ao ar” (correspondente a uma humidade de 10%); as pastas com carga
0 de enzima sé&o os ensaios de controlo.
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Para avaliar o resultado da a¢do enzimatica, efetuaram-se as seguintes analises:

1) filtrados residuais - medicdo da absorvancia a 205 nm, que permite averiguar se a
lenhina esta a ser removida, e quantificacdo de monossacarideos (método DNS e HPLC); uma
vez que a enzima poderd também libertar oligossacarideos, fez-se um ensaio adicional de
hidrélise enzimética no filtrado, tendo o resultado sido novamente analisado por HPLC.

ii) pastas — determinacdo da lenhina residual (Klason + soltvel), indice kappa (1K),
acidos hexenurénicos (HexA), pentosanas, viscosidade e rendimento.

Em paralelo, efetuaram-se ensaios de controlo, com as mesmas condicGes operatdrias
mas sem a adi¢do de enzima e assim poder ser eliminada a influéncia do pH e da temperatura

face a ac¢do enzimatica.

4.2.2. Sequéncia ODoEp e OXDoEp

Antes do tratamento enzimaético, construiu-se a curva de branqueamento da pasta para
se conhecer a sua branqueabilidade usando didxido de cloro com diversas cargas (1,2 a 2,2 %
como cloro ativo) seguido da extracdo alcalina — Tabela 4.1. Esta curva também permitiu
selecionar a carga de diéxido de cloro para 0s ensaios seguintes. O tempo e a temperatura da
foram determinados em funcédo das condicdes utilizadas a escala industrial — Tabela 4.1.

Apos o estagio Do, mediu-se o pH do filtrado para verificar se este se encontrava entre
2,5 e 3, e determinou-se a concentracao residual de didxido de cloro. Na extracdo alcalina, as
condicOes operatorias utilizadas foram definidas com base em valores de referéncia industriais
— Tabela 4.1. No final deste estagio mediu-se o pH para verificar se se encontrava acima de
10,5 (para evitar reprecipitagdo da lenhina dissolvida), e determinaram-se as concentragoes
residuais de hidréxido de sédio e de peroxido de hidrogénio. No Anexo 1.1.5 e Anexo 1.1.6

encontram-se 0s procedimentos experimentais mais detalhados, para ambos 0s estagios.

4.3. Caracterizagao das pastas

4.3.1. Brancura ISO

A brancura ISO, como ja referido anteriormente, é definida como a refletancia da luz
visivel, quando se faz incidir um feixe de luz azul monocromatico, para um comprimento de
onda de 457 nm. A sua determinacdo foi efetuada segundo a norma ISO 2469, num
espectrofotometro L&W Elrepho Modelo SE 070-1, disponivel no RAIZ (Eixo, Aveiro),
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sendo feitas quatro medicdes de brancura distribuidas por duas folhas de pasta de 200 g/m? de
gramagem, produzidas segundo a norma ISO 3688. O procedimento completo de preparagédo
para medicdo de brancura pode ser consultado no Anexo 1.4.3. Os resultados apresentados
correspondem & media destas 4 determinagdes.

4.3.2. Reversdo da brancura

Para medir a reversdo da brancura, recorreu-se ao metodo térmico-humido, usando
equipamento gentilmente disponibilizado pelo Raiz. Este método consiste em colocar as
folhas de pasta numa grelha no interior de uma camara durante uma hora, a uma temperatura
de 100°C e 100% de humidade (vapor de agua), conforme o procedimento TAPPI 260. Apos
este periodo de tempo, as folhas secam numa camara ventilada durante uma hora, nas
condicdes da sala condicionada (23 + 1°C, 50 £ 2% de humidade), sendo depois prensadas.
Por fim determina-se novamente a brancura ISO (como descrito na secgdo 4.3.1).

Os resultados da reversdo foram avaliados através do Post Color number (PC number)
- Eq. 10.

4.3.3. Indice kappa

Para determinar o teor de lenhina residual das pastas € comum recorrer a determinacao
do indice kappa, (ou indice micro-kappa quando a lenhina residual apresenta valores baixos),
uma vez que a lenhina é suscetivel de ser oxidada por varios agentes, nomeadamente 0
permanganato de potassio, em condicdes acidas. Segundo a norma NP 9186, o indice kappa é
definido como o nimero de mL de uma solu¢do de KMnQOg4 (0,1 N) consumidos por grama de
pasta absolutamente seca, sob condi¢des normalizadas (25°C, 10 min), sendo o resultado
corrigido para um consumo de 50% de permanganato. A descricdo detalhada deste
procedimento, encontra-se no Anexo 1.4.1. Como as ligacOes duplas conjugadas existentes
nos componentes da pasta afetam esta determinacgéo, levando a obtencdo de um resultado por
excesso, fez-se também, nalgumas pastas, a determinacéo do teor de lenhina residual e do teor

de acidos hexenuronicos.
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4.3.4. Determinacao da lenhina

A lenhina residual nas pastas foi determinada através dos metodos TAPPI T222 e
TAPPI UM 250, que permitem determinar a lenhina insoltuvel (Klason) e a lenhina solGvel,
respetivamente, usando H>SO4 para hidrolisar os polissacarideos numa amostra de pasta. A
descricdo dos procedimentos experimentais destas determinagdes encontram-se no Anexo
1.4.5.

4.3.5. Acidos hexenurdnicos
A quantificacdo dos acidos hexenurdnicos na pasta é baseada na sua hidrolise com
uma solucéo de cloreto de mercurio e acetato de so6dio, combinada com espetrofotometria U.V
do hidrolisado. A concentracdo de &cidos hexenurdnicos é dada pela seguinte expressdo
(Equacdo 11):
0.278%(Ag60-1.2%A290* Visaralisado Eq. 11

DH!}:A I:mm leg):
m

pasta saca

em que Azeo € Azgo S80, respetivamente, as absorvancias nos comprimentos de onda 260 e 290
nm. O procedimento completo pode ser consultado no Anexo 1.4.4.

4.3.6. Determinacao do teor de pentosanas

A quantificacdo das pentosanas da uma informacdo aproximada do teor de
hemiceluloses total, pois estas sdo 0s polissacarideos em maior quantidade nas pastas de
folhosas. Quando submetidas a hidrélise acida, estas pentosanas formam essencialmente
xilose. Nas condi¢fes da norma TAPPI T 223 a hidrdlise das pentosanas por meio de acido
cloridrico em ebulicdo, converte ainda a xilose em furfural que depois € separado por
destilacdo. O destilado é posteriormente sujeito a uma reacdo com uma solucdo de orcinol-
cloreto férrico, obtendo-se desta forma um composto de cor azulada que é analisado por
espectroscopia visivel a 630 nm. Para se poder determinar a quantidade de xilose, & necessario
construir uma curva de calibracdo usando amostras de xilose com diferentes massas (em vez
de pasta) que sdo submetidas ao mesmo procedimento experimental. O valor final da

percentagem massica de xilose na amostra de pasta é convertida em percentagem de Xxilana,
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pressupondo hidrélise completa. Cerca de 0,25 a 0,5% de pentosanas presentes na amostra
resistem a hidrdlise realizada, ndo sendo contabilizadas. O contrario acontece com 0s acidos
urénicos, que também contribuem para a formacéao de furfural, com um rendimento entre 33 e
45% e sdo contabilizados como xilanas (Carvalho, 1999).0 procedimento para determinacao

do teor de pentosanas pode ser consultado em detalhe no Anexo 1.4.8

4.3.7. Viscosidade

A viscosidade intrinseca da pasta esta diretamente relacionada com o grau de
degradacdo dos polissacarideos, especialmente da celulose, pois este € o polimero de maior
massa molecular e 0 que existe em maior quantidade (75 a 85 % da massa de pasta). Desta
forma, é possivel ter uma ideia da extensdo do ataque aos polissacarideos. A viscosidade é
determinada através da norma ISO 5351, segundo a qual se compara o tempo de escoamento
de um determinado volume de solucdo de pasta celul6sica, num viscosimetro capilar, com o
tempo de escoamento do solvente puro. Este solvente é a Cuprietilenodiamina (CED) que é
um complexo de cobre e amina, o que o torna capaz de solubilizar a celulose. O procedimento

experimental seguido, pode ser consultado no Anexo 1.4.2.

4.3.8. Determinacdo do Rendimento

A metodologia utilizada para determinar o rendimento € igual a utilizada para a
realizacdo dos estagios de branqueamento, com a diferenca de que quando se efetua a
lavagem da pasta, é utilizada uma filtracdo a vacuo com um funil de placa porosa, de modo a
nédo perder a pasta.

O rendimento € determinado através da equagéo 12.

. ~ massa de pasta final em base seca(g) Eq. 12
Rendimento %= — =100
massa de pasta inicial em base seca (g)
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4.4. Caracterizacao dos filtrados

44.1.1. Acucares redutores pelo método DNS

O método do &cido dinitrossalicilico e frequentemente utilizado para determinar a
quantidade de monossacarideos numa amostra liquida. O método utilizado no decorrer deste
estudo, foi adaptado de (Miller, 1958), podendo o procedimento experimental ser consultado
no Anexo 1.4.6. O objetivo era avaliar a quantidade de monossacarideos libertados pela acdo
enzimatica e dissolvidos nos filtrados, dado que isso se refletiria no rendimento em pasta.
Para estes ensaios foi necessario construir curvas de calibragdo para este método
colorimétrico com o reagente de DNS usando amostras de xilose com diferentes massas, de
forma a obter uma relagédo entre a absorvancia lida e a xilose na amostra.

Dado que a xilanase X também poderia libertar xilooligossacarideos (XOS) na sua
acdo sobre as pastas (ndo quantificados por este método), tentou-se utilizar, nos filtrados, uma
betaxilosidase (que hidrolisaria os XOS) mas os resultados deram indicacdo de que esta
enzima ndo estava ativa. Como alternativa, usou-se a xilanase X numa amostra de filtrado, em
condicOes de elevada atividade (pH 8; 2h, 88°C) e avaliou-se o teor de monossacarideos pelo
método do DNS antes e ap0s esta etapa.

O desempenho da xilanase X e da betaxilosidase também foi testado através desta
metodologia, usando como substrato duas xilanas padrdo comerciais, provenientes de “oat

spelts” e “beechwood”.

4.4.1.2. Acucares por HPLC

O método de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) é um dos mais
eficientes na determinacdo de diferentes agucares, apesar de ser um método um pouco mais
demorado quando comparado com o método do DNS, por exemplo. Além disso, tem como
vantagem permitir a identificacdo dos monossacarideos.

A amostra a analisar, sendo so6lida e contendo polissacarideos, deve ser previamente
hidrolisada com acido sulfurico (p.e. pelo método usado para a determinagdo da lenhina)
sendo necessario uma posterior corre¢do do pH na solugéo liquida resultante, pois a coluna
utilizada neste método opera a pH entre 5 e 6. As especificacGes da coluna e a metodologia

adotada podem ser consultadas no Anexo 1.4.7.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE
RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais ensaios realizados com a
xilanase X (uma suspensdo liquida) bem como as carateristicas iniciais da matéria-prima
utilizada (pastas O) e as das pastas produzidas: OX, ODE e OXDE.

5.1. Caraterizacao das pastas utilizadas nos ensaios

As caracteristicas iniciais das pastas utilizadas no decorrer dos ensaios laboratoriais
sdo apresentadas na Tabela 5-1. As pastas P1 e P2 sdo ambas provenientes da mesma unidade
fabril e recolhidas no mesmo local, apds a pré-deslenhificacdo com oxigénio. Foram lavadas
em laboratorio para remocdo do carryover e consequente aumento da estabilidade no tempo.

Tabela 5-1. Caracterizagdo das pastas utilizadas nos ensaios.

Pasta Viscosidade (mL/g) IK BrancuralSO (%) Brancura ISO ap0s reversdo (%)

P1 1065 10,0 53,3 52,4

P2 1080 11,3 - -

As diferencas apresentadas a nivel de viscosidade e indice kappa estdo dentro da gama
de variabilidade normal deste processo, sendo esta afetada ndo s6 pela variabilidade da
madeira (E. globulus) mas também por oscilagcdes nas variaveis processuais. A pasta P2 nao

foi utilizada para andlise de brancuras antes ou ap6s 0s estagios XDE.

5.2. Sequéncia ODE

Na pasta P1 foram realizados ensaios de branqueamento com dioxido de cloro,
seguido de extracdo (pastas ODE) com vista a tracar a curva de branqueamento e poder
posteriormente avaliar a poupanca de reagentes, quando é utilizado um pré-tratamento
enzimatico (sequéncia OXDE). A Figura 5.1 representa a evolucdo da brancura obtida na
pasta ODE e a respetiva reversdo de brancura através do PC number. Foram usadas quatro
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cargas de dioxido de cloro distintas (1,2; 1,5; 1,8; 2,2%, como cloro ativo). Na ordenada na

origem estao representados os valores da pasta O de partida.
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Figura 5.1. Evolugdo da brancura 1SO das pastas ODE e respetiva reverséo de brancura com a

variagdo da carga de didxido de cloro (expressa como cloro ativo).

Como se pode confirmar, esta sequéncia permite obter um ganho de brancura superior
a 20 pontos. Além disso, a brancura aumenta quando se aumenta a carga de diéxido de cloro
aplicada, enquanto a reversdo de brancura diminui. Este resultado deve-se a crescente
remocao de cromdforos, principalmente lenhina (Suess, 2010). A evolucdo é mais acentuada
para as menores cargas aplicadas (isto €, a brancura nesta zona revelou ser mais sensivel a
carga aplicada), pelo que foi possivel estabelecer a carga de 1,5% como a mais adequada para
prosseguir com os restantes ensaios sem tratamento enzimatico prévio. Aplicando o estagio X,
poder-se-ia usar uma carga de dioxido de cloro inferior, permitindo obter o potencial de
poupanca de reagente de branqueamento. Na zona que revelou menor sensibilidade (carga
superior a 1,5%) o efeito positivo da xilanase no ganho de brancura poderia ser menos notado.

O IK indica o teor de lenhina residual presente na pasta, pelo que o seu valor deve
diminuir a medida que os cromoforos sdo removidos (Nascimento, 2005). Tal fato €
observado na Figura 5.2 que é consistente com os resultados apresentados para a brancura.
Para a carga de didxido de cloro mais baixa, houve uma reducdo de ~5 unidades de IK.
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Figura 5.2. Evolugdo do indice kappa com a carga de didxido de cloro aplicada (expressa

como cloro ativo).

A degradacdo dos polissacarideos € geralmente avaliada através da evolucdo da
viscosidade de solucdes de pasta. A Figura 5.3 mostra esta evolucdo com a carga aplicada de
dioxido de cloro. Pode-se concluir que os estagios de branqueamento Do e Ep deram origem a
uma reducdo de mais de 200 pontos na viscosidade. Apesar do dioxido de cloro ser
reconhecido como um reagente bastante seletivo, a adicdo de perdxido de hidrogénio no
estagio de extracdo alcalina podera ter contribuido para a degradacéo dos polissacarideos (Sun
etal., 1999).
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Figura 5.3 Evolugdo da viscosidade com a carga de didxido de cloro aplicada (expressa como

cloro ativo).
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Os resultados apresentados nesta sec¢do podem ser consultados detalhadamente em anexo —
Anexo 11.1.

5.3. Sequéncia OXDE

Nesta secdo é avaliada a poupanca de reagente de branqueamento que se podera obter
como resultado da acéo da xilanase X em pastas pré-deslenhificadas com oxigénio. E também
estudado o efeito sobre o indice kappa, a viscosidade, o teor de &cidos hexenurénicos e de
lenhina e o tipo de agUcares libertados. O tempo e a temperatura utilizados em todos os
ensaios de tratamento enzimatico foram 1 h e 88°C, respetivamente. Fez-se variar a dose de
enzima entre 0,067 e 0,2 kg/t odp e o pH da suspensdo entre 8 e 10 (ensaios designados por
LX — L de pasta lavada e X de tratamento enzimético). Apds o estagio X e respetiva lavagem
foi aplicado um estagio de didxido de cloro, seguido de lavagem e de uma extracéo alcalina,
conforme descrito na seccdo 4.2. A carga de dioxido de cloro foi de 1,2 % (como cloro ativo).
Nos ensaios de controlo (iguais condi¢des operatorias mas sem enzima — ensaios LC)
utilizaram-se as cargas de didxido de cloro de 1,5 e 1,2 % (Cl; ativo). Por comparagdo com 0s
resultados obtidos usando enzima, estes ensaios de controlo permitem, por um lado, eliminar
o efeito do pH, do tempo e da temperatura usado no estagio X (e a lavagem subsequente) e,
por outro, averiguar a poupanca em diéxido de cloro.

Todos os ensaios foram feitos em duplicado pelo que os resultados apresentados
correspondem aos valores médios. Os resultados obtidos nesta seccdo podem ser consultados
detalhadamente no Anexo 11.2. E de salientar que a margem de erro para o ensaio de IK é de

0,5 unidades e para o ensaio de viscosidade € de 50 unidades.

e Ensaios para pH 10:

Os resultados obtidos nos ensaios onde se usou um pH 10 no estagio enzimatico sao
apresentados na Tabela 5.2. Para este pH foram realizados dois ensaios com diferentes cargas
de enzima, tendo-se obtido uma maior brancura final para o ensaio com maior carga de
enzima (0,2 kg/t odp). Pelo contréario, tanto o IK como a viscosidade e a reversdo de brancura
da pasta ndo sofreram alteragdes significativas. Uma analise mais completa dos valores da

brancura, permite concluir que:
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1) a utilizacdo de uma carga de enzima de 0,134 kg/t odp, mesmo a pH 10, permite obter
pastas OXDE com maior brancura do que o ensaio de controlo (80,9 vs 80,1) usando a mesma
carga de didxido (1,2 % odp como Cl; ativo);

ii) a utilizacdo de uma carga de enzima de 0,2 kg/t odp permite obter pastas OXDE com
brancura semelhante ao do ensaio de controlo (81,1 vs 81,3) usando uma carga de diéxido

20% menor.

Tabela 5-2. Resultados obtidos para os ensaios com xilanase X realizados a pH 10*.

Ensaio Dose de enzima Cl; IK Viscosidade Brancura PC number
kg/t odp (% odp) (mL/g) I1SO (%)
LX7DE 0,2 1,2 3,7 870 81,1 1,0
LX6DE 0,134 1,2 3,7 855 80,9 1,0
LC6DE 0 1,2 3,7 874 80,1 1,1
LC6’DE 0 1,5 3,6 849 81,3 0,9

*Restantes condi¢des: consultar Tabela 4.1.

Quando se comparam os resultados apresentados na Tabela 5-2 com os obtidos na Figura
5.1, pode inferir-se ainda que as condi¢bes usadas no estagio X, e que sao replicadas nos
ensaios de controlo, permitem reduzir o valor do PC number (de 1,4 a 1,6 para 0,9 a 1,1),
muito provavelmente por haver solubilizacdo (a pH 10 e a 88°C) de alguns grupos
potencialmente cromdforos que fazem estabilizar a brancura das pastas.

O aumento da brancura com a utilizacdo de cargas crescentes de didxido de cloro nos
ensaios de controlo estd em concordancia com os resultados apresentados anteriormente na

Figura 5.1 pois maior serd a remocédo de grupos cromaforos.

e Ensaios para pH 9.,5:

Os ensaios a pH 9,5 foram realizados nas mesmas condicGes descritas para pH 10 de
modo a verificar qual a interferéncia do pH na atuacdo da enzima. Os resultados obtidos séo
apresentados na Tabela 5.3. A sua analise permite retirar comentarios e conclusdes
semelhantes as descritas acima, embora se note aqui alguma variagdo no grau de

deslenhificacdo nas pastas de controlo com a alteracdo na carga de dioxido (3,1 vs 3,5).
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Tabela 5-3. Resultados obtidos para os ensaios com Xilanase X realizados a pH 9,5*.

Ensaio Dose de enzima Cl; IK Viscosidade Brancura PC number
kg/t odp (% odp) (mL/g) 1SO (%)
LX4DE 0,2 1,2 3,3 866 81,2 0,9
LX5DE 0,134 1,2 3,6 869 79,6 1,0
LC4DE 0 1,2 3,5 851 80,0 1,0
LC4’DE 0 1,5 3.1 855 81,6 0,8

*Restantes condi¢des: consultar Tabela 4.1.

e Ensaios para pH 9:

O desempenho da xilanase X a pH 9 estd mostrado na Tabela 5.4. Nestas condicGes,
observa-se uma melhor atuacdo da xilanase X, sendo mais patente o seu efeito na diminuigéo
do IK nas pastas OXDE quando comparadas com as pastas de controlo para a mesma carga de
diéxido de cloro. A sua acdo na estabilidade da brancura (através do PC number) também ¢é
percetivel, concluindo-se que a enzima remove parte dos grupos responsaveis pela reversao de
brancura das pastas. A xilanase, através da sua acao hidrolitica nas xilanas potencia a remocéo
dos é&cidos hexenurdnicos (um dos grupos considerados responsaveis pela reversdo de

brancura) e de estruturas LCC (Loureiro, 2012).

Tabela 5-4. Resultados obtidos para os ensaios com xilanase X realizados a pH 9*.

Ensaio Dose de enzima Cl, IK Viscosidade Brancura PC number
kg/t odp (% odp) (mL/g) I1SO (%)
LX3DE 0,2 1,2 3,0 850 82,8 0,6
LX2DE 0,134 1,2 3,1 856 82,4 0,6
LX1DE 0,067 1,2 3,1 849 81,5 0,7
LCI1DE 0 1,2 3,7 814 80,0 1,0
LC1’DE 0 1,5 3,2 847 81,6 0,8

*Restantes condi¢des: consultar Tabela 4.1.

Para este valor de pH, e usando uma carga de dioxido de cloro 20% menor, basta uma carga
enzimatica de 0,067 kg/t odp para se obter um nivel de brancura igual a pasta de controlo:
81,5% de brancura ISO para uma carga de 1,2% Cl, no ensaio enziméatico LX1DE e 81,6 %
ISO para uma carga de 1,5% Cl. no ensaio de controlo LC1’DE. Usando maiores doses de
enzima, as brancuras das pastas OXDE sao superiores as da pasta de controlo quando esta é

branqueada com uma carga de 1,5% Cl».
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e Ensaios para pH 8:

Os resultados do conjunto de ensaios realizado a pH 8 podem ser observados na Tabela
5.5.

Tabela 5-5. Resultados obtidos para os ensaios com xilanase X realizados a pH 8*.

Ensaio Dose de enzima Cl; IK Viscosidade Brancura PC number
kg/t odp (% odp) (mL/g) 1SO (%)
LX9DE 0,2 1,2 2,7 817 83,6 0,6
LX8DE 0,067 1,2 31 829 82,6 0,8
LC8DE 0 1,2 3,9 817 78,8 1,2
LC8’DE 0 15 3,8 824 79,6 1,1

*Restantes condi¢des: consultar Tabela 4.1.

Analisando os resultados obtidos, facilmente se conclui que com a diminuicdo do pH a
enzima potencia a sua atuacao, sendo que, para pH 8, se obtém os melhores resultados em
termos de brancura, reversdo de brancura e IK. Estes resultados indiciam que a enzima esta a
potenciar a remocdo de: i) lenhina (diminuicdo do IK), ii) cromoforos (aumento de brancura)
e iii) grupos responsaveis pela reversdo (aumento da estabilidade dado pela redugdo do PC
number). A utilizacdo da dose de enzima mais baixa permite atingir brancuras bastante
superiores as pastas de controlo, pelo que a necessidade de utilizacdo de diéxido de cloro €
substancialmente reduzida.

Apesar de ser referido na literatura (Pedrazzi, 2011) que a remocéo de parte das xilanas,
deixa as cadeias de celulose mais desprotegidas e mais vulneraveis ao efeito dos reagentes
quimicos oxidantes utilizados no branqueamento, ndo é notdrio este efeito, dado que a
viscosidade se mantém praticamente constante. Por outro lado, a remocéo de xilana (de menor
peso molecular do que a celulose, e menos abundante) podera levar a um aumento da
propriedade viscosidade. Tendo estes dois efeitos sentidos opostos, o facto desta propriedade
se manter ndo permite tirar conclusdes em absoluto sobre o efeito da xilanase na degradacéo

da celulose.
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5.3.1. Ganho de brancura

O ganho de brancura conseguido com o auxilio da xilanase X é um fator bastante
importante para a sua possivel implementacdo a nivel industrial. Por isso, foi elaborada a
Figura 5.4 para uma maior sistematizacdo e visualizacdo da informacéo ja apresentada, tendo
por base a brancura da pasta original (P1).

Carga de C12 =1,2%

31

2 30 P
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e / L=
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= 25 pH 9.5
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Dose de enzima (kg/t odp)

Figura 5.4. Ganho de brancura obtido através do tratamento enzimatico aplicado a pasta P1.

Através da andlise da Figura 5.4 pode verificar-se que para todos os ensaios realizados se
conseguiu um ganho de brancura relativamente & pasta inicial (P1) superior a 25 pontos. Para
a carga mais elevada, o efeito da diminuicdo de pH de 9 para 8 no ganho de brancura é muito
menor (os valores estdo apenas distanciados em cerca de uma unidade) do que a diminuicao
de pH de 9 para 10.

A brancura maxima atingida é de ~30 pontos relativamente a pasta inicial (P1), e é
observada para pH 8, 0 que comprova mais uma vez que a enzima apresenta melhor
desempenho para este valor de pH.

Pode-se concluir que o efeito de bleach boosting diminui com o aumento de pH e aumenta

com o0 aumento da carga enzimatica.
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5.4. Poupanca de reagentes

A poupanca de didxido de cloro que seria possivel obter através da implementacao de
um estagio com a xilanase X era o principal objetivo deste estudo. De seguida é explicada a
metodologia adotada para esta quantificacdo, usando os resultados para pH 8 — Figura 5.5. O
Anexo 1.9 apresenta os graficos para os restantes valores de pH.

Na Figura 5.5 é apresentada uma linha designada por controlo, que mostra a evolucéo
da brancura da pasta tendo por base dois pontos reais, um que corresponde a uma carga de
cloro ativo de 1,2 (% odp) e outro que corresponde a uma carga de cloro ativo de 1,5 (% odp).
As restantes condicdes foram iguais as condicOes utilizadas na sequéncia OXDE mas em que
a enzima no ensaio X foi substituida por uma solugdo tampéo (sem enzima). A equacao desta
linha “controlo” foi obtida por regressdo linear: y=2,6667x+75,6. As linhas horizontais
(designadas abaixo por “target”) correspondem a brancura da pasta depois de lhe ter sido
aplicada a sequéncia OXDE, com doses variaveis de enzima (0,067 e 0,2 kg/t odp), e igual

carga de didxido de cloro (1,2 % odp, que ¢ designada abaixo “carga de ClO estagio™).

T 88°C pH 8
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Figura 5.5. Representacdo das curvas necessarias a obtencdo da poupanca de reagente CIO», a
pH 8.

Conhecida a equacdo da reta de controlo, pode-se obter uma estimativa (por
interpolacdo ou por extrapolacdo, consoante os casos) da carga de didxido de cloro que seria

necessaria para atingir a brancura definida pelas linhas horizontais. Este valor estimado € aqui
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designado por carga de CIO> para o controlo. O célculo da poupancga de CIO> foi entéo obtido
através da equacéo 13.

. Carga ClO; para o controlo-Carga de ClO; estagio
— Y

Poupanga de C10, %= Eq.13

100

Carga C10, para o controlo

Para pH 8 e para a menor carga de enzima (0,067 kg/t odp) a estimativa da carga de CIO> para
o controlo foi 2,64 %, neste caso por extrapolacdo da linha “controlo” até intercetar a linha
horizontal que define a brancura da pasta quando se usou uma carga enzimatica de 0,067 kg/t
odp. A poupanca de reagente foi estimada em:

2.64-12

Poupanga de Cl10,= X7 =33%

Uma vez que a brancura tende para um patamar com o aumento da carga de didxido de cloro,
de acordo com o observado na Figura 5.1, esta estimativa € por defeito.
Na Tabela 5.6 sdo apresentadas as poupancas de reagente estimadas para todos os

ensaios realizados.

Tabela 5-6. Poupanca de reagente ClO; obtida para todos os ensaios realizados.

pH Cargadeenzima target Poupanca %

0,2 81,1 17

10
0,134 80,9 15
0,2 82,2 16

9,5
0,134 79,6 ~0
0,2 82,8 31
9 0,134 82,4 28
0,067 81,5 19
o 0,2 83,6 60
0,067 82,6 55

Atraves da andlise da Tabela 5.6, é possivel verificar que as poupangas de reagente
ndo sdo industrialmente atrativas para os ensaios realizados com a xilanase X a pH 9,5 e 10.
Mesmo usando cargas enzimaticas elevadas (0,2 kg/t odp), as poupangas ndo ultrapassam
17%. Contudo, para os outros dois valores de pH, obtém-se valores bastante promissores de

reducdo de didxido de cloro. Para pH 9, é possivel obter cerca de 30 % de redugdo da
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quantidade de ClO2 quando é utilizada uma carga de enzima de 0,134 kg/t odp ou superior, 0
que torna a xilanase X bastante promissora no mercado industrial. Para pH 8 atingem-se
valores bastante elevados de poupanca, 55%, mesmo para a carga enzimatica mais baixa
(0,067 kglt).

5.5. Rendimentos

Como referido anteriormente, o tratamento enzimatico apresenta como desvantagem a
perda de rendimento em pasta devido, nomeadamente, a degradacéo/solubilizacédo de parte da
xilana. Se for demasiado elevada pode colocar em causa todas as vantagens que advém deste
tratamento. Por esta raz&o foram realizados ensaios para avaliar o efeito da a¢do da xilanase X
no rendimento. Os resultados sdo apresentados detalhadamente no Anexo 11.3, e sucintamente
na Tabela 5.7.

Tabela 5-7. Rendimento apos aplicacdo de xilanase X na pasta P2.

Ensaio Dose enzima pH Rendimento % Perda de rendimento %
(kg/t odp)

Ensaio XDE 0,134 95,1

XDE ~= ntrolo DE 0 d 97,4 23

i 134 7
Ensaio X 0,13 97,8 22
Controlo 0 9 100
X 1,0

Ensaio X 0,067 99,0
Ensaio X 0,134 10 100 0
Controlo 0 100

Pode verificar-se na Tabela 5.7 que ndo existe perda de pasta quando se usa o tratamento
enzimatico num pH mais elevado (pH 10). Para pH 9, o melhor resultado obtido foi para a
menor concentracdo de enzima, apesar desta ser suficiente para possibilitar uma poupanca de
dioxido de cloro cerca de 20%. A determinacdo do rendimento no final da sequéncia de
branqueamento XDE, quando comparado com o estagio X isolado, usando 0 mesmo valor de
pH, permitiu observar que ndo ha uma alteracdo significativa (2,2 % vs 2,3 %), pelo que a

xilanase néo potencia a degradacdo da pasta nos estagios subsequentes.
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5.6. Caracterizacao das Pastas

5.6.1. Determinacéo da Lenhina

Para tentar corroborar os resultados obtidos na determinagdo de IK e de HexA e
discutidos na seccdo anterior, foi determinada a quantidade de lenhina residual presente nas
pastas. A lenhina total (base pasta final) é determinada através da soma da lenhina Klason
(insoluvel) com a lenhina soluvel (ASL), sendo posteriormente corrigida com o rendimento
para converter o resultado na base pasta inicial. Os resultados obtidos sdo apresentados
resumidamente na Tabela 5.8 e no Anexo 1.6 € possivel consultar todos os detalhes relativos
aos mesmaos.

Tabela 5-8. Lenhina de Klason (KL) e lenhina soltvel (ASL) das pastas obtidas antes e apds o
tratamento enzimatico - sequéncia OX.

Dose de Lenhina total

. ) KL ASL
Ensaio pH enzima (%) (%) (base pasta

kg/t odp inicial %)
P2 i 0 061 088 1,49
2227% : 0134 050 0,56 1,04
222732; 0 035 0,70 1,05
2227% 8 02 041 064 1,01
Egﬂigg; 0 037 074 111

Pela anélise dos resultados, podemos observar que € maior a quantidade de lenhina que é
suscetivel de ser dissolvida (ASL) durante a hidrolise da pasta com &cido sulfurico do que a
quantidade de lenhina Klason (insoltvel). A remogdo de lenhina ocorre mesmo nos ensaios de
controlo a qual é potenciada pela acdo enzimética. Apesar destes resultados irem no mesmo
sentido que os obtidos por outras metodologias, € de salientar que a estas determinacfes estdo

associados erros relativos muito elevados dado a grandeza destes valores.
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5.6.2. Determinacéao dos &cidos hexenurénicos

Os acidos hexenurdnicos (HexA), para além de poder interferir na estabilidade da
brancura, também formam compostos organoclorados durante um estagio com dioxido de
cloro (Séco, 2006). Por estes motivos, a sua remocao prévia é bastante desejada.

A Tabela 5.9 apresenta os resultados obtidos nesta quantificacdo estando mais
detalhados no Anexo I1.5. Todos os ensaios, quando comparados com a pasta original, pasta
P2 (a excecdo do ensaio de controlo para pH 8), apresentam uma diminuicdo do teor de
HexA. Tal facto pode ser explicado por estes estarem ligados as fracGes solubilizadas dos
xilooligossacarideos. Através da analise da Tabela 5.9, é possivel verificar que para pH 8, se

obtém uma maior reducdo do teor de HexA como consequéncia da utilizacdo de enzima.

Tabela 5-9. Acidos hexenurénicos antes e apds aplicagdo da xilanase.

Ensaios pH Dose enzima HexA Diminuig:’?\o de HexA 1K IK(HexA) cloljr
(kg/t odp) (mmol/kg) em relacéo a P2 (%) * o
P2 - - 51,9 - 11,7 47 7,0
Eﬁﬂ—ﬁﬁi 0,134 48,0 75 100 43 5,7
Egz—g;((g 9 0,067 51,4 1,0 - 4,6 )
Ezﬂ—gg; 0 51,4 0,9 110 46 6,4
Egz—?j;((; A 0,2 46,6 10,3 9,0 4.2 4.8
Egz—gg; 0 52,4 -1,0 10,9 4,7 6,2

*IK(HexA)=0,09*HexA; **IK corr=1K-IK(HexA)

A informacdo do teor de HexA nas pastas permitiu ainda fazer uma estimativa da sua
contribuicédo para o indice kappa e corrigir este valor. Os HexA contribuem para o 1K, uma
vez que consomem permanganato de potassio usado nessa determinacdo, podendo essa
contribuig&o atingir 50% em pastas de folhosas (Pedroso e Carvalho, 2003). Uma unidade de
IK ¢ equivalente a aproximadamente 11 pmol de HexA. Os dados apresentados na Tabela 5.9
foram determinados com base na equagdo 14 desenvolvida por Pedroso e Carvalho (2003)

para pastas kraft de E. globulus nacional, onde LT € a lenhina total residual na pasta. Esta
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equacdo e valida na gama 7,5 <IK <69; 1,2 < LT < 12 (% massica na pasta) e 18 < HexA <

61 (mmol/kg de pasta).

[K=56<LT+0,09«HexA Eqg. 14

Na Tabela 5.9 é possivel verificar que o teor de HexA contribui com 40% para o valor do
IK numa pasta pré-deslenhificada com oxigénio. Este valor deve-se ao facto do Oxigénio
molecular ndo reagir com estes grupos, embora seja um agente deslenhificador. Subtraindo ao
valor de IK, a contribuicdo dos HexA, obtém-se o IK corrigido que sera proporcional ao teor
de lenhina residual. Como se pode ver, os ensaios de controlo permitem remover lenhina
equivalente a 0,6 e 0,8 unidades de IK. Adicionalmente, a acdo enzimatica permite baixar
substancialmente este valor, pelo que h& concordancia entre estes resultados e os obtidos
através da anélise das absorvancias dos filtrados a 205 nm. Por este motivo, a contribuicéo
dos HexA para o IK aumenta para 47% quando se aplica uma carga enzimatica de 0,2 kg/t

odp no pH 8 apesar de haver remocao de HexA.

5.6.3. Teor de Pentosanas

Como referido anteriormente na seccao introdutdria, as hemiceluloses contribuem de
forma significativa para a melhoria das propriedades fisico-mecénicas das fibras, pelo que a
sua perda durante o processo de cozimento e posteriormente nos processos de branqueamento
é indesejavel. Além disso, contribuem para o rendimento em pasta ja que o principal objetivo
do processo de cozimento é a deslenhificacdo. O teor de pentosanas foi determinado em
pastas com as condi¢Oes de tratamento enzimatico que permitissem maior variagdo nos
resultados. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5-10. E possivel consultar os

resultados mais detalhados no Anexo 11.8.
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Tabela 5-10. Teor de pentosanas obtido antes e apds estagio com xilanase X.

. dose enzima o Perda de Perda de
Ensaio pH kg/t odp Pentosanas (%) pentosanas * rendimento *
P2 - 18,6 - -
Rend X1 0,134 17,9
Rend X2
—_— 9 0,7 2
Rend C1 0 186
Rend C2 '
Rend X7
Rend X8 0.2 1538
————~~— 8 3 3
Rend C7 0 18.8
Rend C8 '

*em relacdo ao controlo

Os valores obtidos para os ensaios de controlo e para a pasta original estdo situados
entre 18,6 e 18,8%. AplOs a acdo enzimatica, estes valores descem significativamente
principalmente para pH 8 e carga elevada de enzima. Curiosamente, nestas condi¢des, a perda
de rendimento em pasta com a aplicacdo da enzima é semelhante a diminuicdo do teor de

pentosanas.

5.7. Caracterizacao dos filtrados

5.7.1. Andlise dos Filtrados por Espectroscopia UV

Com o intuito de verificar, no imediato, a acdo da enzima na deslenhificacdo das
pastas, foi utilizada a espectrofotometria UV para medir a absorvancia dos filtrados obtidos
ap0s 0 ensaio enzimatico, num comprimento de onda de 205 nm, que é o comprimento de
onda caracteristico para a lenhina solavel (TAPPI T222). Os resultados sdo apresentados na

Figura 5.6. Os dados detalhados podem ser consultados no Anexo I11.4.
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Figura 5.6. Representacdo da absorvancia do filtrado, medida a 205 nm para as diferentes

cargas de enzima.

Através da analise da Figura 5.6 podemos verificar que a dose de enzima utilizada no
ensaio tem muita influéncia na remocao de lenhina, sendo a dose maior (0,2 kg/t odp) a que
apresenta melhores resultados. Relativamente ao pH, é possivel verificar que a pH 10 e pH
9,5 é onde a enzima apresenta menor eficiéncia. O aumento na absorvancia a pH 8 e 9 séo
semelhantes quando se comparam os ensaios realizados com diferentes doses de enzima e o
respetivo controlo.

Comparando todos os controlos, ou seja, todos 0s ensaios onde ndo existe a presenca
de enzima, é possivel verificar que existe remocdo de lenhina (aumento de absorvancia)

apenas com o aumento do pH e a lavagem subsequente.

5.7.2. Agucares redutores pelo método DNS

O grupo carbonilo livre dos monossacarideos € suscetivel de ser oxidado a acido
carboxilico, reduzindo os agentes oxidantes. Por isso, sdo potencialmente agucares redutores.
O método do é&cido dinitrossalicilico (DNS) é comummente utilizado para estimar a
concentracdo de acucares redutores em hidrolisados enzimaticos, tornando-se uma alternativa
a métodos mais complexos e demorados como os métodos cromatograficos, HPLC ou GC.
Também ¢ frequentemente utilizado para determinar atividades enzimaticas (Nufiez et al.,
2012).
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A cor amarelo-acastanhada produzida é avaliada pelo valor da absorvancia a 540 nm
que é proporcional & concentragdo do aclcar redutor. E necessario construir uma curva de
calibracdo usando um monossacarideo comercial de elevada pureza, sendo os resultados
expressos em equivalentes desse acUcar. Neste trabalho foram construidas 3 curvas de
calibracdo usando xilose (uma por cada solu¢cdo de DNS preparada, sempre que a anterior
terminava) - Anexo 11.7.1.

O objetivo da aplicacdo deste método nos filtrados dos ensaios com Xxilanase era
avaliar a acdo degradativa desta enzima na pasta, através da producdo de acucares simples
(dissolvidos na fase liquida). Dado que se poderiam também libertar oligossacarideos,
nomeadamente Xilooligossacarideos, tentou-se usar uma enzima que, aplicada nos filtrados
apos tratamento enzimatico com Xxilanase X, os hidrolisasse. De facto, foi usada uma beta-
xilosidase (BX) para transformar agucares de maior peso molecular (ndo redutores) presentes
nos filtrados em monossacarideos (redutores). O fator de diluicdo foi de 10. A curva de
calibracdo utilizada nestes ensaios foi a curva de calibracdo 1 (Anexo 11.7.1). Os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 5.11. O branco utilizado na medicdo de todas as
amostras foi constituido por DNS, solucdo tampéo e o respetivo controlo (iguais condicdes

operatorias mas sem enzima).

Tabela 5-11. Equivalentes de xilose antes e ap6s O tratamento dos filtrados dos estagios X

com uma beta-xilosidase (BX).

Dose enzima (kg/t Antes de BX Depois de BX
Amostra de PastaP1 pH odp) Xilose Xilose Xilose Xilose
mg/mL %* mg/mL %*
LX4 9,5 0,2 0,02 0,02 0,023 0,02
LX3 9 0,2 0,23 0,21 ABS<0 -
LX9 8 0,2 0,64 0,58 ABS<0 -

*Percentagem de xilose que foi removida e que se encontra nos 180 g de filtrado. Esta percentagem é
determinada da seguinte forma: temos 180 g de filtrado e 20 g de pasta em base seca em cada ensaio realizado.
Por exemplo, para LX9 temos: 0,64*180=115,2 g (0,1152 mg) de xilose no filtrado, ou seja,
(0,1152/20)*100=0,58%.

Através da observacdo da Tabela 5.11, é possivel verificar que a beta-xilosidase ndo
atuou como previsto. No entanto, apenas com a analise dos resultados obtidos nos filtrados
(tal qual) pode-se confirmar a maior atividade da xilanase X a pH 8, dado que o teor de xilose
libertada para o filtrado aumenta significativamente com a diminuicdo do pH de 9,5 para 8.
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Na tentativa de degradar os xilooligossacarideos potencialmente existentes nos
filtrados obtidos ap0s 0s estagios X, e uma vez que ndo se obteve resultados aceitaveis com a
beta-xilosidase, usou-se a xilanase X no proprio filtrado como hidrélise adicional (88°C, pH
8, 2 h) — Figura 5.7. O fator de diluigdo nestes ensaios foi de 1,316. A curva de calibracéo
utilizada nestes ensaios foi a curva de calibracdo 1 (Anexo 11.7.1). Os resultados estdo
apresentados na Tabela 5-12 onde se pode mais uma vez confirmar a libertacdo de agucares
redutores nos filtrados por acdo da xilanase X na pasta O. Esta libertagdo aumenta para pH
decrescente e para dose de enzima crescente. No entanto, depois de fazer um segundo
tratamento com xilanase X, agora no filtrado resultante do 1° tratamento, verifica-se alguma
inconsisténcia nos valores obtidos: um dos resultados obtidos no segundo filtrado (depois de

um novo tratamento enzimatico) € inferior aos obtidos depois do primeiro filtrado.

H,50,
(Klasom)
Hidrolisado dcido
contendo aglicarss
Pazta O "
N ,f--"' ey Metodo
! = DNS

Kilanase X

S Pi]trad;:-.}{ — & | Filtrado —
hidrolisado

Beta-xilosidase (BX)

ol

Xilanase X

Figura 5.7. Esquema experimental aplicado nalguns ensaios para avaliar a libertacdo de

acucares produzida pela Xilanase X na sua acdo sobre as pastas O.
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Tabela 5-12. Concentracdo de xilose presente no filtrado obtido ap6s tratamento enzimatico da

pasta O: filtrado “tal e qual” e filtrado resultante de novo tratamento do filtrado “tal qual” com

xilanase X.
Filtrado apos 2°

Ensai Dose Filtrado tal qual tratamento com
nsaios com pH  enzima Xilanase X
pasta P2 (kg/t odp)

g P Xilose mg/mL Xilose mg/mL

Rend X9
Rend X10 10 0,134 0,02 0,09
Rend X1
Rend X2 9 0,134 0,23 0,14
Rend X7
Rend X8 8 0,2 1,05 1,07

Havendo davidas quanto ao desempenho da beta-xilosidase BX, face ao desempenho da
xilanase X, realizaram-se 0s ensaios apresentados nas Tabela 5-13 e Tabela 5-14. Foram
utilizados dois substratos  distintos, as xilanas comerciais de oat spelts
(arabinoglucuronoxilana) e de beechwood (glucuronoxilana). As duas xilanas diferem entre si
pela presenca de um residuo lateral de arabinose na primeira, sendo a segunda idéntica a
xilana de E. globulus. O fator de diluigdo utilizado para os ensaios intitulados de “depois de
BX” foi de 10. A curva de calibracdo utilizada para estes ensaios foi a curva de calibracio 3
(Anexo 11.7.1). As condicdes do ensaio foram pH 5, 50°C, 2h, depois do qual se usou o

liquido resultante apds filtracéo.

Tabela 5-13. Xilose nos filtrados provenientes da aplicacdo da beta-xilosidase BX em xilana

de oat spelts e em xilana de beechwood.

Antes BX Depois de BX
Xil i
ana Abs Xilose Abs  Xilose mg/mL
mg/mL
xilana oat spelts
(filtrada) 0,012 -0,017 0,013 -0,086
xilana beechwood ) 9 0051 0013  -0,086
(filtrada)

Os resultados obtidos indicam que a beta-xilosidase BX néo hidrolisa nenhuma das
xilanas, possivelmente por ndo existirem xilooligossacarideos de baixo peso molecular.

Noutros ensaios, aplicou-se a xilanase X sobre os mesmos substratos (88°C, pH 8, 1h) para
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esta poder libertar mono e oligossacarideos e assim poder ser visivel a atuacdo da beta-
xilosidase. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5-14. Mais uma vez, o fator de diluicédo
utilizado nos ensaios de “depois de BX” foi de 10 e o fator de dilui¢do utilizado nos ensaios

“antes de BX” foi de 3,889.

Tabela 5-14. Xilose nos filtrados provenientes da aplicacdo da beta-xilosidase BX em

amostras liquidas contendo os hidrolisados enzimaticos de xilana de oat spelts e de xilana de

beechwood.
Antes BX Depois de BX
Xilana + Xilanase i .
Abs Xilose Abs  Xilose mg/mL
mg/mL
xilana oat spelts 0,140 2,637 0,017 0,113
+Xilanase X
xilana beechwood
+ Xilanase X 0,137 2,585 0,012 -0,122

Mais uma vez os resultados obtidos indicam que a beta-xilosidase BX ndo estd a
desempenhar as suas funcdes. Foram feitos outros ensaios, variando as condi¢cdes operatorias
de hidrolise enzimética das xilanas para verificar se isso alteraria a composicdo dos
hidrolisados e se afetaria a atuacdo da beta-xilosidade. Os resultados foram novamente
negativos. Tendo sido esgotadas todas as alternativas possiveis, conclui-se entdo que a beta-
xilosidase BX estaria inativa possivelmente devido ao transporte desde o fornecedor até ao
DEQ. S0 seria possivel retirar todas as duvidas realizando novos ensaios com stock renovado,

mas o tempo para este trabalho estava praticamente esgotado.

5.7.3. Acucares por HPLC

Para se obter uma quantificacdo de agucares mais detalhada nos filtrados, recorreu-se
ao método de HPLC, que permite distinguir os monossacarideos entre si. Para tal é necessario
conhecer os tempos de retencdo de cada um, injetando uma solugdo contendo cada um dos
agucares, individualmente Tabela 5.15. Além disso sdo necessarias curvas de calibracdo para
cada um dos acucares a quantificar. Foram realizados os seguintes ensaios: i) analise do

filtrado tal qual estava depois do estagio X; ii) analise do filtrado proveniente de uma segunda
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hidrélise aplicada ao filtrado referido em i), com adicdo de xilanase X durante uma hora a pH
8 e temperatura de 88°C.

Tabela 5-15. Tempos de retencdo correspondentes a cada agucar.

Aclcar Tempos de retengdo (min)

celobiose 11,16
glucose 13,293
xilose 14,477
galactose 14,747
manose 15,107
arabinose 16,807

Os resultados obtidos sdo apresentados resumidamente na Tabela 5.16 e
detalhadamente no Anexo 11.7.2. Podemos observar que apenas foram detetados xilose e
galactose, sendo maior a quantidade de xilose. A xilanase X aplicada na pasta (estagio X) leva
a hidrolise de hidratos de carbono existentes na pasta, resultando na solubilizacdo de xilose
e/ou galactose nos filtrados. Esta degradacdo € potenciada por cargas crescentes de enzima e
pela diminuicdo do pH. Quando uma amostra deste filtrado € sujeita a uma hidrolise
enzimatica com a mesma Xxilanase X, ha um acréscimo de producéo de xilose e/ou galactose,

comprovando que houve também solubilizacdo de oligossacarideos durante o estagio X.

Tabela 5-16. Acucares detetados por HPLC nos filtrados dos estagios X e nos filtrados sujeitos

a uma 22 hidrolise.

. 0 i 0 ica [0)
dme  osibenaan  CIAREBGRe v
Ensaios pH enzima branqueamento 1h libertados
(kg/t odp) - -
Xilose  Galactose Xilose Galactose (total)
LX7 10 0,2 0 0,037 0 - 0,04
LX6 0,134 0 0,013 0 - 0,01
LX4 95 0,2 0,552 - 0,062 0,028 0,64
LX5 ’ 0,134 0 0,029 0 0,040 0,07
LX1 9 0,067 0 0,020 0 - 0,02
LX9 8 0,2 0,409 0,051 0,326 0,018 0,80
LX8 0,067 0 0,030 0 0,014 0,04
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6. CONCLUSOES

A aplicagdo de um tratamento enzimatico com xilanases (estagio X) no
branqueamento de pastas kraft de E. globulus torna-se numa vantagem para o processo, uma
vez que impulsiona o bleach boosting.

O efeito do tratamento enzimético foi analisado numa pasta pré-deslenhificada com
oxigénio, o que permitiu obter a sequéncia OXDE. Dentro da gama de pH estudada (8 a 10) a
xilanase X fornecida pela Novozimes A/S, desempenha melhor as suas fungdes para o pH
mais baixo, permitindo atingir ganhos de brancura ISO de 29,3 % para a menor carga de
enzima (0,067 kg/t odp), quando comparada com a pasta original. A andlise do PC number
permitiu concluir que nestas condi¢des a pasta apresenta uma maior estabilidade de brancura
ISO. A aplicacdo desta xilanase X, nas condi¢bes de melhor desempenho (pH 8 e 88°C),
permite obter poupanca de CIO> superior a 50% para a menor carga de enzima estudada, pelo
que se pode concluir que esta xilanase é bastante promissora no efeito de bleach boosting.
Esta poupanca diminui quando se aumenta o pH ou se diminui a carga enzimatica.

Em sentido contrario, variou o rendimento em pasta, como seria de esperar, variando
entre ~0% para pH 10 e 3,3% para pH 8.

A caracterizacdo quimica das pastas envolveu a determinacédo do indice kappa (1K), da
viscosidade, do teor de pentosanas, de lenhina e de acidos hexenurdnicos. A caracterizacdo
quimica dos filtrados obtidos apds o tratamento enzimatico incluiu a determinacéo da lenhina
e dos agUcares solubilizados por técnicas como espectroscopia UV, método DNS (agucares
redutores) e HPLC. Esta caracterizacdo quimica das pastas e dos filtrados permitiu avaliar a
acao da xilanase sobre a pasta.

A xilanase hidrolisa a xilana, levando a solubilizacdo de i) monossacarideos como
xilose e/ou galactose; ii) oligossacarideos contendo estes acUcares; iii) lenhina, provavelmente
ligada as porcbes de xilana dissolvida (LCC); acidos hexenurdnicos associados aos Xilo-
oligossacarideos. Por isso, o teor de acidos hexenuronicos diminuiu sendo a sua remocao
tanto maior quanto menor for o pH e maior for a carga de enzima. O teor de pentosanas
também diminuiu devido a hidrélise da xilana. Como o IK da pasta é afetado tanto pela

presenca de lenhina como pelos acidos hexenurénicos, a reducdo do seu valor deveu-se a

Tania Cristina Santos Sintra 63



Reducdo do consumo de reagentes de branqueamento por aplicagdo de tratamentos enzimaticos em pastas kraft

pré-deslenhificadas com oxigénio

remocdo simultanea de ambos o0s componentes. O tratamento enzimético ndo provoca
alterag0es significativas na viscosidade, indiciando ndo haver degradagéo da celulose

Para os ensaios da sequéncia OXDE em que foram analisados os filtrados atraves de
espectroscopia UV, a 205 nm, verificou-se que ocorreu remocdo da lenhina residual da pasta,
tendo esta sido dissolvida. Esta remocéao foi possivel confirmar através da determinacdo da
lenhina residual na pasta tratada (contabilizando a lenhina Klason e a lenhina soltvel). A
determinacdo dos acgUcares redutores pelo método DNS néo foi conclusiva, mas a detecdo de
monossacarideos por HPLC revelou a presenca de xilose e galactose nos filtrados. Na
tentativa de converter a eventual presenca de xilo-oligossacarideos (XOS) em xilose, usou-se
uma beta-xilosidase mas que mostrou ndo estar ativa. Por escassez de tempo, usou-se em
alternativa a xilanase X para provocar a hidrolise mais completa dos XOS existentes nos
filtrados. Os monossacarideos produzidos foram em menor quantidade do que o teor existente
no filtrado inicial, indiciando que a acdo da xilanase X na pasta provoca a libertacdo de xilose

em maior quantidade do que de XOS.

6.1. Perspetivas de trabalho futuro

Por falta de tempo ndo foi possivel realizar todos os ensaios desejados. Pelo que
futuramente poderdo ser alvo de interesse 0s seguintes pontos:

e Analisar o comportamento da xilanse X noutras pastas kraft de Eucalipto,
nomeadamente em pastas sem 0 estagio prévio de pré-deslenhificacdo com oxigénio
(estagio 0O);

e Avaliar as propriedades papeleiras resultantes;

e Avaliar o desempenho de uma outra beta-xilosidase para melhor averiguar a relagéo

entre xilo-oligossacarideos e xilose solubilizados nos filtrados.
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ANEXO I. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

I.1. Preparacéo dos Ensaios

Num saco de plastico sdo introduzidos os reagentes correspondentes ao estagio de
branqueamento que se pretende realizar: a pasta juntamente com a solucdo enzimatica, ou
com o Diodxido de Cloro (ClO.), ou com o Perdxido de Hidrogénio (H202) e o Hidroxido de
Sodio (NaOH). E necessario ter em conta o conceito de consisténcia e de carga para conhecer
as quantidades de reagentes necessarias a adicionar:

massa de pasta em base seca (g) Eq |

Consisténcia (%)= - =100
massa de suspensio (g)

Carga (%)= massa de reagente (g) %100 Eq. Il

massa de pasta em base seca (g)

I.1.1. Determinacéo do Teor de Secura e Massa de Pasta Humida

Pesar 3 g de pasta humida numa caixa de pesagem. Colocar a caixa destapada e a tampa na
estufa a 105°C + 1 °C durante um tempo superior a 4 horas e inferior a 24 horas. Apos
secagem, colocar a caixa tapada, num exsicador durante 20 a 30 minutos, a temperatura
ambiente. Apds arrefecimento, pesar a caixa de pesagem com a amostra da pasta, tarar a
balanca, retirar a pasta e pesar novamente a caixa de pesagem vazia. O teor de secura é dado
pela razéo entre a massa de pasta seca e a massa de pasta humida. O procedimento ¢ efetuado

em duplicado e determina-se a media dos valores obtidos.

massa de pasta seca (g) Eq. I

Teor de S =
FoT ce secma massa de pasta humida (g)

Consequentemente é possivel determinar, através da Eq. 11l a massa de pasta himida a

utilizar em cada ensaio. Todos os ensaios foram efetuados com 20 g de pasta em base seca.
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Sabe-se que a pasta armazenada contém alguma agua, sendo necessario determinar a massa de
pasta humida a pesar, tendo em conta a defini¢cdo de teor de secura apresentada. Em geral, a

pasta lavada e espremida, armazenada no frigorifico, tem um teor de secura de 0,3.
1.1.2. Calculo da quantidade de Reagentes

e Solucéo enzimatica

A solucdo enzimaética fornecida era extremamente concentrada, pelo que, a dose de
enzima a utilizar nos ensaios, em mL de solu¢do enzimatica (tal qual como é fornecida), por
tonelada de pasta “air dry” (10% de humidade), deve ser transposta para as condigdes
laboratoriais, onde se utilizam 20 g de pasta seca por ensaio. Assim, para determinar o volume
de solucdo enzimaética a usar, tal qual como é fornecida, aplica-se a Equacéo IV:
Dose enzimdtica (mL___._. ]Klﬂ(gpam ceca) Eq. IV

0.9x10%(g

V pzima (ML enzima)=

pasta 5 a{:a)

Uma vez que a escala laboratorial este volume era muito pequeno, foi necessario fazer
diluicdes da solucdo de enzima original para diminuir os erros associados as medicoes.
Procedeu-se, dependendo do ensaio a realizar, a duas dilui¢cGes diferentes da enzima, sendo
uma de 1:1000 e a outra de 1:500. O volume de solucdo enzimatica a medir deve ter em conta
esta diluicdo:

1ill'TS|:-11.1{_:.§'1|:-=1i"'ra::l..':“i.1:|:1‘:l.}{1[:”:”:' ou 1;"'Tsl:-11.1{_:.§.l:-=1;"'Ta::l.?.“i.1:|:1‘.ﬂ.}'C-E'[:”:I Eqv
e Solucéo de ClO2, H202 e NaOH
Para determinar a massa de reagente a utilizar, é necessario definir a carga alcalina a
utilizar:
_my, (g)=carga alcalina Eg. VI
mraaganta [:g:]_ 100

Onde mps é a massa de pasta em base seca. Uma vez que 0s reagentes sao usados em pequenas
p
quantidades € necessario preparar uma solu¢cdo com uma concentracdo perfeitamente

conhecida (g/L). Assim tem-se,
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et
M aagante F.'15-:'11.1{_:..5.-:' raagents Eq ViI

I'ﬂsnlu-;.il:u reagente (g): [rEELgEIlt E:l

A massa volumica da solugédo de reagente determina-se medindo a massa correspondente
a 10 mL de solucéo.

e Aguaou Tamp3o a adicionar

Os ensaios foram realizados a 10% de consisténcia, usando 20 g de pasta em base seca por
ensaio sao suficientes para efetuar analises posteriormente. Sendo:

m

pasta saca =100 Eq VI

consisténcia (%0)

M ycpansio
Pelo que a massa de suspensao sera de 200 g.

Para garantir pH estavel, no estagio enzimatico foi utilizada solucdo tampéo, em vez de agua.
Nos restantes estagios de branqueamento foi utilizada agua destilada.

A massa de agua destilada ou tampéo a adicionar é dada pelo balanco:

Eq. IX

mdgua ou tampdo a a.di{:z'rnsuspansiu:- - E ms-:-lug.i-:- snrimstica'raagants _mpasta himida

1.1.3. Preparacgao da Solugdo Tampéo

O estagio de branqueamento com enzimas exige um controlo apertado do pH da
suspensao. Desta forma, para se assegurar um determinado valor de pH da suspenséo ao longo
do estagio enzimatico foi preparado um tampédo Britton-Robinson (Tampédo B-R) o qual pode
ser usado para uma gama de pH de 4 a 11,6;

e Misturar a Parte A e a Parte B apresentadas na Tabela 0.1, segundo as indicagdes da Tabela

0.2;

e Pesar as quantidades apresentadas na Tabela 0.1 e perfazer o volume de 1 L para cada uma das
partes com agua destilada.
e Para ajustar o pH final adicionar algumas gotas de hidréxido de sédio 1M, no caso de se

pretender aumentar o pH, ou algum dos &cidos da parte A para diminuir o pH.
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Tabela 0-1. Massa necessaria de cada composto para preparar 1 L de tampéao B-R.

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

0,04 M HsPO,  Acido Orto-fosforico 98,00 4,61 85
Parte A 0,04 M CH;COOH 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 Sédio 40,00 8,00 100

Tabela 0-2. Quantidade necesséria de parte A e B necesséria para preparar o tampdo B-R com um

determinado pH.

pH Parte A(L) ParteB (L)

7 0,656 0,344
8 0,624 0,376
9 0,596 0,406
10 0,562 0,438

1.1.4. Determinacdo da Concentragdo de Dioxido de Cloro Concentrado

A determinagdo da concentracdo de CIO: é efetuada por iodometria, sendo o iodo

libertado titulado com tiossulfato de sodio:

1,+28,0F <20+8,08 Eq. X

As solucdes de didxido de cloro podem também conter cloro, clorito e clorato. Por
isso, fazem-se variar as condicdes de reacdo para que todas as formas de cloro possam reagir

com o iodeto de potassio.

Reagentes
e Manter o frasco de CIO; em gelo.

e Solucdo de iodeto de potéssio Kl, a 10% (volume)

e Solugdo tampao de borato (pH=8,3)

e Solucéo de tiossulfato de sodio, 0,1M (padronizada) ou 0,05 M
e Solucdo de 4cido cloridrico, 2 mol/L

e Indicador de cozimento de amido
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Cloreto de titanio a 1,5% (diluir 10x a solug&o comercial de 15%, da Merck B406407946, 500
mL)

Material

Bureta normal ou automatica
Medidor de pH

Agitador magnético/magnetes
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 potéssio a 10% e cerca de 50 mL de &gua destilada e introduzir os
dois volumes num copo de 250 mL. Juntar a solugdo anterior uma quantidade de tampéo de
borato (pH 8,3) que se verifique apropriada para a reagdo ocorrer em meio neutro ou
ligeiramente alcalino (~3xpipetas Pasteur). Adicionar 5,0 ml (no caso do residual, adicionar 25
ml) de solucdo de didxido de cloro a titular (esta operacdo deve ser efetuada no interior de
uma hotte; alternativa: pesar 5,830 g de solugdo de CIO, e converter em volume com a
densidade (pesa-se, numa balanca analitica de precisdo 0,0001g, um determinado volume
conhecido da solucdo de CIO, (5 mL ou 10 mL, por exemplo); a densidade é calculada
fazendo a razéo entre a massa e 0 volume). Ocorrem as seguintes reacdes:

O iodo libertado é titulado com tiossulfato de sodio adicionando-se 1 ml de cozimento de
amido como indicador ap6s a solugdo ficar amarelo claro. O volume de tiossulfato gasto
quando a solucdo muda de violeta para incolor é designado por Vi. (levar a contagem de
volume de titulante a zero.)

Adiciona-se em seguida acido cloridrico para o pH da solucdo ficar abaixo de 2, ocorrendo a
seguinte reacdo:

A solugdo fica novamente violeta, e o iodo libertado é titulado com tiossulfato de sodio. O
volume gasto nesta segunda titulacdo é designado por V.. (levar a contagem de volume de
titulante a zero.)

Adiciona-se novamente &cido cloridrico para descer o pH da solucdo até a gama de 0,7-1,0.
De seguida adiciona-se excesso de solucdo de cloreto de titanio a 1,5% (~3 mL). A solucdo

fica novamente violeta porque ocorrem as seguintes reacgoes:
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e O iodo libertado é titulado com tiossulfato de sdédio, e o volume gasto na titulacdo é

designado por V3.

Célculos:
No tratamento dos resultados tém que se considerar dois casos diferentes:

v, v, Eq. XI
(@) V<2 ®) v, > ;

Caso (a) — Solucdo de didxido de cloro isenta de cloro. O teor em didxido de cloro e em

clorito podem ser calculados a partir das seguintes expressoes:

T

A"
Cm01=5?=5xMx?f (/L) Eq. XII

a

(V;4=V,) Eqg. X1
_ = kY —_— |
CC\].DJ 67 5xMx v (g/L)

a

Caso (b) — A solucdo de dioxido de cloro contém cloro. Neste caso ndo contém clorito.

Teoricamente os teores de didxido de cloro e de cloro podem ser calculados da seguinte

forma:
V; Eq. XIV
Crn =67,5XMxX — L
Cl0, XV, (g/L)
_¥ Eq. XV
C = 7ix M x A% (g/L)
Cla 2XV, g

Nos dois casos (a) e (b), a concentracdo de clorato (ClO3) pode ser calculada a partir da

expresséo:
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Eq. XVI

V3

Ceio; = 1000 X M X ——=——835 (mg/L)

Lur)

Para as expressoes acima descritas foram utilizadas as seguintes notacdes:
M= Molaridade da solugéo de tiossulfato de sédio, mol/L;
Va= Volume de amostra (titulado), mL;
V1, V2, V3= Consumo de tiossulfato de sodio em cada titulacdo, mL.
O valor 67,5 corresponde ao peso molecular de dioxido de cloro (g/mol).
O valor 71 refere-se a peso molecular do cloro (g/mol).

Para converter gClO>/L em gCl. activo/L multiplica-se o primeiro por 2,63.

1.1.5. Preparacéo e afericdo da solu¢do de NaOH

Reagentes Material
o NaOH pod/pellets; e Titrino;
e Cloreto de bario a 20% (w/w); e Medidor de pH;
e Acido cloridrico (0.01M).M e Baldo de dilui¢do 1 L;

o Baldo de diluicdo 500 mL;
e Funil;

e Copos altos de 50 mL;

e Pipetade 25 mL;

e Pipeta de 10 mL.

Preparacédo do cloreto de bario a 20% (w/w)
Numa balanca, colocar um copo de 2 litros e pesar 244,27 g de BaCI2 « 2H20 e adicionar

agua destilada até obter 10009 de solucéo.

Preparacédo do &cido cloridrico 0,01M padréo

Adicionar o conteudo de uma ampola de HCI 0,5 M num baldo de diluicdo de 1 litro e
perfazer com agua destilada. Diluir posteriormente esta solucdo 50 vezes (pipetar 20 mL da
solucdo 0,5 M e perfazer com agua num baldo de dilui¢do de 1 L). Transferir a solucdo para

um frasco compativel com a unidade intermutavel do TITRINO.
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Procedimento Experimental:

Pesar aproximadamente 15 g de NaOH,;

Colocar num baldo de diluicdo (1 L), adicionar agua destilada e homogeneizar a
solucdo; deixar arrefecer; perfazer o volume do baldo com &gua destilada. Esta seréa a
solugdo de NaOH a utilizar nos ensaios e da qual se pretende agora saber a verdadeira
concentracao.

Diluir a solucdo anterior, retirando 20 mL da solugcdo de NaOH para um baldo de
diluicdo (500 mL) e adicionar agua destilada até perfazer o volume do balo;

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

Introduzir o elétrodo de pH no suporte do TITRINO, liga-lo ao aparelho de anélise e
coloca-los em agua destilada;

No TITRINO, usando o teclado, premir User method (3) Recall method Enter;
Escolher o0 método pretendido, premindo repetidamente Select até se visualizar no ecra
“NaOH PGL” Enter;

Colocar num copo 25 mL da solugdo de NaOH diluido e adicionar 10 mL de cloreto
de bério, para precipitar os carbonatos existentes na solucéo;

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

Ligar a agitacdo e premir START para dar inicio a titulacao;

Quando a curva de titulacdo estabilizar (aparece EP1) e o TITRINO automaticamente
terminara a titulacéo;

Registar o valor do ponto de equivaléncia obtido (volume de titulante gasto em mL e 0
pH), presente no visor do TRITINO;

Lavar os elétrodos com &gua destilada e limpa-los;

Efetuar duas réplicas concordantes (diferenca menor que 0.5ml de volume de

titulante).
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Calculos:

Calculo da concentragdo de NaOH na solugdo original:

Ve [HCL

%Hf&mr de diluicio=40 (g/L) Eqg. XVII

toma

[NaOH]=

em que [HCI]=0,01 mol/L e V,, € o volume gasto de titulante, em mL; o factor de dilui¢éo e

(500/20=25); Vioma=25 mL; a massa molar M(NaOH)=40 g/mol permite expressar a
concentracdo em g/L. Numa forma condensada, tem-se:
[NaOH]=Vy=0.4  (g/L) Eq. XVIII

I.1.6. Determinacdo da Concentracdo de Peroxido de Hidrogénio

Concentrado

Dado que o perdxido de hidrogénio se decompde muito facilmente, apds a preparagédo
deste composto é necessario determinar o valor real da sua concentracdo inicial, de modo
calcular a quantidade de solucdo a utilizar no estdgio de perdxido, face as condicOes
operatdrias previamente definidas. Esta determinacdo é feita por iodometria, em que se utiliza

molibdato de amonio que atua como catalisador, acelerando a reacdo de formacdo de iodo

livre:
H,0, + 2Kl + H,S0, < K,S0, +2H,0 +1, Eq. XIX
l, +2Na,$,0, < 2Nal +Na,S,0, Eq. XX
Reagentes Material
e H»SO4 2M (4 N) e Titrino
e NaxS;03,0.1 M (0,1 N) e Frascos com Kipp de 15 e 20 mL
e KIL1M o Elétrodo de Platina
e H202 (~20 g/L) e Pipeta de Pasteur
e Solucdo de Molibdato de Amonio e Baldo Volumétrico de 25, 1000 e
(5%) 2000 mL
e Magnetes
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e Copo de 150 mL
o Péra

e Pipetas volumétricas de 10mL

Procedimento experimental:

Preparacédo da solugdo de H2SO4 2M (4 N):

e Diluir 408,64 g de acido concentrado (pureza: 96%, densidade: 1,84 kg/L, massa
molecular: 98,08 g/mol) num baldo volumétrico de 2000 mL em &gua destilada.
ATENCAO: MISTURA ALTAMENTE EXOTERMICA! Colocar primeiro
aproximadamente 1000 mL de agua gelada, adicionar o &cido com cuidado, agitando
e arrefecendo o baldo com &gua corrente e, depois de atingir a temperatura ambiente,
perfazer o volume de 2000 mL.

e Transferir a solugdo para um frasco com Kipp de 20 mL.

Preparacao da solucédo de KI 1N:

e Pesar 166,33 g para um copo;

e Dissolver com um pouco de &gua destilada, introduzir num baldo volumétrico de 1000
mL e perfazer com agua destilada;

e Transferir a solugdo para um frasco com Kipp de 15 mL.

Preparacdo de Molibdato de Aménio a 5%:

e Pesar 1,525 g para um copo;

o Dissolver com um pouco de agua destilada, introduzir num baldo volumétrico
de 25 mL e perfazer com agua destilada.
ATENCAO: a solucio tem apenas validade de uma semana!
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pré-deslenhificadas com oxigénio

Preparacao da solucdo de Na2S203 0,1M (0,1 N):
e Introduzir o conteudo de uma ampola de Tiossulfato de Sodio 0,1 N num baléo

volumeétrico de 1000 mL e perfazer com &gua destilada.

e Transferir a solugdo para um frasco compativel com a unidade intermutavel do
TITRINO

Preparacéo da solucéo de Peroxido de Hidrogénio:

o Introduzir cerca de 1500 ml de &gua destilada num baldo volumétrico de 2000
ml;

o Pesar 119.07 g de Perdxido de Hidrogénio (a 49.5% W/W), transferir de
imediato para o baldo e perfazer o volume com agua destilada;

o Transferir a solu¢do para um fraco de armazenamento (castanho) e inertizar
com azoto.

Determinacdo da Concentracao inicial:
1. Colocar no TITRINO a solugéo de Na2S.0z (0,1 M);

2. Introduzir o eléctrodo no suporte do TITRINO, liga-lo ao aparelho de analise e coloca-

los em agua destilada;
No TITRINO, usando o teclado, premir User method (3) = Recall method = Enter;

4. Escolher o método pretendido, premindo repetidamente Select até se visualizar no ecrd
“H202” —» Enter;

5. Pipetar 25 mL da solugdo concentrada de Peroxido de Hidrogénio (~35 g/L) para um
baldo volumétrico de 500 mL e perfazer o volume com agua destilada (solucédo diluida
de H202);

6. Introduzir num copo de 100 mL, 40 mL de acido sulfurico, 3 gotas de molibdato de
amoénio e um magnete;

7. Adicionar 10 mL da solucéo diluida de peroxido de hidrogénio preparada no ponto 5 e
15 mL de iodeto de potéassio;

8. Colocar o copo no TRITINO, introduzindo o eléctrodo;

9. Premir START para dar inicio a titulag&o;
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10. Quando a curva de titulacdo estabilizar (aparece EP1) e o TITRINO automaticamente
terminard a titulagdo;

11. Registar o valor do ponto de equivaléncia obtido (volume de titulante gasto em mL),
presente no visor do TRITINO;

12. Lavar os eléctrodos com &gua destilada e limpé-los;

13. Fazer um duplicado e obter o valor médio.

Célculos:

A concentracdo inicial de peroxido de hidrogénio é dada por:

1 235,037V, 5.0,
[H:_D:]=;><[N : *Vﬂ 25105 s fator de diluiciox34  (z/L)

toma

Eq. XXI

em que [NazS203]= 0,1 mol/L e V, . € 0 volume gasto de titulante, em mL; o factor de

diluicdo € (500/25=20); Vioma=10 mL; a massa molar M(H202)=34 g/mol permite expressar a
concentracdo em g/L; o factor Y respeita a estequiometria da reaccdo de titulacdo:
n(H202):n(Na2S203) = 1:2. Numa forma condensada tem-se:

[H;0,]=Vyas,0, 34 (&/L) Eq. XXII

|.2. Metodologia Experimental de Branqueamento

Material

e Balanca analitica Placa de aquecimento

e Copos para pesagem e mistura e Recipiente para aquecimento da
e Sacos de plastico agua

e Frasco com tampa e Recipiente de plastico com gelo

e Banho termostatico e Rede metalica

e Pesos e Vareta de vidro

e Cronémetro e Etiquetas

e TermoOmetro
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pré-deslenhificadas com oxigénio

Reagentes
e Estagio X: solucdo enzimatica e Tampao B-R;
e Estagio D: dioxido de cloro e dgua destilada;

e Estagio EP: hidroxido de sodio, peréxido de hidrogénio e agua destilada.

Procedimento Experimental:

O procedimento experimental é semelhante para cada um dos trés estagios de
branqueamentos efetuados (X, D e EP), diferenciando-se apenas 0s reagentes a introduzir e a
forma de preparacéo, tal como indicado:

e Ligar o banho termostatico na temperatura e agitacéo pretendida.

e Pesar a pasta himida correspondente as 20 g de massa de pasta seca (tendo em conta o
teor de secura) diretamente no saco.

e Estagio X: em primeiro lugar, determinar a massa correspondente ao volume de
enzima

(previamente diluida) que é necessario para o branqueamento, tendo em conta a carga
escolhida (medir o respetivo volume, com a pipeta automatica, para um copo previamente
tarado e registar o valor). Depois de ser determinada a massa de enzima a adicionar,
determinar a massa de tampédo necessario ao branqueamento (Equacao 1X) e pesar esse valor
num gobelé. Colocar a solucdo enzimatica e 0 Tampao B-R num frasco de vidro com tampa,
agitar, e colocar no banho a aquecer durante 10 minutos. Apds os dez minutos colocar a pasta
no banho a aquecer durante 5 minutos.

e Estagio D e EP: Pesar o0s reagentes necessarios ao branqueamento num gobele,
deixando o H>O> (caso seja utilizado) para ltimo. Registar os valores exatos. (As
massas dos reagentes sdo determinadas como explicado em cima) Misturar o0s
reagentes e adiciona-los a pasta, tendo o cuidado de lavar os gobelés com uma parte
da 4gua necessaria.

e Fechar o saco, retirando o maximo de ar possivel, e misturar bem a pasta com a
solucéo de reagentes com as maos depois de o saco estar bem fechado.

e Colocar o saco com a pasta no interior de outro e com o auxilio de um disco,

submergir o saco com a mistura no banho e comecar a contagem do tempo.
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1.3.

1.2.1.

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

Depois de arrefecer no gelo, abrir o saco e filtrar bem a pasta com auxilio de uma rede
metalica. Guardar o filtrado num frasco tapado em gelo para medicdo do pH. O
filtrado proveniente do estadgio X devera ser guardado em dois frascos com tampa
devidamente identificados e armazenar um no congelador e outro no frigorifico, para
posteriores analises.

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

Guardar a pasta num saco de plastico, apés ter sido espremida a méo e esfarelada, e
coloca-la no frigorifico devidamente identificada ou iniciar o procedimento de
branqueamento novamente caso Se pretenda prosseguir na sequéncia de

branqueamento.

Filtrados residuais

Determinacgdo da Concentracéo de Dioxido de Cloro Residual

O procedimento de determinacdo da concentracdo de Didxido de Cloro Residual é idéntico ao

descrito no Anexo 1.1.4.

1.2.2.

Determinacéo da Concentracdo de NaOH residual

Para a determinacdo da quantidade de OH- residual é necessério efetuar-se uma

titulagdo acido/base ao licor (filtrado).

Materiais
e Titriino; e Funil;
e Medidor de pH; o Papel de filtro;
e Proveta de 100 mLe tampa; e Pipetade 25 mL,;
e Frascos~100mL; e Copos altos de 50 mL.
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pré-deslenhificadas com oxigénio

Reagentes
e Cloreto de bario a 20% (w/w);

e Acido cloridrico (0.01 M).

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

Numa balanca, colocar um copo de 2 litros e pesar 244,27 g de BaCl, « 2H20 e
adicionar dgua destilada até obter 1000 g de solucéo.
Preparacédo do &cido cloridrico 0,01M padréo

Adicionar o contetido de uma ampola de HCI 0,5 M num baléo de diluicdo de 1 litro e
perfazer com agua destilada. Diluir posteriormente esta solucdo 50 vezes (pipetar 20 mL da
solucdo 0,5 M e perfazer com &gua num baldo de diluicdo de 1L). Transferir a solucdo para
um frasco compativel com a unidade intermutavel do TITRINO

Procedimento Experimental:

e Colocar, numa proveta, 75 mL de filtrado e 25 mL de cloreto de béario, agitar e deixar
repousar tapado, para precipitar os carbonatos os fenolatos e outros compostos
organicos provenientes da reacdo dos componentes da pasta com o Perdxido de
Hidrogénio e o NaOH;

NOTA: Caso ndo haja residual suficiente proceder de acordo com a Tabela 0.3:

Tabela 0-3.Volume de cloreto de béario a utilizar em fungéo do volume de filtrado disponivel.

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

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

e Filtrar para um frasco com a ajuda de um funil e papel de filtro e tapar o frasco;

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

e Colocar no TITRINO a solucdo de HCI (0,01 M);

e Introduzir o eléctrodo de pH no suporte do TITRINO, liga-lo ao aparelho de anélise e

coloca-los em agua destilada;
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No TITRINO, usando o teclado, premir User method (3) = Recall method - Enter;
Escolher o método pretendido, premindo repetidamente Select até se visualizar no ecra
“NaOH PGL” = Enter;

Medir 25 mL da amostra filtrada para um copo de 50 mL com magnete;

Colocar o copo no TRITINO, introduzindo o eléctrodo com o cuidado de submergir a
cabeca do eléctrodo sem tocar no magnete;

Ligar a agitacdo e premir START para dar inicio a titulagao;

Quando a curva de titulagéo estabilizar (aparece EP1) e o TITRINO automaticamente
terminara a titulacéo;

Premir Select até aparecer Fix EP’s = premir Enter; registar o valor do volume gasto
de titulante até um pH=8,6 (0 método seleccionado faz automaticamente esta
avaliacdo);

Efectuar duas réplicas concordantes (diferenca menor que 0.5 mL de volume de

titulante).

Calculos:

[NaOH

Caélculo da concentracdo de OH™ no licor residual.

Vx[HCI]XV_t Eq. XXIII

s (mol /L) = V.

A concentracdo em g/L obtém-se por multiplicacdo do resultado anterior pela massa molar do
NaOH=40 g/mol.

1.2.3. Determinacéo da Concentracdo de Peroxido de Hidrogénio Residual

Esta € feita por iodometria, em que se utiliza molibdato de aménio que atua como catalisador,

acelerando a reacdo de formacéo de iodo livre.

Reagentes:
[ HzSO4, 2M (4 N) o Nazszos, 0.1 M (0,1 N)
e KIL1M e Cozimento de amido
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e Solucdo de Molibdato de Amobnio

(5%)
Material:
e Titrino e Proveta de 100 mL
e Baldo volumétrico de 25, 1000 e e Magnetes
2000 mL

e Pompette

e Frascos com Kipp de 15 e 20 mL )
e Placa de aquecimento

e Copos de 150 mL .
e Triturador

e Pipeta de Pasteur

Procedimento experimental:

Preparacdo da solucdo de H,SO4 2M (4 N)

- Diluir 222 mL de acido concentrado (pureza: 96%, densidade: 1,84 kg/L, massa molecular:
98,08 g/mol) num baldo volumétrico de 2000 mL em &gua destilada gelada. ATENCAO:
MISTURA ALTAMENTE EXOTERMICA! Colocar primeiro ~1000 mL de &gua gelada,

adicionar o acido com cuidado, com o baldo envolvido em gelo e colocado num recipiente
para o efeito; depois de atingir a temperatura ambiente, perfazer o volume de 2000 mL;

- Transferir a solugdo para um frasco com Kipp de 20 mL.

Preparacdo da solucdo de KI 1N:

- Pesar 166,33 g para um copo;

- Dissolver com um pouco de agua destilada, introduzir num baldo volumétrico de 1000 mL e
perfazer com agua destilada.

Preparacdo de Molibdato de Amonio a 5%:

- Pesar 1,525 g para um copo;

- Dissolver com um pouco de agua destilada, introduzir num baldo volumétrico de 25 mL e
perfazer com &gua destilada. ATENCAO: a solucio tem apenas validade de uma semanal!
Preparacdo da solugdo de Na»S,03 0,1M (0,1 N):

- Introduzir o conteudo de uma ampola de Tiossulfato de Sodio 0,1 N num baldo volumétrico

de 1000 mL e perfazer com agua destilada;
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- Transferir a solucéo para um frasco compativel com a unidade intermutével do TITRINO.
Preparacdo do Cozimento de Amido (indicador):

- Pesar entre 0,2 a 0,3 g de amido soluvel e triturar com alguns mililitros de agua fria;
- Verter esta pasta em 100 mL de agua a ferver, deixando-se ferver durante 2 minutos;
- Filtrar ou deixar repousar usando-se apenas a camada de liquido limpida. Guardar no
frigorifico!
Determinacdo da Concentracdo residual:
1. Colocar no TITRINO a solucéo de Na;S:0s (0,1 M);

2. Introduzir num copo de 100 mL, 40 mL de &cido sulfurico, 3 gotas de molibdato de
amonio e um magnete;

3. Adicionar 10 mL do efluente do estagio de peroxido de hidrogénio e 15 mL de iodeto
de potassio;

4. Colocar o copo no TRITINO (a utilizar em modo DOS), mergulhando a ponta
doseadora;

5. Apbs ligar a agitacdo, iniciar a titulacdo do premindo DOS (aumentar no controlo do
caudal de titulante);

6. Quando a solucdo apresentar uma cor amarelo palido, introduzir com a pipeta de
Pasteur (cheia) a solucdo de amido: ocorre a mudanca de cor amarelo-azul escuro;

7. Continuar o doseamento até ocorrer a mudanca de cor azul/violeta-incolor: ponto de
equivaléncia atingido;

8. Registar o volume gasto de titulante;

9. Lavar a ponta doseadora com agua destilada.

Calculos:

A concentracdo de peroxido de hidrogénio na amostra de efluente € dada por:

Na,S,0,]xV Eq. XXIV
[Hzoz] :%x[ 2 2V3] N&S:0; g (%) q

toma

em que [Na2S203]= 0,1 mol/L e V,,, s, € 0 volume gasto de titulante, em mL; Vioma=10 mL; a

massa molar M(H202)=34 g/mol permite expressar a concentracdo em g/L; o factor ¥z respeita
a estequiometria da reaccéo de titulagdo: n(H202):n(Na2S203) = 1:2. Numa forma condensada

tem-se:
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[H 202 ] = 0’17 XVNa2503 [%j Eq XXV

|.4. Caraterizacao das Pastas

1.4.1. Determinacéo do indice Kappa (1K)

A lenhina é suscetivel de sofrer oxidacdo (em particular nos seus anéis aromaticos) por
varios oxidantes, como por exemplo o permanganato de potassio em condicBes acidicas.
Assim, e consume de permanganato necessario para oxidar uma pasta fornece uma ideia do
teor de lenhina residual. Este consumo depende porém do tempo e da temperatura de reacéo,
bem como das quantidades e concentracGes de permanganato inicial e remanescente no final
da reacdo e das restantes condicdes do ensaio, pelo que as condi¢des experimentais devem ser
sempre especificadas. O procedimento é descrito na norma NP 3186 e o indice kappa da pasta
é determinado a partir do numero de mililitros de uma solugdo de permanganato de potéssio
0,1 N consumidos por grama de pasta absolutamente seca, sob condi¢fes normalizadas, sendo
0 resultado corrigido para um consumo de 50% (isto porque se deve utilizar uma quantidade
de permanganato tal que leve a um consumo préximo de 50% do adicionado). O
permanganato nao consumido ao fim de exatamente 10 minutos de reacdo com a suspensao de
pasta, é determinado por iodometria: a suspensao € adicionada iodeto de potassio, em excesso,
que vai reagir com o permanganato ndo consumido segundo a reacao equagdo XXVII.
I'vl.tlD;t+lenhina—>I'vh1:_+lenhina oxidada (Mn " +5¢"—=Mn’") Eqg. XXVI

ZMnD;ﬁl6H_+ID['<=}2N1112_8H30+5I3 (10I"—51,+10e7) Eqg. XXVII

O iodo formado é titulado de imediato com uma solucdo aferida de tiossulfato de sodio (Vt
mL), através da reag&o:

28,07+, =8, 0 +2I (4877 —2874+283 +2¢7) Eq. XXV
Soma: 2MnO;+16H7+10S,07 <2Mn*"+55,0%" Eg. XXIX

(por cada mol de MnO4™ consome-se 5 moles de S,0s" i.e. 5e”/mol).
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No ensaio ‘branco’, efetuado com o mesmo procedimento mas sem adigdo de pasta, e
permanganato inicialmente adicionado deve reagir, em principio na sua totalidade, com o
iodeto para formar iode, exceto se a agua utilizada ndo estiver isenta de substancias que se
oxidam. O iodo formado ¢ titulado de imediato com uma solucdo aferida de tiossulfato de

sodio (VB mL). O indice kappa, baseado na norma citada, é dado por:
IK=Cxd/i; Eqg. XXX

No procedimento seguido no DEQ, denominado “Micro-kappa”, s@o usados menos
quantidade de reagentes e de menor concentracdo em relacdo ao referido na norma NP3I86,
onde d é o fator de correcdo para um consumo de 50% de permanganato (ver Tabela 0.4), 0
qual depende do valor de C = 0,5*(VB - Vt)*[Na>SO3]/(5*[KMnO4));

este procedimento “Micro-kappa” deve ser aplicado para a determinagdo do grau de
deslenhificacdo de pastas apds um ou dois estadgios de branqueamento (usando OXxigenio,
Peroxido de Hidrogénio eu Dioxido de Cloro) onde o indice kappa podera ser inferior a 5.
Contudo, este método tem sido usado no DEQ, com sucesso, no caso de pastas cruas com
indice kappa até 16.

Em geral, é usada a seguinte relacdo aproximada entre a lenhina total (LT) e o indice
kappa (IK):
LT(em %)=0_15=IK Eq. XXXI

embora esta proporcionalidade seja influenciada pela espécie de madeira e tipo de cozimento.
Para E. globulus nacional obteve-se a seguinte relagéo:
LT(%)=0187=IK-0,75 (R?=0.9900) Eqg. XXXII

E de salientar todavia que, para além da lenhina, outras estruturas podem consumir
permanganato, contribuindo para e valor do indice kappa das pastas kraft, em particular das
ndo branqueadas. De facto, embora nos 10 minutes estabelecidos na norma se complete a
oxidacdo degradativa dos anéis aromaticos da lenhina, sendo a oxidagdo dos grupos terminais
redutores dos hidrates de carbono pequena (logo desprezavel para e IK), a presenca de
ligacGes duplas, como as existentes nos acidos hexenuronicos (formados durante o cozimento

alcalino das xilanas) aumenta substancialmente e consumo de permanganato.

Reagentes:
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¢ Solucéo de acido sulfarico, 2 mol/L (= 4N);

e Solucdo de iodeto de potéssio, 1 mol/L;

e Solucdo de permanganato de potéassio, 0,01 mol/L (= 0,05 N);
e Solucdo de tiossulfato de sddio, 0,05 mol/L (= 0,05 N);

¢ Indicador de amido, 2 g/L.

Material:
e Agitador Heidolph (ou equivalente) com haste de agitacdo em vidro;
e Aparelho para desintegracdo em humido (varinha mégica, caso a amostra se encontre
seca);
e Banho termostatico (25,0 £ 0,2 °C);

e CronOmetro.

Procedimento Experimental:
Preparacao da solucdo de H2SO4 2M (=4 N):
e Diluir 408,64 g de acido concentrado (pureza: 96%, densidade: 1,84 kg/L, peso

molecular: 98,08 g/mol) num baldo volumétrico de 2000 mL em agua destilada.
ATENCAO: MISTURA ALTAMENTE EXOTERMICA! Colocar primeiro ~1000 mL
de &gua gelada, adicionar o acido com cuidado, agitando e arrefecendo o baldo com agua

corrente e, depois de atingir a temperatura ambiente, perfazer o volume de 2000 mL.

Preparacao da solucdo do KI 1M:
e Pesar 166,33 g para um copo;
e Dissolver com um pouco de agua destilada, introduzir num baldo volumétrico do

1000 mL e perfazer com agua destilada.

Preparacao da solucdo de Na2S203 0,05N:
e Introduzir o conteudo de uma ampola de Tiossulfato de Sodio 0,1 M (=0,1 N) num
baldo volumétrico de 2000 mL e perfazer com agua destilada.

e Transferir a solucdo para um frasco disponivel no titulador automatico.
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Metodologia:

Pesa-se com a precisdo d 0,1 mg, uma quantidade da pasta que consuma cerca de 50%
(ponderal) da solugdo de permanganato de potassio do ensaio em branco (sem pasta).
(pesar 2 0,7 g do pasta seca para IK~7,5 ou ~= 0,35 g do pasta seca para IK~15;

como, normalmente, as amostras de pasta hiumida tém um teor de secura ~0,3 g fibra/g
pasta, dever-se-a pesar ~2,3 g de pasta humida ou ~1,1 g, respetivamente).

Introduzir a pasta previamente pesada num copo de 400 mL e adicionar 150 mL de
agua destilada;

Colocar o copo com o0 seu conteddo num banho termostatico regulado para a
temperatura de 25°C, segurando-o lateralmente com uma pinga; desintegrar com o
agitador (10 a 15 min) regulando a velocidade de rotacdo (posicdo 1 do agitador
Heidolph);

Pipetar para um copo de 100 mL, 20 mL de permanganato de potéssio (0,01 mol/L) e
20 mL de &cido sulfarico (2 mol/L);

Aquecer a mistura anterior até a temperatura do 25°C e adicionar a suspensdo de
pasta desintegrada, ligando simultaneamente o cronémetro. Lavar o copo com 10 mL
de agua e adicionar esta agua a suspensdo. O volume final da suspensdo no copo que
contém a pasta deve ser de 200 mL;

Interromper a reacdo ao fim de 10 minutos, contados a partir da adicdo do
permanganato de potassio, juntando 10 mL de iodeto do potassio (1 mol/L);

Titular o iodo libertado com tiossulfato de sodio utilizando o cozimento de amido,
como indicador, o qual é adicionado perto do fim da titulacdo, quando esta apresentar
uma cor amarela clarinha; o amido vira do azul-escuro para branco/ incolor (Nota: se a
massa do pasta for a adequada deve-se gastar ~10 mL, que é cerca de metade do
volume gasto no ensaio Branco; caso contrario, corrigir a massa de pasta para que isso
aconteca; A repetibilidade é inferior a 0,5 unidades de IK.

Nota: Dada a volatilidade do iodo o tempo decorrido entre a adi¢do da solugédo de
iodeto de potéssio e o ponto final da titulacdo deve ser 0 mais curto possivel.

Realizar o ensaio “Branco” procedendo de modo idéntico ao descrito, mas sem pasta.
A solugdo de iodeto de potédssio pode-se juntar imediatamente apés a adi¢do da

solucéo de permanganato de potassio e do &cido sulfarico. Gasta-se ~20 mL.
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Tabela 0-4. Fator d. Equacdo equivalente: d=0,89301+0.021456*C

C (mL) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
3 0958 0060 00962 0964 0966 00968 0970 0973 0975 0,977
4 0979 0981 0983 0985 0987 0989 0991 0994 0996 0,998
5 1,000 1,002 1,004 1006 1,009 1,011 1013 1015 1,017 1,019
6 1,022 1,024 1,026 1028 1030 1,033 1035 1,037 1,039 1,042
7 1,044

1.4.2. Determinacéo da Viscosidade Intrinseca

Devido a elevada massa molecular e grau de cristalinidade da celulose, esta ndo é
solivel na maioria dos solventes. Idealmente, o processo de dissolucdo da celulose deveria
resultar de uma completa desintegracdo em moléculas individuais sem alteracdo do
comprimento da cadeia. De todos 0s solventes usados para esse efeito, a cupri-etilenodiamina
(CED), complexo de cobre e amina, é o mais vulgar, sendo extensamente utilizado na
determinacdo de viscosidades de pastas a nivel industrial. A viscosidade traduz o grau de
degradacdo (ou despolimerizacdo) da celulose, sendo portanto uma caracteristica da pasta que
é imprescindivel determinar. Um dos métodos mais simples de a determinar consiste em
comparar o tempo de escoamento de um determinado volume de solucdo de pasta celuldsica
através de um capilar de um viscosimetro e o tempo de escoamento do solvente puro (normas
SCAN-CM 15 e ISO 5351). Em geral, a viscosidade (aparente) de solugbes de polimeros de
elevado peso molecular varia com o gradiente de velocidade, apresentando no caso da
celulose um comportamento pseudoplastico. Além disso, a viscosidade de solucdes de
celulose depende ainda da concentracio da solugdo (C, em kg/dm?®), aumentando com ela. Por
isso, a viscosidade deve ser determinada em condigdes tais que a interagdo entre as suas
moléculas seja desprezavel (quando a concentragdo da celulose no solvente tende para zero),
atingindo-se 0 que se designa por numero limite de viscosidade ou, mais correntemente,

viscosidade intrinseca [n], definida por:
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= lim (Tlr_ll) (i’ s) Eq. XXXIII

C—0 C
onde mrel = /Mo, Sendo 1 e Mo a viscosidade da solugdo e do solvente, respetivamente. Esta
definicdo ilustra a razo pela qual normalmente se exprime a viscosidade em unidades de
(concentragdo) . O resultado é convertido em viscosidade intrinseca pela formula de Martin a
qual traduz a dependéncia da viscosidade de uma solucdo de celulose em CED (0,5 M)

relativamente a concentrac&o:

Tlrﬂ_l:[n](jek'm]c Eq. XXXIV

onde k’ € uma constante empirica que toma o valor 0,30 para o sistema celulose-CED. Esta
expressdo € normalmente utilizada para um valor constante do produto [n]C, conforme
proposto por Martin. A escolha deste valor, que segundo as normas referidas deve ser [n]C =
3,0 £ 0,4 (correspondente a valores de nrl entre 6,6 e 10,4) é baseada em consideragdes de
exequibilidade pratica do ensaio e em razdes que se prendem com o facto de se estar a
determinar a viscosidade intrinseca a partir de um Unico valor de concentracdo (erros
inerentes a determinacdo da concentracdo e do tempo de escoamento e ao erro associado a
constante k’). Assim, a precisdo maxima do calculo obtém-se quando [n]C é o mais préximo
possivel de 3,0 (3,0+0,1), especialmente para valores de [n] superiores a 1100 dm®/kg,
devendo a viscosidade ser determinada a um gradiente de 200+30s* num viscosimetro de
dimensdes perfeitamente definidas (volume de 1,0 cm?® e raio do capilar de 0,040 cm). Nestas
condicdes, o tempo de escoamento € proximo de 100 s.

A viscosidade relativa (nrel) € calculada pela razdo entre os tempos de escoamento da
solucéo de ensaio e do solvente. Porém, como este ultimo valor & muito baixo, sdo utilizados
dois viscosimetros: um (de calibragdo) onde se determina o tempo de escoamento do solvente
e 0 de uma solucdo de glicerol a 65% (viscosidade cerca de 10 mPa.s e densidade 1,16475 a
25°C), e outro (de leitura) onde se ensaia a solucdo de pasta e a de glicerol. A concentracdo de
pasta deve ser tal que o valor do produto [n]C se encontre na gama referida o que implica um

ajustamento da concentracdo para compensar as variagdes no grau de polimerizacdo médio

Tania Cristina Santos Sintra 95



Reducdo do consumo de reagentes de branqueamento por aplicagdo de tratamentos enzimaticos em pastas kraft

pré-deslenhificadas com oxigénio

das pastas celuldsicas a serem testadas, sendo, nestas condic¢des, as viscosidades aparentes das

solucdes préximas de 15 mPa.s.

Antes de proceder as medi¢fes no viscosimetro é necessario desintegrar a amostra de
pasta, em agua, e, em seguida, solubiliza-la em CED, sendo 30 minutos o tempo maximo
indicado na norma SCAN-CM 15 para cada uma destas operagdes. A pasta ndo deve ter um
indice kappa superior a 18-20 (lenhina Klason maior que cerca de 2%) pois pode ndo ocorrer
a completa solubilizacdo da amostra. A repetibilidade do ensaio (isto €, a diferenca entre 2
determinacdes efectuadas na mesma amostra) € inferior a 25 dm®/kg.

Reagentes e Material:

e Frascos de plastico de 50 mL com tampa perfurada e molas

e Bolas de vidro e pedacos de cobre

e magnetes

e 2 viscosimetros capilares (um de medida e outro de calibracéo)
e Agitador magnéetico

e Agitador rotativo

e Banho termostatico

e CED - Cuprietilenodiamina

Procedimento Experimental

Calibracdo do viscosimetro (viscosimetro (anualmente ou sempre que se mude de

viscosimetro ou de marca de CED)

e Medir o tempo de escoamento para uma solucdo de glicerol a 65% em agua e para uma

solucdo CED com agua a 25°C (iguais volumes).

Preparacdo da solucdo de ensaio

Se o valor da viscosidade da amostra for previamente conhecido, escolhe-se a massa

de pasta (em base seca) como indicado na Tabela 0.5.
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Tabela 0-5. Massa de pasta a pesar, adequada aos valores previstos para a viscosidade da pasta.

. x Gramas de pasta calculadas
indice de viscosidade limite ou ~ Concentracéo de pasta
numa base seca

viscosidade intrinseca (dm?kg) (mg/mL) (/50 mL)
mg/50 m
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-se um ensaio com 3 mg/mL (base seca) e se a

viscosidade ndo se encontrar na gama indicada, fazer por tentativas (ver Metodologia) até encontrar a

massa de pasta seca a pesar idealmente. Em geral, para pastas cruas ou semi-branqueadas de E.

globulus, é adequado pesar ~0,4 g de pasta hiUmida com ~0,3 de teor de secura, correspondente a ~0,12

g de pasta em base seca.

Metodologia:

Pesar a massa de pasta conforme indicado acima, ou de acordo com o conhecimento ja
adquirido do valor aproximado da viscosidade intrinseca (precisdo +0,1 mg); pesar
também uma quantidade adequada para determinacdo do teor de secura, caso este seja
desconhecido.

Adicionar 25 mL de &gua destilada, 0 magnete e algumas esferas de vidro e pedacos de
cobre (1 colher de chd); enroscar a tampa do frasco;

Desintegrar a pasta ~20 min num agitador magnético a~700 rpm;

Adicionar 25 mL solugdo CED, comegar a contagem do tempo, colocar tampa de borracha
perfurada, homogeneizar e expulsar o ar existente (se necessario adicionar mais 1 colher
de bolas/cobre) fechando o tubo flexivel com uma mola;

Colocar no agitador mecéanico rotativo durante 25 - 30 min;

Colocar os frascos no banho termostatico e esperar que a temperatura estabilize a 25 +
0,1°C (~5 min); (no Inverno, usar primeiro agua quente (40- 50°C) num copo para aquecer
a solucdo — 30 a 60 s);
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e Aspirar 1 ou 2 vezes a solucdo para o viscosimetro para lavar o capilar, aspirar de novo e
medir o tempo de escoamento entre as duas marcas, com uma preciséo de + 0,2 s. Efetuar
pelo menos duas medig¢des que sejam concordantes, + 0,5 s.

e Despejar a solucdo anterior para um coador, para que as bolas e o cobre ndo sigam para o
esgoto! Guardar o residuo da solucdo de CED num frasco de “residuos de CED” para
enviar posteriormente para uma empresa de tratamento de residuos.

e Calcular o tempo de escoamento médio e a viscosidade relativa. Usar a Tabela 0.6 para
obter o valor do produto c[n] e calcular a viscosidade da solu¢do da amostra de pasta
ensaiada.

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

massa de pasta a pesar se o produto c[n] estiver fora do intervalo 3+0,1.

Tabela 0-6. Produto ¢[n] correspondente a diferentes racios de viscosidade (1] racio)

1 racio 0,0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 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

1.4.3. Preparacéo de Folhas para Medic¢éao da Brancura 1SO

Referéncia: 1SO 3688 — “Pulps — Preparation of laboratory sheets for the measurement of
diffuse blue reflectance factor (ISO brightness)”.

Procedimento:

e Pesar 4 gramas de pasta seca, de forma a produzir duas folhas de ensaio com

gramagem de 200g/m?;
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e Num copo de vidro de 2L juntar a pasta pesada, 1L de dgua destilada e 2mL de EDTA,
5g/L (ImL por folha) e deixar desintegrar, com auxilio de um agitador, durante cerca
de 30 minutos;

e Com a ajuda de um medidor de pH (com leitura a 0,1 unidades), verificar se o pH da
suspensdo obtida é aproximadamente 5 (4,9-5). Caso ndo esteja, ajustar o pH a este
intervalo por meio de adicdes de solucdo de hidréxido de sodio 0,1 mol/L ou de
solucdo de 4acido sulfarico 0,05 mol/L, agitando sempre cuidadosamente com o
elétrodo;

e Depois de acertado o pH, agitar bem a suspensao (pode agitar-se cuidadosamente com
o0 elétrodo) e dividir em duas porcdes idénticas (2 x 500mL), contendo cada uma 2 g
de pasta seca;

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

e Colocar o funil de modo a que o fundo permaneca na posi¢do horizontal e verter uma
das suspensdes de pasta;

e Deixar escorrer a agua com sucgdo, evitando que passe uma quantidade apreciavel de
ar através da folha formada;

e Retirar a folha, virando o funil ao contréario e soprando no bico, recebendo a folha
sobre uma folha de papel de filtro fina. Proceder da mesma forma para a segunda
folha;

e Prensar as folhas (até 6 folhas), empilhadas segundo a sequéncia: disco metalico, dois
mata-borrbes secos, a folha de ensaio coberta pelos papéis de filtro, dois mata-borrdes
secos, disco metalico, dois mata-borrdes secos, a segunda folha de ensaio coberta
pelos papéis de filtro e assim sucessivamente, durante 1 minuto de maneira a que seja
aplicada as folhas uma pressdo de cerca de 400 kPa, tendo o cuidado de verificar que
elas se encontram bem centradas debaixo do prato compressor;

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

e Secar as folhas de ensaio a temperatura ambiente dentro da “estufa” durante 2h30 a

4h, até atingir uma humidade de 5 a 15%.
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e ApO0s a secagem prensar novamente as folhas durante 30 segundos, usando desta vez

sO 1 mata-borrao.

1.4.4. Determinacéo de Acidos Hexenurdnicos

Reagentes:
e Solucdo de cloreto de mercurio (22 mmol/L ou 0.6 % (w/w)) / acetato de sédio (0.7%

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

e Agua ultrapura

Material
e Tubos de centrifuga
e Frascos de vidro escuro
e Proveta de 50 mL
e Pipetas de Pasteur
e Banho termostatico a 70°C com agitacdo mecanica (e com o suporte para colocar 0s
frascos)
e Espectrofotometro UV
e Células com percursor dtico de quartzo
e Agitador Vortex

e Centrifugadora

Preparacéo da solucdo de cloreto de mercurio/acetato de sédio:

e Para cada 2 litros de solucdo, pesar 11.9456g de cloreto de mercario (HgCI2) num
copo de 100 mL e 14g de acetato de sddio (CH3COONa) para outro copo de 100 mL.

e Adicionar alguma agua ultrapura para os copos e transferir para o baldo de dilui¢do de
2000 mL e perfazer até a marca com agua ultrapura.

e Introduzir um agitador magnético no baldo e colocar num agitador até perfeita
dissolugéo.

e Envolver o baldo de diluicdo com folha de papel aluminio, uma vez que esta solucdo

ndo deve estar exposta a luz. N&o utilizar se apresentar alguma precipitacao.

Metodologia:
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e Pesar 0.2g de pasta seca (pasta crua) ou ~0.6 g de pasta branca) para os frascos de
vidro escuro. Para cada amostra devem ser feitas 2 réplicas.

e Colocar em cada frasco 40 mL da solucéo cloreto de mercdrio/acetato de sddio.

e Agitar num vortex durante 2 minutos.

e Colocar todos os frascos num banho térmico a 70°C com agitacdo de 38-40 rpm
durante 70 min.

e Retirar as amostras do banho e colocé-las em dgua muito fria durante 10 min.

e Transferir a quantidade dos frascos de vidro escuro para os tubos da centrifuga.

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

e Pipetar com as pipetas de Pasteur o liquido centrifugado para a célula de quartzo e ler
no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 260 e 290 nm. O branco é a solucao
cloreto de mercdrio/acetato de sodio. (Fazer em primeiro lugar todas as leituras para
260 nm e depois para 290 nm).

Nota: Se a absorvancia for inferior a 0.2 ou superior a 1.2, convém repetir a
experiéncia aumentando ou diminuindo a massa de amostra.

e Determinar a quantidade de &cidos hexenurénicos através da seguinte correlagdo:

0.278%(A260-1.2%A200 ) Viiaralisado Eq. XXXV

il

CH&}:A I:mm':']-kg):

pasta saca

onde, m: massa da amostra de pasta absolutamente seca, g; A260: absorvancia da amostra a
260 nm; A290: absorvancia da amostra a 290 nm; V: volume de hidrolisado, mL (40 mL neste

caso).

1.4.5. Determinacéo da Lenhina

A. Procedimento Lenhina Klason (para detalhes ver TAPPI T222):
Preparacdo de H2504 a 72%:

e Colocar um baldo volumétrico num recipiente com gelo;

e Adicionar 300 mL de agua destilada ao balao;

Tania Cristina Santos Sintra 101



Reducdo do consumo de reagentes de branqueamento por aplicagdo de tratamentos enzimaticos em pastas kraft

pré-deslenhificadas com oxigénio

e Adicionar, cuidadosamente, 665 mL de acido sulfurico concentrado (95,5-96,5%);

e Apos arrefecer, acertar com agua destilada até a marca.

Metodologia:
1. Pesar 2 g (base seca) de pasta moida para um copo de 100 mL.

2. Adicionar 40 mL de H2SO4 72% e homogeneizar bem a mistura com uma vareta de vidro.
Deixar hidrolisar durante duas horas a 20°C, mexendo de 15 em 15 minutos.

3. Aquecer ~1600 mL agua destilada (por excesso), hum baldo Erlenmeyer (com uma marca
nos 1540 mL), até cerca de 90°C durante a ultima hora da hidrdlise primaria — HP (passo 2).
No final retirar uma parte da agua quente do Erlenmeyer para um copo para ser usada como
agua de lavagem.

4. No fim das duas horas, transferir a mistura DEVAGAR para o Erlenmeyer contendo agua
quente. Uma vez que a agua esta perto do ponto de ebulicdo, a diluicdo do &cido de 72% para
3% pode provocar uma ebulicdo descontrolada e perda de material. Utilizar a &gua retirada do
Erlenmeyer para lavagem do copo de modo a garantir que todo o material foi transferido e
perfazer o volume de 1540 mL

5. Deixar em ebulicdo durante 4h, adicionando agua quente (95-100°C) de modo a manter o
volume constante. Caso a ebulicdo esteja muito forte, pode ser adicionado um pouco de agua
mais fria.

6. Apos as 4h de ebulicdo, retirar o Erlenmeyer da placa, aferir o volume até a marca de 1540
mL e deixar em repouso durante a noite (de preferéncia inclinado entre 20 e 40° (Figura 0.1))
para sedimentacédo da Lenhina.

7. No dia seguinte, filtrar a vacuo, o sedimento (lenhina insoltvel) num cadinho de placa
porosa com papel de filtro (Macherey-Nagel, 25 Rundfilter MN GF-1 (é necessario cortar a
medida do cadinho)) previamente seco e tarado.

8. Antes de lavar o Erlenmeyer com agua destilada, medir o volume do filtrado e recolher
uma amostra para um frasco (com o filtrado recolhido é possivel determinar a lenhina solGvel,
por espectrofotometria UV a 205 nm).

9. Lavar o Erlenmeyer, bem lavado, com agua destilada, recolhendo todo o material insoltvel
para o cadinho.

10. O cadinho com a lenhina é seco a 105°C até peso constante (>4h, maximo durante a
noite).
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11. Determinar Lenhina Klason do seguinte modo:

LK (%)=—kzbine . 10 Eg. XXXVI

pasta

Flask
support
Figura 0.1. Inclinagdo do Erlenmeyer para sedimentacdo da lenhina insollvel (adaptado de

Tappi T 222).

B. Procedimento de Lenhina Soltvel (TAPPI UM 250)

1. Diluir o hidrolisado obtido anteriormente de modo a que a sua absorvancia (Abs) a 205 nm

se encontre entre 0.2 e 0.8. Proceder ao seguinte célculo tendo em conta o volume total
(VTotar) de hidrolisado obtido (ponto A.8), do factor de diluicdo (FD) utilizado, da massa de
pasta inicial (Miniciar) € do coeficiente especifico de extin¢do da lenhina (110):

ASL(%) = fTbg % FD x Vtoat Egq. XXXVII

inicial

1.4.6. Caracterizacdo de Hidratos de Carbono — Método LAP - 006
adaptado (ponto 8.5 - método para a determinacdo da atividade das
celulases)

Preparacdo do DNS — Acido dinitrossalicilico:

Reagentes:
e Agua destilada-1416 mL;

e Acido 3,5 dinitrossalicilico-10,6 g;
e Hidroxido de Sédio-19,8 g;
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e Tartarato de sodio e potassio-306 g;
e Fenol (previamente fundido a 50°C)-7,6 mL;

e Metalissulfito de sddio - 8,3 g

Preparacéo:
Dissolver o NaOH em cerca de metade da quantidade de agua, e de seguida juntar o acido 3,5

dinitrossalicilico.

A parte, dissolver cada um dos restantes reagentes e adicionar a mistura inicial.

Preparagédo do tampéo Citrato 0,05 M, pH 4,8:
Reagentes:

e Acido citrico monohidratado — 210 g

e Agua destilada — 750 mL

e NaOH a adicionar até pH 4,3-50a60 g

Preparacao:
Diluir todos os reagentes de modo a perfazer 1 L de solucédo e verificar o pH. Se necessario

adicionar NaOH até pH 4,5.
Apos efetuar a diluicdo completa até 0,05 M, o pH deve ser 4,8. Caso ndo se verifique é

necessario ajustar o pH.

Analise das amostras de filtrado:

Colocar em tubos de ensaio com tampa:
e Branco: 1 mL tampé&o + 0,5 mL &gua destilada + 3 mL DNS
e Amostra: 1 mL tampé&o + 0,5 mL amostra + 3 mL DNS
(no caso das amostras, fazer em duplicado)
Colocar os tubos de ensaio num banho de agua a ferver, durante 5 min.
De seguida, colocar os tubos de ensaio num banho de agua + gelo.
Medir a absorvancia a 540 nm, para isso € necessario juntar 200 pL da amostra + 2,5 mL de

agua destilada.
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Construcdo das curvas de calibracdo:

Reagentes necessarios:

e Xilose padrdo
e Reagente DNS
e Tampao Citrato

e Agua destilada

Preparacéo:
Colocar em todos os tubos de ensaio com tampa (3 tubos, o branco e dois ensaios para

cada solucdo de xilose) a respetiva quantidade de xilose e volume de tampédo que s&o
apresentados na Tabela 0.7, 0.8 e 0.9 (consoante se trate da curva de calibracdo 1, 2 ou 3,
respetivamente) e 3 mL de DNS.

Colocar num banho de agua a ferver durante 5 min. Colocar os tubos num banho de
agua e gelo (para fazer parar a reagéo).

Ler a absorvancia para 540 nm (colocar na célula 2,5 mL de agua destilada e 200 puL
de cada amostra).

O branco é constituido por 1 mL de tampao, 0,5 mL de agua destilada e 3 mL de DNS.

Nota: Deve ser construida uma nova curva de calibracdo de cada vez que se utiliza novo

reagente de DNS.

e Curvade calibragéo 1:

A Tabela 0.7 apresenta os dados necessarios a obtencdo da curva de calibracdo

representada na Figura 0.2.

Tabela 0-7. Quantidade necessaria de xilose e de volume de tampé&o, e respetivas absorvancias para a

curva de calibragdo 1.

[Xilose] sol B ) Abs a 540 nm
V stock V tampao [Xilose]
stock ]
(mL) (mL) (mg/mL) A B Média
(mg/mL)
5 0,1 0,4 1,0 0,20 0,22 0,209
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0,15 0,35 15 0,32 0,33 0,329
0.2 03 2,0 0,39 0,40 0,397
03 0.2 30 0,58 0,57 0,577
0.4 01 4,0 0,77 0,77 0,768
0,45 0,05 45 0,82 0,86 0,833
0,5 0 50 0,92 0,90 0,913
0,5 01 0,4 01 0,01 0,03 0,019
01 0,4 0,2 0,05 0,04 0,046
1 0,2 0,3 0,4 0,07 0,08 0,072
0,3 0,2 0,6 0,12 0,11 0,117
6,00
5,00 y = 5,4186x- o,oii’/'
R?=0,9971
Z 4,00
g
= 3,00
2
=
Z 2,00
*
1,00
0,00
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Absorvancia

Figura 0.2. Curva de calibragdo 1.

e Curava de calibragéo 2:
A Tabela 0.8 apresenta os dados necessédrios a obtencdo da curva de calibracdo

representada na Figura 0.3.
Tabela 0-8. Quantidade necesséria de xilose e de volume de tampdo, e respetivas absorvancias para a curva

de calibracéo 2.

Abs 540 nm
[Xilose] sol stock  V stock . [Xilose]
tampéo )
(mg/mL) (mL) (mg/mL) A B Média
(mL)
5,0 0,1 0,4 1,0 0,21 0,19 0,201
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0,2 0,3 2,0 0,39 0,37 0,381
0,3 0,2 3,0 0,57 0,58 0,573
0,4 0,1 4,0 0,76 0,77 0,764
0,5 0 50 0,90 0,93 0,914
0,5 0,1 0,4 0,1 0,02 0,01 0,013
10 0,1 0,4 0,2 0,02 0,03 0,022
, 0,3 0,2 0,6 0,10 0,10 0,101
6,00
5,00
y=5,3141x+ 0,018
E 4.00 RZ = I"I’QQR?
‘E[l /
— 3,00
2
=}
2 2,00
1,00
000 /
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Absorvancia

Figura 0.3. Curva de calibragdo 2.

e Curvade calibragéo 3:

A Tabela 0.9 apresenta os dados necessarios a obtencdo da curva de calibracéo
representada na Figura 0.4.

Tabela 0-9. Quantidade necessaria de xilose e de volume de tampéo, e respetivas absorvancias para a

curva de calibracéo 3.

Abs 540 nm
[Xilose] sol stock  V stock B [Xilose]
tampéo
(mg/mL) (mL) (mg/mL) A B Média
(mL)
0,1 0,4 1,01 0,21 0,21 0,209
5 07 0,15 0,35 1,52 0,32 0,30 0,307
' 0,2 0,3 2,03 0,42 0,41 0,414
0,3 0,2 3,04 0,58 0,57 0,576
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0,4 0,1 4,06 0,79 0,77 0,782
0,45 0,05 4,56 0,85 0,81 0,830
0,5 0 5,07 0,96 0,96 0,958
0,507 0,1 0,4 0,10 0,02 0,03 0,025
0,1 0,4 0,20 0,04 0,04 0,043
1,014
0,3 0,2 0,61 0,12 0,11 0,114
6,00
5,00 .
y =5,3801x- 0,0686//
R2=0,9979
= 4,00 :
E
=11}
£ 3,00
2
5 2,00
1,00
0,00
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Absorvancia

Figura 0.4. Curva de calibracéo 3.

1.4.7. Caracterizacao de Hidratos de Carbono via HPLC

A coluna opera a pH~5-6, pelo que o pH das amostras deve ser corrigido.

1. Transferir 10 mL de hidrolisado para um copo e adicionar Ca(OH). na forma sélida até a
neutralizacdo completa (medir pH com uma sonda). Utilizar uma vareta de vidro para garantir
homogeneidade da mistura.

2. Uma vez que a neutralizacdo é do tipo acido forte — base forte, o pH apos neutralizagéo por
excesso sera muito elevado (11-12). Transferir a mistura para um tubo de ensaio e centrifugar
a 2500 rpm durante 3 minutos.

3. Recolher cerca de 2,5 mL de sobrenadante. Destes, transferir cerca de 1,5 mL para um tubo
de ensaio de boca larga, onde a sonda de pH possa ser inserida. Ajustar o pH para valores

entre 5 e 6 com a adicdo de hidrolisado e sobrenadante, conforme necessario.
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4. Filtrar a solugdo com o pH ajustado usando um filtro de 0,2 um e proceder a injec¢do no
HPLC.

NOTA:

Pode-se adicionar carbonato de calcio em vez de hidroxido de célcio.
De uma maneira geral, com a adicdo de carbonato de calcio, consegue-se que o pH fique no
intervalo pretendido, sem ser necessario voltar a acerta-lo.
Como para a injec¢do no HPLC séo necessérias pequenas quantidades, em vez de se colocar
na centrifuga, deixar assentar o solido.

Na Tabela 0.10 encontram-se as especificacdes da coluna.

Tabela 0-10. EspecificagBes para a analise das amostras por HPLC.

Coluna HI PLEX ca

Pré-coluna PL HI-PLEX ca

Temperatura do forno 80°C

Eluente Agua ultra-pura filtrada a vacuo (filtro 0,45 um) e colocada nos
ultra-sons (15min)

Caudal 0,6 mL/min

1.4.8. Determinacéo do Teor de Pentosanas — TAPPI T 223)

1. Pesar a quantidade de amostra de acordo com a Tabela 0.11 e colocar num baldo de

fundo redondo (250 mL). (Fazer em duplicado)

Tabela 0-11. Quantidade aproximada de matéria-prima a pesar (base OD).

Hardwood Softwood

Madeira 0,2-0,3g 0,5-0,7g
Pasta crua 05-1g 1-2¢g
Pasta branqueada 2-3g 3-5¢g

2. Pesar cerca de 20g de NaCl e adicionar a cada balao.
3. Adicionar 100 mL de HCI (3,85N) a cada bal&o.
4. Colocar os baldes em mantas de aquecimento e montar o sistema (Figura 0.5).
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

NOTA: a velocidade de aquecimento da manta deve ser ajustada de modo a que a
destilagdo ocorra a uma velocidade de 2,5 mL/min.

Nos funis de carga (nos quais foram colocadas marcas de 25 em 25 mL) colocar 250
mL de HCI 3,85N.

Comecar a contar o tempo quando comecarem a aparecer as primeiras gotas de
condensado.

Passados 5 minutos adicionam-se 25 mL de HCI 3,85N.

Passados mais 5 minutos adicionam-se mais 25 mL de HCI 3,85N, passando depois a
adicionar-se de 10 em 10 minutos.

No final (t=90+5 min), antes de recolher o destilado, desligar as mantas e deixar a
ebulicdo acalmar um pouco.

Recolher o destilado (225+ 10 mL). Caso este ndo seja recolhido directamente num
baldo volumétrico de 250 mL, o destilado é transferido para este tipo de baldo,
lavando bem os balGes que continham o destilado, com a solucéo de HCI 3,85N.

Para que a temperatura dos destilados seja aproximadamente 20°C, coloca-los num
banho de 4gua ~20°C durante 2 ou 3 min.

Juntar HCI 3,85N até a marca e agitar. Pipetar 5 mL de destilado para um baldo
volumétrico de 50 mL e adicionar 25 mL de orcinol, agitar e colocar num banho a
25+ 1°C durante 60 minutos.

Adicionar etanol a 95% até a marca, agitar e voltar a colocar no banho.

Passados 60 minutos, aferir o etanol até a marca, agitar e medir a absorvancia num
espectrofotometro, na regido do visivel, a 630 nm (branco: deve ser preparado,
pipetando 5 mL de HCI 3,85N, em vez do destilado. No entanto verificou-se que a
absorvancia a 630 nm da agua é idéntica, podendo utilizar-se agua em vez de HCI).

Ler a massa de xilana presente na amostra a partir da curva de calibragéo.
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Figura 0.5. Montagem experimental.

Calculo da percentagem de pentosanas:

Pentosanas(%) = Myitara(9) x100
massa amostra seca(g)

Preparacao das solu¢des de HCI (3,85 N) e de orcinol:

Solucgéo de HCI (3,85 N):

e Diluir num baldo volumétrico de 1000 mL, 315 mL de HCI concentrado (37%,
densidade 1,18-1,19).

e Depois de preparar a solugdo é necessario aferir a sua concentracdo. Para isso titula-se
a solugdo de HCI com hidrdxido de sédio padronizado (1,0 N).

Solucéo de orcinol em HCI 11N:
e Diluir 915 mL de HCI concentrado num bal&o de 1000 mL.
e Pesar 0,4 g de orcinol (CH3CsH3(OH)2) e 0,5 g de cloreto férrico (FeCls.6H20) e

dissolvé-los em 1000 mL de HCI 11N (diluir 915 mL de HCI concentrado num balé&o
de 1000mL).

e Guardar o reagente no frigorifico até duas semanas.
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Construcao da reta de calibracéo:
e Secar xilose pura a vacuo, a 60°C durante 2-4 horas. Utilizar diferentes massas: 10 mg
até 100 mg.
e Colocar em baldes de destilacdo e fazer a destilagdo como ja foi descrito (passos 2 a
14).

e Fazer o gréfico (absorvancia vs massa de xilose (mg)).

Reta de calibragdo usada: xilose (mg) = 209,670x Absorvancia+ 0,659 (R* =0,99937)

e Calcular a massa de xilana: xilana (mg) = xilose (mg) x 088. (o factor 0,88 corresponde a
132/150)

NOTA: A absorvancia deve estar compreendida entre 0,1 e 0,8. Se as leituras estiverem fora
deste intervalo, fazer nova leitura usando um volume maior ou menor de destilado (de 2 a 10
mL (Vc) em vez de 5 mL) e fazer a correcdo posterior da massa de xilana multiplicando por
Vcel5.
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ANEXO . CONDICOES E RESULTADOS
EXPERIMENTAIS

11.1. Sequéncia ODE

Para uma observagdo mais detalhada, os valores de brancura 1SO (%), brancura 1SO
apos reversdo (%), PC number, ganho de brancura, IK e viscosidade resultantes dos ensaios

séo apresentados na Tabela 0.12 e 0.13.

Tabela 0.12. Apresentacdo da brancura 1SO, da reversdo da brancura, do PC number e do ganho de

brancura.

Ensaio Carga Cl2 (% Brancura ISO  Brancura ISO apds reversao PC Ganho de
odp) (%) (%) number brancura

P1 0 53,34 52,39 1,2 -

LD1E 1,2 77,07 73,03 1,6 23,7

LD2E 1,5 79,30 75,19 1,4 25,96

LD3E 1,8 79,38 75,40 1,3 26,04

LD4E 2,2 81,69 78,48 0,9 28,4

Tabela 0-13. Valores detalhados de viscosidade e IK para as diferentes cargas de cloro ativo.

Ensaio Carga Cl2 (% odp) IK Viscosidade (mL/g)

P1 0 10 1065
LD1E 1.2 5,38 771
LD2E 15 4,71 828
LD3E 18 4,36 828
LD4E 2,2 3,33 824
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11.2. Sequéncia OXDE

Na Tabela 0.14 apresentam-se as condigdes e resultados obtidos para a sequéncia OXDE. Todos o0s ensaios aqui apresentados foram

realizados a 88°C e com a pasta P1.

Tabela 0.14. Apresentacdo das condigdes e resultados obtidos para as sequéncias OXDE.

Dosede  Cargade . - Desvio Brancura Média
Ensaio pH enzima Clz zggl:ge IK Meédia IK a%iZ\Q?K Viscosidade Vislzz/loescij:jz de padrdo Blr ggc;: a2 1so apos nuiﬂ%er gra:r:]cou?; Ganho
(kg/t odp) (% odp) P Viscosidade reversao% Branc.
LX1DE 0,067 1,2 0,2196 3,0 850 81,7 79,2 0,7 28,4
3,13 0,18 849 1 28,1
LX1.1DE 0,067 1,2 0,2247 33 848 81,3 79,1 0,6 27,9
LX2DE 0,134 1,2 0,2183 31 861 82,4 79,9 0,6 29,1
3,09 0,01 856 7 27,4
LX2.1DE 0,134 1,2 0,2184 31 851 82,4 80,3 0,5 25,8
LX3DE 0,2 12 0,2079 2,9 828 83,2 81,1 0,5 29,9
9 2,97 0,06 850 30 29,7
LX3.1DE 0,2 12 0,2181 3,0 871 82,8 80,4 0,6 29,5
LC1DE 0 1,2 0,2212 3,7 802 80,0 76,7 11 26,7
3,71 0,04 814 17 27,4
LC1.1DE 0 1,2 0,2234 3,7 826 80,0 76,8 1,0 26,6
LC1.2DE 0 15 0,2394 3,2 850 81,6 78,7 0,8 28,3
3,15 0,02 847 4 28,2
LC1.3DE 0 15 0,2385 3,1 844 81,6 78,9 0,7 28,2
LX4DE 0,2 1,2 0,2276 3,2 853 81,6 78,2 0,9 28,2
3,33 0,13 866 18 27,9
LX4.1DE 0,2 1,2 0,228 34 878 80,9 78,0 0,8 27,5
LX5DE 0,134 1,2 0,225 3,5 870 79,6 76,5 1,0 26,3
3,55 0,06 869 2 26,3
LX5.1DE 05 0,134 1,2 0,2282 3,6 867 79,6 76,5 1,0 26,3
LC4DE ‘ 0 1,2 0,2224 3,5 842 80,0 76,9 1,0 26,7
3,46 0,12 851 12 26,6
LC4.1DE 0 1,2 0,2208 34 859 79,9 76,9 0,9 26,6
LC4.2DE 0 15 0,2318 3,1 851 81,5 78,3 0,9 28,2
3,12 0,01 855 5 28,3
LC4.3DE 0 15 0,2215 3,1 858 81,7 78,9 0,8 28,3
LX6DE 10 0,134 1,2 0,2263 3,7 3,70 0,02 869 855 21 81,0 77,7 1,0 27,7 27,6
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LX6.1DE 0,134 1,2 0,2263 3,7 840 80,9 775 1,0 27,6

LX7DE 0,2 1,2 0,2213 3,8 865 81,0 77,8 0,9 27,6
3,67 0,11 870 6 27,8

LX7.1DE 0,2 1,2 0,2295 3,6 874 81,3 77,8 1,0 27,9

LC6DE 0 1,2 0,2285 3,7 861 80,3 76,9 1,0 26,9
3,74 0,11 874 18 26,8

LC6.1DE 0 1,2 0,2315 3,8 887 80,0 76,4 1,1 26,7

LC6.2DE 0 15 0,2156 3,6 %53 81,3 78,3 0,9 28,0
3,60 0,05 849 68 27,0

LC6.3DE 0 15 0,2349 3,6 849 79,5 76,6 0,9 26,1

LX8DE 0,067 1,2 0,2311 3,1 836 82,8 79,6 0,8 29,5
3,08 0,01 829 11 29,3

LX8.1DE 0,067 1,2 0,2215 3,1 821 82,5 79,9 0,7 29,1

LX9DE 0,2 1,2 0,2285 2,7 825 83,6 81,2 0,6 30,2
2,73 0,01 817 11 30,3

LX9.1DE 8 0,2 1,2 0,2248 2,7 809 83,6 81,3 0,5 30,3

LC8DE 0 1,2 0,2468 3,9 812 78,9 75,4 1,2 25,5
3,92 0,04 817 7 25,5

LC8.1DE 0 1,2 0,2284 3,9 822 78,7 75,3 1,2 25,4

LC8.2DE 0 15 0,2390 3,9 823 78,8 75,7 1,1 25,5
3,87 0,04 824 1 25,6

LC8.3DE 0 15 0,2190 3,8 824 79,1 76,0 1,0 25,7
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11.3. Rendimentos

Na Tabela 0.15 séo apresentados detalhadamente os resultados obtidos no célculo dos
rendimentos, bem como os dados necessarios a sua obtencao.
A massa de pasta seca inicial utilizada nos ensaios foi de 20,00g. Os ensaios foram

realizados com pasta P2 e a temperatura do ensaio enzimatico foi 88°C.

Tabela 0.15. Rendimentos obtidos ap0s tratamento enzimatico com Xxilanase X e sequéncia XDE.

Dose m teor m(pasta Teor m . Desvio Perda
. . (pasta A (pasta Rend. Média ~ de
Ensaio pH enzima hamid de humida) de P o o padréo d
(kglt) umi 3) secura f(g) secura seca) (%) (%) (%) Rend.
i(9) (9 (%0)*
Rend X1 82,78 10,2416 76,1294 0,2558 19,4770 97,4
0,134 97,8 0,5 2,6
Rend X2 82,78 10,2416 88,2761 0,2223 19,6232 98,1
Rend C1 9 0 82,78 0,2416 98,5653 0,2037 20,0749 100,4 100 -
Rend X5 81,18 0,2464 100,7681 0,1959 19,7397 98,7
0,067 99 04 14
Rend X6 81,18 0,2464 94,8233 0,2095 19,8613 99,3
Rend X7 0.2 81,19 0,2464 128,3423 0,1502 19,2721 96,3 9 0.0
Rend X8 8 ’ 81,18 0,2464 114,0449 0,1690 19,2710 96,3 ’ 33
Rend C7 0 81,18 0,2464 102,4159 0,1941 19,8820 994 100 0.4 ’
Rend C8 81,18 10,2464 162,4097 0,1231 19,9944 100,0 '
Rend X9 81,17 10,2464 94,3554 0,2126 20,0629 100,3
0,134 100 0,5
Rend X10 10 81,17 10,2464 86,8521 0,2294 19,9267 99,6 0
Rend C9 0 81,17 0,2464 89,8234 0,2219 19,9288 99,6 100 0.2
Rend C10 81,17 0,2464 74,3574 0,2690 19,9986 100,0 '
Rend X3DE 0.134 82,78 10,2416 84,9856 0,2231 18,9629 94,8 95 0.4
Rend X4DE 9 ’ 82,78 0,2416 85,5746 0,2231 19,0889 954 ’ 23
Rend C3DE 0 82,78 0,2416 99,0873 0,1970 19,5232 97,6 o7 0.3 ’
Rend C4DE 82,78 0,2416 92,5442 10,2101 19,4412 97,2 '

*Perca de rendimento em relacdo ao controlo; i=inicial; f=final.

11.4. Espectrometria UV

A Tabela 0.16 apresenta os valores obtidos, bem como as condi¢Bes necessarias a
realizacdo de espectroscopia UV, efetuada de modo a verificar se a dose enzimatica e o pH
interferiam na deslenhificacdo das pastas. Estes ensaios foram medidos no espectrofotometro

UV com uma diluigdo de 1:50. Estes ensaios foram realizados com pasta P1.
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Tabela 0.16. Apresentacdo das condic@es e resultados obtidos nos ensaios realizados de espectroscopia

UVv.
. Dose de enzima . Abs L
Ensaio pH (kg/t odp) pH residual 205 nm Media Abs
LX1 0,067 8,81 0,422
0,462
LX1.1 0,067 8,82 0,502
LX2 0,134 8,82 0,498
0,4515
LX2.1 9 0,134 8,82 0,405
LX3 0,2 8,81 0,48
0,5125
LX3.1 0,2 8,81 0,545
LC1.2 0 8,88 0,219
0,2135
LC1.3 0 8,89 0,208
LX4 0,2 9,3 0,257
0,239
LX4.1 0,2 9,3 0,221
LX5 0,134 9,38 0,19
9,5 0,210
LX5.1 0,134 9,38 0,229
LC4 0 9,35 0,173
0,168
LC4.2 0 9,35 0,162
LX6 0,134 9,87 0,111
0,141
LX6.1 0,134 9,87 0,17
LX7 0,2 9,87 0,275
10 0,266
LX7.1 0,2 9,87 0,256
LC6 0 10,28 0,148
0,153
LC6.1 0 10,19 0,157
LX8 0,067 8,06 0,318
0,341
LX8.1 0,067 8,04 0,363
LX9 0,2 7,98 04
8 0,420
LX9.1 0,2 8 0,439
LC8 0 7,98 0,082
0,083
LC8.2 0 8,01 0,084
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11.5. Acidos Hexenurénicos

obtidos apos a determinacdo dos HexA.

Na Tabela 0.17 séo apresentados os resultados obtidos na determinagdo dos acidos hexenurdnicos, bem como o IK e a lenhina total

Tabela 0.17. Resultados experimentais obtidos para os acidos hexenuronicos, bem como para o IK e lenhina total ap6s determinagdo dos mesmos.

Absorvancia

. Dose enzima Pasta AD Pasta OD HexA . Desvio Diminuicédo de
Ensaio pH Secura Média x % (0 IK  IK(HexA)** LT***
(kglt) (9) (o) 260nm 290 nm (mmol/kg) Padréo HexA* (%)
0,936 0,1808 1,175 0,301 51,6
P2 - - 0,1932 51,9 0,3 - 11,7 4,7 1,26
0,936 0,1808 1,168 0,289 52,1
Rend X5 0,2029 0,9235 0,1874 1,188 0,289 51,5
0,067 51,4 0,2 0,15 - 4,6 -
Rend X6 0,2019 0,9244 0,1866 1,16 0,273 51,2
Rend X1 0,2014 0,9336 0,1880 1,095 0,253 48,3
9 0,134 48,0 0,5 7,54 10 4,3 1,01
Rend X2 0,2007 0,9354 0,1877 1,072 0,244 47,7
Rend C1 0,2022 0,9294 0,1879 1,167 0,273 51,3
0 51,4 0,2 0,87 11 4,6 1,14
Rend C2 0,2034 0,9235 0,1878 1,177 0,277 51,6
Rend X7 0,2018 0,9418 0,1901 1,055 0,234 46,8
0,2 46,6 0,3 10,29 9,0 4,2 0,86
Rend X8 8 0,2033 0,9398 0,1911 1,051 0,233 46,4
Rend C8 0 0,2060 0,9374 0,1931 1,228 0,294 52,0 - - - 10,9 4,7 1,11

*Diminuicdo de HexA em relacdo a pasta original (P2); **IK(HexA)=0,09=HexA; ***LT=(IK-0,09=HexA)/5,6
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11.6. Lenhina SolGvel e Lenhina Klason

Na Tabela 0.18 sdo apresentados os resultados obtidos na determinacgdo da lenhina Klason, lenhina Soldvel e lenhina total, bem como os

respetivos dados de suporte ao calculo dos mesmos.

Tabela 0.18.Resultados obtidos para a lenhina Klason, lenhina soltvel e lenhina total.

Dose Lenhina Klason Lenhina Soluvel . .
. Enzima Pasta Teorde Pasta Média  Desv Abs Média  Desv Lenhin  Lenhina
Ensaio ka/t  AD ra OD Cadinh C+KL KLOD KL : ASL Vi ASL -+ atotal  total
g (9) secura ) 0@ OD@ (@ (%) KL Pad. FD (205 WL (ML) () ASL  Pad.  (gppexx (gpyrmen
odp : v U (%) (%) nm) Y (%) (%)

2,2037 2,0627 35,8601 35,8733 0,0132 0,64 0,481 0,0131 1420 0,90

Pasta P2 —— 0,936 0,61 0,04 0,88 0,03 1,49 1,49
2,0993 1,9649 35,2432 35,2547 0,0115 0,59 0,431 0,0118 1440 0,86
Rend X1* 2,2005 10,9336 2,0544 35,6414 356528 0,0114 0,55 1,5 0,575 0,0078 1475 0,56

— 0,134 0,50 0,08 0,56 0,00 1,06 1,04
Rend X2* 2,1767 0,9354 2,0361 34,9119 34,921 0,0091 0,45 15 0,565  0,0077 1490 0,56
Rend C1* 2,1687 10,9294 2,0156 35,8641 35,8701 0,006 0,30 15 0,732  0,0100 1430 0,71

— 0 0,35 0,08 0,70 0,01 1,05 1,05
Rend C2* 2,2258 10,9235 2,0555 35,2365 35,2448 0,0083 0,40 1,5 0,719 0,0098 1455 0,69
Rend X7** 2,1885 10,9418 12,0611 35,8606 35,8688 0,0082 0,40 15 0,663 0,000 1440 0,63

— 0,2 0,41 0,02 0,64 0,01 1,05 1,01
Rend X8** 2,1815 10,9396 2,0497 35,2374 35,2462 0,0088 0,43 15 0,661  0,0090 1470 0,65
Rend C7** 2,157 0,9303 2,0067 35,6387 35,6485 0,0098 0,49 3 0,374  0,0102 1450 0,74

_— 0 0,37 0,17 0,74 0,00 1,11 1,11
Rend C8** 2,1653 0,9374 12,0298 34,9143 34,9194 0,0051 0,25 3 0,369  0,0101 1490 0,74

*pH 9; **pH 8; ***Lenhina Total em base de pasta final (%); ****Lenhina Total em base de pasta inicial (%)
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I1.7. Caracterizacao dos Hidratos de Carbono

11.7.1. DNS

Os resultados para a concentracao de xilose presente no filtrado obtido ap6s tratamento enzimatico da pasta, ou seja filtrado tal e qual, e

para o filtrado tal qual sujeito a novo tratamento com xilanase X a 88°C, pH 8 durante duas horas, sdo apresentados na Tabela 0.19.

Tabela 0.19. Concentracdo de xilose presente no filtrado obtido ap6s tratamento enzimatico da pasta (filtrado tal e qual e novo filtrado sujeito a novo tratamento com
xilanase X a 88°C e pH 8 durante 2 horas)

Dose . . Filtrado + Xilanse .
Ensaio pH enzima Flltrac(iggil)e qual Meédia [r;(”/?sel"_] X (88°C, pH8, 2h) Média FD [r;(”/?f](le_]
(kg/t odp) g (Abs) g
Rend X1 0134 0,059 0,056 0037 0,025
2 2 124
Rendx2 0134 0061 0056 098 02— s o0 0% 0.
Rend X5 0067 0019 0,014 0009 0,016
0014  -0,003 0,016 0,010
Rend X6 0067 0022 0,021 0016 0,007
Rend X7 0.2 0206 0,193 0167 0,171
8 0209 1,053 0,173 1,126
Rend X8 0.2 0218 0,219 018 0172
Rend X9 0134 0018 0,014 0003 0,001
1 1 21 -0,07
Rendx10 0 " o134 0015 0027 019 00 0008 0007 0% Late 0,070
Rend X1 0134 0,062 0,065 0035 0,059 !
0,055 0,227 0,035 0,161
Rendx2 0134 0052 0,04 0037 0,034
Rend X5 0,067 0027 0,036 0013 0,024
003 0,126 0,024 0,080
Rend X6 0,067 0034 0,022 0019 0,018
Rend X7 0.2 0207 0,192 0145 0,157
2 1,04 157 1,022
Rend X8 ° 0.2 021 o215 206 040 =160 o157 O 0
0134 0003 0,003 0023 0,028
Rend X9, 0,004  -0,046 0,026 0,091
Rend X10 0134 0008 0,002 0032 0,019
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Na Tabela 0.20 sdo apresentados os resultados detalhados obtidos para os ensaios realizados com xilana padrdo, antes e ap6s adicdo de
xilosidase BX.

Tabela 0.20. Xilose libertada pela BX aquando da utilizacdo de xilana oat spelts e xilana beechwood.

Antes BX Apobs BX
. Absorvancia Absorvancia _X”OSG
Xilana D [Xilose] libertada
A B Meédia [Xilose] A B Media mg/mL  pelaBX
mg/mL
xilana oat spelts 0,045 0,042 0,044 0157 0,02 0,011 0,016 10 0,050 -0,107
xilana oat spelts
(filtrada) 0,017 0,006 0,012 0,017 0,016 0,01 0,013 10 -0,086 -0,069
xilana beechwood 0,038 0,014 0,026 0.062 0,006 0,013 0,010 10 -0,275 -0,337
xilana beechwood
(filtrada) 0,036 0,012 0,024 0,051 0,005 0,021 0,013 10 -0,086 -0,137

Na Tabela 0.21 séo apresentados detalhadamente os resultados obtidos da concentracdo de xilose libertada pela xilosidase BX realizados

na presenca de xilana padréo e de duas xilanases, a xilanase X e a xilanase C. estes ensaios foram realizados a 88°C, pH 8 durante uma hora.

Tabela 0.21. Xilose libertada pela BX aquando da utilizacdo de xilana oat spelts e xilana beechwood juntamente com duas xilanases distintas, a xilanase X e a

xilanase C
. Antes BX Apds BX Xilose
Xilana + A ) . ) .
Xilanase Absorvancia [Xilose] Absorvancia [Xilose] libertada pela
A B Média mg/mL A B Media mg/mL BX

xilana oat spelts

\ 0,127 0,15 0,140 3,889 2,637
+ xilanase X

0,012 0,007 0,017 10 0,113 -2,524
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0,14 0,142 0,014 0,024
xilana 0,134 0,134 .
beechwood + ' ' 0,137 2,585 0014 0,011 0,012 -0,122 -2,706
xilanase X 0,14 0,141 0,01 0,016
: 0,079 0,072
xilana oat spelts 0,070 1168 2001 0004 5, -0,655 -1,822
+ xilanase C 0,064 0,065 0,002 0,003
xilana 0,0138 0,0147 0,003 0,01
beechwood + 0,077 1307 — . 0,007 -0,393 -1,700
xilanase C 0,129 0,149 0,003 0,009

Na Tabela 0.22 séo apresentados detalhadamente os resultados obtidos da concentracdo de xilose libertada pela xilosidase BX realizados

na presenca de xilana padréo e de duas xilanases, a xilanase X e a xilanase C. estes ensaios foram realizados a 50°C, pH 5 durante duas hora.
Tabela 0.22. Xilose libertada pela BX aquando da utilizacdo de xilana oat spelts e xilana beechwood juntamente com duas xilanases distintas, a xilanase X e a

xilanase C, desta vez submetidas a diferentes condi¢des de operagdo.

. Antes BX Apds BX Xilose
Xilana + A ) . : .
ilanase Absorvancia [Xilose] Absorvancia [Xilose] libertada pela

A B Meédia FD  mgimL A B Média mg/mL BX
i 0,107 0,099
xilana oat spelts =7 9755 - g0 1222 0034 0025 0,264 0,958
+xilanase X 0,092 0,085 0,02 0,028
xilana 0,126 0,119 0,035 0,021
beechwood + —O 101 0.105 0,113 1,477 ——————— 0,027 0,264 -1,214
. xilanase X 0’101 0'099 2,778 0,022 0,029 4
xilana oat spelts _*,== 9% ;) 1293 2021 0015 g 0,285 41,008
+xilanase C 0,107 0,095 0,03 0,045
xilana 0,116 0,116 0,014 0,039
beechwood+ —————— 0,114 1,492 ——————— 0,029 0,312 -1,180
xilanase C 0,112 0,111 0,028 0,035
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11.7.2. HPLC

Na Tabela 0.23 sdo apresentados detalhadamente os resultados obtidos pelo método de HPLC.

Tabela 0.23. Acucares detetados durante a realizacdo do método de HPLC

Dose Concentracdo, mg/mL*

% Libertada no branqueamento Concentragao mg/mL**

% Libertada ***

Ensaio pH enzima

% acuUcares libertados

(kg/t odp) Cel. Glu. Xil Galac. Cel. Glu. Xil. Galac. Glu. Xil. Galac. Glu. Xil. Galac.

LX9 0,2 0,313 1,375 0,474

72 297
LX9.1 0,2 0,81 0,346 0729 0.29 1,532 0,501 1158 0.284
LCs8 0 0,356 0,307 1,274 0,371
LCS8.2 0 0 0,238 0.160 0,245 0,000 0,450 0826 0,248
X-C 8 0,2 0,454 0,057 0 0,000 0,409 0,051 0,816 0,077 0 0,326 0,018 0,804
LX8 0,067 0,288 0,000 0,464

27 27

LX8.1 0,067 0,324 0 0.275 0,000 0,454 0.276
LCS8 0 0,356 0,307 0320 0245 1,274 0,371 0506 0.248
LCS8.2 0 0,238 ' ' 0,000 0,450 ' '
X-C 0,067 0,034 0 0,000 0,000 0,030 -0,637 0,049 0 -0,573 0,014 0,044
LX4 0,2 0,819 0,263 0,355 0,425

774 24 -0,01 292
LX4.1 0,2 0902 0277 0, 0,243 1340 0,439 0,015 0,29
LC4 0 0,247 0,317 0,338 0,436

111 2
LC4.2 0 0 0,25 0 0.255 0,000 0,395 0,082 0,237
X-C 95 0,2 0,614 -0,0135 0 0,000 0,552 -0,012 0,683 0,017 0 0,062 0,028 0,642
LX5 ' 0,134 0,091 0,321 0,000 0,511
LX5.1 0,134 0,091 0,31 0,082 0 0.284 0,000 0,472 0.317
LC4 0 0,247 0,317 0,338 0,436
LC4.2 0 0 0 0,25 0111 0255 0,000 0,395 0082 0,237
X-C 0,134 0,032 0,000 0,000 0,029 0,076 0 0,000 0,040 0,069
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X 0,134 4707 4,707 035 5571 5571 0,483
941 3941 02 1,801 1,801 O,
X 0,134 405 405 0,292 3941 3941 0289 o e s1s7  opsz  oor LBOL 033
C 0 3935 3935 0,323 3901 3901 0453
< 5 3211 341 0265 3306 3306 0265 — ol —— 0975 0975 0315
X-C 0,134 07055 0027 0 0000 0635 0,024 1,164 0,038 0,000 0413 0,010 1,082
LX1 0,067 0,334 0 0,430
284 2
LX1.1 0,067 0,298 028 0 0,489 0259
cC 9 0 3,935 0,323 3,901 0,453
C 0 3,411 0,265 3,306 0265 = 5% 0486 07 0315
X-C 0,067 002 0 0000 0,000 0,020 0,009 0 0,000 -0,028 0,020
LX3 0.2 0,292 0 0,461
27 41
LX3.1 02 0,309 0270 —5 0,520 03
C 0 3,935 0,323 3,901 0,453
2 7 1
C 0 3,411 0,265 3,306 0205 = 528 o486 97 0315
X-C 0,2 <0 00065 0 0,000 0,006 0021 0 0,013 0,019
LX 134
6 0,13 0,26 0.203 0,420 0.272
LX6.1 0,134 0,19 0,333
LC6 0 0,22 0,447
1 404
LC6.1 0 0,202 0190 0,424 0.40
X-C_ . _ 0134 <0 0014 0 0,000 0,013 -0,059 0 -0,066 0,013
LX7 0,2 0,195 0,299
0,227 :
LX7.1 0,2 0,309 0,309 0094
LC6 0 0,22 0,447
1 404
LC6.1 0 0,202 0190 0,424 040
X-C 02 <0 0041 0 0,000 0,037 0,132 0 -0,155 0,037

*Concentracao de aglcar medida no cromatograma (mg/mL); **Concentragdo libertada no cromatograma apds adicdo de xilanase X a 88°C, pH8 e 1hora; ***% libertada
apos adicdo de xilanase; Cel.=Celobiose; Glu.=Glucose; Xil.=Xilose; Galac.=Galactose;
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11.8. Teor de Pentosanas

Os resultados obtidos para o teor de pentosanas presente na pasta, sdo apresentados na

Tabela 0.24. Estes ensaios foram realizados com pasta P2 e com temperatura a 88°C.

Tabela 0.24. Teor de pentosanas presente na pasta.

Dose Teor Abs
Ensaio H enzim Pasta de Pasta (630 Pentosanas Média Rendimento Pentosanas
PP akgt AD () oD (g) (%) (%) (%)
odp secura nm)
Rend X1 1,0796 0,9336 1,0079 0,950 17,7
17,8 98 17,4
Rend X2 0.134 1,0471 0,9354 10,9795 0,985 17,9
Rend X1 ' 1,0796 0,9336 1,0079 0,796 18,3
18,3 98 17,9
Rend X2 9 1,0471 0,9354 10,9794 0,772 18,3
Rend C1 0,9165 0,9294 10,8518 0,921 20,0
19,7 100 19,7
Rend C2 0 1,1019 0,9235 11,0176 1,068 19,4
Rend C1 0,9165 0,9294 10,8518 0,513 18,6
18,6 100 18,6
Rend C2 1,1019 0,9235 1,0176 0,613 18,6
1,0784 0,9360 1,0094 1,037 19,0
P2 19,2 19,2
1,0676 0,9360 0,9993 1,046 19,4
1,0784 0,9360 1,0094 0,600 18,4
P2 18,6 18,6
1,0676 0,9360 0,9993 0,610 18,9
Rend X7 0,6275 0,9418 0,5910 0,527 16,5
0,2 16,4 96 15,7
Rend X8 8 0,6267 0,9396 0,5889 0,516 16,3
Rend C7 0,6255 0,9303 0,5819 0,592 18,9
0 18,8 100 18,8
Rend C8 0,638 0,9374 0,5980 0,603 18,7

11.9. Poupanca de reagentes

A Tabela 0.25 apresenta os dados necessarios a construcdo dos gréaficos que permitem
calcular a poupanca de reagentes de branqueamento. O estagio enzimatico foi realizado a 88°C, e
na extracdo alcalina foi utilizado 1,2% NaOH e 0,3% H.Ox.
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Tabela 0.25. Apresentacdo das brancuras 1SO, brancuras ISO apés reversao, PC number e ganho de

brancura.
. DOS? de Carga Clz Brancura Brancura ISO Ganho de
Ensaio pH enzima (% odp) ISO (%) apos reversao (%) PC number brancura
(kglt odp) 7 O9P °) ap 0
LX1DE 81,7 79,2 0,7 28,4
_— 0,067
LX1.1DE 81,3 79,1 0,6 27,9
LX2DE 82,4 79,9 0,6 29,1
—_— 0,134
LX2.1DE 12 82,4 80,3 0,5 25,8
LX3DE 9 0.2 ’ 83,2 81,1 0,5 29,9
LX3.1DE ' 82,8 80,4 0,6 29,5
LC1DE 80,0 76,7 1,1 26,7
LC1.1DE 0 80,0 76,8 1,0 26,6
LC1.2DE 15 81,6 78,7 0,8 28,3
LC1.3DE ' 81,6 78,9 0,7 28,2
LX4DE 0.2 81,6 78,2 0,9 28,2
LX4.1DE ' L 80,9 78,0 0,8 27,5
LC4DE 05 ’ 80,0 76,9 1,0 26,7
LC4.1DE ' 0 79,9 76,9 0,9 26,6
LC4.2DE r 81,5 78,3 0,9 28,2
LC4.3DE ’ 81,7 78,9 0,8 28,3
LX6DE 81,0 17,7 1,0 27,7
B —— 0,134
LX6.1DE 80,9 77,5 1,0 27,6
LX7DE 81,0 77,8 0,9 27,6
B — 0,2 1,2
LX7.1DE 10 81,3 77,8 1,0 27,9
LC6DE 80,3 76,9 1,0 26,9
LC6.1DE 0 80,0 76,4 1,1 26,7
LC6.2DE r 81,3 78,3 0,9 28,0
LC6.3DE ’ 79,5 76,6 0,9 26,1
LX8DE 82,8 79,6 0,8 29,5
_— 0,067
LX8.1DE 82,5 79,9 0,7 29,1
LX9DE 83,6 81,2 0,6 30,2
B — 0,2 1,2
LX9.1DE g 83,6 81,3 0,5 30,3
LC8DE 78,9 75,4 1,2 25,5
LC8.1DE 0 78,7 75,3 1,2 25,4
LC8.2DE 15 78,8 75,7 11 25,5
LC8.3DE ’ 79,1 76,0 1,0 25,7
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A semelhanca do que ja foi apresentado para pH 8 na seccio 5.4. Poupanca de reagentes,
aqui sdo apresentados os resultados obtidos graficamente para os restantes valores de pH.

A Figura 0.6 apresenta as curvas necessarias a obtencdo da poupanca de reagente CIO;
para pH 9.

pH 9

“““““ 0,067 kg/t

- = = 0,134 kg/t

Brancura ISO
oo 0o
= J

/y =35.3x+ 73,625 0.2 ket

80 —fll— controlo
79 T T T L L
0 0.4 0,8 1.2 1.6 2

Cl, (%00dp)

Figura 0.6. Representagdo das curvas necessarias a obtencdo da poupanca de reagente ClO2, a pH

Pela analise da Figura 0.6, podemos verificar que a poupanca obtida para a menor carga

1.48-12
148

de enzima (0,067 kg/t odp) é: Poupanga de C10,= =19%;

Para a carga de enzima de 0,134 kg/t odp é: Poupanga de CLD*,_:LTZ';;:ES'?:E:;

E para a maior carga de enzima (0,2 kg/t odp) é: Poupanga de CLD_,_=1=?3'1=2=31%.

172

Seguidamente, na Figura 0.7 estdo representadas as curvas necessarias a obtencéo da
poupanca de didxido de cloro para pH 9,5.
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pH 9,5

o
(621N

©
g

84

Y =9,3833X + /3,020

/l
// —— controlo

0,2 kgft

Brancura 1SO (%)

0 00 0O 00 00
P FEPNNOWW

~ 0 0
© O O

0 0,4 0,8 1,2 16 2
Cl, (%odp)

Figura 0.7. Representac&o das curvas necessarias a obtencdo da poupanca de reagente ClO», a pH

9,5.
A poupanca de reagentes obtida para pH 9,5, pela anlise da Figura 0.7 é:
: . . 143-12 .
Para a maior carga de enzima (0,2 kg/t odp) é: Poupanca de C10,=——-==16%.
A Figura 0.8, contém as curvas necessarias a determinagdo da poupanga de reagente
ClO..
pH 10
85
85
_ 84
Q
wn 83
= o 0.134 kg/t
S 82
& 81
20 I/ y=39x+7545
—— controlo
80
79 T T T T T
0 0,4 0,8 1,2 1,6 2
Cl, (%odp)
Figura 0.8. Representacdo das curvas necessarias a obtencdo da poupanca de reagente ClO-, a pH
10.
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Para pH 10, pela observacao da figura, obtemos as seguintes poupancas de reagentes:

Para a carga de enzima de 0,134 kg/t odp: Poupanga de C102=1=Tl4':=2=15'?x'a;

14512 o,
143 =17%.

Para a maior carga de enzima utilizada (0,2 kg/t odp): Poupanca de C10,=
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