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Resumo i

RESUMO

Modo de aciio de xilanases de Aspergillus sp 2M1 em sequéncias de branqueamento de
polpas de Eucalyptus grandis totalmente livres de cloro.
Autora; Raquel S. Angelo
Orientador: Prof. Dr. Nelson Duran
Lab. Quimica biologica, Instituto de Quimica — Unicamp. C.P 6154 Campinas, S.P.

Polpas kraft sulfato marrom de eucalipto foram branqueadas através de sequéncias de
branqueamento totalmente livres de cloro (XOP e XZP), utilizando enzima obtida no laboratorio
(Asperzyme 2M1), com variagdo da carga enzimatica, temperatura de incubagdo, tempo de
incubagdo e substrato indutor para produgdo da enzima. As amostras obtidas foram submetidas as
analises fisico/quimicas convencionais de caracterizagdo de polpas de celulose e as analises de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmissdo (MET), microscopia de forga atémica
(MFA), espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X (XPS), espectroscopia no infravermelho
(FTIR) e infravermelho proximo (NIR) e espectrometria de ressondncia magnética nuclear de
carbono-13 (RMN '3C). Os efluentes gerados durante o pré-tratamento com xilanase também foram
recolhidos e submetidos 4 analises de teor de agiicares redutores e lignina solavel.

Os resultados indicaram um melhor desempenho das polpas enzimaticamente tratadas em todas as
sequéncias de branqueamento estudadas, sendo observado um efeito cooperativo entre xilanase e
outras enzimas do extrato xilanolitico, principalmente glucuronidase. Polpas pré-deslignificadas
com oxigénio apresentaram um comportamento distinto frente ao branqueamento e 4 agio da enzima
quando comparadas as polpas kraft sem a pré-deslignificagdo. O efeito da acdo da xilanase pode
ainda ser observado na composi¢io de aglicares das polpas ¢ no teor de agucares redutores e lignina
soluvel dos efluentes gerados.

As analises de superficie mostraram que as técnicas de espectroscopia no infravermelho e
infravermelho préximo, juntamente com espectroscopia de fotoelétrons excitados raio-X, podem
ajudar na caracterizagdo do comportamento das polpas durante os varios estigios do branqueamento.
As analises de microscopia eletrdnica de varredura e for¢a atdmica demonstraram utilidade para a
caracterizacio morfolégica da superficie das polpas e, suportadas pelas analises quimicas, podem ser
uteis no estudo da ag#o das enzimas no branqueamento de polpas kraft.

O emprego de anilise de componentes principais - PCA possibilitou utilizar os resultados
espectroscopicos de FTIR e NIR para diferenciar as polpas submetidas ao pré-tratamento enzimatico
dos seus respectivos controles. O estudo preliminar indicou que, numa continuidade do trabalho,
este método deve contribuir para obtenclio de informacdes relevantes a respeito das alteragbes
quimicas relacionadas as diferengas encontradas.

Palavras chave: xilanase, polpa de celulose, branqueamento, modo de ag3o, caracterizagio.
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ABSTRACT

Mode of action of Aspergillus sp 2M1 xylanase on totally chlorine free bleaching
sequences of Eucalyptus grandis.
Author; Raquel S. Angelo
Professor: Dr. Nelson Duran
Lab. Quimica biolégica, Instituto de Quimica — Unicamp. C.P 6154 Campinas, S.P.

Unbileached Eucalyptus grandis kraft pulps were submitted to TCF bleaching sequences (XOP —
Xylanase/Oxygen/Peroxide and XZP — Xylanase/Ozone/Peroxide) using a non-commercial enzyme
(Asperzyme 2M1) at the X stage. During the enzymatic treatment, the xylanase charge, inducted
carbon source, incubation temperature and incubation time were changed. The pulp samples
obtained after bleaching were characterized by conventional physico/chemical analyses of cellulose
and pulp and by scanning and transmission electron microscopy (SEM and TEM respectively),
atomic force microscopy (AFM), x-ray photoelectron spectroscopy (XPS), fourier transformed
infrared (FTIR), near infrared (NIR) and carbon 13 solid state magnetic ressonance spectrometry
with cross polarization and magic angle spinning (CP/MAS “C — NMR). The effluents were
coilected and characterized by reducing sugar and soluble lignin contents.

The results indicated a better performance of xylanase treated pulps than the control ones into all
bleaching sequence studied, it has been observed a cooperative effect between a-gluacuronidase and
B-xylanase. The oxygen pre-delignified pulps showed a distinct behavior when compared with the
non pre-delignified pulps, with increase on their bleachability. The enzyme action was also affected
by the oxygen pre-delignification. The effect of xylanase treatment could be observed in the
carbohydrate composition of pulps and in the profiles of reducing sugars and lignin contents of
effluents too.

The surface analyses showed that FTIR, NIR and XPS spectroscopies could be able to help in the
characterization of pulps during TCF bleaching. The microscopic techniques demonstrated that the
morphologic study together with the chemical analyses could be very useful tools in the mode of
action in enzymatic bleaching sequences.

Finally, the application of PCA permitted an improvement in the utilization of spectroscopical data
of FTIR and NIR and demonstrated that it is possible to differentiate cellulose bleached pulps by
these techniques.

Keywords: xylanase, pulp, bleaching, TCF, mode of action, characterization.
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C Estagio de branqueamento com cloro
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PCA Anilise de componentes principais
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GLOSSARIO

Brangqueamento :  (branqueio). Denominagio ao processo posterior a polpagio, que visa a
remogio da lignina residual da polpa de celulose. E composto de varios

estagios que podem altermar processos oxidativos da lignina com
processos de extragdo alcalina e lavagem da polpa.

% ISO: forma de representar os resultados de alvura em porcentagem da alvura do oxido
de magnésio (MgO), considerada igual a 100.

Kraft: (polpagdo kraft). Denominagdo ao processo de polpagdo comercial mais utilizado
pela indistria de polpa e papel.

Niimero kappa: medida do teor de lignina residual da polpa. E o niimero de mililitros de
uma solugéo de permanganato de potassio equivalente a 0,1N consumida
por 1g de celulose seca. Os resultados sdo corrigidos para dar um
consumo de 50% de permanganato em contato com o corpo de prova.

(O)XZP / (O)XOP: representagéo de sequéncias de branqueamento totalmente livres de
cloro (respectivamente xilanase/oz0nio/peroxido de hidrogénio ¢
nlanase/omgemo/peromdo de hidrogénio) de polpas de celulose pré-
deslignificadas com oxigénio (representado por (0)).

XZP / XOP: representagio de sequéncias de branqueamento totalmente livres de cloro
(respectivamente xilanase/ozénio/perdxido e xilanase/oxigénio/perdxido de
hidrogénio) de polpas de celulose sem a pré-deslignificagio com oxigénio.
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Capitulo 1 — Introdugio geral 2

L1 - Introduciio a Tecnologia de Fabricacio da Pasta Celulésica.

O processo de obtengdo da polpa de celulose a partir de matéria prima vegetal é
milenar. Ao longo dos tempos foi adaptando-se as necessidades crescentes impostas pelo
progresso da sociedade, ganhando grande impulso apés a revolugdo industrial no século
XVIII, que teve como consequéncias o aumento da demanda por difusio e alteragiio de
normas de contabilidade ¢ controle escrito, incremento dos meios de comunicagio e da
educagio via jomais, livros escolares e obras literarias entre outros.

O processo de polpagio (separagiio das fibras vegetais mediante utilizagido de energia
mecénica €/ou quimica) como ¢ conhecido atualmente comegou a ser desenvolvido a partir
da segunda metade do século passado, quando iniciaram-se os estudos e desenvolvimento
dos processos quimicos de polpagdo comegando pelo processo com soda caustica seguido
pelo processo bissulfito (acido). Hoje, esses processos estiio divididos basicamente em dois
grandes grupos: os de alto rendimento, onde encontram-se 0s processos mecanicos, termo ou
quimiomecanicos ¢ semiquimicos de obtengdio de pastas celuldsicas, ¢ os de baixo
rendimento, que englobam basicamente os processos quimicos de obtengdo de pastas
celulosicas. O processo quimico mais utilizado atualmente na produgio da polpa de celulose
para manufatura do papel € o processo Kraft ou sulfato, que consiste no cozimento das fibras
em temperaturas e¢levadas na presenca de uma solugdo aquosa de hidroxido de sddio e
sulfeto de sodio, chamada de licor de cozimento. A denominagdo sulfato ¢ derivada da
aplicagéio de sulfato de s6dio para cobrir as perdas do ciclo de recuperagio dos reagentes do
cozimento.

As matérias primas utilizadas na fabricagio da polpa de celulose e papel variaram
muito até que a utilizagdo das fibras de madeira se tornasse a fonte de maior importincia
econémica. Sdo utilizadas as fibras de madeira de arvores do grupo das dicotileddneas
arbéreas (Angiospermas) e do grupo das coniferas (Gimnospermas). As primeiras também
sdo usualmente conhecidas como folhosas ou madeiras duras (hardwood), e as segundas
como resinosas ou madeiras moles (softwood). As espécies de madeira mais utilizadas no
Brasil pertencem ao género Eucalyptus, destacando a espécie Eucalyptus grandis como a de
maior importincia econdmica. Também sdo produzidas polpas de celulose de pinus (Pinus

elliottii, Pinus taeda ¢ Pinus caribae) mas em menor escala. Apesar de nfio serem arvores
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nativas (o eucalipto ¢ proveniente principalmente da Australia ¢ Tasmania e o pinus tem
origem européia), a utilizacio destas espécies ganhou destaque devido principalmente ao seu
rapido crescimento, que € de trés a quatro vezes superior que em seus paises de origem
(Philipp e D’ Almeida, 1988).

L2 Componentes Estruturais da madeira.

A madeira € constituida basicamente por celulose, hemicelulose e lignina, cabendo a
esta nltima conferir rigidez & madeira. Os dois primeiros componentes estdo intimamente
associados, formando multiplas camadas de fibras ligadas entre si por forgas interfibrilares e
pela lignina que age como ligante.

A celulose ¢ o maior componente da madeira, apresentando-se como um polimero
polissacarideo linear formado exclusivamente de unidades de D-glicose unidas através de

ligagdes do tipo B-1,4 (Figura 1).

N A

Figura 1. Esquema representativo de um fragmento de celulose.

A lignina por sua vez, ¢ resultante da polimerizagdo dehidrogenativa de trés
precursores primarios:. os alcoois trans-coniferilico, trans-sinapilico e trans-p-cumarico
(Figura 2.). Como o processo ocorre de forma aleatéria, o produto final da biossintese da
lignina ¢ uma macromolécula de estrutura tridimensional, altamente ramificada ¢ de peso
molecular bastante elevado. A lignina presente na madeira, portanto, varia muito de espécie
para espécie. Uma generalizagéo contudo pode ser feita, dividindo-as em dois grandes
grupos: as ligninas de madeiras moles sio formadas predominantemente das unidades dos
alcoois trans-p-cumarico e trans-coniferilico, enquanto as ligninas de madeira dura sdo
constituidas das trés unidades indistintamente (Angelo,1995). Um exemplo de uma estrutura
para a lignina de madeira dura pode ser vista na Figura 3.
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A hemicelulose consiste numa mistura de polimeros heteropolissacarideos de baixa
massa molecular, ou seja, ao contrario da celulose, diversos tipos de aglcares podem estar
presentes em sua formagdo (pentoses ¢ hexoses) dando origem a cadeias moleculares mais
curtas ¢ com alto grau de substituigio. Cada heteropolissacarideo geralmente apresenta uma
cadeia principal formada por uma inica unidade, podendo apresentar diversas outras

unidades como substituintes (Philipp e D’ Almeida, 1988).
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Figura 2. Precursores da lignina: dlcoois cumarico (I), coniferilico (I¥) e sinapili-
co (II).
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Figura 3. Modelo proposto para lignina de folhosas (Nimz, 1974).
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Embora os trés componentes acima sejam constituintes de qualquer tipo de madeira, as
suas proporgdes ndo sdo 1dénticas em todas elas (Figura 4.). De um modo geral o percentual
de celulose se mantém na mesma faixa, enquanto observa-se um aumento na quantidade de

hemicelulose em detrimento & lignina no caso das madeiras duras (Figura 4B).

A Coniferas B Falhosas

e - B
W celulose W hemicehulose [ lignina [Jextrativos B celulose B hemicelulose [ lignina [ extrativos

Figura 4. Distribuicdo dos componentes estruturais da madeira.

A maior parte da hemicelulose presente nas madeiras é constituida por xilana, ou seja
um polimero polissacarideo cuja cadeia principal ¢ composta por unidades de D-xilose
unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-1.4. A cadeia principal pode apresentar ainda,
substituigdes do tipo a-1,2 ou o-1,3 dos seguintes residuos: acido glucurdnico, acido D-
galactourdnico, grupos acetil, L-arabinose, D-galactose, entre outros. Nas madeiras duras
quase a totalidade da hemicelulose é composta de O-acetil-4-O-metilglucuranoxilana. Ja as
madeiras moles contém maiores proporgdes de D-manose e apresentam uma composi¢do
majoritaria de arabinoxilanas e minoritaria de galactomananas. Residuos dos acidos ferulico
e cumarico podem ainda apresentar-se esterificados aos substituintes do tipo L-arabinose

como mostrado na Figura 5. (Phillip e D’ Almeida, 1988; Angelo, 1995).

I.3 Degradacio enzimatica das hemiceluloses.

As hemiceluloses podem ser degradadas enzimaticamente por um grupo de enzimas

que catalisam a hidrélise das ligagdes glicosidicas. O conjunto de enzimas responsavel pela
degradagdo das xilanas ¢ denominado sistema xilanolitico, cuja principal enzima ¢ a B-
xilanase, responsavel pela clivagem das ligagdes B-1.4 entre as unidades de xilose ndo

substituidas. As outras enzimas constituintes deste grupo enzimatico sdo responsaveis pela
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hidrélise dos oligbmeros de baixa massa molecular resultantes (B-xilosidades), ou pela
hidrolise das ligages o dos substituintes (a-L-arabinosidades, a-D-galactosidades, o-D-
glucuronidases, acetil-esterases ¢ feruloil ou cumaril esterases) (Figura 6.). A principal fonte

de enzimas xilanoliticas sdo os fungos de degradagdo branca da madeira (white rot fungi) e
algumas espécies de bactérias (Angelo, 1995).

Figura 5. Representaciio de O-acetil-arabinofurano-4-0O-metilglucuranoxilana.

L4 Utilizacio de xilanases na indistria de polpa ¢ papel.

No inicio da década de 80, em consequéncia as crescentes exigéncias com a qualidade
dos residuos das industrias de polpa e papel por parte de diferentes agéncias de paises do
Primeiro Mundo, miciou-se a busca de alternativas para o processo de produgdo de polpa e
de reformulages na area de tratamento de efluentes. Dentre os véarios métodos sugeridos

para minimizar o impacto ambiental foram ganhando destaque aqueles que buscavam na
biotecnologia solugSes para os problemas apontados.

A evolugéio destes novos conceitos de biomremediagio ambiental acabou por criar um
complexo quadro de utilizagéo destas novas técnicas dentro da industria de polpa e papel,
com aplicagio, principalmente da tecnologia enzimitica, nas diversas fases do
processamento industrial da madeira. Alguns exemplos de utilizagio de enzimas e/ou
microorganismos dentro do processo de manufatura da polpa de celulose podem ser assim
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resumidos: utilizagdo de pectinases no descascamento das madeiras, biodeslignificagio dos
cavacos por fungos ligninoliticos, biobranqueamento das polpas com xilanases, ligninases e
lacases, tratamento dos efluentes por enzimas ligninoliticas ou pelos fungos degradadores da
madeira entre outros (Duran e col, 1995; Duran, 1996).

Arct
W b -
= X —XIR1 ~ X1 4 XTI~ 411 ~ XS ~4XNP1~ DX —4Xil -axiy-
0 2 ©
MeGicA MeGlcA
W endo-14-Pitonase (EC 3.2.1.8) i <> ip

O poxilosidse (EC 3.21.57)

O eguouronidoss. (EC 3.21.)

© ei-ombinofuranosidose (EC 3.2.1.55)
® ooetitesterase (EC 313.6)

Figura 6. Modelo de degradac¢io enzimitica da xilana (Coughlan ¢ Hazlewood, 1993).

E na etapa do branqueamento da polpa, que comvencionalmente utilizava cloro
clementar como agente oxidante da lignina residual, que aparecem as substincias mais
nocivas ao meio ambiente, como por exemplo os organoclorados. Desta maneira, a busca por
efluentes menos toxicos tornou-se em grande parte uma luta pela conquista de técnicas de
branqueamento isentas de cloro e seus derivados. Os resultados imediatos desta nova
corrente foram a implementagdo das sequéncias de branqueamento livre de cloro elementar
(ECF), a ommzagio da deslignificagdo com oxigénio e a utilizagio de enzimas no processo
de branqueamento da polpa. Atualmente, estudos envolvendo sequéncias totalmente livres
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de cloro (TCF), utilizagéo de novas enzimas oxidativas ¢ operagdes em circuito fechado
também sdo temas de muitos estudos.

A utilizagdo das xilanases num estigio precedente ao branqueamento foi inicialmente
sugendo em 1986 (Buchert ¢ col., 1994; Wong e col., 1997a). Os estudos indicavam que sua
utilizagio facilitava a remogéo posterior da lignina residual, reduzindo a quantidade
necessaria dos agentes oxidantes durante o branqueamento e consequentemente melhorando
0 impacto ambiental dos efluentes gerados. As vantagens da utilizagio das xilanases
(economia de reagentes, boa qualidade da polpa e efluentes menos toxicos) motivaram
estudos posteriores (Senior e col.,1992; Senior ¢ Hamilton, 1993;Yang e Eriksson, 1992) de
modo que no inicio da década de 90 algumas industrias do setor j& investiam em seu uso
comercial. Ao final de 1994, por exemplo, cerca de 75000 toneladas de polpa tinham sido
tratadas com xilanases em seis industrias canadenses, representando 8% da produggo total do
pais. Hoje a utilizagdo rotineira de xilanases ja esta estabelecida na Europa ¢ Canada, com
companhias biotecnologicas oferecendo preparagdes das enzimas para adigio em polpas
durante o branqueamento, as quais diferem em pureza, atividade enzimatica por volume,
temperatura ¢ pH 6timos (Tolan e col., 1995; Wong e col., 1997a).

A maneira pela qual as xilanases melhoram o desempenho das polpas de celulose
durante o branqueamento foi, ¢ ainda €, alvo de muitos trabalhos. As hipéteses mais
conhecidas tém em comum o fato de que a enzima aumenta a exposigdo das fibras, mas o
mecanismo exato de atuagdio das xilanases dentro do processo todavia ndo foi
completamente esclarecido. Uma das hipéteses sugeria que a utilizagio da enzima causaria
uma perda fisica na parede celular das fibras por despolimerizagdo parcial das cadeias de
hemicelulose, resultando na formagdo de microporos e aumentando a irea especifica da
polpa (Clark e col.,1991). Outra hipétese argumenta que a xilana reprecipitada sobre sobre a
a superficie da fibra, gracas & queda da alcalinidade apos o cozimento, age como uma
barreira a extragdo da lignina residual. Neste caso, tratamentos com xilanases seriam capazes
de remover parcialmente esta xilana aumentando o contato das fibras com os agentes
oxidantes (Kantelinen e col., 1993). A terceira hipétese basecia-se na hidrélise da xilana
localizada nas camadas intermediérias das fibras, possibilitando a liberagéio de fragmentos de
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lignina que estivessem ligadas aos polissacarideos através de ligagbes quimicas alcah
resistentes (Paice e col., 1992).

Os estudos envolvendo xilanases € os processos de branqueamento de polpas de
celulose estio em fase bastante adiantada ¢ o dominio desta tecnologia é imprescindivel
atualmente. Apesar dos avangos deve-se ressaltar que os trabalhos com enfoque sobre as
madeiras duras, em especial Eucalyptus grandis, tiveram pequena contribui¢io no cenario
inicial, mas sdo de grande importincia para paises como Brasil e Australia, que possuem
participagdo importante no mercado internacional do setor.

Dentro deste contexto, o presente trabalho se propds a estudar a agéo de enzimas
xilanoliticas no branqueamento de polpas kraft de Eucalytpus grandis submetidas a

sequéncias de branqueamento totalmente livres de cloro.
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II. Objetivos gerais da tese

O contexto apresentado neste trabalho permitira verificar que os estudos sobre
utilizagdo de xilanases nos processos de branqueamento de polpa celuldsica estio bastante
diversificados e adiantados. Entretanto, invariavelmente a atengio esta voltada para os
processos que envolvem madeiras moles, tanto como fonte de polpa como fonte de meio
indutor para as enzimas. Sendo assim, este trabalho foi iniciado com a proposta de
caracterizar polpas kraft de Eucalyptus grandis submetidas a sequéncias de branqueamento
totalmente livres de cloro com estigio de tratamento enzimatico, com a intengdo de ajudar a
esclarecer o papel desempenhado pelas enzimas dentro do processo ¢ poder contribuir para o
desenvolvimento de métodos alternativos de branqueamento de polpas de eucalipto.

Para este fim, o trabalho dividiu-se em duas partes complementares:

a Uma parte do trabalho de tese concentrou-se em estudar sequéncias de
branqueamento TCF com e sem utilizagéo de pré-tratamento com enzimas hemiceluloliticas,
no caso xilanases fungicas, caracterizando as polpas obtidas através de analises
convencionais tais como: numero kappa, composicio de agicares, viscosidade da fibra,

alvura, comprimento médio das fibras, analise de agucares e lignina residual dos efluentes.

28 Outra parte do trabalho, num estudo paralelo, teve o objetivo de caracterizar as
polpas de celulose resultantes do branqueamento através de técnicas de analise de superficie
(Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X-XPS, espectroscopia no
infravermelho-FTIR e infravermelho préximo-FTNIR, espectroscopia de forga atdmica,
microscopia eletrénica de varredura e ressondncia magnética nuclear de carbono-13 entre

outros).
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IIL.1 Intreducie

III.1.1 Xilanases

Atualmente ¢ de consenso geral classificar as xilanases como endo-glicanases ou endo-
glicosil hidrolases que podem ser subdivididas em dois grandes grupos: as familias F/10 e
G/11. Essa divisdo baseia-se geralmente na analise de agrupamentos hidrofobicos € na
homologia da sequéncia de DNA. A familia F/10 corresponde as xilanases de maior massa
molecular (a partir de 30-35 KDa), enquanto a familia G/11 é composta pelas enzimas com
massas moleculares menores, ao redor de 20KDa.. A familia G/I11 é composta de
endoxilanases de baixo peso molecular altamente especificas, formando um grupo muito
homdlogo de enzimas. Ja as endoxilanases da familia F/10, embora demonstrem grande
versatilidade, possuem baixa especificidade, podendo catalisar a hidrolise de substratos de
celulase. Em geral as enzimas pertencentes a familia G/11 possuem pH 6timo ao redor de 5,
enquanto as pertencentes 4 familia F/10 apresentam ponto isoelétrico mais baixo que as da
familia G/11 (Jeffiies, 1996).

As familias F/10 ¢ G/11 possuem em comum o cariter endo de clivagem das ligagdes
glicosidicas e 0 mecanismo de hidrolise da xilana. As enzimas de ambas as familias tém se
mostrado aptas a hidrolisar a ligagio glicosidica B-1,4 da xilana, com retengio da
configuracdo anomérica do agficar, sugerindo que a hidrolise do substrato deve seguir um
mecanismo de dupla substitui¢iio envolvendo dois residuos de acido carboxilico (Krengel e
Dijkstra, 1996). Os grupos cataliticos sdo compostos de dois residuos glutamato, localizados
em oposicéio um a0 outro na abertura do sitio ativo. O papel de um glutamato ¢ agir como
uma catalisador acido/base com o outro residuo servindo como um nucledfilo estabilizador
do intermediario de reagdo (Torronen e Rouvinen, 1997).

Apesar das semelhangas, as xilanases das duas familias podem apresentar alta variagéo
nas suas propriedades funcionais, como atividade catalitica, padrdes de clivagem dos
substratos, pH 6timo e estabilidade térmica. Xilanases microbianas pertencente as familias
F/10 e G/11 diferiram em sua ag#o na hidrélise de 4-O-metilglucuranoxilana: as enzimas da
familia F/10 ndo precisam de altas unidades consecutivas ndo substituidas na cadeia
principal, sugerindo que seus sitios ativos sejam menores que as da familia G/11. Até
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mesmo xilanases dentro de uma mesma familia podem ter propriedades bastante distintas
(Biely e col., 1997).

A importincia em elucidar as relagdes estrutura-funcionalidade de xilanases estd
intimamente ligada a sua utilizagdo pelas industrias de alimentos ¢ de polpa de celulose e
papel, principalmente estas Gltimas. £ de grande interesse a manipulagio de enzimas
termicamente mais estaveis, com pH 6timos em meios alcalinos e de facil obtengdo. Dentro
desta esfera de agdo muitos trabalhos tém sido publicados, com enfoque na bioquimica
molecular e clonagem das xilanases. Karlsson e col. (1998) clonaram gene de xilanase
bacteriana em E. coli obtendo uma enzima com pH étimo de 7,5, temperatura étima de 80°C
¢ alta estabilidade térmica (t;» de lh e 40 min). Qutros trabalhos tém se mostrado
interessados na caracterizagio molecular das xilanases, com énfase em elucidar alteragGes
estruturais e/ou melhorar as propriedades das enzimas através de técnicas de DNA
recombinante, visando methor desempenho no processo de branquemento da polpa de
celulose ( Muilu e col., 1998; Durand e col., 1998; Inagaki ¢ col., 1998).

Além de estudos moleculares, muitos trabalhos sobre a bioquimica das xilanases tém
sido publicados. O enfoque principal neste caso é obter novas enzimas microbianas,
caracterizando-as quanto as swas propriedades bioquimicas (pH, temperatura, cinética de
ativagdo e de inibi¢do, indugdo da atividade enzimitica entre outros) para adaptagdo aos
diversos processos de branqueamento de polpas de celulose. Exemplo disto pode ser visto
em trabalho de Breccia e col. (1998), que purificaram e estudaram xilanases de bactéria,
caracterizando-as com respeito a sua especificidade frente ao substrato ¢ ao modo de
hidrolise. Outro trabalho investiga a cinética do tratamento enzimitico de polpas em
diferentes temperaturas (Valchev, 1998), enquanto virios estudos publicados sdo dirigidos a
produgdio, purificagiio e caracterizagiio de xilanases Acali-resistentes (Genesse ¢ Mamo,
1998; Kalogeris ¢ col., 1998; Lopez ¢ col., 1998).

I11.1.2 Aplicaciio de xilanases na indiistria de polpa ¢ papel
A utilizagdo de xilanases em sequéncias de branqueamento é uma realidade dentro da
industria papeleira mundial. A adogéio do estigio de tratamento enzimatico ganhou forga
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principalmente porque o cloro elementar foi praticamente eliminado de todas as plantas
industriais ¢ o sistema de branqueamento ECF com diéxido de cloro se estabeleceu como
sequéncia convencional adotada. A utilizagio destas enzimas tornou-se assim uma das
altemativas para reduzir a quantidade de ClO, requerida (visando melhorar qualidade final
do efluente e minimizar gastos com a produgio do préprio reagente) ¢ também para
aumentar a eficiéncia do branqueamento, ja que o cloro eclementar possuia um poder
oxidativo bem maior que o diéxido de cloro. Deve-se salientar ainda que as exigéncias do
mercado atual privilegiam o comércio de produtos manufaturados através de processos
biotecnolégicos, com menor grau de impacto ambiental possivel. Exemplo disto foi
apresentado por Christov e Prior (1998) que relataram em seu trabalho como a indistria de
polpa e papel Sul Africana, maior causa de poluigio ambiental daquela nagdo, pode remediar
0 problema investindo na utilizagfio de enzimas hemiceluloliticas ¢ em biodegradacio da
lignina por fungos de decomposi¢do da madeira.

Alguns trabalhos avaliaram a extensdio e o efeito do tratamento enzimatico em
sequéncias de branqueamento utilizadas pelas indistrias de polpa e papel (Suurnakki e col.,
1994; Leduc e co0l.,1995; Tolan e Guenette, 1997). Mansfield e co0l.(1996a) examinaram o
potencial de utilizagdo de enzimas hidroliticas para melhorar as propriedades de resisténcia
das fibras de polpas quimicas ¢ mecénicas. Combinagbes de xilanases com perdxido de
hidrogénio, dimetildioxirano e nitrilamina numa etapa anterior a uma sequéncia de
branqueamento DEDED apresentaram bons resultados, com redugdo na carga de ClO,
utilizada (Hamilton e col.,1996).

Tolan & Guenette (1997), avaliaram a utilizagfio de xilanases em sequéncias de
branqueamento livres de cloro elementar (ECF) e totalmente livres de cloro (TCF). Em
sequéncia ECF de cinco estagios, a polpa enzimaticamente tratada alcangou maior grau de
alvura, com economia na quantidade de ClO, wutilizada de 14,5%, sendo que este valor
mostrou terdéncia a aumentar em sequéncias com menor nimero de estigios. Além da
economia de reagentes a utilizagdo da enzima proporcionou queda na descarga de compostos
organoclorados tanto nas polpas resultantes quanto nos efluentes. Nestes ultimos ainda foi
verificado o decréscimo da cor e maior facilidade de degradagio microbiana, constituindo a
vantagem mais citada pelas plantas industriais implementadoras deste processo. Os autores
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ainda verificaram que qualidade da polpa, de uma maneira geral, nfio se altera com a
utilizag8o das enzimas. O trabalho também ressalta o interesse atual na combinagdo do
fratamento enzimatico com estigios de branqueamento sem derivados clorados (por exemplo
oxigénio e peréxido de hidrogénio). A aplicagdo industrial de xilanases em polpas pré-
deslignificadas com oxigénio foi avaliada em estudo posterior, apresentando resultados
semelhantes (Tolan e Thibault, 1998).

Vérios trabalhos continuam estudando a aplicagdo de xilanases em sequéncias de
branqueamento de polpas de celulose buscando enzimas cada vez mais adequadas e
benéficas aos processos (Jeffries e col.,, 1997; Chen e col., 1997; Chinnaraj e col., 1997).
Garg ¢ col. (1998) realizaram estudo comparativo entre duas xilanases comerciais e um
extrato cru de xilanase isolado de Streptomyces thermoviolaceus para aplicagdo em
sequéncia de branqueamento CEDED de polpa de bétula, com redugio no consumo de ClO,
em cerca de 30-35%. Os estudos de aplicagio de novas xilanases em sequéncias de
branqueamento sio necessarios porque cada tipo de polpa e processo pode ter uma resposta
frente a um tratamento enzimatico especifico, ou seja, os preparados comerciais ndo atuam
com a mesma eficiéncia sobre qualquer tipo de polpa.

O desenvolvimento de sequéncias de branqueamento ECF que utilizam agentes
oxidantes néio clorados em substitui¢io a um dos estagios com diéxido de cloro também tém
ganho bastante atengdo e a aplicagdo conjunta com xilanases parece promissora (Aumont ¢
col,,1996; Curotto ¢ col., 1998; Senior e col.,1998). No estudo de uma sequéncia de
branqueamento (X)DEP foi obtida uma polpa final com maior indice de alvura e
viscosidade, com redugfio de 26 a 42% no consumo de didxido de cloro em relagéio a polpa
controle. As caracteristicas do efluente também foram melhores para a sequéncia com
utilizacio de xilanases, com redugio na cor ¢ no conteido de compostos orginicos
halogenados (AOX) (Curotto e col., 1998).

H1.1.3 Xilanases e 0 Branqueamento Totalmente Livre de Cloro - TCF
O desenvolvimento de sequéncias de branqueamento totalmente livres de cloro - ou

TCF - foi wuma resposta a crescente exigéncia pela climinagio dos compostos
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organoclorados dos efluentes. Logo no inicio dos trabalhos a utilizagdo de oxigénio, ozonio
¢ peréxido de hidrogénio ganhou destaque porque os reagentes apresentaram grande poder
oxidativo, sendo possivel a obtengdo de polpas de celulose com indices de alvura tio altos
quantos aqueles obtidos pelo branqueamento convencional.

O grande desafio dos novos processos encontra-se na produgdo de uma polpa com alto
grau de alvura que mantenha as propriedades fisicas das polpas convencionais. Isto porque
as especies oxidantes utilizadas para deslignificar a polpa podem promover uma
despolimerizagio da celulose através de reagdes secundarias com radicais livres gerados pela
decomposigio destas espécies (Chirat ¢ Lachenal, 1994).

Alguns dos ultimos trabalhos publicados preocupam-se¢ muito com esta questdo,
apresentando estudos relacionados as reagbes radicalares indesejaveis. Exemplos de reagdes
secundarias que podem ocorrer durante o branqueamento TCF podem ser vistas nas Figuras
7 ¢ 8 (Kishimoto e Nakatsubo, 1998; Suss ¢ col., 1998). As conclusdes destes trabalhos
sugerem que parametros como pH, temperatura ¢ presenga de alguns metais necessitam ser
bem controlados para obtengio de polpas de methor qualidade.

1.H,0, +OH = H,0+HOO

2, HOO +H,0, — H;O+OH + O,
3.H,0, — 2 «OH

4.F" +H,0, — Fe*'+OH +e0H

Figura 7. Decomposicio do peréxido de hidrogénio (Kishimoto ¢ Nakatsubo,1998).

1. formagio do reagente de branqueamento. 2. decomposicdo do peréxido em meio alta -
mente alcalino. 3. decomposi¢do do perdxido em temperatura elevada. 4. Decomposigdo do
perdxido por metais. Ex: reagente de Fenton.

A otimizagdo dos processos TCF vem proporcionando obtengédo de polpas branqueadas
até altos indices de alvura sem que ocorra perda significativa na qualidade final da fibra.
Bons resultados tém sido encontrados em sequéncias totalmente livres de cloro com estagio
de tratamento com xilanases seguido de estagios oxidativos com 0zdnio ¢ perdxido (Yang e
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col.,1994; Lan Pham ¢ col.,1995; Wong ¢ col., 1996a; Suurnakki e col.; 1996a.). A aplicagéo
de xilanases, por vezes, ajuda a melhorar algumas propriedades fisicas das polpas
submetidas a branqueamentos TCF. Em trabalho com polpa de abeto, as amostras tratadas
com xilanases apresentaram ganho em alvura de até 3 pontos (%ISO), acompanhados de
redugdo no nimero kappa e liberagdo de compostos de alta massa molecular nos efluentes.
Foi verificado ainda que o efeito positivo das enzimas ndio era uniforme, variando
dependendo do tamanho da fibra da polpa (Mansfield e col., 1996b).

Figara 8, Oxidaciio radicalar dos carbohidratos segundo Suss e col. (1998).

Alguns trabalhos vém demonstrando a importincia do tratamento com xilanases e/ou
pre-deslignificagio com oxig€nio para a manutengfio da qualidade final da fibra de celulose,
seja ela de madeiras duras ou moles (Furhmann e col,1996; Nelson e col.,1996). A
otimizagdo do tratamento enzimético, com estagios de remogéio de ions metilicos durante
uma sequéncia de branqueamento TCF, resultou em um melhor aproveitamento do
tratamento enzimatico ¢ etapas subsequentes (Buchert e Viikari, 1995). A adi¢do de um
tratamento com Xxilanase antes ¢ depois do estigio de branqueamento com perdxido
aumentou a branqueabilidade de trés diferentes polpas kraft (Douglas-fir; Western hemlock
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pré deshigmficada com oxigénio e Aspen), com obtengdo de valores mais altos na alvura
final em todos os casos { Wong e col.,1997b).

Embora ji bastante adiantados, poucos trabalhos envolvendo sequéncias de
branqueamento TCF se preocuparam em avaliar a toxicidade final dos efluentes gerados
(Stauber ¢ col.;1996). Num estudo superficial, foi verificado que os efluentes eram altamente
téxicos, incluindo aqueles liberados apds estagio de tratamento com xilanase. A toxicidade
verificada aparentemente foi conseqiiéncia da alta concentragio de material organico nos
efluentes. Porém, sua biorremediagdo por fungos se mostrou rapida e eficiente (Angelo e
col., 1995).

A apresentagio de trabalhos envolvendo polpas de eucalipto, apesar de restrita a
poucos grupos, tem mostrado que a utilizagdio de xilanases apropriadas promove aumento da
branqueabilidade da polpa em todos os estigios do branqueamento. Vicufia ¢ col. (1997)
apresentaram reducgdo no consumo de ClO; entre 12 ¢ 40% ¢ alvura de 90%ISO em
sequéncia de branqueamento XDOEOPD1 de polpas kraft de Eucalyptus grandis. Grande
parte dos trabalhos estdo relacionados com sequéncias de branqueamento totalmente livres
de cloro (Vidal e col,, 1997; Angelo e Durdn, 1998; Vidal € col, 1998). Também foi
mostrado que as caracteristicas finais da polpa séo influenciadas pela atuagéio das enzimas
durante o branqueamento ( Yang e col.,1993; Bajpai e col,1993).

I11.1.4 Modo de aciio de hemicelulases em sequéncias de branqueamento ECF e TCF
A compreensdo do modo de agdo das xilanases dentro do branqueio de polpa de

celulose ¢ uma parte importante dentro da area de polpa e papel, podendo ser estudada sob
diferentes dngulos. Os trabalhos procuram um melhor esclarecimento do modo de agéo das
xilanases e o estabelecimento de um critério para determina¢io de quais enzimas sfo mais
efetivas no branqueamento (Elegir e col.,1995; Allison e ¢ol.,1995). Os estudos envolvendo
modo de agdo das enzimas sugerem ampla e minuciosa investigagio tanto das caracteristicas
intrinsicas das enzimas quanto das caracteristicas estruturais das polpas antes e depois do
tratamento enzimatico. Isto porque € verificado uma grande diferenga nas propriedades
finais das polpas obtidas no processo enzimatico, apesar de, em muitos casos, aparentemente
ndo ser verificado grandes divergéncias entre as enzimas utilizadas ou entre as polpas de
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partida. De um modo geral, os trabalhos precisam unir uma vasta gama de técnicas
diferentes para a caracterizagéo quimica e fisica das polpas (Watanabe ¢ col,, 1996, Wong ¢
col.,1996b; Wong ¢ c0l.1997b,c; Suurnakki ¢ col., 1996b,c; Buchert e col.,1997b; Mansfield
e col., 1997).

Num extenso e minucioso levantamento, Wong e col. (1997a) revisaram as aplicagdes
de xilanases na industria de polpa e papel desde seu inicio e tragaram um histérico de toda a
evolugio da drea. O trabalho voltou-se com grande atengdio para os diferentes enfoques sobre
as enzimas dentro de cada processo, verificando como ¢ amplo e diversificado o conjunto de
modifica¢Bes sofridas pelas polpas que podem ser atribuidas ao uso de xilanases. Os autores
verificaram, entre outras coisas, que geralmente os efeitos benéficos das enzimas sdo
sentidos mais nas sequéncias de branqueamento que utilizam cloro e derivados do que
naquelas onde sdo utilizados agentes oxidantes tais como peréxidos e ozénio. A conclusio
do levantamento sugere que os experimentos sejam cuidadosos e levem em conta que as
diferencas no processo de branqueamento podem acarretar alteragdes no modo como as
enzimas comportam-se.

Um conceito ja bem estabelecido sustenta que a extensio do aumento na
branqueabilidade pelo tratamento enzimético depende da enzima utilizada. O tamanho ¢ o
tipo da enzima também sdo importantes fatores, ja que enzimas menores podem penetrar
melhor nas fibras do que enzimas maiores. Maiti ¢ Whitmire (1997) verificaram que a
redugio no consumo de cloro elementar, através de pré-tratamento enzimatico com
xilanases, para uma dada sequéncia de branqueamento foi duas vezes superior para as polpas
de madeira dura. O trabalho demonstrou que o tamanho molecular da enzimas e a estrutura
molecular dos poros das fibras podem determinar a quantidade de lignina a ser removida:
utilizando polpas de madeiras moles foi encontrado que polpas tratadas com xilanases com
pesos moleculares de 20, 39 ¢ 67KDa apresentaram remog#o respectivamente de 48, 39 ¢
30% da lignina residual. Além destas influéncias, no entanto, a propria hemicelulose e
lignina da polpa podem sofrer modificagdes durante o processo de polpagio, podendo alterar
o comportamento das enzimas em questio { Saake e col.,1995).

Além das xilanases, mananases (hemicelulases que catalisam hidrélise da manana,
liberando residuos de manose) também foram utilizadas em estudos de branqueamento de
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acordo com sua atividade frente a substratos comerciais soliiveis. Apesar de testadas em
polpas de madeira mole, naturalmente com maior conteido de manana que as polpas de
madeiras duras, mananases nfo tiveram o desempenho esperado. As xilanases em particular,
mostraram-se efetivas independente do tipo de polpa, indicando que a hidrélise da xilana da
hemicelulose deve ser mais significante na modificagdo das caracteristicas das fibras do que
a hidrélise de outros polissacarideos. Poucos casos de mananases e outras hemicelulases
com bom desempenho tém sido reportados, geralmente em sequéncias de branqueamento
envolvendo madeiras moles (Gubitz ¢ col.,1996; Suurnakki ¢ col., 1996a;Buchert e col.,
1997a).

O modo de despolimerizagio da hemicelulose de madeiras moles por mananases e
xilanases foi estudado por Gubitz e col. (1997). De um modo geral, os produtos finais da
hidrélise de mananas e xilanas pelas respectivas enzimas foram compostos de dimeros e
trimeros dos aghcares comespondentes. No entanto, nos estagios iniciais das hidrolises,
xilanases ¢ mananases apresentaram comportamentos distintos. Alguma enzimas mostraram
preferéncia pela clivagem da cadeia polissacaridea a comegar pelo meio, e outras atuaram
nicialmente pelas extremidades. Também foi encontrada uma relagio entre a remogio
enzimatica de xilanas e mananas por hemicelulases em polpas de pinus e bétula e 0 aumento
do tamanho dos poros das fibras (Suurnakki e col., 1997). A acessibilidade da xilana e
glucomanana em polpas Kraft e sulfito submetidas a varios métodos de cozimento, com
posterior tratamento enzimatico ¢ branqueamento com perdxido, foi analisada por Buchert ¢
col. (1995 a,b).

Outros trabathos enfocam os efeitos dos tratamentos enzimaticos sobre as superficies
das fibras de celulose, e buscam compreender 0 modo de agéio das enzimas e o local onde a
aglo ocorre nas fibras (Suurnakki e col. 1996 b,c). Segundo Allison e col. (1996), somente
as hemiceluloses especificamente localizadas perto da superficie da fibra (incluso a xilana e
glucomanana que reprecipitam durante o cozimento) parecem estar envolvidas no processo
de pré-branqueamento enzimatico.

Laine e col. (1996b) estudaram as propriedades de polpas Kraft de madeiras duras ¢
moles nd3o branqueadas, submetidas a um tratamento com xilanase e mananase de
Trichoderma reesei . A quantidade e a acessibilidade dos grupos carboxilicos da superficie
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das polpas foram analisadas usando adsor¢do de polieletrolitos catidmicos e titulacéo
potenciométrica. O estudo constatou que os grupos laterais de acido urénico da xilana sdo
mais acessiveis nas superficies de fibras de madeiras duras. Jeffries e col. (1998) estudaram
o mecanismo de redugio do numero kappa e cor através da aplicagdo de xilanases. A
conclusdo parcial do trabalho indica que uma significante parte da reducio do nimero kappa
atribuida a utilizagdo de xilanases deve estar relacionada com mecanismos distintos da
liberagéio do acido hexenourdnico (um derivado insaturado do 4c. Glucurdnico presente nas
xilanas, oxidivel ¢ que pode responder por parte do indice kappa), sendo portanto, o
processo de modificag@o dos carbohidratos mais complexo do que uma simples degradagio
enzimatica.

Durante o branqueamento de polpa kraft de Pinus radiata com xilanases verificou-se
que polpas previamente oxigenadas mostraram-se mais acessiveis a a¢do da enzima. Tal
comportamento nio pode ser explicado através de técnicas de analise de compressio da
polpa, acessibilidade de microporos ou natureza dos solubilizados ¢ ligagdes das fibras. Foi
sugerido que o processo de deslignificagdo por oxigénio desloca a xilana ou aumenta a
acessibilidade fisica das regides da parede da fibra que sejam ricas em xilana (Clark e
Allison, 1996).

Outro trabalho sugere que a formaciio de ligagdes covalentes entre a lignina e a xilana
€ responsavel pelo estimulo a branqueabilidade que as xilanases exercem sobre polpas kraft.
Foi observado, ao isolar a xilana das polpas, que a massa molecular total dos componentes
dos carbohidratos e da lignina das polpas decrescia. A persistente associagio entre lignina ¢
xilana durante os experimentos indicou que complexos de lignina e xilana séio hidrolisados
pelas xilanases durante o tratamento enzimatico (Wong e col, 1996b). Concluséo
semelhante foi encontrada em estudo do comportamento de polpas modelo, preparadas
através da deposigdo de lignina e/ou xilana sobre polpas de celulose em condigdes alcalinas,
durante processo de deslignificacdo constituido de trés etapas (XQP). Um indice de 14% da
xilana adicionada redepositou-se sobre as fibras. Entretanto os nitmeros kappa nio exederam
1, indicando que somente uma pequena quantidade de compostos oxidaveis (ligninas e
grupos cromoforos de agiicares) havia precipitado. Apés o estagio X, as polpas modelo com
redeposi¢do de lignina e xilana apresentaram aumento imediato na alvura e a analise dos
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filtrados indicou que somente as polpas contendo xilana adicional liberaram agficares. A
distribui¢8io da masssa molecular do material solubilizado sugeriu que sdo formadas ligages
lignina-carbohidrato durante a redeposi¢do da lignina e xilana sobre as fibras, e que as
xilanases podem hidrolisar parcialmente estes complexos. Apesar de também ter sido
observada a formagdo de xilana croméfora durante o cozimento alcalino, os resultados
indicaram que a hidrdlise desta classe de compostos durante o tratamento enzimatico é
litmitada (De Jong e col., 1997).

Wong e col. (1997¢) realizaram uma revisio abrangendo estudos sobre substratos alvo
de xilanases durante o branqueamento de polpas de celulose. O trabalho enfatiza a
complexidade do mecanismo de agéo destas enzimas dentro do processo € aponta as linhas
gerais atuais que formam seu perfil.

Algumas observagbes relevantes deste trabalho indicam que uma parte dos
carbohidratos, mais dirctamente a hemicelulose, deve contribuir aos indices de nfimero
kappa e até mesmo a cor da polpa através de grupos cromoéforos. A hidrolise enzimatica
contribuiria, portanto, com o aumento da branqueabilidade caso estivesse atuando sobre os
grupos cromoforos da propria xilana, sobre complexos xilana-lignina hidrolisaveis, xilana
que causa bloqueio fisico da lignina na polpa ou a xilana que afeta o intumescimeto da polpa
(Figura 9). Também ha uma preocupagdo em relatar que os substratos de xilanases podem
variar conforme os processos de polpagdo ¢ branqueamento, permitindo que a enzima
melhore o desempenho das polpas durante o branqueamento através de mecanismos
indiretos (no caso dos branqueamentos convencionais) ou diretos (branqueamentos TCF com
peroxido).

Nesta etapa do trabalho foram caracterizadas polpas kraft de eucalipto, submetidas a
distintas condigGes de branqueamento, através de analises quimicas convencionais. A origem
das polpas estudadas, a fonte indutora de xilanases e a carga de enzimas utilizada foram
algumas das variaveis dos processos estudados.
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Tratamente com Xilanase Branqueio quimico Fibras branqueadas

materiais solubilizados

cromébforos derivados da xilana

Figura 9. Resumo dos pessiveis modos de agiio de xilanases em branqueamento de
polpa de celulose (Wong ¢ col., 1997¢).
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1I1. 2 Material ¢ Métodos

IIL. 2.1 Material

IIL. 2.1.1 Pelpas: Foram utilizadas polpas kraft de eucalipto sulfato marrom sem pré-
deslignificagdo com oxigénio (kappa inicial 15,3 e viscosidade 36,4 cp para sequéncia XOP
e kappa 17,6 com 35,4 cp para sequéncia XZP), e com pré-deslignificagio com oxigénio
(polpa sulfato marrom — kappa inicial 13,7 e viscosidade 30,4 cp).

IIL 2.1.2 Microorganismo: O microorganismo utilizado neste trabalho, para obtengio
do extrato enzimitico de xilanase, foi o fungo Aspergillus cervinus 2M1, isolado de
madeiras do Sul do Chile, na Universidade de Valparaiso — Chile (Curotto e col., 1993).

II. 2.1.3 Enzimas utilizadas ne branqueamento; Para este fim, foi utilizado o
extrato xilanolitico bruto obtido apés cultivo do fiungo em meio de cultura adequado (item
1. 2.2.2).

II. 2.1.4 Reagentes: todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, com
exceglio das xilanas (SIGMA X-0502 de “bétula” e X-0627 de “oat™), de grau técnico e da
xilana de eucalipto, extraida em laboratério conforme metodologia de Timell (1965) e assim
descrita:

Pequenos cavacos de madeira de Eucaliptus grandis foram triturados em um moinho
equipado com peneira de mesh 40-60, obtendo-se um farelo fino que foi levado a extragio
com etanol absoluto em soxhlet durante cerca de 3 horas. Aproximadamente 300 g de
madeira livre de extrativos foi suspensa em 5 litros de 4gua destilada aquecida a 70-80°C,
sob agitagdo constante. 33 mL de acido acético glacial ¢ 98 g de clorito de s6dio foram
adicionados nesta ordem e a reag@o prosseguiu com agitagio vigorosa. Apés uma hora, a
mesma quantidade dos reagentes foi adicionada e este procedimento foi repetido até um
tempo total de reagdo de 7 horas. Terminada a oxidagdio, o material foi deixado decantar
durante a noite ¢ posteriormente separado da solugéo por filtragiio a vacuo. Em seguida o
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sélido fo1 lavado exaustivamente com agua destilada (até ficar livre de 4cido), etanol e seco
ao ar. A holocelulose obtida (cerca de 70% de rendimento) foi suspensa em 2 litros de
solugdo aquosa 24% de hidroxido de potissio em erlenmeyer apropriado. O sistema foi
purgado com nitrogénio, tampado e submetido a agitagfo durante 8 horas & temperatura
ambiente. Terminada a extragdo da hemicelulose, o sistema foi deixado em repouso durante
uma noite ¢ o residuo sdlido separado por extragio a vacuo e lavado com 1,5 L de agua
destilada. A solugéo filtrada combinada com a dgua de lavagem foi despejada lentamente em
4 vezes seu volume de etanol contendo cerca de 1,5 L de acido acético. O precipitado
formado corresponde a 4-O-metil-glucuranoxilana, coletada por filtragdo a vacuo e lavada
sucessivamente com etanol 70%, etanol absoluto e éter de petrdleo antes da secagem em

dessecador a vacuo.

HOI. 2.1.5 Meio de cultura e manutenciio do fango: O meio de cultura basico
utilizado para manutengéio foi o meio Vogel (Vogel,1956), contendo 1% de xilana de Bétula
(“Birch” comercial - SIGMA) como fonte de carbono indutora. Todos os nutrientes do meio
de cultura foram dissolvidos em tampdo fosfato pH 6,0-50 mmolL”, a mistura foi
esterelizada por autoclavagem a 112°C durante 15 minutos e depois vertida em placas de
petri previamente esterelizadas da mesma maneira. Para os testes de indugdo enzimatica, a
fonte de carbono foi variada, trocando a xilana de bétula por xilanas de aveia e eucalipto.

II1. 2.2 Métodes

II1. 2.2.1 Preparo de indcule: As culturas de Aspergillus sp 2M1 foram mantidas em
meio de cultura sélido, usando xilana tipo bétula comercial como fonte de carbono indutora
de enzimas, a temperatura de 28-30°C. Para o preparo do indculo uma porgio de esporos foi
tranferida, com auxilio de alga de platina, do estoque para novas placas.

IH 2.2.2 Obtenciio deo extrato enzimdtico: 2 placa de meio de sélido contendo fungo
crescido, cultivado durante 5 dias em meio de cultura apropriado, foi cortada em pequenos
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cubos e o material foi transferido para recipiente contendo 15 mL de tamp@o acetato pH 5,3
50 mmolL™. Apés 20 - 30 minutos de agitagdo o caldo obtido foi centrifugado, filtrado
sucessivamente em papel de filtro ¢ em membrana “millipore” 0,45 pum e estocado em
geladeira (Angelo e c0l,1997).

1. 2.2.3 Caracterizacio do _extrato enzimdtico: A caracterizagdo do extrato
xilanolitico seguin determinagdo das atividades enzimaticas descritas a seguir (o
equipamento utilizado em todos os casos foi o Espectrofotdmetro HITACHI DU 2000) :

a) B-D-Xilanase: A atividade enzimatica foi determinada pela quantidade de agucares
redutores liberados a partir da xilana, de acordo com o método de Bailey e c0l.(1992). Os
aglcares redutores foram dosados pelo método do acido 3,5-dimitrosalicilico (DNS -
Miller, 1959.)

A solugdo de xilana 1% (pv') foi preparada a partir de 1 g de xilana tipo bétula
comercial dissolvida em 80 mL de tamp#o acetato de sodio, pH 5,3 50 mmol L. A solugéo
foi aquecida até ebuligdo e apds retornar a temperatura ambiente o volume foi completado
para 100 mL com o mesmo tampéo.

O reagente DNS foi preparado dissolvendo-se 10,6 g de acido 3,5-dinitrosalicilico,
19,8 g de hidréxido de sodio, 306 g de tartarato de sédio e potassio € 8,3 g de bissulfito de
sodio em 1 L de agua destilada, sob agitagdo constante. Apés total dissolugio dos reagentes,
foram adicionados 7,6 mL de fenol ¢ o volume foi completado para 1,4 L com éagua
destilada.

Um volume de 0,900 mL de substrato (solugéio de xilana 1%) foi colocado em tubos de
ensaio que foram aquecidos em banho termostatizado 4 temperatura de 50°C durante 5
minutos. Em seguida foi acrescentado 0,100 mL de extrato enzimatico, apropriadamente
diluido em tampdo acetato pH 5,3. Apés 5 minutos de reagio adicionou-se 1,5 mL do
reagente DNS ¢ a mistura foi aquecida durante 5 minutos em agua fervente.

A reagdo foi paralisada com o resfriamento da solugdo em banho de gelo, sendo
seguida da leitura da absorbincia da solugdo em 540 nm. O espectrofotdmetro foi
previamente calibrado com um teste branco, onde a solugio enzimatica foi substituida por
tampéao acetato.
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A curva padrdo foi estabelecida a partir de xilose (MERCK), nas concentragdes entre 2
e 10 pmol mL"". Uma unidade de atividade enzimatica corresponde 3 quantidade desta capaz

de catalisar a liberagio de 1 pmol de agiicar redutor expresso como xilose, por minuto a
50°C.

b) B-D-Xilosidade: A atividade enzimatica de B-xilosidade foi determinada segundo
Tan ¢ col. (1987), num método baseado na estimativa do p-nitrofenol (pNP) liberado a partir
do p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNPX).

Adicionou-se 0,100 mL de caldo de cultura filtrado a 0,400 mL de solugio 0,2% (pvh
de pNPX em tampéo acetato de sédio 50 mmol L™, pH 4,8. A reagdo foi conduzida durante
5 minutos a 50°C. Apés o aquecimento, a reagéo foi interrompida pela adigdo de 1 mL de
solugio 10% (pv™') de bicarbonato de sodio. As leituras de absorbancia foram realizadas em
410 nm e o pNP liberado foi determinado através de curva de calibragio com padrdo nas
concentragdes entre 50 e 350 pmol mL™. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberagdo de 1 pmol de pNP por minuto a
50°C.

- ¢) B-D-Glicosidase: De maneira aniloga ao procedimento acima citado (item b), a
atividade enzimatica de B-glicosidase seguiu metodologia de Tan e col. (1987). O substrato
utilizado para o ensaio foi p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG). Da mesma maneira, a
atividade enzimarica baseou-sc na determinagio da quantidade de p-nitrofenol liberado e foi
definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberagio de 1 umol do p-
nitrofenol por minuto a 50°C.

d) 8-D-Mananase: O método baseia-se na liberagdo de agiicares redutores a partir da
manana, utlizando “Locust bean Gum” 0,5% (pv'l) como substrato da enzima (Ratto ¢
Poutanen, 1988). A solugiio do substrato foi obtida através de suspensio em tampéo citrato
de sodio 50mmol L™, pH 5,3 a 80°C.
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Foi adicionado 0,500 mL de amostra do extrato enzimitico filtrado, devidamente
diluido em tampio citrato, a 0,500 mL do substrato durante 10 minutos 4 temperatura de
50°C. Apos o aquecimento a reagdo foi paralisada com adigio do reagente de DNS, e os
residuos de D-manose determinados seguindo mesmo método descrito para a determinagéo
de xilanase (item a).

Uma unidade de mananase foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz de

catalisar a liberagédo de 1 umol de manose por minuto a 50°C.

¢) Endo e Exo Celulases: As atividades de endo-$-1,4-glucanase ou
carboximetilcelulase (Cx) e exo-B-1,4-glucanase ou avicelase (C1) foram determinadas
segundo técnica descrita por Tanaka e col. (1981). O método consiste em conduzir a
hidrélise de uma solugdo de carboximetilcelulose 0,44% (pv™') em tampéo acetato de sodio
50mmol/L, pH 5,5 para determinagéo da atividade da fragio Cx e de uma suspensio de
celulose microcristalina (Avicel) a 1,1% (pv’), no mesmo tampéio, para determinagio da
atividade da fragdo C1. A reagéio foi iniciada pela adigdo do extrato enzimatico a 1,00 mL
dos substratos, com tempo de reagéio de 60 minutos a 50°C.

A quantidade de aglcares redutores foi determinada pelo método DNS (descrito no
item a) com a curva de calibragfio obtida a partir de glicose nas concentragdes entre 1 € 5
pmol mL*. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 pmol de glicose por minuto a 50°C.

f) Fpase: A atividade de celulase em papel de filtro foi determinada segundo Mandels
e Reese (1957). Tiras de papel de filtro Watman n° 1 (50 mg) com 1,00 mL de extrato
enzimatico, apropriadamente diluido em tampdo acetato 50 mmol L? - pH 5,5, foram
aquecidas a 50°C durante o periodo de 60 minutos. A quantidade de agiicares redutores
expressos em glicose foi calculada conforme descrito no item ¢). Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a liberagéo de 1 pumnol de
glicose por minuto a 50°C.
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g) Acetil Esterase: A determinagdo da atividade enzimatica de acetil-esterase seguiu
metodologia descrita por Rahim e Sih (1969), que baseia-se na estimativa do p-nitrofenol
(pNP) liberado a partir do acetato de p-nitrofenila.

A reagdo foi iniciada pela adigdo de 0,500 ml de extrato enzimatico a 0,100 mL de
substrato (solugdo 1 g/L. de pNP em metanol) ja misturado a 2,4 mL de tampéo fosfato de
sodio 60 mmol L™, pH 7,0. Apés permanecer em reagio a temperatura ambiente ( ao redor
de 25°C) durante 5 ¢ 10 minutos o aumento na atividade 6ptica foi lido em 400 nm.

Cada unidade de atividade enzimatica foi definida como o aumento de 0,01 unidades

de absorbancia em 400 nm / min mL ™.

h) o-D-Glucuronidase: A determinagdo da atividade enzimditica baseou-se em
metodologia de Khandke e col. (1989). O substrato utilizado constituiu-se de solugdo de
xilana de “larchwood” comercial 2% (pv') em tampdio acetato de sédio 50 mmol L, pH
4,8. 0,200 mL. da mustura reacional, contendo solugdo do substrato e o extrato enzimatico,
foram aquecidos durante 60 minutos a 50°C. A reagéo foi interrompida através da adigdo de
0,8 mL do reagente de sulfato de cobre acido (Milner e Avigad, 1967) ¢ a mistura foi
aquecida em banho de 4gua em ebulicio durante 10 minutos. Apés resfriamento em banho
de gelo, foram adicionados 0,5 mL do reagente de Nelson (arsenomolibdato — Nelson, 1944)
¢ realizada leitura da cor desenvolvida em 660 nm.

Para calculo da quantidade de acido glucurbnico liberado utilizou-se curva padriio
estipulada por Milner e Avigad. Definiu-se a unidade de atividade enzimitica como a
quantidade de enzima requerida para hidrélise que permite a liberagdo de 1 umol de acido 4-
O-metil-a-D-glucurénico por minuto a 50°C.

i) a-L-Arabinofuranosidase: A determinag#o da atividade enzimatica foi determinada
segundo Tagawa e Kaji (1988), utilizando p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosideo (pNPAF)
como substrato para a enzima.

A 0,100 mL de substrato 1 mmol L em tampéo citrato-fosfato 25 mmol L!, pH 3.8,
foram adicionados 0,100 mL de extrato enzimatico e a mistura foi aquecida durante 30
minutos a 30°C. A reagdo foi interrompida pela adigio de 0,5 mL de solugio de carbonato
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de s6dio 0,2 mol L e levada para leitura da absorbincia em 420 nm. A quantidade de pNP
liberada foi quantificada através de curva de calibragdo com padrio.

Uma unidade de arabinofuranosidase corresponde a quantidade de enzima que catalisa

liberagdo de 1 pumol de ion nitrofenolato por minuto a 30°C.

j) a-D-Galactoesidase: A determingdo da atividade enzimatica seguiu método descrito
por Ratto ¢ Poutanen (1988). O substrato utilizado consistiu de uma solugdo 1 mmol L de
p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (pPNFG) em tampéio citrato de sbdio 50 mmol L™, pH
5,3. 0,100 mL de extrato enzimatico foram aquecidos com 0,900 mL de substrato durante 10
minutos a 50°C. Apés interrupgdo da reagio pela adigdo de 0,5 ml. de bicarbonato de sodio
1 mol L, o p-nitrofenol liberado foi quantificado através de curva de calibragiio padréo com
letturas de absorbéncia a 400 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima responsavel pela liberagfio de 1 pumol do p-nitrofenol por minuto a
50°C.

Todos os ensaios para determinagdo de atividade enzimatica foram realizados em duplicata.

M. 2.2.4_Condicdes experimentais de branqueamente: As sequéncias de
branqueamento da polpas de celulose consistiram em trés etapas distintas: tratamento com

xilanase (X), tratamento com oz6nio ou oxigénio (Z on O respectivamente) e tratamento
com peroxido de hidrogénio (P).

Na realizagio da sequéncia XOP, foram utilizados trés extratos enzimdticos distintos,
obtido de culturas de Aspergillus sp 2M1 em trés fontes de carbono diferentes (vide item III.
2.1.5). No estudo realizado com as sequéncias XZP, no estagio de tratamento com Xxilanases
foram vanados o tempo de incubagio (90 min, 180 min ¢ 12 h), a fonte indutora de enzima
(xilana de bétula ou eucalipto), a temperatura de incubacfio (40°C e 50°C) e a carga de
enzima aplicada (4 U/g ¢ 10 U/g). As vanaveis alteradas neste estudo basearam-se em
conhecimento prévio das propriedades da xilanase em questio (Angelo, 1995; Angelo ¢
col.,1997). Entre um estagio e outro as polpas foram lavadas com agua e caracterizadas. Um
resumo das condi¢des das sequéncias de branqueamento ¢ mostrado nas tabelas 1 e 2.
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Inicialmente a polpa foi colocada em saco de polietileno € as condigdes do meio
ajustadas com agua e acido sulfirico 0,1 mol L para a adigio da enzima. Apos adicionar-se
o volume necessario de enzima, completou-se o volume com agua destilada, de forma a
alcangar-se a consisténcia (definigdo vide tabela 1) final desejada, ¢ a mistura foi levada a
incubagdo em banho termostatizado. Neste experimento a carga de enzima, a temperatura, o
tempo de incubagfio ¢ fonte de carbono indutora foram variados, conforme segue na tabela
abaixo.

Para o estagio com oxigénio foram adicionados a polpa todos os reagentes conforme
especificado na tabela 1. A consisténcia foi ajustada pela adigdo de agua e a mistura
homogeneizada manualmente. A polpa foi entdo transferida para um reator previamente
purgado com nitrogénio que, quando alcan¢a a temperatura desejada, tem o nitrogénio
descarregado ¢ o oxigénio injetado até atingir a pressio estipulada para a reagio.

O estagio de ozonizagdo foi conduzido em um sistema contendo um rotovapor
acoplado a um ozonizador OEC-OZOCAYV - LO802X. Apos ajuste da consisténcia da polpa
previamente acidificada por filtragdo a vacuo e separagio das fibras por aeragfo, a polpa foi
deixada sob fluxo de 0zdnio por um periodo suficiente para que a carga ministrada a polpa
fosse de 0,5% de 03/ g polpa seca. Para recolhimento do efluente desta etapa, a polpa teve
sua consisténcia novamente ajustada, pela adi¢cdo de agua destilada, para o valor utilizado
nos demais estagios (10%). A seguir, as amostras foram lavadas exaustivamente com agua
para proceguimento do estagio com perdxido.

Na etapa de fratamento com peréxido de hidrogénio, as polpas foram novamente
colocadas em sacos de polietileno, acrescentados reagentes ¢ volume de dgua necessarios as
condigdes reacionais, ¢ a mistura foi levada a incubagio por tempo determinado em banho
termostatizado. Neste estagio os efluentes foram recolhidos por filtragem direta das polpas

apos a incubagéio com peréxido.

. 2.2.5 Controle dos processos de branqueamento: Todos os estigios de
branqueamento foram controlados seguindo as normas ditadas pela TAPPI (TAPPL, 1988).
Para a pasta ndo branqueada foram avaliados o nimero kappa ( TAPPI T-236 o0s-76),alvura
(TAPPI T-452 om 87) e a viscosidade pelo método do tubo capilar (TAPPI T-230 su-63).
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Em ambos os casos as metodologias foram adapatadas a faixa de contetido de lignina e a
quantidade de polpa utilizada.

Tabela 1. Condicdes Experimentais do Branqueamento XOP.

CONDICOES X (Asperz.) o P
Consisténcia de trabalho /% 10 12 12
Carga enz. /Ug polpa seca™ 4 - -
Tempo de incubaciio / min 90 60 60

Temperatura / °C 50 100 65

pH inicial 5,5 - 11

Fonte de carbono indutor Bétula, aveia e eucalipto - -
NaOH/ % - 1,7 -
Oxigénio / Kgf cm™ - 1,7 -
E!ZO;/ Yo - - 1

% consisténcia = [g de polpa seca/ 100 g de polpa + agua] x 100

Tabela 2. Condi¢des Experimentais do Branqueamento XZP.

CONDICOES X (Asperzyme) Z P
Consisténcia de trabalho /% 10 40 10
Carga enz. /U g polpa seca” 4el0 - -
Tempo de incubag¢iio / min 180 Especifico 180
Temperatura / °C 50 Ambiente 70

pH inicial 5,5 2.5 11

Carga O3/ % g polpa seca’ - 0,5 -
Silicato / % g polpa seca™ - - 0,2
H,0; / % g polpa seca” - - 1,0

% consisténcia = [g de polpa seca/ 100 g de polpa + agual x 100

Determinacfio do Niimero Kappa (microkappa):

Uma quantidade vanavel de polpa umida, suficiente para que na consisténcia da polpa
seja cerca de 1,0000g de polpa seca, foi desintegrada em 50 mL de agua destilada até ficar
livre dos grumos e dos feixes de fibras ndo dispersas. Em segnida a polpa foi transferida para
um Erlenmeyer de 300 mL com lavagens sucessivas do recipiente com 50 mL de agua
destilada até¢ volume de 200 mL.

Sob agitagdo constante, adicionou-se 25 mL de acido sulfitrico 2 mol L e 25 mL de
solugdo padronizada de permanganato de potassio (KMnO,) 0,0200 mol L marcando-se

imediatamente o tempo de 10 minutos com um cronémetro. Aos cinco minutos mede-se a



Capitalo Il - Material e Métodos 34
temperatura da reagdo e ao término de 10 minutos adicionou-se 5 mL de KI 1,0 mol L e
titulou-se o iodo livre na suspensdo com solugdo padronizada de tiossulfato de sodio
(Na;S;05) 0,0330 mol L' até que a solugdo ficasse com uma tonalidade amarelo claro.
Adicionou-se entdo, algumas gotas de solugéio de amido 1% e prosseguin-se com a titulagdo
até a viragem da cor de azul para branca. O teste em branco foi realizado pelo mesmo
procedimento na auséncia da polpa e todas as analises foram feitas em duplicata.
Para calcular o valor de mimero Kappa utilizou-se de um programa computacional

baseado nas seguintes equages (valores de concentragdo estdo estipulados em normalidade,
de acordo com o método descrito na referéncia):

K=Px fip) x f{t) P=(b-a) N
W 0,1
Onde,

f(p) = fator de corregio do consumo de permanganato a 50% , dependendo
do valor de p.

f(t) = fator de corregéio da temperatura.
W = peso em gramas da polpa seca

p = mililitros de KmnO, consumidos pela polpa

b = mililitros de tiossulfato consumidos pelo branco

a = mililitros de tiossulfato consumidos no ensaio

N = normalidade do tiossulfato

Determinacio da Viscosidade:

Pesou-se exatamente 50 mg de polpa seca e colocou-se em um baldo de destilagio de
50 mL de duas bocas com bexiga e septo de borracha adaptados, adicionando-se em seguida
5 mL de agua destilada. A mistura foi levada & agitagio até formagio de suspensdo
homogénea. A seguir foram adicionados 5 mL de solugdo de etilenodiamina ciprica, solugéio
0,5 molL™ em cobre, ¢ o sistema foi purgado com nitrogénio. A mistura foi agitada durante
15 - 20 minutos ¢ transferida para um viscosimetro Fenske-Ostwald, previamente aferido
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com Gleo padrao Cannon - ASTM certificado ¢ utilizado dentro dos limites apropriados. O
tempo de escoamento da solugio foi cronometrado a 25°C e o calculo da viscosidade em

centipoises (cp) fo1 determinado pela equagéo:

V=K.td
Onde,
K = constante do viscosimetro (0,1670)
t = tempo de escoamento em segundos
d = densidade da solugio de celulose a 25°C ( 1,052 gdm™)

V = viscosidade da fibra de celulose em centipoises

Determinacio da alvura:
A alvura foi determinada utilizando-se um espectrofotémetro para medidas de
reflectincia a 457 nm, calibrado com folhas padréio recomendadas pelas normas vigentes,

sendo os resultados expressos como percentuais relativos 4 alvura do 6xido de magnésio
(MgO), considerado 100.

HI 2.2.6 Determinacdo de lignina solivel : Aliquotas filtradas dos efluentes,
resuttantes da hidrolise das polpas, sdo diluidas apropriadamente em tampio fosfato pH 7,0 e
a absorbéncia das solugdes ¢ lida em 215 nm e 280 nm. O diluente ¢ utilizado para
calibragéo do espectrofotdmetro UV-VIS HITACHI U-2000 e a concentragio de lignina é
obtida pela equagdo C, ={ (4,53A25 -Aso)/ 300 ] x D onde, C; é a concentracdo de
lignina expressa em mg L' ,A215 ¢ A280 séo os valores de absorbancia das solugdes nos

respectivos comprimentos de onda e D o valor da diluigdo da amostra. Todas as analises
foram realizadas em duplicata (Goldschmidt, 1971).

IIL. 2.2.7 Determinaciio de acicares redutores: utilizou-se 0 método de reagdo com
acido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959). Em 1,5 mL de aliquotas de efluente, filtrado em

membrana “millipore” 0,45 pm, foram adicionados 3 mL de solugdo de DNS. A mistura foi
aquecida durante 5 minutos em banho de agua em ebuligdo, esfriada em banho de gelo ¢ a
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absorbancia lida em 540 nm. Para as amostras de efluente foi utilizado xilose como padrio
para a curva de calibragio e todas determinagdes foram realizadas em duplicata.

IIl. 2.2,.8 Cromategrafia liquida de alta eficiéncia (CLAE): a fim de quantificar os
principais agucares das polpas estudadas (glicose e xilose neste caso), foram obtidos os
cromatogramas da mistura glicose, xilose ¢ celobiose em 6 concentrages distintas e
determinadas as curvas de calibragéio para cada um. Os padrbes foram dissolvidos na fase
moével composta de solugio 0,01 M de H,SO, A cromatografia foi realizada em
cromatografo KNAUER PUMP64, equipado com coluna para acido orgdnico AMINEX
HPX-87H e detector por indice de refragio KNAUER. A coluna foi mantida a 45°C e a
velocidade do fluxo mantida em 0,6mL/min. O perfil dos cromatogramas obtidos pode ser
visto no apéndice 1, anexado ao final da tese.

II. 2.2.9 Determinacio do comprimento das fibras: o comprimento médio das
fibras da polpa e o grau de “coarseness” foram determinados através da utilizagio do
Medidor de Comprimento de fibras KAJAANI FS-200, seguindo metodologia TAPPI T
271.

IIL 2.2.10 Conteiido de metais: a presenga de metais nas fibras das polpas foi
determinada seguindo metodologia qualitativa de analise, através do Espectrometro de
Fluorescéncia de Raio-X de Energia Dispersiva - SPECTRACE 5000, equipado com
limpada de roédio. Foram formadas folhas de polpas, através de filtragdo a vacuo, que depois
de secas ao ar foram cortadas ¢ submetidas a espectroscopia de fluorescéncia de raio-X de

energia dispersiva. A tabela dos resultados pode ser vista no apéndice 2, anexado ao final da
tese.
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III. 3 Resultados e Discussio

IIL. 3.1 Caracterizacio do sistema hemicelulolitico de Aspergillus sp 2M1:

A composigio do extrato enzimético bruto, obtido de culturas do fungo Aspergillus sp
2M1 induzido por trés tipos distintos de fonte de carbono, estd representada na tabela a
seguir. A caracterizagio dos diferentes extratos enzimaticos tornou-se importante pois
permite uma comparagio do efeito combinado das enzimas responsiveis pela hidrolise da
xilana durante o branqueamento.

A principio, a xilana de aveia foi o meio de cultura indutor mais eficiente, com énfase
para as atividades de xilanase, acetil-esterase e arabinofuranosidase, € a unica fonte de
carbono indutora de feruloil-esterase. Tais disparidades devem certamente estar ligadas a
composigio das xilanas utilizadas, j& que tanto em bétula como eucalipto (xilanas de

madeiras duras) os residuos de arabinose sdo ausentes.

Tabela 3. Atividades enzimsaticas de sistemas induzidos por diferentes xilanas.

Bétula/ UL~ Eucalipto/ UL" Aveia/ UL”
B-Xilanase 33990 24580 65450
Mananase 121 119 173
B-Glicosidase 12 12 21
B-Xilosidase 40 35 47
Arabinosidase 4 4 22
a-Galactosidase 101 110 95
Acetil-Esterase Smin, 27360 24880 39040
Acetil-Esterase 10min. 21000 18680 31560
*Feruloil — Esterase 0 0 4
o~Glucuronidase 12 15 17
Exo e Endo - Celulase 0 0 0
Fpase 0 0 0

* Resultados determinados por Carolina Aguirre, Universidade de Concepcién — Chile.

A xilana de eucalipto exibiu indugdo de um extrato enzimatico com mesmo perfil
daquele induzido por xilana de bétula comercial. Entretanto, em termos proporcionais a
quantidade de xilanase, o extrato enzimatico induzido por eucalipto apresentou um teor de

a-glucuronidase e B-xilosidase mais elevado que os demais, o primeiro quase duas vezes o
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encontrado na indugio com xilana de bétula. E interessante salientar que os resultados
apresentados demonstram que a composigdo do extrato enzimatico pode ser adaptada
conforme origem da polpa a ser branqueada.

O perfil de indugdo das trés enzimas mais importantes para degradagdo de xilanas de
polpas de eucalipto, B-xilanase, B-xilosidase ¢ a-glucuronidase, pode ser visto nas Figuras

10e1l.

ITI. 3.2 Andlise das polpas submetidas ao branqueio XOP:

Durante o branqueamento XOP (xilanase/oxigénio/per6éxido) de uma polpa kraft de
eucalipto com os trés diferentes extratos enzimaticos obtidos, foi observada redugéo do
numero kappa e protegio da viscosidade das fibras, principalmente durante o estagio X
(tratamento com enzimas). O melhor desempenho dentro do processo foi apresentado pela
polpa tratada com o extrato enzimatico induzido por xilana de eucalipto (Tabela 4). E
interessante notar que no tratamento das polpas pré-deslignificadas com oxigénio a
aplicagdo de xilanases se mostrou pouco efetiva na redugdo do namero kappa (Tabela 5).
Também foi observado que em ambas sequéncias estudadas o extrato enzimatico induzido
por xilana de aveia, embora com maior expressdo de outras enzimas do “pool” xilanolitico,

ndo melhorou o desempenho das polpas durante o branqueamento.

N
/

Atividade enzimsitica de Xilanase

75000 4
60000 4

45000 4

Atividade/ UL-1

300004

15000 4

Bétufa Eucalipto Avcia
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. J

Figura 10. Atividade de B-xilanase em extratos enzimdticos de Aspergillus sp 2M1.
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Figura 11. Atividades relativas de P-xilosidase e a-glucuronidase em extrato
enzimatico de Aspergillus sp 2ZM1.

As diferengas encontradas no branqueamento XOP de polpas kraft de eucalipto podem
estar relacionadas a atividade de glucuronidase. Isto porque, no caso das madeiras duras, as
cadeias de xilana mostram-se substituidas, por grupos de acido 4-O-metilglucurénico
(através de ligagdes do tipo o-1,2- com o anel glicosidico da xilose). No caso da
hemicelulose de eucalipto, comparadas a glucuranoxilana, as porgdes de glucomanana,
galactanas ou arabinofuranoxilanas tém menor importincia. Desse modo, as respectivas
enzimas responsaveis pela degradagio destes polissacarideos ndo devem ser significantes na
hidroélise deste tipo de hemicelulose. A atuagdo da acetil-esterase neste caso também é muito
limitada, pois os grupos acetila sdo substiutidos por grupos hidroxila durante a polpagdo
alcalina. Por Gltimo, ao contrario de madeiras moles, a literatura reporta ndo ser usual que a
xilana de eucalipto possua derivados ferulicos como substituintes, tornando a feruloil
esterase irrelevante para o processo de hidrolise enzimatica da polpa. Portanto, as polpas
utilizadas neste ensaio, quando tratadas com extrato enzimatico induzido por xilana de

eucalipto, apresentaram um melhor desempenho dentro do processo, indicando que um
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possivel efeito cooperativo entre P-xilanases e a-glucuronidases durante hidrélise da xilana

seja responsavel por tal efeito.

Tabela 4.Valores de Kappa e Viscosidade de polpas sem pré-deslignificacio com O,.

Estigio X Estigio OP
Kappa Viscosidade/cp Kappa Viscosidade/cp
Controle 12,9 36,6 7.9 15,6
Bétula* 1.6 40,9 6,7 16,0
Eucalipto* 10,5 40,6 7,1 14,7
Aveia* 10,9 40,2 7,2 14,7

* pool enzimatico induzido pelas respectivas xilanas.

Tabela 5.Valores de Kappa e Viscosidade de polpas pré-deslignificadas com O,.

Estagio X Estagio OP
Kappa Viscosidade/cp Kappa Viscosidade/cp
Controle 9.9 30,6 7,2 16,1
Bétula* 9.9 30,9 6,9 15,5
Eucalipto* 9,5 33,0 6,5 15,6
Aveia* 9.7 33,6 6,9 15,9

* pool enzimatico induzido pelas respectivas xilanas.

HI. 3. 3 Anilise das polpas submetidas ao branqueio XZP:

Os resultados apresentados a segutr referem-se a uma sequéncia de branqueamento
totalmente livre de cloro aplicada em amostras de polpas kraft de eucalipto nfo submetidas a
pré-deslignificagio com oxigénio. A sequéncia escolhida baseou-se em um pré-tratamento
enzimatico com xilanases (X) seguido de dois estagios oxidativos com ozénio (Z) e perdxido
de hidrogénio (P) respectivamente. No estigio de fratamento enzimatico o tempo de
incubag#o, a fonte de carbono indutora de enzima, temperatura ¢ carga enzimatica aplicada
sobre a polpa foram variados, fornecendo 15 diferentes amostras, que foram entio
submetidas as duas estapas seguintes.

Nas tabelas 6 ¢ 7, e nas figuras 12 ¢ 13 estdio apresentados todos os resultados obtidos
para a caracterizagio das polpas submetidas & sequéncia XZP e seus efluentes. De um modo

geral o desempenho das polpas tratadas com xilanase foi superior (ou equivalente) ao das
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amostras controle, independente da natureza da fonte de carbono indutora (bétula ou
eucalipto) ou da carga de enzima adicionada. Nos estagios X ¢ Z as polpas enzimaticamente
tratadas apresentaram maior eficiéncia de deslignificagio com a vantagem de proteger a

viscosidade das fibras.

Tabela 6. Caracterizagio de polpas de eucalipto submetidas ao branqueamento XZP.

Condicdes” Estagio X Estigio Z Estdgio P

X : 50°C e 90 min. K A\’ K A\’ K A\’
Controle 14,1 27,6 12,1 11,2 7,6 10,5
Xil. bétula 4U/g 12,9 248 10,3 11,7 6,4 10,3
Xil. eucalipto 4U/g 12,9 27,8 9,1 12,0 6,1 10,0
Xil. bétula 10U/g 12,8 26,4 9.4 11,7 6,1 10,5
Xil. eucaliptol10U/g 12,6 248 9,1 12,8 6,0 10,6
X : 50°C e 180 min. K \4 K \4 K \4
Controle 13,1 25,9 12,8 10,0 6,9 9,7
Xil. bétula 4U/g 12,9 26,1 9,5 10,8 6,1 10,7
Xil. eucalipto 4U/g 12,8 27,2 8.4 11,2 5,1 9.3
Xil. bétula 10U/g 12,8 26,8 9,0 11,6 5,8 9,9
Xil. eucaliptol0U/g 12,9 29,7 10,1 12,3 6,2 109
X:40°Cel2h, K \ K v K A\
Controle 13,6 28,3 9,5 10,9 6,3 9,0
Xil. bétula 4U/g 12,9 26,5 9,0 13,3 5,5 10,5
Xil. eucalipto 4U/g 12,2 30,7 8,0 11,1 5,2 9.9
Xil. bétula 10U/g 12,2 29,0 7.6 10,2 4.9 9,7
Xil. eucaliptol0U/g 12,2 29,3 8,5 10,8 4,6 9,7

* condigdes do estagio X da sequéncia de branqueamento e condigdes de indugdo do extrato enzimatico.
K = ntmero kappa (1,3%); V = viscosidade/ cp (2,2-3,0%). Valores entre parénteses correspondem a0s
desvios médios encontrados para cada método.

A redugdo da viscosidade das polpas foi indiscriminada ¢ se deu principalmente no
estagio de deslignificagdo com ozbnio. Os indices de lignina soluvel e agucares redutores
dos efluentes (tabela 7), mais especificamente no estagio Z, foram condizentes com o0s
resultados, ¢ atestaram que o efeito benéfico do tratamento enzimatico vai além do estigio
inicial de incubagio com xilanase. Em alguns casos, as polpas tratadas com xilanases €
induzidas por xilana de eucalipto apresentaram maior redugdo do mimero kappa, liberando

também maior quantidade de lignina soluvel nos efluentes.
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As figuras 12 e 13 apresentam os resultados dos percentuais de glicose e xilose das
polpas apos hidrolise acida. Em todos os casos observou-se um decréscimo no teor de xilose
das polpas por agdo da enzima, com manutengfio dos niveis de glicose. A extensio da
hidrélise ndo foi maior para as polpas tratadas com enzima a 40°C e 12 h, e os resultados
obtidos para este caso ndo apresentaram uma diferenga muito marcante entre as polpas
enzimaticamente tratadas e a polpa controle. Apesar disto, esta sequéncia apresentou
redugdo significativa no indice de mimero kappa nos estdgios posteriores ao tratamento
enzimatico. Uma analise mais detalhada dos resultados de cada sequéncia de branqueamento

sera realizada a seguir.

Tabela 7. Lignina solavel e Ac¢iicares redutores dos efluentes - Sequéncia XZP.

Condigdes* Estigio Z Estagio P

X : 50°C e 90 min. L A L A
Controle 117 150 286 120
Xil. bétula 4U/g 140 50 273 50
Xil. eucalipto 4U/g 171 60 252 330
Xil. bétula 10U/g 144 50 273 20
Xil. eucaliptol10U/g 154 70 273 50

X : 50°C e 180 min. L A L A
Controle 106 40 414 170
Xil. bétula 4U/g 149 50 273 570
Xil. eucalipto 4U/g 192 60 317 810
Xil. bétula 10U/g 168 60 246 150
Xil. eucalipto10U/g 124 50 311 140

X :40°Ce 12 h. L A L A
Controle 128 40 429 310
Xil. bétula 4U/g 162 60 271 310
Xil. eucalipto 4U/g 183 70 257 50
Xil. bétula 10U/g 184 50 272 940
Xil. eucalipto10U/g 154 60 246 70

* condigdes do estagio X da sequéncia de branqueamento e condigdes de indugdo de xilanases.
L=lignina soluvel/ mgL! (1,3-2,1%); A=agucares redutores/ mgL1(0,6-2,2%). Valores entre
parénteses correspondem aos desvios médios encontrados para cada método.
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Os resultados referentes a sequéncia de branqueamento XZP com estagioc X a 50°C e
90 minutos foram dispostos em forma de graficos para facilitar sua analise. Foi possivel
verificar uma certa vantagem na utilizagiio do extrato enzimatico induzido por xilana de
eucalipto: nos dois estagios subsequentes ao pré-tratamento com xilanase os menores indices
de numero kappa foram atingidos com as enzimas induzidas neste meio (Tabela 6 e Figura
14). De um modo geral, em todo o processo a viscosidade das polpas controle e das polpas
enzimaticamente tratadas foram similares, com uma pequena melhora neste indice por parte
das amostras submetidas ao tratamento com xilanase durante o estagio de deslignificagdo

com ozdnio (Tabela 6 e Figura 15).
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Figura 14. Determina¢iio do Numero Kappa de peolpas kraft de eucalipto.
Sequéncia de branqueamento XZP com estagio enzimatico a 50°C ¢ 90min.

Na determinagéo do teor de lignina solavel dos efluentes foram observados, durante o
estagio Z, indices mais elevados por parte das polpas tratadas com xilanases (com énfase
para a polpa tratada com xilanase induzida por xilana de eucalipto). O aumento no teor de
lignina soliivel determinada nos efluentes acompanhou o perfil da redugdo do numero kappa,
sendo que a quantidade de agucares, apesar de variavel, foi minima (como podera ser
confirmado posteriormente) (Tabela 7 e Figura 16). E interessante notar, que nos dois

estagios analisados (Z e P), os maiores teores de agucares redutores encontrados
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corresponderam aos menores valores de viscosidade. Entretanto, este comportamento ndo foi

0 mesmo para as demais sequéncias (Figura 17).
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Figura 15, Determinacio da viscosidade de polpas kraft de eucalipto.
Sequéncia de branqueamento XZP com estigio enzimitico a 50°C ¢ 90min.
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Figura 16, Determinaciio de lignina soliivel nos efluentes.
Sequéncia de branqueamente XZP com estigio enzimitico a 50°C ¢ 90min.
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Em resumo, o tratamento enzimatico melhorou o desempenho das polpas, pelos

parametros estudados, ndo s6 no estagio X, como persistiu ao longo da sequéncia de

branqueamento.
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Figura 17. Determinaciio do teor de acacares redutores nos efluentes.

Os resultados apresentados na Tabela 6 e Figuras 18 ¢ 19 indicaram que o aumento do

tempo de incubagio a 50°C ndo intensifica os efeitos do tratamento enzimatico, ja que o
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perfil das polpas caracterizadas foi muito semelhante ao observado para 0 mesmo tratamento
durante 90 minutos.

Aparentemente o aumento no tempo de incubagdo no estagio X teve mais influéncia na
redug@o do nimeo kappa final do processo em si do que na atuagdo da enzima, ja que os
parametros analisados apresentaram a amostra controle desta sequéncia com nimero kappa
final menor em relagdio a anterior. Novamente, constatou-se um melhor desempenho das
polpas tratadas com extrato enzimatico induzido em xilana de eucalipto quando comparadas
as demais. Uma ligeira melhora foi observada em relacdo a sequéncia de branqueamento
anterior; no estagio de deslignificacdo com o0zénio a redugdo do mimerc kappa pelo
tratamento enzimatico alcangou o valor maximo de 4,4 unidades contra 3,0 unidades no

branqueamento de 90 minutos, sem perda na viscosidade .
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Figura 18. Determinaciio do Nimero Kappa de polpas kraft de eucalipto.
Sequéncia de branqueamento XZP com estigio enzimatico a 50°C ¢ 130min.

Através das anilises dos efluentes, verificou-se que o comportamento das polpas foi
muito semelhante aquele anteriormente avaliado. Apenas no estagio de deslignificagdo com
peroxido observou-se um ligeiro anmento na lignina soliivel ¢ no teor de agticares dos

efluentes, se comparados a sequéncia anterior (Tabela 7; Figuras 17 e 20). O aumento da
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lignina solavel pdde ser relacionado i redugdio dos indices kappa, mas o aumento do teor de

aguicares apresentado por alguns efluentes ndo teve correlagio com nenhum pardmetro.
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Figura 19. Determinagiio da Viscosidade de polpas kraft de eucalipto.
Sequéncia de branqueamento XZP com estigio enzimitico a S0°C ¢ 130min.
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Figura 20. Determinacio de lignina solivel nos efluentes.
Sequéncia de branqueamento com estigio enzimitico a 50°C e 130min.
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Como pode ser visto nas figuras 21,22 e 23, a aplicagdo de xilanases sobre as polpas
durante um tempo prolongado (12h) e a uma temperatura adequada para a hidrolise
enzimatica ndo causou maior extensio na degradagdo da xilana (vide figura 13) nem
alterages significativas nos resultados do branqueamento. Ao final do processo, os indices
dos nameros kappa foram os menores encontrados dentre todas as sequéncias, mas também
foi o branqueamento que apresentou menor beneficio do uso das enzimas. O efeito das
xilanases parece que ndo foi dependente do tempo de hidrdlise, sendo ao contrario,
minimizado.
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Figura 21, Determinacio do Numere Kappa de polpas kraft de eucalipto.
Sequéncia de branqueamento XZP com estigio enzimatico a 40°C e 12 h.

Efeito da pré-deslignificacdo com O, sobre polpas de euncalipto submetidas ao
bramqueamento xilanase-ozonio-peréxido:

As Tabelas 8 ¢ 9 apresentam os resultados obtidos durante o branqueio de uma polpa
de eucalipto pré-deslignificada com O; ¢ submetida a uma sequéncia de branqueamento
idéntica & ilustrada na Tabela 2. A escolha dos parametros envolvidos baseou-se na

eficiéncia e facilidade pratica das sequéncias estudadas, a fim de que fosse permitida a
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comparagdo dos resultados encontrados com aqueles ja obtidos para polpas sem pré-

deslignificagdo com oxigénio.
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Figura 22. Determinaciio da Viscosidade de polpas kraft de encalipteo.
Sequéncia de branqueamento XZP com estigio enzimitico a 40°C ¢ 12 h.
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Figura 23. Determina¢io de lignina sohivel nos efluentes.
Sequéncia de branqueamento XZP com estigio enzimitico a 40°C ¢ 12 h.
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Tabela 8. Caracterizaciio das polpas kraft submetidas ao branqueamento (0O)XZP.

K A/ % ISO V/cp L /mg L’ ARIEEL'I
Estaigio X
Controle 9,7 56,3 23,9 43 100
Xil. bétula 4Ufg 9.7 61,2 25,0 177 4600
Xil. bétula lOU:’g 8,7 61,0 27,0 209 6800
Est:igio Z
Controle 2,9 71,7 134 112 1600
Xil. bétula 4U/g 1,0 79.9 9.2 92 600
Xil. bétula l[IUig 1,1 81,7 9,0 79 900
Estégio
Controle 1,6 76,9 12,4 203 600
Xil. bétula 4U/g 0,6 843 7.8 159 800
Xil. bétula 10U/g 0,5 83,8 3,1 146 600

K= numero kappa (2,0%) . V= viscosidade/cp (2,5%); L= lignina soliuvel do efluente (1,8%); A= Aglicares
redutores do efluente (1,2%), A= alvura / %ISO. (0)XZP= branqueamento xilanase/ozonio/perdxido com
polpa pré-deslignificada com oxigénio ({O)).Entre parénteses: desvios médios encontrados para cada ensaio.

Através da comparagio dos dois branqueamentos nas mesmas condi¢Ses (tipo de
enzima, temperatura € tempo de incubagdo), pode-se verificar que a pré-deslignificagdo
aumenta muito a seletividade, expressa como [% redugdo numero kappa/ % redugido da
viscosidade] (Figura 24.) Isto porque, na sequéncia aplicada as polpas pré-deslignificadas
com O, a redugio expressiva do niimero kappa em relagdo as polpas sem pré-oxidagdo com
O, compensa a queda na viscosidade observada em todos os estagios. A pré-deslignificacéo
néo somente forneceu uma polpa com menos lignina, como pareceu facilitar a extragéo desta
lignina residual e aumentar o efeito do tratamento com xilanases.

A atunagdo da enzima sobre a hemicelulose da polpa de eucalipto pode ser vista pela
redugdo do percentual de xilose (percentual relativo & massa total, em gramas, de amostra
utilizada para cada hidrélise 4cida) das polpas tratadas com enzima sem afetar o contendo
de glicose (Tabela 9). A hidrolise enzimatica da xilana ¢ ainda confirmada pelo grande
aumento do teor de agucares apresentado pelos efluentes apos aplicagfio de xilanase (Tabela
8) e pelo aumento do percentual relativo de glicose na polpa (Tabela 9), 4 medida que a
sequéncia de branqueamento val avangando.

Aparentemente n#o ha grande diferenga entre as duas polpas tratadas com diferentes

cargas de xilanase. Provavelmente, a degradagdo da xilana ¢ proporcional 4 carga de enzima
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aplicada até um certo limite, a partir do qual o aumento da quantidade de xilanase ndo

implica obrigatoriamente numa melhora equivalente no processo de deslignificagdo da

polpa.

Tabela 9. Compaosi¢io de acicares das polpas kraft submetidas & sequéncia (O)XZP.
GLICOSE / % XILOSE / %

Estagio X

Controle 91 7

Xil. bétula 4U/g 9] 5

Xil. bétula 10U/g 91 4
Estdagio Z

Controle 85 7

Xil. bétula 4U/g 95 3

Xil. bétula 10U/g 93 4
Estigio P

Controle 80 6

Xil. bétula 4U/g 94 3

Xil. bétula 10U/g 96 4

(0)XZP= branqueamento xilanase/ozénio/peroxido com polpa pré-deslignificada com oxigénio ((0)).

4 y
Seletividade das sequéncias de branqueamento

Seletividade

EControle  HAxilBétula 4-5 U/g  Oxil Betula 10 U/g
\. J/

Figura 24. Comparacio entre as seletividades dos processos de branqueamento com e
sem Pré-deslignificacdo com oxigénio. Condicdes do estagio X: 50°C e 90 minutos.
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O efeito do pré-tratamento enzimitico também pode ser notado nos parimetros
relativos a deslignificagio. Observa-se redugfio do nimero kappa nas etapas subsequentes ao
tratamento com xilanase ¢ o conteiido de lignina dos efluentes é cerca de 80 % maior nas
amostras X bétula e X. eucalipto. Além disso, apesar de uma grande liberagio de lignina
antes do branqueamento com o0zbnio e perdxido, os niveis de lignina dos efluentes
continuam em um patamar elevado nos estagios posteriores. O aumento significativo nos
indices de alvura confirmam as observagdes acima, sendo notavel a diferenga encontrada
para estes valores durante o estagio X (Tabela 8). Alias, o aumento significativo da alvura
Jjuntamente com maior quantidade de lignina solavel e aglcares nos efluentes do estagio X
foram indicativos precisos de que, neste caso, houve uma atuagio direta da enzima no
branqueamento.

O efeito da pré-deslignificagio com oxigénio em sequéncias de branqueamento ECF e
TCF que utilizam uma etapa enzimatica com xilanase tem sido investigado ¢ os resultados
mostram que esta combinagdo tende a facilitar a deslignificagio nas etapas posteriores,
ajudando ainda na manutengdio da qualidade final da fibra de celulose (Furhmann e
col,1996; Nelson ¢ col, 1996). As diferengas comportamentais de polpas pré-
deslignificadas com oxigénio durante sequéncias de branqueamento, principalmente no que
diz respeito a0 uso de enzimas hemiceluloliticas, muito provavelmente esta ligada as
alteragdes sofridas pelos grupos cromoéforos durante a oxidagdo. Numa investigagio das
reagdes de condensagio da lignina residual durante a deslignificagdo com oxigénio, por
exemplo, foi observado que esta condensagdo é dependente do meio reacional empregado
(Evtuguin ¢ col., 1996).

Apés obtengdo e avaliagdo das analises quimicas realizadas para a sequéncia de
branqueamento da polpa de eucalipto pré-deslignificada com oxigénio — (O)XZP decidiu-se
realizar analises para obtengéio do comprimento médio das fibras e seu grau de “coarseness”
(mg de polpa/m — relacionada com possivel degradagiio da parede celular das fibras) e
também uma avaliagdo do contetido de metais.

Sabe-se que a presenca de metais como Fe** tem um papel importante na degradagio
da fibra de celulose durante processos de deslignificagdo com ozbnio e peroxido, com

redugdio da viscosidade e propriedades fisicas. Como foi verificado um decréscimo maior na
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viscosidade das polpas enzimaticamente tratadas optou-se por realizar um estudo da
composi¢do de metais. A analise da composigdo de metais, embora superficial, apresentou
um perfil bastante homogéneo para todas as amostras, com os elementos Ca, Fe, Cu, Nie Zn
sendo detectados em todos os casos. A diferenga mais marcante foi encontrada na analise
das amostras do estagio X, onde o conteudo de Cu foi mais expressivo que o respectivo
conteudo presente na amostra controle (figura 25). Entretanto, a redugdo da viscosidade néo
pode ser atribuida a esta observagdo visto que o efeito da presenga de metais sO seria

Justificavel nos estagios oxidativos com 0zdnio ou perdxido de hidrogénio.

Composigio de metais - Estagio X

Intensidade do pico

Ca Fe Ni Zn Cu
Metais
M Controle OX OX5U/g O OX 10U/g

\ /

Figura 25, Determinaciio de metais. Branqueamento (O)XZP.

Os resultados das determinagdes do comprimento médio das fibras (comprimento
médio = 0,74 mm) ou “coarseness” (0,076 mg/m) foram muito similares durante todo o
processo, independente do tratamento enzimatico. Os resultados indicaram que a perda
maior de viscosidade pelo processo (O)XZP pode ndo estar somente ligada a degradagio dos
carbohidratos, mas também a alteragBes estruturais da polpa. Entretanto, um estudo mais
profundo, com determinagdes das propriedades fisicas das polpas, seria necessario para uma

afirmagio mais contundente (figuras 26 e 27).
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Figura 26. Distribui¢cio do comprimento médio das fibras das polpas analisadas.
Cx,Cz,Cp= amostras controle dos estagios X, Z ¢ P; X, XZ ¢ XZP= amostras enzimaticamente tratadas
relativas aos estigios X, Z e P; 5 e 10 U/g = carga de enzima adicionada no estagio X.
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Figura 27. Determinac¢dio de “coarseness” das fibras de polpas kraft de eucalipto.
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III. 4 Conclusdes

Com base nos resultados obtidos péde-se conchur:

€1 A composi¢do de enzimas do extrato hemicelulolitico de Aspergillus sp 2M1 n#o se
alterou em consequéncia da inducfo por diferentes fontes de carbono, no caso, xilanas.
Entretanto, apesar da composigdo similar, a propor¢dc de algumas enzimas variou nos
extratos estudados, principalmente aquelas relacionadas a hidrélise dos grupos substituintes
laterais & cadeia principal (neste caso ressalta-se a o-glucuronidase). A degradagio

enzimatica da hemicelulose pode portanto, ser melhor adaptada a cada tipo de polpa.

#1 A indugio de um extrato xilanolitico por xilana de mesma origem que a polpa de
celulose a ser branqueada deve levar, principalmente se otimizado, a um favorecimento do

processo de branqueamento, seja a nivel do estagio de hidrélise enzimatica quanto aos

estagios oxidativos subsequentes.

Zt A extensdo da hidrélise enzimatica ¢ um fator decisivo para o aumento da
branqueabilidade da polpa. Entretanto, ¢ tempo de incubagdo (em temperatura que permita
atividade enzimética) da polpa com a enzima exerce pouca influéncia neste parametro.
Assim, a hidrolise enzimatica se mostrou mais dependente da propria acessibilidade fisica

das fibras do que das caracteristicas cinéticas das enzimas.

#14 As analises realizadas neste trabalho mostraram em conjunto o efeito de aumento na
branqueabilidade das polpas de celulose apods aplicagio de xilanases. A correlagdo entre a
degradagdo de parte da xilana mais exposta com o aumento de fatores como alvura, lignina
solivel ¢ agucares redutores dos efluentes ou redugdo nos indices de nimero kappa,
percentual de xilose ou até mesmo de viscosidade das fibras foi bastante visivel. Apesar
disto, ndo deve ser excluida a possibilidade de que as polpas tenham sua estrutura duramente
afetada em consequéncia de alteragles estruturais de grupos cromoéforos e/ou fisicas das

fibras, gragas a exposigdo aos reagentes empregados em sequéncias TCF do tipo (O)ZP.
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Estudo sobre caracterizac¢do de polpas kraft de
Eucalyptus grandis através da utilizac@o de técnicas de
andlise quimica de superficies.
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1V.1 Introducio

Paralelamente aos trabalhos de otimizagdo de sequéncias de branqueamento com
aplicagdio de xilanases, bemn como de investigagfio de seu mecanismo de agdo, diversos
outros trabalhos vém se ocupando em caracterizar e quantificar os polimeros da madeira em
amostras de madeiras ¢ polpas de celulose, com especial atengdo para a quimica da
superficie (Suurnakki € col., 1996d.; Buchert e col., 1996).

Nos tltimos anos uma gama variada de técnicas, algumas ja ha muito utilizadas pela
mdustria de polpa e papel, vém sendo empregadas como ferramentas na determinagio de
alteragdes provocadas na composi¢io e na morfologia da superficie de madeiras, ligninas ¢
de polpas de celulose durante os varios processos de branqueio, com ou sem a utilizagio de
uma etapa enzimatica. Como exemplos pode-se citar algumas destas técnicas que foram
tratadas neste trabalho: microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia eletrénica
de transmissio (MET), microscopia de for¢a atdomica (MFA), espectroscopia no
imfravermelho (FTIR) e no infravermelho préximo (FTNIR), espectroscopia fotoeletronica
de raio-X (XPS) e espectrometria de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio e carbono
13 (RMN 'H/RMN "°C) entre outras. Algumas dessas técnicas, como MFA e XPS, apesar de
bastante aplicadas em estudos de caracterizacdo de diversos materiais, ha pouco tempo
comegaram a ser aplicadas em estudos envolvendo branqueamento de polpas kraft.

Os estudos realizados nesta parte do trabalho tiveram por objetivo uma caracterizagio
adicional das polpas de celulose obtidas anteriormente, a fim de permitir um maior
esclarecimento sobre a a¢dio das enzimas ao longo do processo. Para tanto, inicialmente todo
um conjunto de técnicas selecionadas foram testadas, sendo posteriormente dedicado um
maior enfoque aquelas que apresentaram maior contendo de informagdes. Entretanto, dentro
de um contexto tdo abrangente como o aqui apresentado niio se esperou atingir um alto grau
de profundidade para cada caso em particular, mas sim abrir novos caminhos para a
caracterizag@o de polpas de celulose.

Os préximos itens abaixo apresentam um breve resumo de algumas das técnicas mais
empregadas atualmente na caracterizagéio da superficie de materiais lignoceluldsicos.
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IV.1.1 Microscopias Eletronicas de Varredura e Transmissio.

A utilizagho de técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ microscopia
eletrdnica de transmissio (MET) na caracterizagio de madeiras € materiais
ligninocelulésicos ndio ¢ um fato novo dentro da drea. Ambas as técnicas, principalmente
MET, concentraram-se basicamente em estudos de degradagiio ¢ biodegradagio de madeiras,
com um crescimento atual em estudos com polpa de celulose (Paszner ¢ Behera,1989;
Barrasa e col.,1992; Castro ¢ silva e col.,1993; Blanchette e col.,1994). Os estudos com
enfoque na caracterizagdo de polpas de celulose geralmente utilizam mais os resultados
obtidos através de MEV (Hanley e col.,1992; Hortling e col.,1994; Suurnakki e col.,1994),
cuja metodologia ja € bem consolidada (Silveira e col, 1995).

A microscopia eletrdnica de varredura permite uma caracterizagdo morfologica da
superficie das polpas, ¢ em grande parte, a visualizagdo da parede das fibras e das fibrilas,
bem como sua textura sdo os fatos mais reportados. Um estudo com polpas de madeiras
duras mostrou que a superficic das fibras foi aparentemente enrugada na diregdo
longitudinal, como se a hemicelulose tivesse sido extraida, apés agéio de xilanases segnida de
extracdo alcalina. As fibras nio apresentaram nenhuma quebra que pudesse afetar sua
resisténcia mecéanica. No caso de polpas de madeiras moles foi observado um decréscimo no
enrugamento das fibras apés o tratamento com xylanases ¢ uma distengdo das mesmas apds
a extragio alcalina (Pekarovicova e col,1992). Roncero e col. (1998), apresentaram
trabalho com xilanases aplicadas em sequéncia TCF de polpa de eucalipto. Foram
observadas alteragdes morfologicas na superficie das fibras, que foram relacionadas com a
acéio da enzima.

Lan Pham e col. (1995), em andlise das propriedades fisicas de polpas kraft de
cucalipto submetidas a um branqueamento XZP, observaram mudangas no perfil da
superficie das fibras no decorrer do processo. O efeito mais comum atribuido 2 hidrolise da
xilana € o de um certo “lixiviamento”, com remogéo de parte das fibrilas presentes junto s
fibras. Mansfield e col. (1997) verificaram alteragdes qualitativas ao redor das fibras de
polpas kraft Douglas-fir enzimaticamente tratadas. Entretanto, o trabalho enfatiza que nio
foram encontradas diferengas marcantes entre as superficies propriamente ditas, como

clivagens ou distengdes, que fossem além de uma certa “erosdio”. O trabalho concluiu que
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provavelmente a agfo conjunta das enzimas (no caso, um extrato comercial contendo
xilanases e celulases) removeu camadas subsequentes da superficie das fibras resultando
num “polimento”. Em geral, os estudos de caracterizagiio de polpas em processos de
branqueamento com enzimas por MEV ou MET visam fomnecer informagdes

complementares aos trabalhos centrados no modo de agio das enzimas.

IV, 1.2 Microscopia de forca atdmica.
Nos dltimos anos uma outra técnica de microscopia desenvolvida em 1986 tem sido

aplicada na caracteriagio de madeiras e polpas, a Microscopia de Forga Atdmica - MFA
(Hanley e col,, 1992; Hanley e Gray,1994; Pereira ¢ Claudio-da-Silva Jr., 1993; Pereira ¢
Claudio-da-Silva Jr.,1995). O método foi inicialmente desenvolvido como alternativa para
estudos que queiram examinar a topografia ou superficie de materiais ¢ ainda esti em fase de
adaptagdo para analise de materiais lignocelulésicos. A técnica tem sido muito empregada na
caracterizagéo da superficie de semicondutores, polimeros e na resolugio de problemas da
fisica do estado sélido e engenharias.

Um dos primeiros trabalhos a relatar a caracterizagio de microfibrilas de celulose de
algas através de MFA e compari-la com MET foi realizado em 1992 (Hanley ¢ col., 1992).
Desde entfio vem acontecendo uma grande evolugdo no método, permitindo uma nova visio
da morfologia da superficie dos constitnintes da madeira. Em trabalho de Furuta e Gray
(1998) a microscopia de forga atémica foi utilizada na determinagiio de curvas de forga-
disténcia de polpas sulfito suspensas em &gua, por aproximagido da sonda a superficie das
fibras, ¢ os resultados foram interpretados em termos de fibrilagdo da superficie. Shevchenko
¢ col. (1998) analisaram a morfologia da superficie de complexos lignina-carbohidratos de
madeiras duras e moles, bem como acidos himicos e filvicos através de MFA. A
organizacio estrutural das superficies analisadas nem sempre coincidiu com os dados
anteriormente reportados por MEV, sugerindo que a preparagéio da amostra desempenha um
papel significante na formagio dos agregados. Outra constatagiio do trabalho foi que as
morfologias dos complexos ligina-carbohidratos e os 4cidos himicos e filvicos seguiram
padres semelhantes, sugerindo similaridades quimicas em suas estruturas.
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Em um trabalho muito recente a MFA foi usada para estudar processos de
deslignificagéio, com particular atengdo a lignina residual de polpas de Eucalytpus grandis
(Lorenzoni, 1998). Através de uma técnica distinta de operagdio e aquisi¢do dos dados
(chamada Tapping mode™ with phase) foram analisadas diferentes estruturas de ligninas e
amostras de polpas submetidas a branqueamentos ECF e TCF, elucidando peculiaridades das
amostras e realizando um estudo comparativo entre os métodos de analises quimicas € o
método de caracterizagio por MFA, até entio um fato inédito. A MFA permitiu a
identificagio de caracteristicas da lignina residual de polpas provenientes de estagios
distintos do branqueamento, apresentado resultados coerentes.

O principio de funcionamento da técnica de MFA é o de um rastreamento puramente
mecéinico, conduzido por uma sonda muito aguda (“tip”) distante poucos microns (muitas
vezes com menos de 100 A de didmetro) da superficie a ser estudada. A ponta ou “tip” fica
localizada na extremidade livre de uma viga ou “cantilever” e forgas que surgem entre o
“tip” ¢ a superficie da amostra causam deformacdes/flexdes neste “cantilever”. Um detector
optico mede continuamente as oscilagdes do “cantilever”, através da incidéncia de um feixe
de laser sobre este Gltimo, permitindo que um computador gere um mapa da topografia da
superficie. Um esquema geral do microscopio de forga atomica e seu funcionamento pode
ser visto na figura 28 (Hanley e Gray, 1994; Lorenzoni, 1998).

Os modos de operagio do equipamento mais usados sio os de forga de contato ou de
nio contato. No primeiro caso, a distincia entre “tip” ¢ amostra ¢ de poucos angstroms ¢ sdo
medidas vibragoes estaticas do “cantilever”, proporcionais a forga entre o “tip” e amostra.
No segundo caso, a separagéo ¢ de cerca de 100 angstroms e o “tip” é montado sobre um
“cantilever” suspenso em molas que € oscilado perto de sua frequéncia de ressoniincia (cerca
de 300 kHz). Muitas forgas podem contribuir para as oscilagdes do “cantilever”: para
distincias maiores que 10 A, a forga normalmente associada ¢ a forga interatémica de van
der Waals, que sera dependente e proporcional a distincia entre “tip” e amostra, para
distincias maiores ou iguais a 10 A devem ser levadas em consideragio forgas ligadas a
mecénica quéntica ou forgas de carater quimico entre amostra e “tip”(Lorenzoni, 1998).
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Figura 28. Esquema representativo de um microscépio de forca atémica (Hanley e
Gray, 1994).

Funcicnamento de um MFA: seu elemento chave é o sensor de forga microscopica, ou “cantilever”, que é
formado normalmente por um ou mais feixes de silicio ou nitrito de silicio, variando de 100 a 500 um de
comprimento e cerca de 0,5 a 5 um de espessura. Cristais piezelétricos contribuem para a manutengiio da
distincia entre a sonda e a amostra e para a manuten¢dio das oscilagSes das deformagdes sofridas pelo
“cantilever” na direcdo Z (perpendicular ao plano da varredura), gragas um sistema de regulagio da forga
aplicada por “feedback”. Através da reflexio do feixe de laser incidente é possivel determinar-se os
desvios sofridos pelo “cantilever” quando a sonda rastrea a superficie.

IV.1.3 Espectrometria de ressoniincia magnética nuclear.

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse na aplicagdo de técnicas espectroscopicas e
espectromeétricas como ferramentas para a caracterizagio de polpas. Embora estas técnicas
sejam usadas ja ha um longo tempo, o aumento de recursos computacionais ¢ o proprio
desenvolvimento de equipamentos cada vez mais sensiveis t€ém ajudado na elaboragio de
estudos bastante complexos de caracterizagio de celulose e lignina, principalmente.

Junto a espectroscopia no infravermenlho, amplamente utilizada e padronizada, a
espectrometria por ressondncia magnética nuclear de hidrogénio ¢ carbono 13 (RMN - 'He
'3C) sempre foi utilizada para a caracterizagdo de material lignocelulésico, contando
atualmente com resultados bastante significativos (Belgagem e ¢o0l.,1995). A utilizagdo de
espectroscopia de RMN em estudos estruturais de fibras de celulose € polpas vem sendo
bastante aprimorado, com resultados que permitem a diferenciagdo das fibras apds



Capitulo IV - Introdugio 63
submissdo destas a diversos tipos de degradagdo e determinagdo do grau de cristalinidade da
celulose (Newman, 1992.; Newman ¢ col., 1993.).

A literatura apresenta também muitos trabalhos sobre a caracterizagiio de madeiras e
polpas de celulose por espectrometria de ressondncia magnética nuclear em estado solido.
Varios estudos tém sido publicados com utilizagio de RMN C em estado sélido com
polarizagdio cruzada e giro de dngulo migico (“CP/MAS” — cross polarization and magic
angle spinning), focalizando majoritariamente a caracterizagio de celuloses.

Os trabalhos envolvendo polpagdo kraft apresentam estudos envolvendo caracterizagiio
de uma variedade de grupos funcionais da lignina extraida da polpagdo, além de analises
quantitativas de carbohidratos e ligninas por RMN (Himmelsbach e col.,1983; Haw e
col.,1984; Hatfield e col.,1987;Newman ¢ col.,1993; Lennholm ¢ col., 1995). Analises de
RMN C -“CP/MAS” também foram amplamente utilizadas em estudos na area de
biodegradacio (Hemmingson ¢ Wong, 1989; Hemmingson ¢ Morgan, 1990; Kimura e
col.,1992; Gilardi e col.,1994) ¢ recentemente foi utilizada em um estudo quantitativo de
biodegradagio de madeira por fungos de podriddo branca e marrom através da integragéo
dos espectros (Gilardi e col., 1995; Kim ¢ Newman, 1995).

Lennhom e Iversen (1995ab), em estudos recemtes com utilizagio do método
estatistico de analise de componentes principais sobre espectros de RMN 3C, obtiveram
resultados promissores para classificar ¢ estimar contetido dos diferentes tipos de celulose
em fibras obtidas de diversas espécies de madeiras e processos.

Os trabalhos mais recentes sobre aplicagdo da ressonéincia magnética nuclear
continuam centrados na caracterizagdo de componentes lignocelulésicos isolados de polpas e
madeiras, principalmente ligninas. Os estudos tém conseguido distinguir alteracbes na
estrutura da lignina durante os diferentes estigios da polpagéo, como por exemplo contetido
de grupos hidroxilas alifaticas e fendlicas, ligagdes aril-éter e conteddo de grupos
carboxilicos 4cidos entre outros (Froass e col., 1998 a,b; Ruggiero ¢ col., 1998). Senior ¢ col.
(1998) analisam a lignina residual extraida de polpas durante sequéncia de branqueamento
ECF e concluem que a ordem dos estigios aplicados influencia na caracteristica da lignina
residual ao longo do processo. Outro enfoque na caracterizagéo de polpas continua sendo o
estudo morfolégico da celulose (formas cristalinas ¢ amorfas), visando melhorar sua
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solubilidade em élcali e posterior manufatura dentro da indistria de polpa e papel (Rahkamo
e col., 1998).

1V.1.4 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios —X.

Dentre as novas técnicas de caracterizagio de superficies de polpas de celulose
destaca-se a espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X, mais conhecida como XPS
(X-ray photoelectron spectroscopy) e, em alguns casos como ESCA (electron spectroscopy
for chemical analysis). Nos ltimos anos, a utilizagio deste método tem contribuido muito
em estudos que envolvem branqueamento de polpas, principalmente na analise da
distribui¢éio da lignina residual presente na supetficie. A espectroscopia de fotoelétrons de
raios-X fornece informagdes detathadas da composi¢o quimica da superficie de um material
qualquer. Ela pode determinar quantitativamente a composigio clementar e de grupos
funcionais numa espessura de até 10 A

O principio de funcionamento desta técnica baseia-se na interagio dos fotons de raios-
X com os orbitais atdémicos ¢ moleculares da amostra. A energia do foton de raio-X ¢ usada
para ionizar a amostra liberando elétrons que, apés passarem por um monocromador de
energia, chegam ao detector. Se a energia dos fotons ¢ maior que aquela requerida para
remover os elétrons da amostra, o excesso de energia € passado ao elétron como energia
cinética de acordo com a equag8o:

Ei=hv-E,+¢
onde Ey € a energia cinética, hu ¢ a enegia do foton de raio-X, Ey € a energia de ligagio e ¢ é
a fun¢io de trabalho do espectrémetro. A energia do féton ¢ transmitida ao elétron, que é
ejetado, deixando a amostra num estado excitado. A volta ao estado fundamental pode
ocorrer de varias maneiras, sendo as principais a fluorescéncia de raio-X e a emissfio de
elétrons auger. Estes ultimos também podem ser analisados por XPS (de Castro, S.G.C.,
1996). Um esquema ilustrativo do principio da técnica pode ser observado na figura 29.
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Figura 29. Esquema de um equipamento de XPS ¢ principio de emissio de fo-
toelétrons de raio-X (Perry ¢ Somorjal, 1994).

Toda a informag#io obtida ¢ processada por um computador, de modo a produzir um
espectro de intensidades de fotoelétrons em fungfo das energias de ligagio. A posigdo dos
picos de energia de ligagdo permite que seja feita a identificagio do elemento e do ambiente
quimico da ligagdo, ja que para cada elemento em uma dada ligagio quimica corresponde
uma energia especifica. A quantidade ou concentragio do elemento é obtida através da
determinacdio da area do pico, com aplicacio de fatores de corregio e sensibilidade
apropriados (Kazayawoko e col., 1998).

Os trabalhos envolvendo XPS ¢ materiais lignoceluldsicos, em geral preocupam-se em
estudar as modificagSes sofridas pela lignina, seja durante processos de polpagdo e
branqueamento como em casos especificos de alteragio da estrutura do composto visando
outras aplicagdes (Kazayawoko e col., 1998). A técnica também tem se mostrado muito itil
para a correlagdo de propriedades fisicas com modificagbes na distribuigdo de carga ou na
composigdo da superficie, tornando-se de muita utilidade em estudos envolvendo modo de
agdo de enzimas em processos de branqueamento.

A superficie de polpas kraft ndo branqueadas e branqueadas em sequéncias utilizando
ozdnio, oxigénio, peroxido ¢ diéxido de cloro foram estudadas através XPS e titulages
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potenciométricas ¢ de polieletrélitos. Os resultados foram comparados com o teor de lignina
¢ com propriedades fisicas e quimicas da polpa e do papel resultante. Através das
determinagdes realizadas por XPS foi possivel calcular o percentual de superficie recoberto
por lignina e por extrativos. As analises mostraram que ¢€ possivel correlacionar alteragdes na
superficie da polpa, como diminui¢io da quantidade de carga com a extragio da lignina e
com alteragSes nas propriedades fisicas da polpa (Laine e col., 1994; Stenius ¢ Laine, 1994;
Laine e col., 1996a,b). Apesar de seu crescente uso na caracterizagdo de superficies de
polpas de celulose, poucos trabalhos de XPS apresentam resultados referentes a
caracterizagio de polpas de madeira dura tratadas com xilanase (Buchert e col., 1996).

Resultados semelbantes aos acima foram encontrados em estudos realizados com
polpas kraft de eucalipto obtidas de sequéncias de branqueamento convencionais e em
polpas kraft branqueadas através de sequéncia totalmente livre de cloro. Em relagdo ao
branqueamento TCF, a variagio da carga superficial mostrou-se correlacionada com o tipo
de extraciio a que foi submetida a lignina residual, dissolugdo (0zbnio, oxigénio e extragfio
alcalina) ou oxidagdo (peréxido), diminuindo e aumentando respectivamente (Kuys e
col.,1995).

A atuaglio de xilanases e mananases no branqueamento de polpas kraft de madeira
mole foi investigada utilizando XPS. Numa polpa de “pinus” convencional, xilanase
apresentou remogdo da xilana e da lignina mais exposta da superficie das fibras. Também foi
mostrado que em polpas convencionais, ambas enzimas atuam com relativa maior eficiéncia
na superficie externa. No entanto, a maioria do ataque promovido por elas da-se diretamente
na hemicelulose de toda a polpa (Viikari ¢ col.,1995).

Os trabalhos mais recentes sobre utilizagio de XPS na caracterizagdo de polpas de
celulose demonstraram grande interesse na investigagio do papel dos extrativos e da lignina
nas caracteristicas da superficie das polpas. Shen e col. (1998a) realizaram um estudo
centrado na composi¢io quimica, energia da superficie e nas caracteristicas dcido-base de
Lewis da lignina, celulose ¢ de polpas kraft de eucalipto. Foram também estudados os efeitos
das alterages da composigio da superficie nos parimetros dispersivos da energia € nas
caracteristicas acido-base das polpas.
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Em trabalho paralelo, polpas branqueadas de eucalipto foram analisadas por XPS e
cromatografia gasosa inversa. Foi estudado, entre outros fatores, o efeito da extragéo,
tamanho e reciclagem das fibras em caracteristicas ligadas a energia da superficie. A
extraglo das fibras, com remogdo basicamente de lignina e extrativos que reprecipitam na
superficie durante a lavagem, teve como consequéncia o aumento da energia e polaridade da
superficie. A superficie das fibras recicladas mostrou-se mais hidrofébica, provavelmente

devido & redeposigdo de componentes das tintas ou dos reagentes quimicos do destintamento
(Shen e col., 1998b).

IV.1.5 Espectroscopia no infravermelho e infravermelho préximo.

Com o maior desenvolvilmento dos “hardwares™ computacionais e sofisticagiio dos
métodos de interfaciamento, no imicio dos anos 90 surgiram intmeros trabalhos
centralizados na utilizagdo das técnicas espectroscopicas na classificagio de diferentes
espécies de madeiras e tipos de polpas ou na quantificag#o de seus constituintes. Para tanto,
tém sido utilizados os resultados de anélises quimicas e espectroscopicas, que sdo analisados
segundo métodos estatisticos de analise ou andlise mmltivariada. Gragas a maior
disponibilidade e popularidade destes métodos as espectroscopias no infravermelho e
infravermelho préximo, cuja metodologia aplicada a estudos de materiais lignocelulésicos é
bastante antiga, estdo sendo novamente muito exploradas.

Como grande parte dos trabalhos atuais vém recorrendo ao auxilio da analise

multivariada, um breve resumo introdutério do assunto sera apresentado a seguir.

Andlise multivariada

A analise multivariada compreende uma gama de métodos estatisticos acionados para
ajudar na analise dos dados de um sistema qualquer quando mais de uma varidvel ¢ medida
sistematicamente. Nas tiltimas décadas ela passou a ser muito requisitada para o tratamento
de dados quimicos, crescendo em popularidade ¢ dando origem a uma nova disciplina
chamada quimiometria.
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A quimiometria tem sido utilizada para definir ou selecionar condigdes Otimas de
medi¢ao e experiéncia, e extrair de dados quimicos 0 maximo de informagSes. Um dos sens
objetivos € a converséio de dados em informagdo e finalmente em conhecimento que possa
ser utilizado na redugdo de problemas. Para isso sdo utilizados métodos exploratorios ¢ de
reconhecimento de padrdes, métodos de calibragio e previsdo ¢, mais recentemente,
métodos de inteligéncia artifical. As técnicas de analise multivariada tratam todas as
varidveis simultineamente, podendo rapidamente extrair as mais 1mportantes, ¢ permitindo
identificagdo ripida e eficiente de relagdes basicas porventura existentes em uma grande
massa de dados (Scarminio, 1989).

Neste trabalho um maior enfoque sera dado a Anélise de Componentes Principais —
PCA (Principal Component Analysis) dentro da area de analises multivariadas. Essa técnica
¢ muito utilizada tanto em métodos de calibragio multivariada como em métodos de
reconhecimento de padrdes e de classificagéo.

A PCA também € denominada por alguns autores de analise fatorial, projegdio de
autovetores ou decomposigdo em valores singulares. E uma técnica estatistica bastante
conhecida para analise de grandes conjuntos de dados, que extrai o cariter bésico (padries
ou fatores) dos resultados. Esses fatores sdo chamados Componentes Principais ou CPs, ¢
sdo combinagdes lineares das varidveis originais,

A PCA decompde uma matriz de dados qualquer X, composta por “n” linhas referentes
as amostras ¢ “p” colunas referentes ds varidveis, em novas matrizes que sdo produtos de
vetores chamados de “scores” e “loadings”.

X=1x+TP+E onde,

x € 0 vetor linha com média dos valores de todos os descritores do sistema.

T e P = matriz dos “scores”e “loadings”, respectivamente.

E = matriz dos residuos contendo os desvios da média.

A redugdo da matriz de dados e a eliminagdio da informagio redundante se da através
da construgiio de um sistema de eixos ndo correlacionados, onde as novas varidveis
resultantes devem ser ortogonais entre si. Imaginando um sistema bidimensional (n amostras
¢ 2 varidveis), a primeira componente principal seria portanto, uma reta projetada ao longo
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de X na dire¢do de maior varidncia dos dados. Os “scores” desta CP sdo as projegdes das
amostras na diregdo da CP enquanto que os “loadings” siio os cossenos dos angulos
formados entre a CP e cada variavel. De uma maneira mais genérica pode-se dizer que os
“scores” fornecem a composigio das CPs em relagiio as amostras, enquanto os “loadings”
fornecem o mesmo tipo de informac¢io em relagdio as varidveis. Para obtencdo das demais
componentes principais, traga-se uma outra reta, perpendicular a primeira, de modo que os
novos residuos sejam os menores possiveis. A reta da Segunda CP estara entdo na diregdo da
maior varidncia restante depois de extraida a reta da primeira componente (Scarminio, 1989 ;
Stoyanova e col.,1995; Cadet e col.,1995).

Aplicagdo de PCA na caracteriza¢do de polpas de celulose por FTIR e NIR.

Junto a espectroscopia no infravermelho (usualmente FTIR — fourier transformed
infrared), intensamente utilizada na caracterizagio de lignina, vém ganhando um destaque
significativo os resultados adquiridos através de anilises por espectroscopia no
infravermelho préximo (usualmente NIR — near infrared). As duas técnicas, aliadas a
aplicagio de métodos de analise multivariada, abriram um novo caminho no estudo de
polpas e madeiras, cujo principal objetivo consiste em encontrar meios mais simples e
rapidos para monitorar os processos de polpagio ¢ branqueamento.

Tendo como base as propriedades fisico-quimicas e espectros de FTIR, NIR, RMN ‘H
e RMN C do material a ser estudado,. Wallbacks e col. (Wallbacks ¢ col., 1991 ab;
Wallbacks e col.,, 1995) mostraram, em uma série de trabalhos, que polpas de celulose
obtidas de diferentes processos poderiam ser diferenciadas pelos scus espectros e que
propriedades fisicas e teores de alguns dos constituintes tinham boa correlagdo com os
espectros, podendo ser previstos apenas pelos dados espectroscopicos. Nestes trabalthos
foram utilizados métodos estatisticos de reconhecimento de padrdes (Anilise de
Componentes Principais - PCA), de calibragiio (Regressdo por Minimos Quadrados - PLS) e
de classificagio (Modelos independentes de Similaridade Utilizando Componentes
Principais - SIMCA). A conclusfio destes e de outros trabalhos similares indicon ser possivel
extrair informag3es mais Gteis de andlises espectrométricas e espectroscépicas de modo a
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permitir a caracterizagdo, classificagdo ¢ quantificagio e de espécies quimicas de polpas e
madeiras.

A determinagdo quantitativa de grupos acetila, conteido de hidroxilas fendlicas e
lignina total ou outras caracteristicas de materiais lignocelulésicos baseando-se em dados
espectroscopicos de FTIR ganhou grande impulso a partir de 1990 (Faix e col., 1992; Faix e
col., 1993), ¢ ainda € um ramo em desenvolvimento na éarea de caracterizagio de polpas e
madeiras. Zanuttini e col. (1998) por exemplo, num método para determinagio de grupos
acetila em madeira de algoddo, obtiveram resultados com boa correlagdo com valores
obtidos por cromatografia gasosa.

Os estudos envolvendo a técnica de espectroscopia no infravermelho proximo eram
bastante raros no inicio (Wright e col., 1990), mas tém ganho muita importincia desde entéio.
Os trabathos tém centralizado sua atengfio na caracterizagio de polpas, através da correlagio
dos espectros obtidos com as propriedades de maior interesse, como por exemplo: niimero
kappa, viscosidade, alvura, rendimento de-cozimento, teor de aglicares, contetido de lignina,
indices de rasgo € estouro entre outros. O interesse na técnica vem aumentando gragas aos
resultados muito promissores obtidos, com coeficientes de correlagio acima de 0,9. Isto
possibilitaria a previsiio das caracteristicas de uma dada polpa ou madeira somente com os
resultados obtidos por NIR (Michell, 1995; Schimleck e col., 1996; Antti e col., 1996).
Lindgren e Edlund (1998), em estudo conduzido durante cozimento kraft de madeira mole,
utilizaram dados de espectroscopia no infravermelho proximo e PLS para predizer os indices
de nmiamero kappa e lignina klason, com resultados promissores. Em outro estudo, polpas
kraft de “pinus” e bétula, submetidas a branqueamentos TCF e ECF, tiveram suas
propriedades quimicas e fisicas correlacionadas através da utilizagdo de analise de
componentes principais (Seisto € col., 1998).

Os outros estudos envolvendo NIR de madeiras tém se voltado para a classificagéo de
diferentes espécies de madeiras, através da criagdo de modelos de classificagdo baseados na
Analise de Componentes Principais dos espectros obtidos. O método tem se mostrado
eficiente para diferenciar as espécies de madeiras duras das madeiras moles, diferenciar
espécies de madeiras duras e moles entre si ¢ até mesmo diferenciar madeiras da mesma

espécie provenientes de sitios distintos (Brunner e col., 1996; Michell e Schimleck, 1998).
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Os espectros de NIR observam basicamente os grupos -OH, C-OH, C=0 e C-H de
compostos lignoceluldsicos, que aparecem como um espectro de bandas largas. Esta suposta
limitagdio ¢ sanada com a utilizagdio de artificios matematicos, como a segunda derivada do
espectro por exempio, que podem melhorar os resultados da aplicagdo subsequente dos
métodos estatisticos de analise. Em uma breve revisio da literatura sobre a aplicagiio de NIR
no estudo da madeira e seus derivados Pope (Pope, 1995) apresenta alguns casos onde a
segunda derivada do espectro pdde ser utilizada para correlacionar o conteddo de lignina
com as bandas nas regides de 1680nm e 2100-2200 nm.
O objetivo central desta parte do trabalho de tese consiste numa busca de métodos
auxiliares de caracterizagdo das polpas, com a finalidade de contribuir com mais dados que

possam ajudar a esclarecer melhor o papel desempenhado pelas xilanases dentro do
branqueamento.
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1V.2 Material e Métodos

1V.2.1 Material

IV.2.1.1 Polpas: As polpas utilizadas nos experimentos descritos a seguir
correspondem s amostras das polpas kraft de eucalitpo submetidas aos processos de
branqueamento XOP/(O)XOP ¢ XZP/(O)XZP e apresentadas no capitulo anterior. Com
cxcego dos casos especificados, as polpas foram transformadas em folhas através de
supensio em agua destilada seguida de filtragio 3 vacuo em funil de buchner,

IV.2.2 Métodos

1V.2.2.1 Microscopia eletrémica_de tramsmissiio: As fibras da polpa foram pré
tingidas em solugdio aquosa 0,5% de acetato de uranila durante 12 horas. Apos desidratagio

usando uma série de solugdes etandlicas (sequencialmente 30, 60, 90, 100 e 100%) as
amostras foram embebidas com uma resina epéxida segundo Spurr (1969). Secgdes
ultrafinas de cerca de 50 nm de espessura foram preparadas utilizando Ultramicrétomo LKB
- Nova. Antes da anilise, as amostras foram tingidas durante 1 hora com solugdo 1% de
permanganato de potassio. As observagdes e fotografias foram realizadas com o microscopio
Zeiss EM 10C, a 80KV.

IV.2.2.2 Microscopia eletromica de varredura: Amostras das polpas secas foram
coladas em um suporte de aluminio e cobertas com filme de carbono condutor, ¢ em seguida

recobertas com filme de ouro utilizando o metalizador Baltec modelo Med 020. As

observagdes e fotografias foram obtidas através do microscépio eletronico Jeol JSM — T300
al5e20KV.

1V.2.2.3 Microscopia de forca atbmica: Foram realizadas suspensdes, numa faixa de
1% a 0,1%, das polpas em égua deionizada utilizando o aparelho de ultrasom Coli Parmer-X

F R A mn i
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durante pulso continuo de 1 minuto. Uma gota de cada suspensio foi depositada sobre uma
laminula de vidro e seca a 70°C por um periodo superior a 4 horas.

As imagens da superficie foram geradas utilizando microscépio Topometrix TMX 200,
com tip padréio Topometrix de silicio e constante de forga sobre o cantilever de 0,045 N/m.

1V.2.2.4 Espectrometria de ressonincia magnética nuclear: As amostras de polpa
obtidas no branqueamento foram desfiadas manualmente e empacotadas em um rotor

cilindrico de 6xido de zircénio com didmetro de 7. Os espectros de RMN 13C em estado
s6lido foram realizados em um espectrometro Bruker AC 300/P, operando a uma frequéncia
de 75,5 MHz. O rotor girou a 4KHz em uma sonda cientifica de giro de 4ngulo magico, e o
tempo de contato com a polarizagio cruzada para cada amostra foi de 1 ms, com 360 ms de
tempo de aquisicBo e 3s de parada para ajuste da magnetizagfio do préton. A largura
espectral situou-se a 22,7 KHz, com mimero de aquisi¢io de pontos de 16 K e 384 espectros
acumulados.

IV.2.2.5 Espectroscopia no infravermelho: as folhas de polpa obtidas em cada
estigio de branqueamento foram seccas ¢ submetidas i analise por espectroscopia no
infravermelho através de reflectincia difusa, no intervalo de 400 a 4000 cm™, com resolugdo
de 4 cm™ e acumulo de 256 varreduras. Para isso foi utlizado espectofotdmetro Nicolet-520,
equipado com acessorio para determinagdes através de medidas de reflectincia difusa. KBr
foi utilizado como referéncia para a linha base.

IV.2.2.6 Espectroscopia no infravermelho préxime: as mesmas amostras submetidas
a analise por espectroscopia no infravermelho foram analisadas utilizando espectrofotdmetro

UV-VIS-NIR CARY - 5G, em modo de reflectincia difusa, no intervalo espectral de 1100 a
2500 nm. Para calibragdo do equipamento foi utilizado seu proprio padrio.

IV.2.2.7 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X: Algumas das
amostras de polpa € uma amostra de lignina de moinho de bola (MWL) foram submetidas a

analise por XPS em ambiente de ultra-alto vicuo (pressio na faixa de 10-9 Torr). As
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amostras foram analisadas por XPS antes e depois de uma extragdo com diclorometano. Foi
empregada como fonte excitadora a radiagio Ka. do magnésio, com energia de 1253,6 eV e
poténcia de 225W, dada pela voltagem de 15KV e emissio de 15mA. Para evitar o
carregamento das amostras foi usado um canhdo de elétrons. Foram obtidos os espectros
exploratorios (faixa de energia de ligagdo de 0 a2 1200eV) e os espectros de alta resolugéo de
C 1s e O 1s. Como referéncia de energia de ligagdo foi usado o valor de 284.8 eV para
contribuigdo 2 linha fotoelétrica C 1s de carbono associada a C-C. O ajuste dos picos foi
realizado utilizando-se programa fornecido pelo fabricante do equipamento, com curvas
gaussianas, subtragdo de background pelo método de Shirley e a rotina de minimos
quadrados. O equipamento utilizado foi o espectromicroscopio de superficies Kratos
Analytical XSAM-HS.

1V.2.2.8 Anilise de componentes principais: os espectros resultantes das analises no
infravermelho ¢ infravermelho proximo (FTIR e NIR respectivamente) foram submetidos a
andlise de componentes principais - PCA utilizando o software comercial MatLab (PLS
Toolbox). Os espectros de FTIR foram agrupados em matrizes, normalizados e as matrizes
correspondentes centralizadas na média antes da analise. Os espectros de NIR, também
organizados em matrizes, foram transformados a 1° derivada antes de serem submetidos 2
andlise por PCA.
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IV.3 Resultados ¢ discussio

No capitulo anterior pode-se observar algumas das caracteristicas de polpas kraft de
eucalipto no decorrer de processos de branqueamento totalmente livres de cloro e com
estagio enzimatico. E interessante notar, como em outros trabalhos da literatura, que o efeito
positivo da adigdo de xilanases (chamado de “bleaching boosting effect”) ¢ mais facilmente
detectado do que o modo pelo qual estas enzimas atuam no processo, ou seja, 0s métodos
utilizados s&o mais sensiveis aos efeitos do que as suas causas. Isto porque, a lignina residual
que deve ser removida esta presente em quantidades muito inferiores a celulose, tornando-se
portanto, bastante inacessivel tanto para analises in situ como para o seu isolamento.

Este capitulo vem apresentar um estudo complementar ao anterior, na tentativa de
encontrar novos meios de caracterizagio de polpas que possam ajudar no esclarecimento do
modo de agfio das xilanases dentro do processo de branqueamento. Sabendo que a xilana € o
carbohidrato mais associado & lignina ¢ com conhecimento dos beneficios da aplicagio de
xilanase, espera-se que uma caracterizagio mais completa das polpas, mesmo com maior
evidéncia da celulose e hemicelulose, possa trazer mais lozes & questio.

Dentro deste contexto, uma série de técnicas de analise quimica de superficies
(mencionadas no item IV.2.2) foi inicialmente selecionada para caracterizar amostras de
polpas provenientes de um branqueamento TCF/XOP. Nesta fase foram avaliadas o nivel de
informaggo proporcionado pelo método, bem como sua viabilidade experimental. Aqueles
metodos considerados de baixa confribuigio foram descartados e os estudos sequenciais
centralizaram-se nas técnicas com resultados mais significantes, sendo aplicados no estudo
das polpas provenientes do branqueamento XOP e XZP (vide item II1.2.2).

1V.3.1 Seleciio das técnicas de anilise de superficie.
Dentre todas as técnicas avaliadas (MET, MEV, MFA, XPS, RMN °C, FTIR, NIR)

observou-se que XPS, FTIR e NIR poderiam, em tempo compativel com o desenvolvimento
do trabalho de tese, contribuir de maneira mais efetiva para estudo de polpas de celulose.
Isto n&o implicou necessariamente num abandono total das demais técnicas. A microscopia

eletronica de varredura por exemplo, apresentou, ainda na fase de selegdo, resultados que
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puderam ser aproveitados para o desenvolvimento do trabalho. Os principais resultados ¢
conclusbes sobre a avaliacio das técnicas estudadas estio resumidos a seguir.

Avaliando os métodos de microscopia (microscopia eletronica de transmissiio - MET,
varredura - MEV ¢ microscopia de forga atémica - MFA) verificou-se que:

a) MET: Os resultados de microscopia eletronica de transmissdo nio apresentaram
resultados satisfatérios, com pouca ou nenhuma evidéncia do efeito enzimético sobre as
polpas. Devido & disponibilidade do equipamento e também 2 preparagéo da amostra, esta
técnica foi abandonada. Algumas imagens de MET das polpas podem ser vistas no apéndice
3.

b) MEV: De um modo geral, todas as imagens das polpas estudadas, durante
branqueamento XOP ¢ XZP, permitiram a observagio de caracteristicas morfologicas da
superficie das polpas. Entretanto, foi observado que alterages significativas entre as polpas
controle ¢ as enzimaticamente tratadas s6 ocorreram no estigio do tratamento enzimético
propriamente dito (estagio X). Outro ponto interessante foi que, independente do tipo de
sequéncia de branqueamento, as diferengas morfologicas das superficies mencionadas
scguiram 0 mesmo padréio: as polpas controle ( sem exposicdo as xilanases) apresentaram
fibras mais rugosas e com alto conteado de fibrilas enquanto as polpas tratadas com
xilanases apresentaram fibras mais aplainadas ¢ “limpas” de fibrilas. Nenhum sinal de
quebra ou rompimento das fibras foi detectado apés a utilizagdo de xilanases. Este padrio de
aglio da enzima pode ser relacionado & degradagéio da xjlana superficial, apresentando-se
como mais um dado ilustrativo dentro do estudo do modo de agéio da enzima. O apéndice 4
apresenta algumas imagens representativas do processo acima descrito.

¢) MFA: A grande dificuldade em estudar-se polpas de celulose por este método esta
relacionada principalmente 4 sua recemte historia na caracterizagio de materiais
lignocelulésicos. A preparago da amostra, por exemplo, é um dos aspectos importantes para
o sucesso da andlise. Seguindo sugestdes da literatura até entdo disponivel (Hanley e col.,
1992; Hanley e Gray, 1994; Pereira ¢ Claudio-da-Silva Jr., 1995) optou-se pela tentativa de
andlise de filmes de polpa, com a finalidade de permitir um contato bastante estreito entre a
ponta da sonda e a amostra. Apés realizagio de um estudo de MFA de polpas submetidas a
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uma das sequéncias de branqueamento XOP nenhuma diferenga entre as polpas controle e as
enzimaticamente tratadas foi encontrada. Observou-se inclusive uma certa dificuldade de
rastreamento da superficie das amostras durante a analise.

Na busca de solugSes para melhorar a sensibilidade do método verificou-se que para
uma investigagdo de superficies de polpas com possivel visualizagdo da lignina residual seria
necessario toda uma adaptagéo do “tip”e do “cantilever”. Foi notado em nosso trabalho uma
falta de aderéncia do “tip” em muitas regifes da fibras, tomando a imagem da superficie
“desfigurada”. Como o “tip” padréo ¢ composto de silicio, conclui-se que este demonstre
mais afinidade para grapos do tipo -OH e que a falta de aderéncia tenha se dado justamente
em regides menos polares da fibra. O perfil das imagens obtidas através de MFA pode ser
visto no apéndice 5.

Em um trabalho bastante recente (Lorenzoni, 1998) foi mostrado que a técnica de MFA
pode ser muito Util na caracterizagdo de material lignocelulésico, mas que todo o processo
ainda esta em fase de desenvolvimento. No trabalho, foi realizada uma investigagio bastante
minuciosa de uma série de polpas e de ligninas extraidas de Eucalytpus grandis através de
MFA. O trabalho mostrou ndo s6 modificagio quimica do “tip” (nitrito de silicio) e do
“cantilever”, como também apresentou um distinto modo de operagio do equipamento
chamado “Tapping mode with phase”. Por este método o “tip” fica constantemente batendo
na amostra (¢ um meio hibrido entre as técnicas de contato ¢ nfo contato normalmente
utilizadas), criando outras possibilidades de analise como por exemplo 0 mapeamento da
fase do sinal de oscilagdio do “cantilever”. Através deste artificio a imagem formada pode ir
além do mapeamento topografico e detectar variagbes na composigdo, adesdo, fricgdo e
viscoelasticidade da amostra.

Em decomréncia de todas estas particularidades os estudos com MFA ndo foram
retomados durante o trabalho de tese que se seguiu. Nada impede porém, que esta técnica
venha a ter um grande papel a desempenhar no desenvolvimento futuro de novos métodos de
caracterizagéo de polpas durante os processos de branqueamento.

A avaliago das técpicas espectrometria de ressonincia magnética nuclear em estado
solido e espectroscopia (de fotoelétrons de raio-X, infravermelho ¢ infravermelho préximo)
apresentou os seguintes resultados:
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d) RMN (”C—-CPIMAS): Os espectros de RMN em estado sélido obtidos
apresentaram bandas largas que, com auxilio da literatura (Gilardi e col., 1995), puderam ser
relacionadas a uma mistura do espectro da celulose e da xilana, com maior énfase para o
componente celulosico. O método niio se mostrou sensivel para detectar sinais provenientes
da lignina residual, mesmo nas polpas kraft nio branqueadas. Apds o tratamento com
xilanases nenhuma alteragio no perfil dos espectros foi observada.

O grande obsticulo apresentado pela técnica foi mesmo o da sensibilidade para
detectar alteragdes produzidas pelo tratamento enzimatico, seja a nivel da lignina residual
quanto a nivel de degradagio ou alteragdo estrutural dos carbohidratos. Infelizmente, a maior
parte da literatura trabalha com caracterizagdo da madeira in sity, ou entio dos seus
componentes em separado. No caso dos estudos de polpas de celulose durante
branqueamento, a baixa concentragéo de lignina e xilana em relagdo 4 celulose faz com que
o sinal desta dltima domine todo o espectro (ver apéndice 6).

Em continuagiio ao nosso trabatho, Alderete e col. (1998) realizaram estudo minucioso
da técnica, na tentativa de viabilizar uma caracterizagio pormenorizada das polpas. No
trabalho, utilizaram a espectrometria d¢ RMN de carbono 13 em estado sélido através de
CP/MAS e CP/MAS-DP (polarizagdo cruzada e giro de dngulo magico com desfase dipolar)
a fim de aumentar a sensibilidade do método. Os resultados demonstraram que mesmo apos
hidrolise enzimatica com celulase (e desse modo isolar nio quimicamente a lignina residual
e xilana) os espectros continuavam dominados pelos sinais da celulose. Assim, concluiu-se
que esta técnica se mostra atualmente invidvel para o estudo de polpas submetidas a um
tratamento com xilanases.

¢) XPS, FTIR e NIR: Os resultados preliminares da analise de polpas por XPS, apesar
de realizados sem o equipamento mais adequado, mostraram que a técnica poderia ser
sensivel para detecgdio de alteragdes nos grupos funcionais das amostras de polpa durante o
branqueamento. Desse modo, buscou-se um equipamento mais adaptado a este tipo de
amostra para dar prosseguimento ao trabalho. Logo a seguir, os resultados definitivos serfio
apresentados e discutidos em detalhe.
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As primeiras investigagSes de caracterizagdio das polpas por FTIR e NIR apresentaram
espectros muito similares, de dificil interpretagdo visual. Procurando caminhos alternativos
que pudessem ajudar na comparagdo e interpretagdo dos espectros observou-se que a
aplicagiio da andlise de componentes principais — PCA poderia ser um método exploratdrio
destes dados. Os resultados deste trabalho de comparagdo dos espectros através de PCA

também serdo discutidos em detalhes nos proximos itens.

1V.3.2 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X
As Tabelas 10 e 11 apresentam os resultados referentes i analise das polpas submetidas

a sequéncia de branqueamento com ozénio — (O)XZP (tabelas 8 e 9 do capitulo IIT) através
de Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X (XPS). Foram escolhidas para o
estudo 2 amostras (polpa controle e tratada com 10U/g de xilanase) do estagio X (inicio do
branqueamento) e 2 amostras do estagio P (final do branqueamento), além de uma amostra
de lignina de Eucalyptus grandis. Os elementos analisados foram carbono (C,5) e oxigénio

(O15) € o perfil dos espectros de XPS da lignina ¢ das amostras de polpas podem ser vistos
anexados no apéndice 7.

Tabela 10. Andlise de polpas kraft e lignina de eucalipto através de XPS.

Amostra Posi¢io Elemento / eV
C1 C2 C3 C4 0
Lignina 284.8 286,5 2881 292,1 5327
Controle X 284.8 286,5 2878 - 5329
Xie 2848 2865 2880 - 532,9
Controle P 2848 286.5 288,0 - 5327
X10ZP 2848 286,5 288,1 - 532,8

Amostra Controle X = controle estagio X ; X, = estagio X - tratamento com 10U/g xilanase; Controle
ZP = controle estigio P ¢ X;0ZP = estagio P - tratamento final (ozénio-perdxido) da polpa Xio.

A atribuigdo das bandas de carbono normalmente encontradas na anilise de XPS de
polpas ¢ realizada de acordo com o deslocamento sofrido em relagio a banda centrada em
aproximadamente 284,8 eV (C1), correspondente a ligagdo quimica de carbono nio oxidado

(C-C/C-H). As demais ligagdes com éatomos de oxigénio apresentam deslocamentos
especificos assim atribuidos: 1,5 a 1,9 eV para C-O (C2); 2,8 a 3,4 ¢V para C=0 / O-C-O
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(C3)e 4.1 24,7 eV para O-C=0 (C4). Este tipo de atribui¢io de bandas é padrio para todas
as analises de polpas por XPS (Laine e col., 1994; Istone, 1995; Buchert e col, 1996).

Nas andlises aqui apresentadas foram encontradas trés bandas para o espectro do C,
das polpas de celulose, centradas em aproximadamente: 284,8 eV; 2865 eV e 288,0 eV,
indicando que as ligagSes predominantes entre carbono e oxigénio sio do tipo C-O ou
C=0/0-C-0, sendo que as polpas analisadas nfo apresentaram grupos O-C=0. A lignina por
sua vez, apresentou uma banda muito suave em 292,1 eV, indicando uma quantidade muito
reduzida destes grupos (vide apéndice). Através de calculos especificos das areas das
bandas foi possivel estimar-se a concentragfio atémica de cada tipo de carbono (tabela 11).

Tabela 11. Distribuicdo da concentraciio atémica de Cls e Ols.

Amostras Concentraciio atémica / %
C1 C2 C3 C4 0
Lignina 23,26 44,26 3,15 1,28 27.82
Controle X 22,39 31,01 13,82 - 31,62
X10 20,51 35,19 12,54 - 31,76
Controle P 20,34 36,76 11,63 - 31,27
X1ZP 19,74 35,78 10,52 - 33,97

Segundo a literatura, a quantidade de carbono alquil (C-C) nos componentes da polpa
de celulose decresce na ordem : extrativos > lignina > carbohidratos. Com base neste fato é
esperado que a eliminagéo de lignina da polpa faga a razdo O/C anmentar, sendo este umn dos
parametros para estudar a deslignificagdo. Laine e col. (Laine e col., 1994) sugerem que os
grupos carboxilicos poderiam indicar a presenga de grupos acidos ligados a lignina,
formados provavelmente durante a polpagdo alcalina e também mostraram forte relagdo
entre diminui¢8o do mimero kappa e redugdo de C1. Torr ¢ col. (Torr e col., 1996) observam
que C3 estaria relacionado a presenga de grupos C=0 na celulose, observando que a razéio
C3/C1 decresce significativamente durante branqueamento de madeiras com H,0,, pois este
tratamento seria responsivel pela transformagfio de grupos croméforos (coniferaldeidos e
carbonilas).

Buchert e col. (Buchert e col., 1996) observaram que a razido O/C total ndo era alterada
pelo tratamento de polpas de abeto (madeira dura) com xilanase, mesmo com outros



Capitulo IV - Resultados e Discussdo 81

parametros indicando hidrélise enzimética e deslignificagéo, enquanto 0 mesmo tratamento
para polpas de pinus (madeira mole) apresentava redugdo da razio O/C. Este fato indicou
que, no caso da polpa de madeira dura, a lignina deveria estar localizada superficialmente ou
juntamente com a xilana reprecipitada, podendo ser eliminada com a xilana durante a
hidrélise enzimatica. J4, no caso da polpa de madeira mole, a lignina deveria estar localizada
preferencialmente sob a xilana reprecipitada, acarretando um aumento na quantidade de
lignina (e portanto C1) na superficie apés o tratamento com xilanase.

Tabela 12. Razdes O/C total ¢ C/C parciais da anilise de XPS.

Amostra 0/C C2/C1 C3/C1
Lignina 0,39 1,90 0,14
Control. X 0,47 1,38 0,62
X0 0,47 1,72 0,61
Control P 0,45 1,81 0,57
* X1oZP 0,51 1,81 0,53

As tabelas 11 e 12 mostram um perfil levemente distinto, tanto da polpa quanto da
lignina de Ewucalytpus grandis. Apesar da lignina apresentar um valor de O/C equivalente ao
encontrado pela literatura (um valor ao redor de 0,32 para lignina kraft e 0,39 para lignina de
pinus de moinho apresentado por Carlsson e col.,1994) observa-se todavia que hi uma
distribuigdo inversa entre C1 e C2. Pelos resultados da literatura o valor de Cl(célculo feito
em relagdo ao percentual total de carbono) para a lignina kraft de pinus situa-se perto de
50%, enquanto o valor de C1 da lignina neste caso situou-se em cerca de 32%. Tal fato pode
ser um indicio de que na lignina de cucalipto o oxigénio deva estar participando quase que
totalmente de ligagdes simples do tipo R3;C-O-CR3.

Ao analisar-se os dados da tabela 12, observou-se um leve aumento da razio O/C do
inicio ao final do branqueamento. Este pequeno aumento, analisado isoladamente, nfo
indicaria uma perda de lignina equivalente a deslignificagiio observada pelos parimetros das
Tabelas 1 e 2. Entretanto, o efeito do tratamento enzimatico na polpa fica bastante
evidenciado quando analisa-se as alteragdes da raziio O/C juntamente com as alteragSes nas
razdes entre os diversos carbonos encontrados. Observa-se que a razio C2/C1 aumenta

consideravelmente (uma alteragdo de 0,1 unidades ji é indicativo de diferenca entre
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amostras), principalmente apos o tratamento enzimatico (de 1,38 vai para 1,72). O grande
aumento de C2/C1 junto com o leve aumento de O/C indica que pode haver um equilibrio
entre a eliminagdo de grupos C-C/C-H e C-O. Apos o tratamento enzimatico observa-se um
grande aumento de C2/C1 mas a razio O/C total é mantida. Isto indica que o tratamento
enzimatico pode tanto estar eliminando lignina, fazendo com que a2 razdo C2/C1 fosse
alterada por redugéio de C1 e que o efeito seja minimizado em O/C por causa da hidrolise da
xilana; mas pode também estar apenas evidenciando a degradagio da xilana e, neste caso, 0
aumento da razio C2/C1 dar-se-ia pela maior exposigdo da lignina na superficie.

Nas etapas subsequentes do branqueamento as alteragdes foram menores ¢ as razdes
C2/C1 ¢ O/C foram similares as encontradas para a polpa tratada com enzima. O
branqueamento com ozdmio e peréxido levou a um maior indice de deslignificagdo, mas
também provocou queda na viscosidade, evidenciando algum tipo de transformagio da
celulose. Este fato pode estar relacionado 4 manutengéio dos valores observados.

Analisando o comportamento das polpas através da razdio C3/C1 observou-se que a
mesma manteve-se constante, com leve queda ao final, podendo indicar que o processo de
deslignificagio com ozénio e peroxido da-se nio somente por eliminacéo da lignina, mas
também por modificagdo dos grupos croméforos levando ao aumento de C3 (C=0). O
tratamento com oz6nio pode levar a formagio de grupos carbonila na celulose o que também
pode contribuir ao equilibrio observado na razio C3/C1 durante o processo.

Uma outra utilidade da técnica de XPS ¢ a possibilidade de estimar-se o percentual de
lignina na superficie da polpa analisada. Para que isto seja possivel é necessério que as
amostras sejam submetidas & elimina¢do dos extrativos, ou material de peso molecular mais
baixo (4cidos graxos, por exemplo), para que a polpa analisada seja considerada composta
somente de carbohidratos e lignina residual. Os solventes mais utilizados tém sido acetona e
diclorometano. Apés a extragiio um novo espectro de XPS ¢ obtido e através da equagéo

abaixo calcula-se o percentual de lignina da superficie(¢)(Laine e col., 1996):

Eq.1  Qlignina = O/C (polpa apés extracio) — O/C (carbohidratos)
O/C (lignina) — O/C (carbohidratos)
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Usualmente o valor de O/C para os carbohidratos ¢ estimado em 0,83, que seria o valor
teorico da razio O/C para a celulose. A aproximagiio pode ser Justificada assumindo que
valores de O/C para celulose e xilana devam ser muito préximos. Baseando-se neste método
as mesmas amostras apresentadas nas tabelas 11 e 12. foram submetidas a uma extragio com
diclorometano (DCM) com obtengdo dos novos espectros de XPS em seguida. Os resultados
podem ser vistos na tabela 13.

A primeira diferenca visivel foi a presenga, mesmo em quantidade minima, de grupos
carboxilicos (C4) em todas as amostras, seguido de leve redugio em C3 enquanto o
percentual de C1 ¢ C2 se mostrou praticamente inalterado. As razdes Q/C apresentaram-se

suavemente maiores, mantendo o mesmo perfil anterior.

Tabela 13. Anilise de XPS das polpas de celulose apés extracio com DCM.

Amostras Concentraciio atémica/%
' Cl1 C2 C3 C4 0 0/C &/%
Control. X 20,48 32,36 10,91 1,81 33,53 0,51 43
X160 20,50 31,91 10,47 2,35 33,80 0,52 38
Control P 18,35 32,14 11,87 2,17 34,98 0,54 29
X,0ZP 18,11 32,61 10,75 2,23 34,84 0,55 24

Ao substituir-se os valores de O/C acima apresentados na equagéo 1 (Eq.1), juntamente
com os valores de 0,39 para O/C da lignina e 0,83 para O/C dos carbohidratos, verificou-se
que os percentuais de lignina presente na superficie situaram-se entre 70 ¢ 60% (inicio e fim
do branqueamento, respectivamente), muito discrepantes dos valores reportados em outros
estudos, sempre variando de 10% a 20% para polpas em final de branqueamento. A grande
diferenga observada no comportamento das polpas de eucalipto parece estar ligada ao fato de
que neste estudo os valores da razdo O/C apresentam-se¢ muito baixos, tanto antes como
depois da extragio com diclorometano. Os valores encontrados para polpas de bétula
(madeira dura) e pinus (madeira mole) em outros trabalhos apresentam valores em torno de
0,6-0,7 para polpas niio branqueadas e 0,7-0,8 para as polpas branqueadas. (Laine ¢ col.,
1996a; Buchert e col, 1996). Ao substituir-se¢ porém, o valor tedrico de 0,83 para os
carbohidratos pelo valor de 0,60 (encontrado apds submissio de uma polpa comercial de
celulose branqueada 4 anélise de XPS) sio obtidos valores mais condizentes (vide tabela 13).
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A dificuldade de interpretagdio verificada acima leva a uma reflexdo sobre os tipos de
transformagdes que podem estar ocorrendo na polpa de eucalipto durante um processo de
polpagdo seguido de deslignificagio com oxigénio e branqueamento XZP. A adaptagiio de
um modelo utilizado principalmente no estudo de madeiras moles neste caso parece ndo
conseguir expressar bem ¢ comportamento das poipas de eucalipto em um processo que
permite alta modificagdo quimica de grupos funcionais. Qualquer alteragio nas
caracteristicas da xilana, ou mesmo da lignina (no estigio da pré-deslignificagdo), poderia
influenciar a razio O/C. O isolamento da lignina apés a polpagio e dos carbohidratos,
atraves de extragio com hidroxido de sédio apés o branqueamento, talvez ajudasse para uma
caracteriza¢io mais fiel a realidade das polpas.

Um exemplo de transformagio quimica dependente do meio reacional e de grande
influéncia nas caracteristicas da polpa esta relacionado 4 hemicelulose. Foi mostrado que a
estrutura da xilana pode ser alterada durante o cozimento kraft ¢ durante o branqueamento.
Dependendo do método de cozimento até 80% dos grupos carboxilicos do #cido 4-O-
metilglucurdnico da xilana encontram-se sob a forma de acidos hexenurdnicos (figura 30).
Durante o branqueamento com ozénio ou didxido de cloro os grupos laterais de acido
hexenurbnico foram degradados enquanto que na deslignificagio por peréxido eles
permaneceram retidos (Buchert e col.,1997a). Estes tipos de alteragSes estruturais na
hemicelulose indicam ser possivel a obtengio de uma polpa bem diferenciada ao final de um
processo de branqueamento do tipo (Q)XZP.

"COOR
O0H
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HO
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Figura 30. Transformacéio do icido 4-O-metilglucurdnico (A) em dcido hexenurd
nico (B) durante a polpacio kraft.
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IV 3.3 Espectroscopias de FTIR e NIR com aplicaciio de PCA

IV33.1 FTIR

A utilizag@o de um método de andlise estatistica multivariada neste trabalho teve como
objetivo auxiliar o estudo do modo de ago das xilanases durante o branqueio de polpas de
celulose. Apesar de muito conhecidos, os espectros de infravermelho de polpas e madeiras
sdo extremamente complexos ja que sio resultado da mistura de celulose, hemicelulose e
lignina.

A regifio mais caracteristica apresenta-se compreendida basicamente entre 800 ¢ 1800
cm™ e apresenta bandas de estiramento e deformagéo principalmente de grupos C-H, C-O,
0-C-0, C=0 dos componentes ¢ de anéis aromaticos da lignina, formando um conjunto de
bandas largas e sobrepostas. A dificuldade na diferenciagio de cada componente ¢ portanto
um fator indiscutivel ¢ piora durante o branqueamento gragas as modificagbes quimicas
sofridas pela polpa e & eliminagdo quase que completa da lignina residual. A utilidade da
aplicagdo da Andlise de Componentes Principais estaria ligada portanto, a tentativa de
procurar diferenciar polpas similares dentro de um processo de branqueamento alternativo,
através da comparagio de seus dados espectrais. O perfil dos espectros das polpas kraft
submetidas aos branqueamentos TCF pode ser visto na figura 31.

%T =]
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14 -

Figura 31. Espectros de DRIFT de polpas de celulose - Sequéncia (0)XZP.
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O procedimento aplicado para Anélise de Componentes Principais (PCA) dos espectros
obtidos foi o mesmo para as duas sequéncias escolhidas. As matrizes formadas pelos

espectros foram subdivididas em basicamente dots tipos:

A) Neste caso cada espectro corresponden a uma amostra independente. Por exemplo:
a0 agrupar-se os espectros da sequéncia de branqueamento XZP com estagio enzimatico de
90 min e 50°C foi obtida uma matriz de [ )15 x veriaveis, onde 15 = n° de amostras e variaveis=

cada frequéncia do espectro (com resolugio de 2cm™ ou aproximadamente 526 frequéncias).

B) Neste segundo caso as amostras foram caracterizadas pela soma dos espectros
obtidos nos 3 estagios da sequéncia de branqueamento. Seguindo o exemplo acima, a matriz
formada para o mesmo conjunto de espectros seria assim expressa: [ s x varigveis , Onde 5 =
n° de amostras e varidveis = cada frequéncia do espectro estigio X seguida de cada
frequéncia do espectro estigio Z e de cada frequéncia do espectro estagio P (ou
aproximadamente 1578 variaveis). Este tipo de matriz é chamado de “unfolded”.

O estudo envolvendo os espectros no infravermelho apresentou melhores resultados
quando os espectros foram analisados sob o modo de transmitincia e quando foram
normalizados em relagdo A banda centrada em 898 cm™. As figuras a seguir mostram
basicamente os melhores resultados encontrados para o estudo envolvendo os dados
espectrais de FTIR com aplicagdo de PCA.

Branqueamento X7ZP

A figura 32 apresenta alguns dos resultados obtidos apds aplicagio de PCA aos
espectros das polpas submetidas ao branqueamento xilanase-ozdnio-peroxido sem prévia
deslignificagio com oxigénio (caracterizadas no capitulo I1I, tabelas 6 ¢ 7).

A melhor separagiio foi encontrada na anélise das polpas obtidas na sequéncia com
tratamento enzimitico durante 90 minutos a 50°C. Cada espectro obtido nos diferentes
estigios consistin em uma amostra independente, podendo-se verificar basicamente uma
separagio do conjunto de amostras do estigio X das demais ao longo da componente
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principal 2 (PC# 2 nos graficos dos “scores™) e, ao longo de PC# 3 uma leve separagdo das
amostras tratadas com xilanases do controle no estagio X.

Scores for PC# 1 versus PC# 2
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Figura 32. Grifico de “scores” para aplicaciio de PCA em espectros de FTIR.
Branqueamento XZP. Condicdes do estigio X: 90min e 50°C.

C = controles; X = amostras tratadas com xilanase; 10 e 4 = carga enzimatica; Be E =
enzimas induzidas por xilana de bétula e eucalipto; x, z (Z) e p (P) = estagios X, Z e P.

Observando-se os graficos dos “loadings” na figura 33 (grafico que apresenta a
composicdo da varidveis do modelo estatistico) verificou-se em PC#2 uma forte
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contribui¢fo da regifo proxima a 1600 cm™ para esta componente principal. Isto indica que
as polpas com valores mais altos nesta regido (maior transmiténcia) apresentam-se
deslocadas para valores mais positivos ao longo de PC# 2, ou seja, alteragdes nesta regidio do
espectro podem estar diferenciando as polpas em questfio. Ao observar-se os “loadings” de
PC# 3 verificou-se que a regido entre 1600 e 1800 cm™ apresentou maior contribuigio.
Infelizmente esta regiio do espectro é muito complexa, com bandas largas e muito ruido,
indicando que a suave diferenca dos espectros neste caso possa estar ligada a muitos fatores
(a propria varidncia relacionada a esta PC# 3 ¢ pequena, cerca de 6%).

Loadings for PC# 2
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Figura 33. Grifico dos “loadings” para as componentes principais 2 ¢ 3.
Branqueamento XZP. Condigées do estigio X: 90min e 50°C.
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Os mesmos espectros quando organizados em matrizes “unfolded” (tipo B) levaram a
uma separagfo visualmente mais clara das amostras apés a andlise por PCA. Isto Ja era
esperado visto que cada amostra foi caracterizada pelo conjunto dos espectros nos 3 estagios
do branqueamento. Neste caso, em todas as sequéncias de branqueio verificou-se uma
distingdo entre os controles e as amostras de polpa enzimaticamente tratadas e também a
separagio das amostras tratadas com xilanase induzida por xilana de bétula daquelas tratadas
com xilanase induzida por xilana de eucalipto (figura 34).

Os “Loadings” das componentes principais utilizadas (PC# 1 e PC# 2) em geral
apresentaram um perfil semelhante, com cada estégio do branqueamento apresentando uma
regido de maior contribuigdo, sempre relativamente as regides espectrais entre 1000 e 1200
cm™ ou ao redor da regifio centrada em 1600 cm”. Interessante notar que a regido da
frequéncia relacionada a grupos aromaticos (1600cm™), comumente atribuida a lignina
residual, teve destaque nos “loadings™ relativos 2 componente principal 1 (PC# 1) dos
estagios de ozonizag#o.

Branqueamento (O)XZP

As figuras seguintes apresentam os resultados da aplicagdo de PCA i matriz de
espectros de infravermelho das polpas submetidas ao branqueamento XZP com pré-
deslignificagdo com oxigénio (O) (capitulo III, tabelas 8 ¢ 9).

A Figura 35 apresenta o grafico dos “scores” de PC# 1 e PC# 2. A PC# 1 descreven
cerca de 46,3% da varidncia total do sistema, enquanto a PC# 2 comrespondeu a 31,9% da
varincia. A PC3, apesar de apresentar uma varidncia correspondente ainda bastante alta
(12,9%), quando analisada espacialmente pelo gréfico de “scores” nfio apresentou nenhuma
diferenga significativa em relaggo ao grau de informagio obtido.

Observou-se a separagio das amostras através de PC# 1, com as amostras referentes ao
estagio do pré-tratamento enzimatico situadas positivamente ao longo de PC1 enquanto que
as demais foram deslocadas para “scores” mais negativos. Analisando os grificos dos
“loadings” para esta componente principal (figura 36) observou-se que duas regides
espectrais, correpondente as bandas entre 1000 ¢ 1200 cm™ e 4 banda de 1600 cm™, tiveram
uma contribui¢io negativa dentro desta componente.
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Figura 34. Anilise dos espectros das sequéncias XZP através de PCA “unfolded”.

A) Estagio X: 90 min e 50°C. B) Estagio X: 180 min e 50°C. C) Estagio X: 12 h e 40°C.
C= controles e X= tratamento com xilanase; 10 ¢ 4 = carga de enzima; B e E= bétula e eucalipto.
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Scores for PCH 1 versus PC# 2
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Figura 38. Grifico de “scores” para aplicacio de PCA aos espectros de FTIR.
Braqueamento XZP com pré-deslignificaciio com oxigénio - (0)XZP.

C = controles; X = amostras tratadas com xilanase; 10 e 5 = carga enzimatica, x, z (Z) e

p (P) = estagios X, Z e P.

Com base nos resultados apresentados nas Figuras 35 e 36 pode-se observar que a
separagdo das amostras ao longo de PC1 foi dependente das frequéncias de absor¢do tanto
dos carbohidratos como de lignina. Assim, as amostras com maior deslocamento para
“scores” negativos foram, provavelmente, as que apresentaram valores mais altos nas
regides espectrais acima citadas (na pratica isto significa uma maior transmitincia). Este fato
pode estar ligado a perda de lignina e/ou despolimerizagdo de celulose e hemicelulose em
relagdo as amostras com “scores” positivos (as amostras deslocadas negativamente em PC#
1 apresentariam menor absor¢io no infravermelho em relagdo ao material lignocelulosico e
sdo, justamente, as mais deslignificadas e com maior perda na viscosidade devido ao efeito
do tratamento enzimatico). E importante salientar que este tipo de correlagdo encontrada é de
natureza qualitativa ¢ nfo quantitativa.

A diferenciagfio ao longo de PC# 2 (figura 35) propiciou uma separagio das amostras
do estagio X submetidas ao tratamento enzimatico de seu controle, observando-se um
deslocamento para “scores” mais positivos. Através do grifico de “loadings™ da segunda

componente principal (figura 36) observou-se que a tmica regifo cuja contribuigdo para a
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PC# 2 se mostrou ndo negativa correspondeu as frequéncias de absorgiio dos carbohidratos
(ao redor de 1200cm™ aproximadamente). Aparentemente, as maiores diferengas observadas
estariam ligadas ao balango da celulose e hemicelulose.
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Figura 36. Grafico dos “loadings” para as componentes principais 1 e 2.
Branqueamento XZP com pré-deslignificacio com oxigénio — (0)XZP.

Na figura 37 & possivel observar-se a diferenga entre as amostras enzimaticamente
tratadas e o controle da sequéncia de branqueamento, através da aplicagio de PCA a uma
matriz “unfolded” (tipo B). Os graficos de “loadings” neste caso, representam a composi¢io

das variaveis para cada componente principal (PC#), sendo uma somatéria dos 3 estagios do
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branqueamento. No caso da PC# 1, que diferencia o controle das amostras tratadas com
xilanase, observou-se que as regides com maior contribuigdo para os “loadings” foram: ao
redor de 1100 ¢ 1600 cm™ para o estagio X, 1000-1200 cm™ no estagio Z e 1600 cm™ para o
estagio P.

Para a componente principal 2 (PC# 2) do estudo acima, que distingue as duas
amostras enzimaticamente tratadas, os “loadings” apresentaram uma contribuicdo mais

significativa na regido dos carbohidratos (1000-1200 cm™) no estagio de ozonizagéo.

Scores for PC# 1 versus PC# 2
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Figura 37. Grifico de “scores” na aplicacio de PCA “unfolded” aos espectros de FTIR.
Branqueamento XZP com pré-deslignificacio com oxigénio — (O)XZP.
C= controles ¢ X= amostras tratadas com xilanase para todo o processo; 10 e 5 = carga de enzima

Comparagdo entre as sequéncias XZP e (0)XZP:

Com base nos resultados encontrados, foi realizado um estudo comparativo entre a
sequéncia de branqueamento XZP com estdgio enziméitico de 90 minutos ¢ 50°C (apenas
amostras tratadas com xilanase induzida por xilana de bétula) e a sequéncia de
branqueamento (O)XZP (também com xilanase induzida por xilana de bétula, vide capitulo
IIl), através da aplicagio de PCA aos respectivos espectros de FTIR. Os resultados

apresentaram uma boa separagio entre as duas sequéncias (principalmente nos estagios X e
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Z), evidenciando o efeito da pré-deslignificagdo com oxigénio, ¢ também uma distingdo
enfre as amostras enzimaticamente tratadas dos seus controles, que se mostrou mais

acentuada na sequéncia XZP (figura 38).

IV.3.3.2 NIR

O perfil dos espectros de NIR obtidos neste estudo podem ser vistos na figura 39.

A observagdo dos graficos de “loadings” ndo foi realizada, visto que os “loadings”
obtidos ndc puderam contribuir satisfatoriamente para um melhor entendimento da analise
espectroscopica por NIR. Isto porque, além da técnica ser sensivel somente aos grupos
especificos O-H, N-H, C-H ¢ C-O (Workman,1996), para um bom ajuste da linha base foi
necessario a transformagdo de cada espectro analisado em sua primeira derivada, tornando-o
ainda mais complexo. Talvez uma alternativa futura para melhorar a analise seja a selegdo de
comprimentos de onda dos espectros a intervalos regulares, apesar dos trabalhos da literatura

concordarem que este tipo de caracterizagio através dos “loadings” deva ser muito cauteloso
(Michell, 1995; Schimleck e col., 1996).

Branqueamento XZP e (0)XZP.

As figuras a seguir apresentam os resultados encontrados na analise dos espectros no
infravermelho proximo através de PCA. De um modo geral, quando os espectros foram
reunidos em matrizes do tipo A, a methor diferenciagio encontrada para as amostras foi a
separagdo em trés grupos muito homogéneos, correspondentes respectivamente aos trés
estagios do branqueamento (como os resultados foram idénticos para as trés sequéncias
estudadas - 90min e 50°C, 180min e 50°C , 12h e 40°C - a figura 40 apresenta apenas um
exemplo deste caso). Isto indicou que as alteragdes ocorridas na polpa de celulose durante o
processo de branqueio puderam ser detectadas com boa sensibilidade pela técnica de NIR,

embora as amostras dentro de cada estagio sejam muito similares.
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Figura 38. Comparagiio entre as sequéncias de branqueamento XZP e (O)XZP.
Utilizagcdo de espectroscopia de FTIR e andlise de componentes principais.
Estagio X (acima), estagio Z (a0 centro) € estagio P (abaixo).
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Figura 39. Espectros de NIR de polpas de celulose — Sequéncia (O)XZP.

A figura 41 apresenta os resultados da analise dos espectros de NIR quando matrizes
do tipo B foram construidas. Neste caso pdde-se observar uma distingZo das amostras
enzimaticamente tratadas das amostras controle, embora os espectros no infravermelho
préximo obtidos se apresentassem muito similares. A andlise através da aplicagdo de PCA
permite a suposigdo, portanto, que este comportamento distinto das amostras esteja

relacionado a alteragdes bastante sutis ocasionadas pelo tratamento com xilanases.

Scores for PC# 1 versus PC# 2
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Figura 40. Grifico de “scores” da anilise PCA/NIR - XZP (X: 90min e 50°C).
1,2,3,4e 5=X4B, X10B, X4E, X10E e C; 6,7,8,9 el0 = idem, estagio Z ¢ 11,12,13,14¢ 15=
idem, estagio P.
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Figura 41. Grifico de “scores” da aplicacfio de PCA aos espectros de NIR de polpas de
celulose submetidas ao branqueamento TCF (matriz “unfolded”).
Acima = branqueamento XZP e abaixo = branqueamento (O)XZP.

Na analise exploratoria dos espectros de FTIR e NIR através de PCA fica evidente que
a distingdo espacial das amostras, relacionada as diferencas quimicas da superficie das
polpas, é minima e dificil de interpretar. Apesar das dificuldades, os resultados encontrados
permitiram ampliar a utilizagdo destas técnicas espectroscépicas como ferramentas de

caracterizagdo de polpas de celulose durante sequéncias de branqueamento e indicaram que
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um estudo mais profundo pode melhorar o nivel de sensibilidade e informagdo desta

metodologia.
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IV.4 Conclusdes

€3 A caracterizagio das polpas de celulose através de técnicas de analise de superficies
mostrou que, em alguns casos, os métodos nio possuem sensibilidade suficiente (como
RMN ou MET) para detecgio das transformagdes ocorridas em consequéncia do tratamento

enzimatico ou do proprio branqueamento.

#4 Na caracterizagio morfolégica da superficie observou-se que a técnica de maior
contribui¢ido para analise das polpas continua sendo a microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Entretanto, os estudos conduzidos através de microscopia de forga atémica (MFA)
indicaram que a técnica possui um potencial ainda inexplorado nessa drea ¢ que, gragas ao

seu grau de sensibilidade, poderé tornar-se muito til num futuro préximo.

1 O estudo realizado através de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X
(XPS) mostrou que a técnica pode ser de grande utilidade na caracterizagdo de polpas de
celulose, indicando possuir sensibilidade adequada para sua utilizacdo em analises de polpas
submetidas ao branqueamento. Ainda ¢ necessario contudo, um estudo exaustivo de polpas
de Eucalyptus grandis a fim de que sejam estabelecidos os pardmetros de caracterizagdo
deste tipo de amostra.

1 A aplicagio de métodos estatisticos de analise multivariada (no caso especifico,
anilise de componentes principais — PCA) aos resultados das analises espectroscopicas de
infravermelho ¢ infravermelho préximo mostrou-se apropriada, indicando que amostras
muito similares podem ser caracterizadas e distintas através deste procedimento.

% Os resultados das anilises de superficies, em conjunto, indicaram que o tratamento
enzimatico altera a superficie das polpas, sendo que as diferengas encontradas devem estar
muito mais relacionadas a caracteristicas estruturais dos carbohidratos do que a provavel
eliminagio de lignina no decotrer do branqueamento.
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V. Conclusio final

Os resultados encontrados no desenvolver deste trabalho permitiramn  observar a
extrema complexidade do estudo do modo de agdio de xilanases através da caracterizacdo de
polpas de celulose, principalmente durante o branqueamento. Embora alguns efeitos da
aplicagdo da enzima sejam bem aparentes, a detecgdo das suas causas a nivel molecular nio
¢ simples. Dois fatores parecem estar ligados a este obsticulo: a composigdo majoritaria
crescente de celulose no decorrer do processo ¢ a grande similaridade dos grupos quimicos
dos componentes lignocelulésicos das polpas.

Outros fatores que devem influenciar intensamente o comportamento das polpas frente
a aglio da enzima sdo os processos de polpagio e branqueamento escolhidos. A COmposicao
das polpas, aliada aos processos de polpagdo e branqueamento bastante agressivos, permite
supor que as fibras podem sofrer constantes modificagdes durante a deslignificag¢do e, desse
modo, apresentar alteragdes significativas tanto na lignina residual como na hemicelulose.
Neste caso especificamente, pode-se supor que sequéncias de branqueamento TCF
provocam grandes alterages estruturais as polpas durante o branqueamento.

Neste contexto, o modo de agdo da xilanase, e consequentemente seu efeito nas
caracteristicas das polpas durante o branqueamento, parece estar intimamente ligado a estas
alteragSes. A hidrélise enzimética da xilana deve, portanto, ajudar na deslignificagdo ¢
branqueamento das polpas néio somente por aumentar a porosidade da fibra mas também por
atuar na modificagio ou eliminagdo de possiveis grupos croméforos presentes na propria
hemicelulose, provenientes de modificagdes das fibras durante a polpagdo e a pré-
deslignificagéo com oxigénio. Um indicativo de tal comportamento pode estar relacionado
ao efeito cooperativo entre xilanase e outras enzimas (neste caso a glucuronidase) na
degradagdo a xilana. Este tipo de agdo da enzima poderd, consequentemente, influenciar nas
caracteristicas finais das polpas nos estigios subsequentes do branqueamento.

Para finalizar, os resultados aqui verificados, em conjunto com todo levantamento da
literatura sobre o assunto, indicam que o modo de agio da enzima ndio ocome
necessariamente por uma via tnica dentro de um processo de branqueamento, mostrando-se
intensamente dependende da origem da polpa, do tipo de polpagdo e da sequéncia de
branqueamento escolhida.
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Perfil dos cromatogramas de CLAE dos aciicares liberados apés hidrélise acida
das polpas de celulose estudadas. tr/glicose = 8,96 ; tr/xilose = 9,6. A direita,
cromatograma de amostra diluida, para cdlculo do percentual de glicose.
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Anilise de metais por Fluorescéncia de Raio-X de Energia Dispersiva

Elementos de interesse

Amostras Ca KA Fe KA Cu KA Ni KA Zn KA

Intensidade dos picos
Controle X 7.9333 2,3500 3,9833 00,4667 1,3833
Xilanase 5U/g 4. 4000 6,9833 15,9333 2,7500 2,8000
Xilanase 10U/g 43833 29,1000 18,7167 3,5167 1,8330
Controle XZ 2,9167 7,7167 18,3500 1,8500 2,7667
Xilanase Z - 5U/g 2,0167 8,5167 17,9667 3,2833 1,8667
Xilanase Z - 10U/g 2,5833 8,0667 15,4833 0,9500 1,2833
Controle XZP 2,9000 7.3167 17,8500 1,8167 1,3333
Xilanase ZP - SU/g 2,9333 6,9833 18,3667 3,0000 2,8833
Xilanase ZP - 10U/g 3,4167 7,1833 17,5167 3,0667 1,9500
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Perfil de um espectro de fluorescéncia de raio-X de energia dispersiva.
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Microscopia eletronica de transmissio de polpas de celulose de Eucalyptus grandis.
Amostra de polpa tratada com xilanase no inicio (acima) e ao final (abaixo) do
branqueamento.
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A)

B)

C)

D)

Microscopia eletrdnica de varredura de amostras de popas de Eucalyptus grandis tratadas com
xilanases. A) controle do tratamento com enzima induzida por xilana de bétula. B) tratamento
com xilanase induzida por bétula. C) controle do tratamento com enzima induzida por xilana
de eucalipto. D) tratamento com xilanase induzida por xilana de eucalipto.
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Microscopia de for¢a atomica. Amostra de polpa kraft nio branqueada (acima) e apdés
tratamento com xilanase (abaixo).
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Espectros de ressonincia magnética nuclear de carbeno 13 em estado sélido. Amostra
de xilama de encalipto (acima) ¢ amostra de polpa de celulose (abaixo).



123

APENDICE 7
_

6000 TXFS Sp € 1s

s500]

s000]
T 4500
8
]
¥ 4000
.4
@ 3500
g +284,8 av (32 X)
& 3600
- .286,5 8V (62 %)
£'2500
2 +288,1 WV (4 2)
< 2000
— ,292,1 & (2 %)

1500

1000

hdadn T Y
so00 ] Vel
295 294 © 2927 250 288 286 284 262 280 298
Binding Enlrgg ra

KPS Sp C 1o
12
+Polps de
11]
+caluloge
- 10]
e
- 9-.
1A
% a
[
T
2 7
o
] 5]
E +284,8 sV (33 X)
5] .z26e8,5 ev (a8 %)}
4} +207,8 eV (21 %)
&M

295 294 292 290 268 2HB 284 282 28O0 278
Binding Energy / &V

Espectros de fotoelétrons excitados por raio-X. Amostra de lignina de Eucaliptus
grandis (acima) e amostra de polpa kraft de celulose (abaixo).



