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SUMARIO

Dois tipos de misturas comerciais de enzimas, a Celluclast (mistura de celulases) e a Viscozyme L (mistura de
beta—glucanase), foram usadas com diferentes dosagens e tempos de reac¢do, para melhorar a refinagdo de uma
pasta kraft branqueada de Eucalyptus globulus. O tratamento enzimdtico aumenta cerca de 80% o grau
Schopper-Riegler (°SR) para o mesmo nivel de energia de refinagdo (1500 revolu¢des PFI). De modo a avaliar a
eventual degradacdo introduzida pelas enzimas foram determinadas as viscosidades das pastas antes e depois dos
tratamentos enzimaticos. Os resultados estdo concordantes com os obtidos para o comprimento das fibras, onde
apenas ocorreu uma fraca diminui¢do desta propriedade. Este estudo foi complementado com a quantificagdo dos
acucares libertados nos filtrados dos tratamentos enzimaticos, antes ¢ depois da refinagdo. As propriedades de
resisténcia das pastas ndo foram significativamente afectadas com a aplicagdo das enzimas, tendo-se mesmo
verificado uma melhoria na coesdo interna.
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SUMMARY

Two commercial enzymes mix Celluclast (cellulases mixture) and Viscozyme (beta-glucane mixture) were used
to improve the refining process of an Eucalyptus globulus bleached kraft pulp. This treatment improved the
Schopper-Riegler degree (°SR) by up 80% at the same level of refining energy (1500 PFI revolutions). The pulp
degradation was evaluated by the pulp viscosity determination, which was in agreement with the fiber length
determination that showed a slight diminution with the enzymatic treatment. The carbohydrate determination in
the filtrates complemented this study. The strength properties of the pulp were not affected by this treatment, it
was even observed an increase in internal cohesion.
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INTRODUCAO

O uso de enzimas na industria de pasta e papel sofreu um grande desenvolvimento nas duas Gltimas décadas. As
enzimas celuloliticas tém sido intensivamente investigadas e usadas em varias aplicagdes, embora em muitas
areas ainda estejam em desenvolvimento. A reciclagem do papel ¢ uma area onde a utilizagdo de enzimas tem
sido implementada, uma vez que as fibras recicladas podem ser melhoradas através de tratamentos com celulases
e hemicelulases. De facto, estas enzimas modificam as propriedades inter faciais das fibras, aumentando a
afinidade para a 4gua, o que por sua vez provoca alteracdes nas propriedades técnicas da pasta e do papel, como
a drenabilidade e a resisténcia do papel (Dienes et al. 2004; Oksanen et al. 2002; Pala et al. 2002). A
destintagem de fibras secundarias tem sido outra utilizagdo para estas enzimas (P¢lach et al. 2003).

A influéncia destas enzimas nas fibras de espécies de madeira Portuguesas foi estudada pelo nosso grupo de
trabalho (Spiridon e Duarte 2004; Spiridon et al. 2001a e b) e os resultados obtidos mostraram que celulases e
hemicelulases comerciais influenciavam as propriedades papeleiras das pastas kraft cruas de Eucalyptus globulus
e de Pinus pinaster. Este grupo de trabalho mostrou ainda que o tratamento das fibras de pastas kraft cruas de
Pinus pinaster com xilanases comerciais dava origem a um aumento na sua flexibilidade com a consequente
melhoria na capacidade de ligagdo inter fibras (Spiridon et al. 2003).

O uso de xilanases como activadores de branqueamento tem sido também uma aplicagdo biotecnologica na
industria de pasta e papel. O uso destas enzimas aumenta significativamente a branqueabilidade da pasta, uma
vez que melhora a acessibilidade dos agentes quimicos do branqueamento para as fibras (Roncero et al. 2005 e
2000; Shah et al. 2000).

O tratamento de fibras provenientes de diversas origens (pastas kraft cruas de resinosas, papel reciclado de cartdo
canelado) com diferentes celulases e hemicelulases comerciais resulta na redu¢ao do consumo energético durante
a refinacdo. Esta economia ¢ conseguida por redugdo do tempo de refinacdo para atingir os mesmos niveis de
refinag@o, sem afectar as propriedades de resisténcia da pasta (Bhardwaj ef al. 1996). Resultados semelhantes
foram encontrados para a xilanase purificada obtida a partir do fungo Trichoderma reesei (Wong et al. 1999).
Estes resultados sdo mais notorios quando os tratamentos sdo efectuados em pastas secas em vez de pastas nunca



secas (Garcia et al. 2002) e os melhores resultados foram encontrados com celulases purificadas em vez de
misturas (Pere et al. 2000 e 1995).

O consumo de energia na industria de pasta e papel é elevado, contribuindo em cerca de 18% do custo de
producdo. Para o desenvolvimento das propriedades pretendidas, uma pasta tem de ser sujeita ao processo de
refinacdo, o qual representa 18% a 25% do total de energia eléctrica requerida para produzir papel (Bajpai ef al.
2006; Bhardwaj et al. 1996). Devido a escassez em energia disponivel e ao elevado custo energético, a
conservacdo de energia tornou-se uma necessidade para a industria papeleira. Consequentemente, qualquer
tratamento a pasta que implique uma diminui¢do no consumo em energia, nomeadamente no que diz respeito a
operagdo de refinagdo, tera um efeito benéfico no consumo global de energia na industria. O uso de enzimas foi
também testado numa escala industrial, mostrando que se reduziu o requisito energético em 25 kWh/ton de pasta
(Bajpai et al. 2006).

Neste trabalho avaliou-se o resultado do tratamento de uma pasta kraft branqueada de Eucalyptus globulus com
duas misturas comerciais, uma de celulases e outra de beta—glucanase. O efeito destas enzimas na biorefinacdo
foi avaliado para diferentes dosagens e tempos de reac¢do em termos de agucares hidrolisados, propriedades de
drenabilidade das pastas e das propriedades fisicas das folhas de papel produzidas.

MATERIAL E METODOS

Materiais.

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi uma pasta kraft branqueada de Eucalyptus globulus industrial, com
uma viscosidade de 853 mL.g"'. Usaram-se enzimas comerciais (Novo Nordisk) designadamente a Celluclast 1.5
L, uma mistura de celulases, produzida a partir de uma estirpe seleccionada do fungo Trichoderma reesei e a
Viscozyme L, mistura de enzimas degradativas dos hidratos de carbono (arabanase, celulase, beta-glucanase,
hemicelulase e xilanase) com maior actividade enzimatica para a beta-glucanase. A Viscozyme foi produzida a
partir de uma estirpe seleccionada do fungo Aspergillus aculeatus.

Tratamento enzimatico.

A pasta foi tratada com 1, 2 e 4 UI de celulases (cel) e de beta-glucanase (bgluc) por grama de pasta. Este
tratamento foi realizado em sacos de polietileno nas seguintes condi¢des: 5% de consisténcia, temperatura de
50°C, tempo de reac¢do de 1 hora (agitacdo manual de 10 em 10 minutos). O pH da suspensdo foi ajustado a
pH= 5 para as celulases e a pH = 4,3 para a beta-glucanase, usando uma solugdo diluida de H,SO,4. No caso da
beta-glucanase foram ensaiados mais dois tempos de reac¢do (2 e 4 horas), ¢ o tratamento foi efectuado em
copos de precipitagdo, com agitagdo mecanica continua. A reac¢do foi interrompida por lavagem com agua
desionizada até pH neutro. A pasta de controlo foi tratada em paralelo e de modo semelhante, sem adi¢do de
enzima.

Caracterizacio dos acucares nos filtrados.

Os filtrados dos tratamentos enzimaticos foram evaporados até residuo seco, e este foi hidrolisado com H,SO, de
modo a transformar os eventuais oligossacarideos em agucares redutores. A quantificacdo destes acucares foi
efectuada por determinacdo espectrofotométrica usando o acido 3,5-dinitrossalicilico de acordo com o método
referido por Miller (1959).

Caracterizacio da pasta.

As propriedades morfologicas foram determinadas automaticamente por analise de imagem de uma suspensao
diluida que passa numa camara de fluxo, no equipamento MORFI®. A viscosidade das pastas foi determinada
antes e depois do tratamento enzimatico, de acordo com a norma ISO 5351/1. Todas as amostras de pasta foram
refinadas no refinador PFI com uma consisténcia de 10% e uma intensidade de refinacdo de 3,33 N/mm.
Posteriormente foram caracterizadas, determinando-se o grau Shopper-Riegler (°SR) de acordo com a norma ISO
5267/1 e o grau de retencao de agua WRYV (water retention value), de acordo com o método referido por Silvy e
colaboradores (1968). As folhas laboratoriais foram preparadas de acordo com a norma ISO 5269/1. As
propriedades mecanicas e estruturais das folhas foram medidas de acordo com as respectivas normas ISO.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Acc¢iao das enzimas.

A acgfo hidrolitica das enzimas sobre as fibras, foi verificada através da quantificacdo dos agucares libertados no
filtrado dos tratamentos enzimaticos. A figura 1 mostra os agtlicares redutores totais libertados apos os pré-
tratamentos enzimaticos, indicando que a acg¢do hidrolitica das celulases ¢ superior a da beta-glucanase, ¢ essa
ac¢do aumenta com a dosagem de enzima, como era de esperar.
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Figura 1 - Acticares redutores totais libertados por grama de pasta para as diferentes dosagens de
enzimas.

Alguns autores consideram a hidrélise da pasta dentro de valores aceitdveis quando esta ¢ menor que 3% (Pere et
al. 2000). Os resultados obtidos neste trabalho mostram que essa hidrélise nao ultrapassou os 1,1% o que indica
que este tratamento ndo degradou substancialmente a pasta. A acgao hidrolitica sobre as pastas pode também ser
estimada ao nivel do grau de polimerizagdo da celulose, aqui avaliada através da determinagdo da viscosidade da
pasta (Figura 2).
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Figura 2 — Viscosidade das pastas em fun¢io das diferentes dosagens de enzimas.

Esta figura mostra que a accdo hidrolitica das celulases ¢ mais notdria do que a da beta-glucanase, sendo que
neste caso praticamente ndo se observa diminui¢do, estando concordante com os resultados obtidos para os
acucares. As caracteristicas biométricas das fibras foram analisadas, a que melhor traduziu a degradagdo da fibra
foi o comprimento, mostrando que, mesmo com a variavel refinacao, o efeito das diferentes dosagens de enzimas
na degradagdo ndo foi significativa (Tabela 1). Esta ac¢do das enzimas sobre as fibras ird ser preponderante nos
efeitos observados nas propriedades, como veremos posteriormente.

Tabela 1 — Efeito do tratamento enzimaitico e da refinacio no comprimento médio ponderado em
comprimento das fibras.

Comprimento médio ponderado em comprimento (mm)

Dosagem 0UI 1 UI 2UI 4 Ul

cel bgluc cel bgluc cel bgluc cel bgluc
0 rev. PFI 0,811 0,801 0,809 0,803 0,806 0,804 0,804 0,803
1500 rev. PFI 0,796 0,796 0,773 0,794 0,730 0,794 0,667 0,787

Efeito do tratamento enzimatico na refinacao.

O pré-tratamento enzimatico, em especial com as celulases, permite uma melhoria no comportamento da pasta
no que respeita ao processo de refinacdo, em termos de indice de drenagem. Os graficos da figura 3 mostram um
aumento evidente do °SR para as pastas submetidas ao pré-tratamento com celulases relativamente as nao
tratadas, este efeito € especialmente visivel para as 1500 revolugdes, onde se verifica um aumento de 80%.
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Figura 3 - Evolucdo do grau Schopper-Riegler (°SR) com a refinacio para as pastas tratadas com
celulases e com beta-glucanase.

O efeito das enzimas para este grau de refinacdo pode ser explicado pelo aumento na fibrilagdo externa
provocada pela accdo das enzimas, o que ¢ bem visivel nas imagens obtidas por microscopia optica de campo
escuro, como se observa na figura 4.

Figura 4 — Microfotografias para a pasta refinada a 1500 rev (a) sem tratamento enzimatico, (b) com 4 Ul
de celulases.

Esta modificacdo significativa no comportamento da pasta a 1500 revolu¢des PFI ¢ também observada na
libertagao dos acucares durante o processo de refinagdo e novamente para as celulases, como se pode ver na
figura 5. No que respeita a beta-glucanase e para as mesmas revolucdes PFI esse efeito ndo ¢ tdo visivel, sendo
mais evidenciado para as 3000 revolugdes PFI. Os aglicares redutores foram determinados num filtrado recolhido
apos a refinagdo.
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Figura 5 — Evolucio dos acucares redutores totais libertados por grama de pasta com a refinacido para as
pastas tratadas com celulases e com beta-glucanase.

A hidratagdo da fibra durante a refinacdo, medida pelo WRV segue a tendéncia do grau Schopper-Riegler
(Figura 6). Para o mesmo tempo de tratamento e nivel de refinacdo, a adicdo de celulases a pasta mostra um
aumento de 17% no WRYV, ao passo que para a beta-glucanase o aumento ¢ apenas de 6%. Este efeito mais



evidenciado aquando da adigdo de celulases, resulta provavelmente do facto destas enzimas degradarem mais a
parede celular, dando origem a uma maior superficie exposta susceptivel de estabelecer ligacdes com as
moléculas de dgua e assim contribuir para uma maior hidratacao.
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Figura 6 - Evolucio do WRYV com a refinaciio para as pastas tratadas com celulases e com beta-glucanase.

Efeito do tratamento enziméatico nas propriedades da pasta.

Como foi ja referido, a accdo das enzimas na degradagdo das hemiceluloses traduz-se numa maior ou menor
degradagdo das fibras, a qual pode manifestar-se numa deterioragdo das propriedades fisico-mecénicas das
pastas. A resisténcia a traccao (Figura 7) para as pastas tratadas com celulases apresenta uma ligeira melhoria,
sendo esta apenas contrariada com o incremento de concentracdo de enzima e de nivel de refinacdo. No caso das
pastas tratadas com beta-glucanase a tendéncia ¢ semelhante, mas os efeitos sdo menos notorios.

90 90

80 - 804 > 4
_ 704 e _ 70+
60| "D 601
% 50 A % 50
'S 40 A —e—0UICel 'S 40 4 ——0 Ul bgluc
S 30 | -4 1UlCel @ 308 -4 -- 1Ul bgluc
. —e—2ulcel|| = 5] —-e-—2Ulbgluc

10 4 —-¢—--4 Ul Cel 10 4 —-4—--4 Ul bgluc

0 T T T T T 0 T T T T T

0 500 1000 1500 2000 2500 300C 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
revolugées PFI revolugoes PFI

Figura 7 — Evolucio da resisténcia a tracciio com a refinacdo para as pastas tratadas com celulases e com
beta-glucanase.

A figura 8 mostra a evolugdo da coesdo interna, observando-se que esta propriedade foi significativamente
incrementada pelo tratamento enzimatico. Este facto pode ser explicado pelo aumento da fibrilagdo externa, ja
anteriormente referido e mostrado na figura 4.
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Figura 8 — Evolucio da coesio interna com a refinaciio para as pastas tratadas com celulases e com beta-
glucanase.




Efeito do tempo de tratamento nas propriedades da pasta.

No caso da beta-glucanase, foi ainda estudado o efeito do tempo de tratamento, dado que uma hora de reaccao
ndo introduziu grandes alteracdes. A figura 9 mostra que apesar do efeito benéfico do tempo de reac¢do sobre o
°SR, com um incremento de 57%, ocorreu no entanto uma diminui¢do de 34 % na resisténcia intrinseca da pasta.
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Figura 9 - Evolucdo do °SR e da resisténcia a trac¢do a distincia zero (zero span) para a beta-glucanase
com diferentes tempos de reaccio.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a biotecnologia pode contribuir de forma positiva para a
industria de pasta e papel. Este trabalho mostrou que a accao de um tratamento enzimatico antes da refinacao
aumenta o indice de drenagem da pasta e o grau de hidratacdo das fibras, sendo este efeito mais visivel no caso
da adicdo das celulases. Este comportamento permite adiantar que para se atingir um determinado grau de
refinagdo, a quantidade de energia a fornecer é menor. O efeito das enzimas ensaiadas sobre as propriedades da
pasta, apesar de no caso das celulases se ter observado alguma degradacdo das fibras, ndo pode ser considerado
nefasto para as propriedades de resisténcia da pasta, apresentando mesmo um aumento no caso da coesdo
interna. Para a beta-glucanase o melhor desempenho na refinabilidade surge para tempos de reaccdo elevados, no
entanto a resisténcia intrinseca da fibra ¢ ligeiramente afectada
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