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RESUMO

O consumo de papel vem aumentando com o decorrer dos anos, fazendo com que sua
producdo e importancia econdmica também aumentem, e o principal foco nesta cadeia estd
voltado aos papéis marrons destinados ao setor de embalagens. Este grande aumento no
volume de consumo gera também uma grande quantidade de material que, apds o uso, € por
razdes econdmicas e ambientais, deve ser reutilizado. O processo de reciclagem de papel kraft
¢, basicamente, composto pelas etapas de dissociacdo e re-agrupamento das fibras, onde
etapas de secagem exercem efeitos marcantes nas propriedades fisico-mecanicas das fibras.
Tratamentos oxidativos, quando empregados em processos de branqueamento de fibras
recicladas, alteram positivamente as propriedades das polpas por causarem uma melhora na
capacidade de associacdo interfibrilar. Recentemente, o emprego de lacases tem sido proposto
porque estas enzimas causam a oxidac¢ao de estruturas fenolicas e, quando auxiliadas por um
mediador quimico como o hidroxibenzotriazol (HBT), promovem a oxidacdao de estruturas
ndo fendlicas, aumentando a quantidade de grupos polares na superficie da polpa. Neste
estudo, foram produzidos corpos de prova para simulacdo do processo de producao de papéis
kraft para embalagens a partir de uma polpa kraft /iner de Pinus sp.. Posteriormente, as folhas
de teste foram desintegradas gerando uma polpa reciclada (PR) que serviu para os testes com
sistemas oxidativos empregando oxigénio (PRO) e oxigénio/sistema lacase-mediador
(PROL). A analise preliminar da composi¢do quimica das polpas revelou que o tratamento
enzimdtico oxidativo ndo acarretou alteragcdes muito significativas no teor de holocelulose,
lignina de Klason e cinzas, com exce¢do dos valores obtidos para o teor de extraiveis. As
médias ponderadas do grau de polimerizagdo das holoceluloses isoladas das diferentes polpas
se apresentaram muito semelhantes, embora a polidispersidade da holocelulose isolada da
polpa PRO tenha sido inferior aos obtidos para as demais holoceluloses. A composicao das
polpas em carboidratos, determinada por cromatografia de troca i6nica nos hidrolisados de
Klason, revelaram um pequeno decréscimo na quantidade de glucanas e um ligeiro aumento
na quantidade de xilanas e residuos de arabinosil para as polpas recicladas, sugerindo que o
tratamento oxidativo, quer com oxigénio molecular ou lacase-sistema mediador, alterou a
relagdo original entre os carboidratos da polpa. Foi constatado que os extraiveis sofreram
grande alteragdo qualitativa e quantitativa com o tratamento enzimadtico oxidativo, e que a
fracdo etanol:tolueno acumulou derivados aromaticos funcionalizados. O espectro
infravermelho da lignina isolada da polpa PROL, quer na forma bruta ou na forma acetilada,
apresentou diferengas marcantes em comparagdo com as outras ligninas. Observou-se que a
reciclagem convencional da polpa kraft acarreta um aumento aparente na massa molar da
lignina, sem motivar qualquer oligomerizagdo. Este resultado pode estar associado ao efeito
da hornificagdo das fibras sobre o comportamento macromolecular da lignina, que sofreu um
deslocamento da banda de eluicdo para volumes de retencdo inferiores. O tratamento
enzimdtico da polpa kraft reciclada reduziu este efeito, gerando, inclusive, a formagdo de
fragmentos de menor massa molar, cujo perfil de eluicao sugere a formagao de agregados. A
analise dos grupos funcionais da lignina revela claramente os efeitos causados pelo tratamento
oxidativo. O aumento nos teores de hidroxilas alifaticas, grupamentos acidos e carbonilicos
foi atribuido a clivagem oxidativa de estruturas encontradas na lignina. Estas cargas
aumentaram a capacidade de ligacdo entre as fibras e, desta forma, justificaram a melhora
observada no teste de resisténcia a tragdo para a polpa PROL. O tratamento enzimatico
também reverteu parte dos efeitos da hornificacdo, tornando o processo oxidativo mais
especifico, preservando os carboidratos da polpa e, assim, restringindo a sua acdo aos
extrativos e a lignina residual, que apresentou caracteristicas diferentes da lignina isolada da
polpa original.



ABSTRACT

The production and usage of paper have increased considerably since the last years.
Therefore, it can be expected that environmental concerns regarding paper consumption will
continue. Among the different kinds of papers, those used for packaging have had the greatest
growth rate. These paper grades, which include liner, corrugating medium and boards, are
extensively produced from recovered fibers. This growth leading too great volumes of
material, and after use has to be recovered for environmental and economically reasons. Steps
of dissociation and re-grouping of the fibers, where the drying step is so important for the
physical-chemical properties of the pulp, compose the recycling process. Oxidatives
treatments, when employed for the bleaching of recycled pulps, change their properties
positively because there is a growth in the inter-fiber association. Recently, laccases have
been proposed because that enzymes promoting a oxidation of the phenolic structures, and
when associated with a chemical mediator, like hydroxybenzotryazole, a oxidation of non-
phenolic structures occur and a increase in the polar groups is observed in the surface of the
fiber. In this study, hansheets of a kraft liner paper (Pinus sp) are made for the simulation of
the recycling process. Later, the handsheets has disintegrated generating a recycled pulp,
which was treated with the oxidatives process with oxygen (PRO) and with laccases mediator
system (PROL). The preliminary analysis of the chemical composition of the pulps reveals
that the enzymatic treatment doesn’t affect the holocellullose content, Klason lignin and ash,
but the extractives are so affected. The DPy values of the isolated holocellulloses were very
similar, even so the polydispersity of the PRO pulp was minor compared with the another
pulps. The carbohydrate composition of the pulps, determined in the Klason hydrolysates,
show that the oxidative treatments caused no significant change in the amount of pulp glucans
(mostly cellulose), but the hemicellulose content appeared to decrease as a result of oxidation.
The extractives fractions were affected quantitatively and qualitatively with the enzymatic
treatment, and the ethanol:toluene fraction accumulate functional aromatics compounds. The
FTIR spectra of the isolated lignin, and of the acetylated lignin, were so different. The
conventional recycling process lead to a increase in the apparent molar mass of the lignin. It
seems that lignin condensation reactions and/or an increase in associative intermolecular
forces produced this slight displacement of the elution band. By contrast, the enzymatic
treatment reduced this effect on the lignin structure, generating lower MM lignin fragments
that were detected at higher elution volumes. The functional groups analysis reveals clearly
the effects of the enzymatic treatment. The increase in the aliphatic, carboxylic and carbonil
groups was attributed to the oxidative cleavage of the lignin structure. These charges increase
the capacity of binding of the fibers justifying the better result for the tensile index test to the
PROL pulp. The enzymatic treatment caused a partial reversion of the detrimental effects of
fiber hornification, becoming the process more specifical by the carbohydrate preservation,
restrict the action of the laccase mediator system in the extractives and lignin, that shown
different characteristics from the material in the original pulp.



1. INTRODUCAO

Atualmente, a industria do papel e celulose tem um destaque consideravel na
economia mundial, pois a producdo e o consumo de papel vém crescendo
consideravelmente ao longo dos anos. E de todas as categorias de papel, aqueles
empregados para o setor de embalagens sdo os que apresentam as maiores taxas de
crescimento, pois o desenvolvimento econdmico depende fortemente de seu consumo
(BNDES, 1995).

A matéria-prima empregada na fabricacdo do papel € a polpa celuldsica obtida da
madeira através de processos de polpacao. Portanto, as propriedades fisico-mecanicas e o
comportamento em reagdes quimicas de uma polpa estdo diretamente relacionadas as
condicdes de polpagdo em que foram obtidas, pois tais condicdes definem a sua
composicao quimica e o grau de associagdo de seus constituintes. Por outro lado, a
qualidade de produtos como o papel também depende dos aditivos empregados nos
processos de sua obtencio (GRONQVIST et al., 2003; WICKHOLM, LARSSON E
IVERSEN, 1998).

No Brasil, a reciclagem de papel atinge 3 milhdes de toneladas por ano, o que
corresponde a aproximadamente 44,7% do consumo nacional. Em 2003, o consumo
brasileiro de aparas e papéis usados demonstrou que a maior parte dos papéis reciclados
sdo da categoria ondulado (61,21%), seguido pelo papel branco (17,97%) e kraft
(8,21%), sendo que as outras categorias (12,61%) fecham o percentual (BRACELPA,
2005). Contudo, os papé¢is reciclados, obtidos pelos métodos convencionais de

reciclagem, ndo satisfazem a todas as qualidades desejadas para o produto. Assim, o



desenvolvimento de processos alternativos que melhorem as caracteristicas das polpas

recicladas sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento do setor.

1.1. CELULOSE

A celulose ¢ constituida por unidades de anidroglucopiranose (f-D-glucose)
ligadas entre si para formar uma cadeia linear com estrutura uniforme (Figura 1). Duas
unidades adjacentes formam uma ligagdo glicosidica do tipo A(1—>4) através da
eliminagdo de uma molécula de agua, que envolve os grupos hidroxilicos dos carbonos 1
e 4. Esta estrutura dissacaridica recebe o nome de celobiose (FENGEL E WEGENER,
1989).

FIGURA 1: ESTRUTURA DA CADEIA LINEAR DA CELULOSE EVIDENCIANDO
A LIGACAO f(1-4) (SJOSTROM E WESTERMARK, 1999)
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As hidroxilas presentes nas extremidades da cadeia apresentam propriedades
diferentes, pois, em um dos extremos, encontram-se envolvidas em uma ligacao
hemiacetélica de carater redutor. A ligagdo hemiacetalica deriva da reagdo do aldeido em
C1, presente na molécula em sua forma livre ou aberta, com a hidroxila do C5, formando
um hemiacetal intramolecular. O anel resultante, de seis membros, recebe a denominagao
de anel piranosidico devido a sua semelhanca com a estrutura do pirano. O C1 do anel,

denominado de carbono anomérico, ¢ assimétrico, o que permite que a hidroxila



anomérica assuma duas possiveis orientacdes, axial ou equatorial, donde resultam os
anomeros « e f, respectivamente (Figura 2). Em solu¢do aquosa, as formas ae fse

interconvertem por abertura e fechamento do anel (mutarrota¢do), at¢ 0 momento em que

se estabelece um equilibrio (LEHNINGER, NELSON E COX, 1995).

FIGURA 2: ANOMEROS ¢ E S NA CONFORMACAO ‘C; DA D-GLUCOSE
(LEHNINGER, NELSON E COX, 1995)
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A cadeia macromolecular da celulose assume uma disposi¢ao linear devido a trés
fatores: a hidroxila no carbono anomérico tem orientacao equatorial; a conformacao em
cadeira do anel piranosidico assume a disposi¢do *C; (Figura 2); e a disposi¢do das
ligagdes de hidrogénio intermoleculares e que sdo formadas entre as hidroxilas de C2 e
C6 e entre a hidroxila de C3 e o oxigénio hemiacetalico de unidades adjacentes de
glucose que estabilizam a estrutura (Figura 3) (FENGEL E WEGENER, 1989).

Por outro lado, cadeias lineares também interagem entre si através de ligagdes de
hidrogénio intraplanares e interplanares, formando um agregado molecular de alta
estabilidade, denominado de fibrila elementar. Estas regides apresentam alto grau de

organizagdo, € por isto, sdo denominadas de regides cristalinas (D’ ALMEIDA, 1988).



Do arranjo ordenado destas estruturas, com a interveniéncia de hemicelulose e
protolignina, forma-se entdo o microcristalito, que ¢ o elemento que confere resisténcia
mecanica a microfibrila e, por fim, a fibra celulésica propriamente dita (FENGEL E

WEGENER, 1989).

FIGURA 3: LIGACOES DE HIDROGENIO INTER E INTRACADEIAS DE
CELULOSE (HINTERSTOISSER E SALMEN, 2000)
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A regido cristalina da celulose nativa apresenta duas formas alomorficas,
celulose I, e Iy (Figura 4), sendo esta ultima monoclinica e termodinamicamente mais
estavel. Cada espécie vegetal apresenta sua propria relacao entre cada grupo, e durante
os processos de obten¢ao das polpas, a regido I, pode sofrer alteracdes na sua estrutura
triclinica que ¢ termodinamicamente menos estavel. As interagdes de hidrogénio que

ocorrem em cada forma alomorfica sdo diferentes resultando a macroestrutura com



propriedades mecénicas distintas (AKERHOLM, HINTERSTOISSER E SALMEN,
2004).
FIGURA 4: REGIOES CRISTALINAS DA CELULOSE, (A) CORRESPONDE A

FORMA MONOCLINICA (Ig) E (B) TRICLINICA (I,) (FENGEL E
WEGENER, 1989)
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1.2. HEMICELULOSES

Na parede celular de tecidos vegetais, a celulose e a lignina estdo interpenetradas
por uma mistura de polissacarideos. Estes sdo denominados de hemiceluloses e
pertencem a um grupo de polissacarideos heterogéneos formados por uma rota
biossintética diferente da celulose (SJOSTROM, 1992; FENGEL E WEGENER, 1989).
Por hidrolise acida, as hemiceluloses liberam os seus constituintes monoméricos, que
incluem vérias unidades monossacaridicas como a D-glucose (1), D-manose (5), D-
galactose (2), D-xilose (4), L-arabinose (3) e pequenas quantidades de L-ramnose (7) e de
dcido a-4-O-metil-D-glucurdnico (6) (Figura 5) (SJOSTROM, 1992). Comparada a

celulose, as hemiceluloses apresentam maior susceptibilidade a hidrdlise acida, pois



oferecem uma maior acessibilidade aos acidos minerais comumente utilizados como

catalisadores (SCHUERCH, 1963).

FIGURA 5: MONOSSACARIDEOS CONSTITUINTES DAS POLIOSES
(SJOSTROM E WESTERMARK, 1999)
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As cadeias de polioses (hemiceluloses) podem se apresentar constituidas somente
por uma unidade monossacaridica, como as xilanas, ou por duas ou mais unidades, como
no caso das 4-O-metil-glucuronoxilanas, xiloglucanas ou arabinoxilanas (FENGEL E
WEGENER, 1989). Coniferas e folhosas diferem ndo somente no contetido de polioses,
mas também pelo tipo de polioses que apresentam em sua constituicio (SJOSTROM,
1992). As glucomananas de coniferas sdo polimeros lineares formados por unidades de
D-manopiranose € D-glucopiranose ligados por ligacdes A-(1—4), enquanto que as
galactoglucomananas contém substituintes acetilicos nos carbonos C-2 e C-3, com grau
de acetilagio entre 0,17 e 0,36. Encontram-se também nas coniferas
arabinoglucuronoxilanas cujo esqueleto ¢ formado por unidades de D-xilopiranose ligada
por enlaces glicosidicos do tipo f—(1—4), com ramifica¢des de unidades do acido 4-O-
metil-D-glucurénico € a-L-arabinofuranose nas posigoes C6 e C2, respectivamente
(Figura 6). As glucomananas de folhosas ndo apresentam substituicdes e tém maior

relacdo glucose/manose que as galactoglucomananas de coniferas. Por outro lado, suas 4-



O-metil-glucuronoxilanas apresentam menor quantidade de d4cidos urdnicos, sdo
acetiladas e ndo apresentam unidades substituintes de arabinose (SJOSTROM E
WESTERMARK, 1999).

FIGURA 6: FRAGMENTO DE UMA ARABINOGLUCURONOXILANA DE
CONIFERAS (FENGEL E WEGENER, 1989)
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1.3. LIGNINA

A lignina, ao lado da celulose, ¢ um dos polimeros organicos mais abundantes e
importantes na natureza. E um componente quimico caracteristico dos tecidos das plantas
superiores, tanto pteridofitas quanto espermatodfitas (gimnospermas e angiospermas),
onde ocorre tipicamente nos tecidos vasculares. A lignificacao ¢ uma das etapas finais da
diferenciagdo de células do xilema, onde a lignina ¢ depositada juntamente com os
carboidratos, formando ligagdes covalentes com unidades monossacaridicas das
hemiceluloses. Nestes vegetais, a quantidade de lignina presente ¢ muitas vezes
semelhante, mas existem algumas diferencas qualitativas importantes, como 0s seus
respectivos graus de metoxilagdo. A lignina pode se tornar uma boa fonte de carbono
para finalidades quimicas e energéticas, podendo ser obtida através de processos de
polpacgdo e extracao alcalina de madeiras (FENGEL E WEGENER, 1989).

A lignina pode ser definida como um material polifendlico amorfo, derivado da

polimerizacdo desidrogenativa de trés monomeros fenilpropandides: os alcoois



coniferilico, sinapilico e p-cumarico (DENCE E LIN, 1992). Sua biossintese se inicia
com a glucose, oriunda da fotossintese, que ¢ convertida ao 4cido shiquimico (“‘shikimic
acid”), intermediario mais importante na via que leva o seu nome. Os dois aminoacidos
aromaticos, fenilalanina e tirosina, sdo formados pela redu¢ao e aminagdo do acido pré-
fénico, que ¢ oriundo do &cido shiquimico (Figura 7). Estes aminoacidos atuam como
precursores do metabolismo enzimatico fenilpropanodide (via do acido cinamico), que
levardo ndo somente aos alcoois cindmicos, mas também aos componentes extraiveis
como os flavondides e estilbenos. Os aminoacidos sdo inicialmente desaminados aos
correspondentes 4cidos cinadmicos pelas enzimas fenilalanina amodnia liase e tirosina
amonia liase. Posteriormente, sofrem reagdes de hidroxilagdo e metilagdo, realizadas
respectivamente pelas fenolases e O-metil-transferases, que levam aos acidos p-
cumarico, caf€ico, fertlico, 5-hidroxi-ferulico e sindpico. Estes &cidos sdao convertidos
em seus respectivos alcoois por enzimas redutoras, obtendo-se os mondmeros da
macromolécula da lignina (Figura 8) (FENGEL E WEGENER, 1989).

Os monomeros formadores da lignina, alcool coniferilico, sinapilico e p-cumarico,
sdo sintetizados no citoplasma (reticulo endoplasmatico ou complexo de Golgi) e
liberados em vesiculas como monolignoéis ou monolignois glicosilados. As enzimas
envolvidas no processo de polimerizacdo destas unidades compreendem enzimas
peroxidases e oxidases, incluindo lacases. As oxidases podem ser associadas aos estagios
iniciais de lignifica¢do, enquanto que as peroxidases referem-se aos estagios finais, com
efeitos citotoxicos do peroxido de hidrogénio, dando origem a morte celular programada

(apoptose) (DONALDSON, 2001).



FIGURA 7: BIOSINTESE DOS PRECURSORES DA LIGNINA (RALPH et al,2001)
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FIGURA 8: MONOMEROS FORMADORES DA ESTRUTURA DA LIGNINA
(DENCE E LIN, 1992)
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Os monomeros apresentados na Figura 8 sofrem reacdes de oxida¢do gerando
radicais (Figura 9), seguindo de acoplamento, adi¢ao de dgua ou de grupos hidroxila a
intermediarios quinonametidos, que levam a wunidades regulares distribuidas
randomicamente na estrutura da macromolécula. Por esta razdo, a lignina ndo ¢ vista
como um composto definido, mas como uma composicdo de materiais fisica e
quimicamente heterogéneos que podem ser representados por modelos. Estes modelos
ndo representam a estrutura real, mas indicam os tipos de ligagdes que podemos observar
na macroestrutura (DENCE E LIN, 1992; FENGEL E WEGENER, 1989).

O processo de lignificagdo ¢ influenciado pela matriz de carboidratos sobre a qual
se desenvolve. O crescimento de particulas de lignina na lamela média e na parede
primaria forma estruturas esféricas amorfas, enquanto que, na parede secundaria, a
lignina forma estruturas alongadas seguindo a orientacdo das microfibrilas. Deste modo,
os carboidratos exercem influéncia mecanica no processo de lignificacdo, onde os an€is

aromaticos sao orientados com o plano de crescimento da parede -celular

(DONALDSON, 2001).
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FIGURA 9: RADICAIS GERADOS PELA ACAO ENZIMATICA A PARTIR DOS
CONSTITUINTES DA LIGNINA (FENGEL E WEGENER, 1989)
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Ha evidéncias de que existam ligacdes covalentes entre a lignina e as
hemiceluloses, particularmente através de unidades de arabinose, xilose e galactose. A
estabilidade destas ligagdes ¢ apontada como a responsavel pela dificuldade de remocao
total da lignina no processo de polpacio alcalina (SIOSTROM, 1992).

Na lignina de coniferas, freqlientemente referida como lignina guaiacilica, os
elementos estruturais sao derivados principalmente do &lcool coniferilico (mais de 95%
do numero total de unidades), seguido pelo alcool p-cumarico e por tragos do alcool
sinapilico (DENCE E LIN, 1992).

A lignina de folhosas, dita guaiacil-siringilica, € composta por unidades de alcoois
coniferilicos e sinapilicos em diferentes relagdes. Maiores propor¢des de unidades
siringilicas sdo encontradas devido ao fato da enzima 4-O-metil-transferase de
angiospermas ter maior afinidade pelo 4cido 5-hidroxi-fertlico do que a transferase
correspondente das gimnospermas (FENGEL E WEGENER, 1989). A lignina de
gramineas ¢ também classificada como guaiacil-siringilica. No entanto, a diferenca esta
no fato de que esta lignina apresenta pequena mas significativa quantidade de elementos

derivados do alcool p-cumarico (Figura 8) (DENCE E LIN, 1992).
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Os constituintes da lignina apresentam ligacdes do tipo carbono-carbono e
também do tipo éter. A quebra de ligagdes C-C ¢ dificil de ser obtida sem que se
promovam profundas alteragdes estruturais na lignina. Por outro lado, a solvolise das
ligagdes éter ¢ muito utilizada em estudos estruturais por degradar a lignina a fragmentos
que mantém as caracteristicas da estrutura original (DENCE E LIN, 1992; FENGEL E
WEGENER, 1989).

Os grupos funcionais ligados ao esqueleto fenilpropandide sio de fundamental
importancia, pois determinam a reatividade da lignina. Entre estes grupos temos:
alifaticos, hidroxilas fenolicas, hidroxilas benzilicas, carbonilas ¢ metoxilas. A ocorréncia
destes grupos pode variar segundo a localizacdo morfoldgica, espécie de madeira e o

método de isolamento (DENCE E LIN, 1992).

1.4. EXTRAIVEIS

Na madeira, denominam-se extraiveis as substancias que ndo estdo presas a
parede celular, mas que podem ser armazenadas em canais ou entre as cé¢lulas. As
madeiras ricas em extrativos apresentam uma grande resisténcia a biodegradacao,
proporcionada por estes compostos, mas ndao estdo livres do ataque microbiano
realizado por certas cepas de microrganismos (BLANCHETTE, 2000). Um grande
grupo de compostos compdem os extraiveis da madeira e estes incluem derivados
polifendlicos, derivados do acido hidroxicindmico, catequinas e leucoantocianinas.
Outros grupos abrangem os terpenos, triacilglicerdis e ésteres de acidos graxos

(HILLIS, 1962).
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Os extraiveis influenciam diretamente tanto a polpa¢do quanto o branqueamento
(PERISSOTO, 2000). Todos estes compostos possuem ligacdes insaturadas que podem
reagir com as substancias empregadas na polpacdo. Estas insaturagdes fazem parte de
grupamentos cromoforos que proporcionam coloracao a polpa. Os extraiveis dissolvem-
se rapidamente no licor de cozimento, diminuem o rendimento da polpagdo e,
concomitantemente, aumentam o consumo de reagentes, ja que podem reagir com as

espécies ativas do licor (SJOSTROM, 1992).

1.5. POLPACAO KRAFT

A polpa celulésica pode ser obtida da madeira mediante um processo de
deslignificacdo. Atualmente, o processo mais empregado pelas industrias € o kraft. Nele,
os agentes ativos sao NaOH e sulfeto de sodio (licor de cozimento). O consumo efetivo
de alcali corresponde a 150 kg de hidroxido de sodio por tonelada de madeira
(SJIOSTROM, 1992). Os cavacos sdo cozidos no digestor a temperatura de 170°C, que ¢
atingida no seu interior apos 50 a 90 min do inicio da rampa de aquecimento. Com os
fons sulfeto (S*) e bissulfeto (HS") presentes no licor, ocorre a quebra de ligagdes o e
[aril éter da lignina formando fenolatos soltiveis, que sdo entdo removidos por lavagem
exaustiva na forma do licor negro.

A reatividade nestes sitios de degradacao estdo dependentes de quais grupos estao
ligados a estes carbonos, sendo que ligacdes a-aril-éter em unidades fenolicas sdo
clivados rapidamente pela conversio destas unidades em seus respectivos

quinonametideos (Figura 10).
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FIGURA 10: CLIVAGEM ALCALINA DE LIGACAO o-ARIL ETER EM
UNIDADES FENOLICAS ARIL-PROPANO (CHAKAR E
RAGAUSKAS, 2004)
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A reagdo prossegue com a adicao de ion hidrosulfeto gerando uma estrutura
benzil-mercaptide, que entdo ataca o Cg formando um intermediario que sofre uma
eliminagao do grupo faril-oxi (Figura 11). Alternativamente, a estrutura quinonemetideo
pode ser convertida em um enol-éter estavel em alcali através da elimina¢do do grupo
hidroximetil terminal na forma de formaldeido (CHAKAR E RAGAUSKAS, 2004).

O balango energético do processo ¢ ajustado pela queima do licor negro na
fornalha de recuperacdo, onde ocorrem reagdes em que os fenolatos de sddio e os sulfatos
se convertem em Na,CO; e sulfetos. Desta forma, o vapor desprendido durante a
descarga ¢ utilizado no aquecimento da 4gua consumida na fabrica. No caso de madeiras
resinosas, pode-se retirar subprodutos como a terebentina condensando-se os gases de
alivio do processo. As principais vantagens da polpagdo kraft incluem: matéria-prima
variavel (madeira de folhosas e coniferas), ciclos de cozimento mais curtos, polpa com
boas propriedades fisico-mecanicas, possibilidade de recuperacdo de subprodutos
(exemplo, terebentina) e o reaproveitamento de licor, com a reciclagem de parte dos
reagentes do processo. Dentre as principais desvantagens, o custo na instalacdo dos

equipamentos, a evolacdo de odores desagradéaveis, os baixos indices de alvura na polpa
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nao branqueada, o custo do processo de branqueamento € o alto impacto ambiental de

seus efluentes (D’ ALMEIDA, 1988).

FIGURA 11: CLIVAGEM SULFIDOLITICA DE LIGACOES B-ARIL ETER EM
UNIDADES FENOLICAS ARIL-PROPANOIDE E CONVERSAO EM
UNIDADES ENOL ETER (CHAKAR E RAGAUSKAS, 2004)
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As reacdes com os carboidratos dependem de sua acessibilidade e estrutura.
Devido a cristalinidade e alto grau de polimerizagdo, a celulose sofre menor degradacao
se comparada as hemiceluloses, que sdao atacadas em temperaturas relativamente baixas.

Os grupos acetil sdo completamente removidos € o “peeling” primario (remog¢ao de
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unidades de actcares a partir da extremidade redutora) ¢ terminado quando a temperatura
méxima do processo ¢ atingida (SJOSTROM, 1992).

Assim o licor de cozimento propicia a solubilizagdo de parte do contetdo das
hemiceluloses no licor negro. Temperaturas elevadas também causam a degradacao
parcial dos polissacarideos no meio alcalino a carboidratos livres e seus derivados
(SCHUERCH, 1963).

Na polpa kraft, observa-se a presenca de uma “lignina residual” que pode ser
definida como um polimero tridimensional que apresenta ligacdes condensadas (C-C) e
ligagdes éter entre unidades de estilbeno, difenilmetano e di-hidroxifenil-propidnicas,
muitas delas pouco hidrolisaveis. Por outro lado, os extraiveis que ainda se encontram na
polpa também podem colaborar na constituicdo desta “lignina”. Portanto, esta “lignina
residual” ¢ significativamente diferente da lignina encontrada na madeira e também da
que pode ser obtida no licor negro gerado no processo de polpacdo kraft (RIO et al.,

2001).

1.6. RECICLAGEM

O consumo elevado de papel em varios setores da economia mundial gera um
grande volume de material ndo aproveitado, fazendo com que a reciclagem seja muito
importante sob o ponto de vista ambiental (BNDES, 1995). Tecnologicamente, o
desenvolvimento de um processo que recupere as propriedades das fibras ainda é um
desafio, pois ¢ muito dificil retornar a polpa as suas caracteristicas originais sem que

ocorram perdas substanciais no seu rendimento (CLEVELAND, 1993).
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O processo de reciclagem compreende etapas nas quais o papel de partida deve ter
suas fibras inicialmente dissociadas e finalmente re-agrupadas. Para a separagio,
emprega-se agua e agentes quimicos sob temperatura controlada, adequando-se os
materiais de partida em um equipamento que proporcione a dissociagdo. Os agentes
quimicos empregados sdo: hidroxido de sodio, o qual auxilia na remogao de pigmentos e
saponifica acidos graxos; perdxido de hidrogénio, que evita o escurecimento da polpa;
sulfeto de hidrogénio, que atua como agente de branqueamento em papéis coloridos;
silicato de sodio, que evita o depdsito de tintas sobre a polpa; quelantes, que removem
metais em solugdo; e surfactantes, que removem compostos apolares geralmente
derivados dos extraiveis. A seguir, a massa obtida ¢ selecionada e o material inapto
retornado a etapa inicial de desagregacdo. A etapa seguinte compreende a secagem do
material, onde se realiza um controle rigoroso, pois as propriedades da polpa obtida
dependerao do estresse sofrido pelas fibras ao longo desta etapa (CLEVELAND, 1993).

Muitos estudos tém sido orientados a investigagdo dos efeitos da reciclagem
sobre a qualidade de polpas brancas. Por isso, 0 maior interesse esta hoje relacionado
as polpas marrons, oriundas da reciclagem de embalagens e destinadas a produgao de
papéis e papeldes. Neste caso, existe uma alta propor¢ao de polpa kraft de fibra longa
ainda bastante lignificada (nimero kappa entre 90 e 100) e, em comparacdo com
outras polpas quimicas, as concentracdes de hemiceluloses e lignina podem ser
particularmente altas (20 e 15%, respectivamente). Portanto, ¢ muito importante saber
sobre a composi¢ao quimica e acessibilidade das hemiceluloses e da lignina de fibras
recicladas, pois estes fatores influenciam as propriedades da polpa, especialmente a

capacidade de associagdo interfibrilar (NAZHAD E PASZNER, 1994).
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Nas fibras recicladas, a perda de propriedades ocorre geralmente no processo de
secagem. A maior influéncia ocorre na morfologia das fibras, pois o seu colapso diminui
a acessibilidade da 4gua as hemiceluloses e conduz a alteragdes na celulose, enrijecendo
partes desta cadeia polimérica. Desta forma, a secagem afeta a capacidade de
inchamento, a flexibilidade e plasticidade das fibras, sendo irreversivel de acordo com a
sua drasticidade (SOUZA et al, 2003).

Tratamentos alcalinos tém sido analisados como uma alternativa para melhorar a
qualidade de polpas recicladas (FREELAND E HRUTFIORD, 1994, GURNAGUL,
1995). Sua acdo estd exatamente baseada na restauragdo da acessibilidade das
hemiceluloses. Estudos sobre o tratamento alcalino e a reciclagem de papéis corrugados
demonstraram que 3% de alcali sobre a polpa melhoraram as suas propriedades de
resisténcia mecanica (CHEN, HEITMANN E CHANG, 1998). No entanto, ¢ de se notar
que o tratamento alcalino ndo ¢ comumente empregado pelas industrias de reciclagem,
pois nao se pode evitar que certa quantidade de carboidratos se perca por dissolugao,
afetando negativamente o rendimento do processo e¢ a qualidade do produto final.
Também nao se conhecem estudos que relacionem o aumento da afinidade a dgua e a
perda de massa por dissolucdo, o que resultaria em condi¢des Otimas de tratamento
alcalino (GURNAGUL, 1995).

Os tratamentos oxidativos, quando empregados em processos de branqueamento
de fibras recicladas, alteram positivamente as propriedades das polpas. Constata-se uma
melhora das associagdes interfibrilares pelo tratamento de fibras recicladas com agentes
oxidantes como 0 0zdénio. O uso de espectroscopia Raman e DRIFT (reflectancia difusa

com transformada de Fourier), assim como a técnica ESCA-XPS (espectroscopia



19

fotoeletronica de raios X), permitiram identificar a acdo quimica da oxidagdo sobre a
superficie das fibras recicladas (MINOR, ATALLA E HARTEN, 1993).
Freqiientemente, observa-se uma inativagao da superficie externa da fibra, que pode ser
revertida com a agdo oxidativa. As alteragdes quimicas nas superficies das fibras também
sdo mencionadas como condicdo para o aumento da capacidade de associagdo
interfibrilar NAZHAD E PASZNER,1994).

Estudos de branqueamento com peroxido de hidrogénio sobre polpas de abeto, em
condicdes de alta alcalinidade, demonstraram claros efeitos sobre as propriedades fisicas
da polpa (MOLDENIUS, 1984; ROTHENBERG, SHAW E DURST, 1981).
Recentemente, comprovou-se que, para certas condi¢cdes de tratamento de polpas
recicladas, a agdo oxidativa do ozénio melhora a sua capacidade de associagdo

interfibrilar, resultando em papéis de melhor qualidade (ZANUTTINI E RUDI, 1997).

1.7. DEGRADACAO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Microrganismos capazes de degradar a madeira produzem enzimas
extracelulares que promovem a degradacdo da parede celular e cada tipo de
mecanismo de degradacdo acarreta diferentes alteracdes nas propriedades fisicas,
quimicas e morfologicas na madeira biodegradada.

Os fungos que promovem a biodegradacido da madeira pertencem a
classificacdo taxonomica dos Basidiomicetos, como fungos da podriddo marrom
(“brown-rot fungi”) e da podridao branca (“white-rot fungi”), e dos Ascomicetos e
Deuteromicetos, que causam a podriddo suave (“soft-rot fungi”) (Figura 12). Os

fungos da podridao branca sdo capazes de degradar todos os componentes da parede
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celular, e normalmente causam uma descoloragdo da madeira. Por outro lado, os
fungos da podriddo marrom despolimerizam a celulose rapidamente nos estagios
iniciais da colonizacao.

O terceiro grande grupo dos fungos que decompdem a madeira, causam a
chamada podriddo suave e sdo classificados taxonomicamente nas subdivisdes
Ascomicetes e Deuteromicetes. Sdo caracterizados por uma degradagdo superficial da
madeira, € podem ser confundidos com os fungos da podriddo marrom, apesar de nao
causarem uma perda de massa muito expressa em seus componentes
macromoleculares. Estes fungos principais foram sub-classificados em dois grupos,
sendo o primeiro caracterizado por formarem cavidades longitudinais na parede
secundaria, e o segundo grupo por formarem erosdes completas na parede secunddria.
Geralmente, a lamela média ndo ¢ degradada, em contraste aos fungos da podridao
branca, mas pode atingir altos graus de biodegradacdo em estagios mais avangados do

processo (BLANCHETTE, 2000).

FIGURA 12: FUNGO DA PODRIDAO BRANCA, Trametes hirsuta.

As enzimas envolvidas nos processos de oxidacdo da lignina podem ser
classificadas como lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacases. Ha

evidéncias de que enzimas pertencentes a estas trés classes podem agir sobre
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componentes de baixa massa molar da madeira que, posteriormente, atuam no
processo de oxidagao da lignina como mediadores.

As lignina peroxidases possuem massa molar aproximada de 40 kDa, sdo
glicosiladas e apresentam valores de pH 4cidos para melhor atuacgdo. O sitio catalitico
¢ formado por um heme Fe-protoporfirinico IX, que ¢ oxidado por H,O, levando a um
intermediario deficiente de 2 elétrons, que retorna ao seu estado inicial mediante a
oxidagdo de um substrato doador. Quando atuando em estruturas de lignina,
promovem inicialmente a remoc¢ao de um elétron da estrutura aromadtica, gerando um
radical arila que reage de forma aleatéria para formar uma grande variedade de
fragmentos, onde os principais sdo oriundos da quebra de ligagdes C,-Cp.

As manganés peroxidases sdo similares as LiP no que diz respeito a glicosilagao
e condicdes Otimas de atividade, embora sua massa seja um pouco maior (50-60 kDa).
O mecanismo de atuacdo da enzima estd esquematizado na Figura 13, onde ¢ de se
destacar que lipideos insaturados podem atuar como mediadores.

As lacases, benzenodiol:oxigénio oxiredutases ou p-difenil redutases (Figura
14), sao enzimas dependentes de cobre, com massa molar na faixa de 60-80 kDa, que
foram observadas primeiramente no estudo do latex de certas arvores na China e
Japdo. Estdo presentes nos tecidos de vegetais superiores e, também, em
microorganismos capazes de processar a madeira (fungos da podridao branca). Foram
propostos mecanismos nos quais as lacases, ao lado das peroxidases, promovem a
despolimerizacdo da lignina, atuando, portanto, na deslignificagdo e possibilitando o
desenvolvimento do fungo. Sao importantes na oxidagdo de anéis aromaticos com

substituintes retiradores de elétrons e podem ser inibidas pela presenca de anions que
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sdo capazes de interagir com o sitio dependente de cobre, como azidas, cianidas e

tiocianidas (CALL E MUCKE, 1997).

FIGURA 13: POSSIVEIS FORMAS DE ATUACAO DAS ENZIMAS LACASES E
MnP SOBRE SUBSTRATOS FENOLICOS.
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FIGURA 14: ESTRUTURA DE UMA LACASE, COM ATOMOS DE COBRE
REPRESENTADOS EM VERMELHO
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Visando uma melhoria na atuagao das enzimas sobre a lignina, desenvolveram-
se técnicas nas quais se empregam compostos organicos como mediadores. Os
mediadores sdo compostos de massa molar relativamente baixa que sdo inicialmente
oxidados pelas lacases e, posteriormente, oxidam a lignina (Figura 15) (BARRECA et
al, 2003).

MOCCHIUTTI, ZANUTTINI e SAPARRAT (2005) constataram que o
tratamento de polpas kraft recicladas com lacases sistema mediador (HBT,
hidroxibenzotriazol) melhorou as propriedades das fibras hornificadas para a confec¢ao
do papel, produzindo corpos de prova de melhor resisténcia a tracdo e ao rasgo. No
entanto, estes autores nao investigaram o efeito que o tratamento enzimatico exerceu
sobre a composicdo quimica dos principais componentes da polpa, celulose,
hemicelulose, lignina e extrativos. Portanto, dada a aparente potencialidade do tratamento
enzimatico para aumentar a reciclabilidade de polpas kraft, estudos quimicos passaram a
ser de fundamental importancia para a compreensao dos efeitos positivos causados pelas

enzimas. A principio, tais estudos ainda ndo foram relatados na literatura especializada.

FIGURA 15: ESQUEMA DE ATUACAO DA LACASE SISTEMA MEDIADOR

0, K lacase ><mediador oxidado substrato
H,0 lacase oxidada mediador >< substrato oxidado
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2. OBJETIVO

Determinar o efeito que o tratamento enzimatico oxidativo, empregando lacases
de Trametes hirsuta ¢ HBT como mediador, exerce sobre a composi¢do quimica de
fibras de polpa kraft reciclada, visando correlacionar estes efeitos com suas implicagdes
sobre as propriedades fisico-mecanicas das fibras. Este objetivo foi alcancado através do

seguinte planejamento experimental:

* Obtencao de polpas kraft recicladas de coniferas através do procedimento
tradicional de reciclagem e do emprego de oxigénio molecular, na auséncia e

na presenga de lacases-sistema mediador

* Determinagdo da composicdo quimica percentual das polpas recicladas e

comparacao de seus resultados com a polpa reciclada de referéncia

* Caracterizagdo do efeito dos tratamentos oxidativos sobre a composi¢dao

quimica e estrutural dos carboidratos presentes nas polpas

» Isolamento e caracterizagdo dos extraiveis e da lignina residual presentes nas

polpas kraft recicladas ou ndo pelos processos convencional e oxidativo

» Avaliagdo da correlagdo existente entre as propriedades quimicas e fisico-
mecanicas das polpas kraft, antes e apds a realizacdo dos processos de

reciclagem.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

As andlises foram realizadas com uma polpa kraft /iner ndo branqueada, cujo
numero kappa correspondeu a 91,6 (Papel Misioneiro, Santa F¢é, Argentina). As lacases
empregadas no estudo foram isoladas do fungo Trametes hirsuta pela equipe de
pesquisadores da VTT Biotechnology (Espoo, Finlandia). Os demais reagentes foram

adquiridos no comeércio em grau analitico.
3.2. METODOS

3.2.1 Obtengao das polpas recicladas

A preparacdo das polpas recicladas e os tratamentos enzimaticos foram realizados
no Instituto de Tecnologia Celuldsica da Universidad Nacional del Litoral (Santa F¢,

Argentina).

A polpa kraft comercial foi umedecida, desintegrada e refinada antes de ser
classificada em Bauer McNett, de onde foi selecionada a fragao R30. Desta fracao foram
confeccionados corpos de prova (“handsheets™) de 214 g/m?* que foram secos em estufa
a 105°C por 1,5 horas. As fibras obtidas pela desintegracdo dos corpos de prova,
doravante denominados como polpa kraft reciclada (PR), serviram para obtencdo da
polpa reciclada tratada com oxigénio (PRO) e polpa reciclada tratada com sistema lacase-
mediador (PROL), como descrito abaixo. Por outro lado, uma amostra da polpa kraft

original foi liofilizada para servir como referéncia ao procedimento analitico (polpa K).
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A polpa de referéncia (polpa PRO) foi derivada do tratamento com oxigénio
molecular (borbulhamento) da polpa kraft reciclada, a uma consisténcia de 2% (m/m),
sob agitagdo e por um periodo de 4 horas na temperatura de 40°C. A polpa tratada com
lacases (polpa PROL) foi obtida em condig¢des idénticas a PRO, exceto pela adicao de
lacases, em atividade de aproximadamente 15,6 U/g de polpa seca, ¢ do mediador
hidroxibenzotriazol (HBT), a 3% (m/m) em relagdo a polpa seca. A atividade das
enzimas foi determinada em pH 5,0, utilizando guaiacol como substrato (€45 ,,m=12100
M em™). Em ambos os casos, foram preparados corpos de prova de 240 g/m?, que foram
secos a 50°C até peso constante. Finalmente, os corpos de prova foram desintegrados em
agua sob agitacdo e as polpas foram secas a temperatura ambiente para dar seqiiéncia aos

procedimentos analiticos descritos abaixo.

3.2.2 Determinagao da resisténcia a tracao

Estes ensaios foram realizados com os corpos de prova em equipamento de
testes universal “Instron”, equipado com um sistema microprocessado e
computadorizado de coleta de dados. A norma utilizada foi a TAPPI T 4949 om-96. A
distancia entre garras no corpo de prova foi de 100 mm, a velocidade do teste de 25
mm/min ¢ a capacidade de carga de 100 ou 1000 N. A energia de deformacao dos

corpos de prova foi calculada utilizando a seguinte equagao:

100004
IR(J/m?*)=—" Equacao 1
(J/m) LxLax@G quag
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onde A ¢ a area sobre a curva de forca vs. deformagdo, L ¢ o comprimentoda amostra
(cm) e La ¢ a largura da amostra (cm) e G € a gramatura da folha ou corpo de prova

(ZANDONA, 2001).

3.2.3 Isolamento e caracterizagdo dos principais componentes das polpas

Para todos os ensaios, as amostras foram previamente secas a temperatura
ambiente e os seus respectivos teores de umidade foram determinados segundo o método
gravimétrico tradicional.
3.2.3.1. Extraiveis

Uma quantidade conhecida de polpa foi submetida a um processo de extracao em
aparelho Soxhlet, empregando uma seqiiéncia de solventes na seguinte ordem crescente
de polaridade: éter, diclorometano (DCM), etanol 95°:tolueno (1:2 v/v) (ET) e etanol
95°(EtOH), segundo a norma TAPPI T204 om-88, e uma extracdo em baldo de fundo
redondo com 4gua fervente, segundo a norma TAPPI T264 om-88. Apds cada etapa de
extragdo, o solvente foi removido em evaporador rotativo na temperatura de 45 °C e o
residuo foi seco em baldo previamente tarado. Por diferenca de massa, o percentual de
cada extrato foi calculado em relagdo a massa seca original de polpa empregada.
3.2.3.2 Lignina

Com a finalidade de se obter uma boa quantidade de lignina para
caracterizagdo, optou-se por extracdo em Soxhlet empregando uma mistura de
dioxano:HCI 2 mol/L (9:1) por um periodo minimo de seis horas. Apds a remogao do
solvente, as amostras foram suspensas em agua ¢ o pH do meio neutralizado com

bicarbonato de sodio, para posterior liofilizagao.



28

3.2.3.3 Holocelulose

A amostra foi suspensa em agua destilada e adicionada de 4cido acético glacial,
acetato de sddio 20% e clorito de sodio 40%. O frasco fechado foi mantido a 75°C por
30 minutos, ao qual foram novamente adicionados o acido, o acetato e o clorito. Esta
operagdo foi repetida até um tempo total de 2 horas de reacdo. A porcentagem de
holocelulose foi obtida gravimetricamente através da filtragdo da mistura em cadinho
de Gooch j4 tarado, e o resultado obtido foi expresso em relagdo a massa seca de polpa
(GUERRA, 2002).
3.2.3.4 Hemiceluloses e a-celulose

A holocelulose foi tratada com uma solugdo de hidroxido de potassio a 5% sob
atmosfera inerte na temperatura de 25°C por 120 minutos. O material foi filtrado,
lavado novamente com a solu¢do alcalina e, posteriormente, com agua. O filtrado
correspondeu a hemicelulose A, que foi precipitada em proveta com uma solugao de
etanol:acido acético (1:1). O material residual foi entdo tratado com solugdo de
hidroxido de potéassio a 24% como descrito anteriormente. O filtrado correspondeu a
hemicelulose B, e o material insoluvel a a-celulose. As hemiceluloses foram
recuperadas através da centrifugagdo dos floculos, seguida por lavagens e
centrifugagdo com dagua, alcool e éter, sendo transferidas para vidros de relogio
previamente tarados. O teor de hemiceluloses foi determinado gravimetricamente em
relacdo a massa original de polpa, enquanto que a a-celulose também foi determinada
da mesma forma, apds a secagem a 45°C em cadinho previamente tarado (FENGEL E

WEGENER, 1989).
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3.2.4. Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos em equipamento Bio-Rad Excalibur
FTS 3500GX, no intervalo de 400 a 4000 cm™, com aquisi¢io de 32 interferogramas para
a andlise de extraiveis e 64 interferogramas para a caracterizagao das ligninas, seguida da
aplicacdo da transformada de Fourier. As amostras foram analisadas em pastilhas de KBr

com concentracao de aproximadamente 1% (PERISSOTO, 1999).

3.2.5. Lignina de Klason

Uma quantidade conhecida de polpa seca e livre de extraiveis foi tratada com
acido sulftrico 72% em uma temperatura de 20°C, por um periodo de 1 (uma) hora e
agitacdo ocasional. Apds este tempo, o acido foi diluido até concentracdo de 3% e a
solu¢do aquecida em autoclave (120°C) para hidolise total. Ao término de 1 hora, filtrou-
se a mistura em cadinho de Gooch n°2 previamente tarado. O residuo foi lavado com
dgua quente, seco em estufa até peso constante e a percentagem de lignina insoluvel em
acido, ou lignina de Klason, foi determinada em relacdo a massa seca de amostra
(GOMIDE E DEMUNER, 1986). O filtrado foi recolhido e aferido em balao volumétrico
de 250 mL, para a determinacao de lignina solivel em meio &cido por espectroscopia no
ultravioleta, empregando a seguinte equacao:

4,53(Al - Ac)

C(g/L)= 300

Equacao 2

onde A/ e Ac corresponde a absorvancia em 205 e 280 nm, respectivamente (DENCE E

LIN, 1992).
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3.2.6. Quantifica¢do da lignina pelo brometo de acetila

As amostras de polpa previamente extraidas com etanol:tolueno (1:2) foram
acondicionadas em frascos reacionais, onde foi adicionado brometo de acetila em
acido acético glacial contendo acido perclorico (70%). Os frascos selados foram
mantidos a 70°C por 30 minutos. Posteriormente, o conteudo foi transferido para balao
volumétrico de 100 mL que continha 10 mL de NaOH 2 mol/L, e o volume foi
completado com d4cido acético glacial. Para a obten¢do do valor de lignina, fez-se
leitura em 280 nm e o calculo foi baseado na seguinte equacao:

100(a bV

lignina (%) = y
m

B, Equacgdo 3

onde a e b correspondem a absorvancia da amostra e do branco, V' ¢ o volume da
solugdo em litros, 4 ¢ a absortividade da lignina, m ¢ a massa da amostra e B ¢ o fator

de correc¢do para o tipo de polpa em estudo (DENCE E LIN, 1992).

3.2.7. Hidroxilas fendlicas da lignina

Para a determinagcdo de hidroxilas fendlicas, empregou-se o método de
espectrometria diferencial na regido do ultravioleta, que consiste na obtencdo de
espectros em diferentes condi¢des de pH. Para a obtengao do espectro em meio basico,
foi preparada uma solugdo estoque de lignina (0,5 mg/mL em dioxano 96%) ¢ o pH
ajustado a 13 com NaOH 1,0 mol/L, enquanto que o espectro em meio acido,
empregado no zero do aparelho, foi gerado a partir de uma solu¢ao com pH ajustado a

1 com HCI 1,0 mol/L. O percentual de hidroxilas fendlicas foi calculado pela equagao:
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% = w , Equa(;ﬁo 4

C

onde A250 ¢ a absorbancia da solu¢ao em 250 nm, subtraida da absorbancia relativa a

linha de base do espectro, e C ¢ a concentragdo da lignina em g/L (GUERRA, 2002).

3.2.8. Hidroxilas alifaticas

A amostra (100 mg) foram adicionados 5 mL de mistura ftalante (50 mL de
piridina ¢ 5 g de anidrido ftalico) e 2 mL de benzeno. O frasco foi fechado e
permaneceu a 80°C por 3 horas. Agua foi adicionada apds este periodo, ¢ o frasco
permaneceu por mais 10 minutos na temperatura de 80°C. Posteriormente, a amostra
fo1 filtrada em cadinho n°2 e o filtrado titulado com KOH 0,2 mol/L tendo como
indicador a fenolftaleina. A porcentagem de OH foi obtida pela equagao:

(b—a)x fx170
m 2

%:

Equacao 5

onde b e a correspondem aos volumes de KOH gastos na titulagdo do branco e da

amostra, /¢ a concentracdo do KOH e m ¢ a massa da amostra em mg (ZAKIS, 1994).

3.2.9. Grupamentos acidos

Cerca de 40 mg de lignina foram tratadas com 5 mL de LiOH 0,1 mol/L e 2 mL
de etanol em um frasco fechado, que foi acondicionado a 85°C por 3 minutos, seguido
da adi¢do de 1 mL de cloreto de bario e repouso até resfriamento. Agua foi adicionada
até um volume final de 25 mL e, apds agitagdo, foi realizada a centrifuga¢do do

material. A 20 mL do sobrenadante foram adicionados 5 mL de HCI 0,1 mol/L e gotas
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de vermelho de metila, o excesso de acido foi titulado com LiOH 0,1 mol/L e a
porcentagem de grupamentos acidos foi calculada segundo a equacao:

(b—a)x fx212,5

m

%:

Equacao 6

onde b e a correspondem ao volume de LiOH gastos na titulagdo do branco e

amostra, /¢ a concentracdo do LiOH e m ¢ a massa da amostra em mg (ZAKIS, 1994).

3.2.10. Carbonilas

Amostras de lignina (80 mg) foram acondicionadas em tubo, onde se adicionou
2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 5 mL de mistura oximante (0,2 mol/L
NH,OH-HCI e 0,08 mol/L trietanolamina). O tubo foi aquecido a 80°C por 2 horas,
sendo o contetido transferido quantitativamente a um Erlenmeyer com um minimo de
agua. Apos este periodo, o excesso de TEA foi titulado com HCI 0,1 mol/L até pH 3,3
e o teor de carbonilas obtido pela equagao:

% _ (b—a)XfngO,l Equagéo 7
m

onde b e a correspondem ao volume de HCI gastos na titulacdo do branco e amostra, f

¢ a concentragdao do HCl e 4 € a massa da amostra em mg (ZAKIS, 1994).

3.2.11. Acetilacdo das ligninas
A cerca de 50 mg de lignina foram adicionados 2 mL de uma mistura de
anidrido acético:piridina (1:1, v:v) e a mistura foi deixada por 24 horas a temperatura

ambiente. Posteriormente, o excesso de anidrido foi destruido com 13 mL de etanol,
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seguido de repouso por 30 minutos. Os solventes foram entdo evaporados sob baixa
pressdo e a piridina removida com co-evaporacdes de metanol. A amostra acetilada foi
primeiramente dissolvida em cloroférmio e posteriormente seca contra pentdoxido de

fosforo e lentilhas de hidroxido de potassio (DENCE E LIN, 1992).

3.2.12. Determinagao de carboidratos

Os hidrolisados de Klason foram centrifugados e analisados em sistema
cromatografico Shimadzu modelo LC10AD, provido de um amostrador automatico
SIL10A, desgaseificador de fase movel modelo DGU 14A, forno de aquecimento de
coluna modelo CTO 10A, detectores modelo RIDIOA para indice de refracdo e
modelo SPD-M10A para espectrometria no ultravioleta. A analise foi realizada em
coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 65°C, precedida por pré-coluna Céation—H, com
fase méovel H,SO, 8 mM a uma vazao de 0,6 mL/min. A quantificacdo foi efetuada por
padronizagdo externa, com base em curvas de calibragdo construidas para cada
componente monitorado, celobiose, glucose, xilose, arabinose, acido acético, acido 2-

furéico, hidroximetilfurfural e furfural (ZANDONA, 2001).

3.2.13. CPG das amostras de holocelulose

O objetivo da reagdo de carbamilagdo (Figura 16) foi o de derivatizar a celulose
para posterior cromatografia de permeacao em gel (CPG). A polpa de celulose
liofilizada (50 mg) foi suspensa em dimetilsulfoxido (3 mL) e entdo reagida com
isocianato de fenila (0,3 mL) em tubos reacionais fechados, por um periodo de 48
horas, em um bloco de aquecimento a 80°C, com agitagdo ocasional. Apds este

periodo, a mistura resultante foi precipitada em metanol/agua (80:20). O precipitado
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foi lavado trés vezes com a solugdo metanol/dgua, seco em dessecador sob vacuo
contra P,Os e acondicionado em tubos fechados, reservados para posterior andlise por
cromatografia de permeagdo em gel (CPG) (RAMOS, 2001). As analises
cromatograficas foram obtidas em sistema Shimadzu LCIOAD, provido de um
detector de rede de fotodiodos SDP-M10A-VP, ajustado no comprimento de onda de
240 nm. As amostras de celulose carbamilada exigiram o emprego de quatro colunas
TSK Gel em série, cujos limites de exclusdo corresponderam a 4x107, 10°, 10° ¢ 10°
u.m.a., respectivamente. As analises foram realizadas a 45°C tendo tetrahidrofurano
(THF) como fase mével, a uma vazao de 1,0 mL/min. O procedimento de injecdo foi
realizado através de amostrador automatico SIL-10A, cujo volume de injecao foi de 20
uL. A massa molar aparente da celulose e das hemiceluloses foi calculada a partir dos
volumes de retencao de padrdoes monodispersos de poliestireno, utilizando o modulo
de CPG do software CLASS-LCI10 (Shimadzu), sendo que a curva de calibragdo foi
efetuada sobre a andlise de padrdes monodispersos de poliestireno de massa molar
entre 2500 e 1800000 unidades, respectivamente. A partir dos respectivos volumes de
retencdo apresentados pelos padrdes, foi possivel tracar uma curva-padrdo cuja
expressao matematica apresentou um fator de dispersao de 0,028.

O calculo da massa molar da celulose per-carbamilada foi procedido pelo

método de calibragdo universal, conforme com a seguinte equagao:

(I+ay)InMp+ In(K,/Ke)
1+ a-

In M: =

Equacao 8
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Nesse calculo, foram utilizados os seguintes valores das constantes de Mark-Houwink:
a=092¢ek=201x10" para a celulose per-carbamilada e oo = 0,74 e k = 1,18x10™
para o poliestireno, ambos em THF. Assim, baseados na curva de calibracdo dos
padroes de poliestireno, foi possivel calcular o nimero molar médio (ou média
aritmética das massas molares, MMy) e a massa molar média (ou média ponderada das
massas molares, MM,,) da celulose per-carbamilada, sendo que o grau de
polimerizagcdo (GP) foi determinado pela relacio de GP=MM/519. Por fim, a razdo
MM\/MMy foi utilizada como medida da polidispersidade da polpa, que representa o

desvio padrao da distribuicdo em torno de seu ponto central.

FIGURA 16: REACAO DE CARBAMILACAO DA CELULOSE EMPREGANDO

ISOCIANATO DE FENILA
OH C¢0 OR
~0 0 N¢ DMSO, 80 °C -0 o
HO o_* OR o
OH OR

Para as andlises de CPG de amostras de lignina, foram utilizados os seus
respectivos derivatizados acetilados dissolvidos em THF. As andlises foram realizadas
nas mesmas condi¢cdes cromatograficas empregadas para analise da celulose
carbamilada, somente que restringindo as colunas as de limites de exclusdo de 4x10°,

10* e 10° u.m.a.

3.2.14. Cinzas

Uma quantidade conhecida de polpa foi acondicionada em um cadinho de

porcelana, previamente calcinado e tarado, sendo entdo calcinada em mufla a uma
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temperatura de 525°C por um periodo de uma hora. O teor de cinzas foi obtido através da
relagdo de diferenga de massa entre o cadinho com cinzas e o cadinho vazio, que foi

expressa como cinzas em relacao a quantidade de amostra inicial (PERISSOTO, 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De uma polpa kraft “liner” de Pinus sp., com nimero kappa de 91,6, foram
produzidos corpos de prova (folhas de teste ou “handsheets’) para simulacao do processo
de producdo de papé¢is kraft para embalagens. Estas folhas de teste foram entdo
desintegradas, gerando uma polpa de fibras recicladas (polpa PR) que serviu para os
testes com sistemas oxidativos empregando oxigénio (polpa PRO) e oxigénio/sistema
lacase-mediador (polpa PROL). Posteriormente, corpos de prova de 60 g/m® foram
preparados em laboratdrio, a partir das polpas modificadas quimicamente (polpas PRO e
PROL), para avaliar o efeito do tratamento enzimatico sobre a resisténcia a tracdo. As
polpas PRO e PROL apresentaram resisténcias a tragdo de 30,8 e 33,7 Nm/g, enquanto
que o valor de referéncia para a polpa kraft de origem foi 44,5 Nm/g. Isto significa que,
embora ndo tenha sido possivel regenerar o valor originalmente observado na polpa
virgem, o uso de lacases melhorou em 9,4% a resisténcia a tracao das fibras recicladas
(vide polpa PRO). Neste trabalho, a composicao quimica das polpas supramencionadas
foi caracterizada para identificar os fatores quimicos e/ou estruturais que justificariam a
melhora observada no comportamento fisico-mecanico. Para tal, amostras foram obtidas
a partir da desintegra¢dao de folhas de teste, preparadas a partir das polpas PR, PRO e
PROL em condigdes padronizadas. Estas amostras foram entdo submetidas a
caracterizagdo quimica para avaliar o efeito que o tratamento enzimadtico oxidativo,
empregando lacases de 7. hirsuta na presenca do mediador hidroxibenzotriazol (HBT),
exerceu sobre a composicao quimica e estrutural dos principais componentes da polpa

kraft empregada neste estudo.
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4.1. COMPOSICAO QUIMICA DAS POLPAS

A analise preliminar da composi¢ao quimica das polpas em estudo encontra-se
na Tabela 1. Estes resultados revelaram que o tratamento enzimatico oxidativo nao
acarretou quaisquer alteracoes significativas no teor de holocelulose, lignina de Klason
e materiais inorganicos (cinzas) da polpa kraft, com excec¢do dos valores obtidos para o
teor de extraiveis. Por outro lado, foi possivel observar que o teor de holocelulose das
polpas recicladas foi inferior ao da polpa kraft e que o tratamento com oxigénio
proporcionou menores diferengas para este valor. Por outro lado, os valores totais da
Tabela 1 que se apresentaram ligeiramente superiores a 100 % foram associados a
contaminacdo parcial da holocelulose com lignina ndo extraida pelo tratamento das
polpas com clorito de s6dio em meio acido. Esta hipdtese foi comprovada pela
determinacao de lignina de Klason na holocelulose isolada das polpas, cujos resultados
indicaram a presencga de lignina total em teores médios de 2,3 % (m/m). Assim, os
teores de holocelulose registrados na Tabela 1 estdo superestimados em
aproximadamente 2 %, o que justificaria os totais observados na andlise somativa. No
entanto, considerando as dificuldades analiticas inerentes ao processo de
deslignificagdo, de que depende o isolamento da holocelulose, os resultados
apresentados na Tabela 1 foram considerados representativos da composi¢ao
percentual das polpas em relagdo a estes quatro componentes.

A Tabela 1 sugere que houve um pequeno aumento do teor de lignina total nas
polpas PRO e PROL, em relacdao as polpas PR e kraft original. No entanto, este

aumento parece ter sido devido exclusivamente ao aumento da lignina solivel em
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acido, pois os teores de lignina insolivel em 4cido apresentaram-se constantes para

todas as polpas envolvidas neste ensaio (Tabela 2).

TABELA COMPOSICAO QUfMICA DAS POLPAS KRAFT, KRAFT
RECICLADA (PR) E KRAFT RECICLADA TRATADA COM
OXIGENIO NA AUSENCIA (PRO) E PRESENCA DE LACASES-
SISTEMA MEDIADOR (PROL)
Holocelulose Lignina de Extraiveis Cinzas Total
Folpa (%) Klason (%) (%) (%) (%)
Polpa kraft 84,09 + 0,41 12,94 £ 0,10 1,11 +0,33 0,90 99,04
PR 82,78 £ 0,11 12,90 + 0,39 1,70 = 0,45 1,00 98,38
PRO 83,08 £0,23 14,15+ 0,67 3,11 £0,68 0,66 101,00
PROL 83,61+ 0,14 13,41 £0,57 4,15+0,18 0,64 101,31

TABELA 2: QUANTIFICACAO DA LIGNINA PRESENTE NAS POLPAS PELOS
METODOS DE KLASON E DO BROMETO DE ACETILA

Lignina de Klason”

Amostra Lignina AcBr”
insoluvel soluvel total

kraft 11,20+ 0,15 1,74 +£ 0,05 12,94 13,59 £1,53

PR 11,14 £ 0,22 1,76 £ 0,21 12,90 nd

PRO 11,41 +£0,92 2,74 + 0,46 14,15 13,14 £1,07

PROL 11,18 0,55 2,23+ 0,05 13,41 12,56 +£0,25

PR, polpa kraft reciclada; PRO, polpa kraft reciclada tratada com oxigénio; PROL, polpa kraft reciclada
tratada com oxigénio na presenga de lacases-sistema mediador; nd, ndo determinado

“ medidas em triplicata

® medidas em duplicata

O teor de lignina insoluvel em acido, obtida pelo procedimento de Klason, nao
apresentou alteracOes significativas para as diferentes amostras. Embora estas

variagdes tenham sido de pouca relevancia, esperava-se que o tratamento com lacases
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influenciasse a contribuicdo percentual da lignina na polpa, gerando um ligeiro
decréscimo da lignina insolivel em 4cido acompanhado por um ligeiro aumento do
teor de lignina soltivel em acido. No entanto, o tratamento oxidativo, quer realizado na
presenca (polpa PROL) ou na auséncia (polpa PRO) de lacases, determinou ocasionou
apenas um aumento consideravel do teor de lignina soltivel em acido em relacdo a
polpa original.

Os resultados apresentados na Tabela 2 permitem observar que houve uma
relagdo muito proxima entre as quantidades de lignina total determinadas pelos
procedimentos de Klason e do brometo de acetila. Todavia, o segundo procedimento
nao soO reiterou como reforcou a evidéncia de que o tratamento enzimatico oxidativo
reduziu o teor de lignina total da polpa reciclada, em relagdo a polpa kraft original.

WONG, ANDERSON e KIBBLEWHITE (1999) realizaram um estudo sobre as
propriedades de corpos de prova obtidos de polpa kraft de coniferas, cujo numero
kappa era de 95. Estes autores inicialmente constataram um teor de 15,5 % de lignina
insoluvel em 4acido na polpa kraft e, ao submeter esta polpa a um tratamento com
lacase-sistema mediador, ndo observaram qualquer alteracdo que pudesse ser atribuida
ao tratamento enzimatico oxidativo. No entanto, o numero kappa sofreu uma queda de
8 a 11 unidades em relacdo ao controle, sugerindo que o efeito do sistema enzimatico
ndo se restringiu a despolimerizacao oxidativa da lignina presente na polpa.

Diferentemente dos outros componentes da polpa kraft, os extraiveis totais
apresentaram uma alteragdo bastante significativa em decorréncia dos tratamentos
oxidativos. E importante ressaltar que, neste estudo, os extraiveis totais representam a

somatdria dos teores obtidos nas extracdes seqlienciais com éter, diclorometano,
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etanol:tolueno 1:2 (v/v), etanol 95° e 4gua quente. A atuacdao do sistema oxidativo,
quer enzimatico ou ndo, provavelmente gerou fragmentos de lignina de menor massa
molar que foram passiveis de extragdo pelos solventes empregados. No entanto, a
mistura etanol:tolueno foi a que apresentou o maior aumento em sua capacidade de
solubilizar os extraiveis da polpa, sugerindo que estes devem corresponder a estruturas
oxidadas (portanto, de maior polaridade) oriundas da degradacao parcial de complexos
lignina-carboidrato e outros constituintes da polpa.

E interessante observar que o tratamento da polpa kraft com oxigénio
molecular, na presenca do sistema lacases-mediador, acarretou um aumento superior
no teor de extraiveis totais (Tabela 3), em comparacdo com o experimento controle
(polpa PRO). Portanto, as enzimas aparentemente aumentaram a seletividade do
processo oxidativo.

Houve também um aumento consideravel no teor de material extraido com 4agua
a quente, que foi maior para a polpa PROL. Esta observagao também esta relacionada
a maior seletividade do processo oxidativo, neste caso observado através do aumento
da solubilidade em dgua de componentes de baixa massa molar da polpa e a eventual
geracao de oligdmeros soluveis provavelmente oriundos de complexos lignina-
carboidrato.

De um modo geral, o teor de extraiveis de madeiras de coniferas encontram-se
na faixa de 2 a 5 %, enquanto que o teor de extraiveis em polpas kraft derivadas de
coniferas sdo de aproximadamente 0,1 % para compostos neutros (DENCE E REEVE,
1996). No entanto, ndo ha dados na literatura para extraiveis empregando os solventes

utilizados neste trabalho.
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TABELA 3: COMPOSICAO PERCENTUAL DOS EXTRAIVEIS OBTIDOS A
PARTIR DE EXTRACOES SEQUENCIAIS

Polpa Eter’ DCM" ET" EtOH" AQ Total
Polpa kraft 0,13+0,03 0,35+0,05 0,18+0,05 0,45+0,17 0,53+0,05 1,11
PR 027+0,15 031+0,08 091+006 0,29+0,15 0,58+0,04 1,70
PRO 0,13+£0,02 1,19+0,52 0,72+0,01 0,71+0,18 0,36+0,04 3,11
PROL 020+£0,03 032+0,09 1,84+0,08 056+0,02 123+0,02 4,15

PR, polpa kraft reciclada; PRO, polpa kraft reciclada tratada com oxigénio; PROL, polpa kraft reciclada
tratada com oxigénio na presenca de lacases-sistema mediador; DCM, diclorometano; ET, etanol:tolueno
(1:2); EtOH, etanol; AQ, agua quente

® medidas em duplicata

4.2. COMPOSICAO E CARACTERIZACAO DOS CARBOIDRATOS

A composicao polissacaridica das polpas em estudo encontra-se discriminada
na Tabela 4, onde se percebe um aumento aparente no teor das hemiceluloses, apesar
do alto desvio padrio que caracterizou este procedimento analitico. E importante
ressaltar que as fracdes hemicelulésicas A e B, bem como a a-celulose, foram
determinadas a partir da holocelulose € que a eventual contaminagdo desta com lignina
pode ter interferido na determinacdo quantitativa destes trés componentes. Por esta
razao, os valores registrados na Tabela 4 foram expressos em relagdo a massa seca de
polpa inicialmente submetida ao processo de extragdo, eliminando parcialmente o
artificio causando pelas dificuldades no processo de isolamento das holoceluloses.

O procedimento de reciclagem tomado como referéncia (polpa PR) causou um
aumento significativo no teor de hemicelulose B da polpa kraft, acompanhado de um
pequeno decréscimo no teor de hemicelulose A. Este efeito dever ter sido decorrente
do processo de hornificagdo das fibras, que diminui a acessibilidade quimica das

hemiceluloses a extracdo alcalina. Efeitos quimicos em paralelo, como a desacetilagao
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das hemiceluloses, também poderiam justificar este comportamento, mas a andlise
cromatografica dos hidrolisados ndo evidenciou tal tendéncia. Por outro lado, o
tratamento oxidativo, quer enzimatico ou nao, parece ter restabelecido a acessibilidade
das hemiceluloses, com um aumento relativo da hemicelulose A, mas tal conclusao foi
dificultada pelo alto desvio padrdo apresentado pelo método.

TABELA 4: ANALISE GRAVIMETRICA DAS FRACOES POLISSACARIDICAS
DAS POLPAS EM ESTUDO EM RELACAO A MASSA SECA

Hemicelulose (%)"

Polpa a-Celulose (%)b
A B total

Polpa kraft 5,49 +0,30 4,80 + 1,40 10,29 73,84+ 2,56

PR 4,46 + 0,06 8,52+ 0,74 12,98 73,31 £ 0,28

PRO 6,94 + 1,62 6,21 +£2,82 13,15 70,82 + 0,59

PROL 7,14+ 1,79 6,40 +2,98 13,54 73,23 £ 0,51

PR, polpa kraft reciclada; PRO, polpa kraft reciclada tratada com oxigénio; PROL, polpa kraft reciclada
tratada com oxigénio na presenca de lacases-sistema mediador
® medidas em duplicata

E de se notar que o teor de o-celulose, determinado na polpa reciclada na
presenca de oxigénio molecular (PRO), apresentou um valor menor do que as demais
polpas. Comparando-se com dados da literatura (Dence e Reeve, 1996), os teores de
a-celulose nas polpas estdo um pouco abaixo dos 80,1 % usualmente relatados para
polpas kraft de coniferas.

A média ponderada do grau de polimerizacao (GPy) das holoceluloses isoladas
dos diferentes tipos de polpas kraft apresentaram-se muito proximos entre si (Tabela
5). E perceptivel que a polidispersidade (que representa a variagio do grau de

polimerizagdao em relagdo a média da populacdo) da holocelulose isolada da polpa
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PRO apresentou valor inferior aos obtidos para as demais holoceluloses. Este fato
também pode ser visto no perfil de eluicdo cromatografica descrito na Figura 16, onde
o pico correspondente aos polissacarideos de menor massa molar diminuiu em relagao
ao controle. Este fato esta provavelmente associado ao processo de reciclagem da
polpa, que envolve etapas de dissociagdo dos corpos de prova, tratamento oxidativo
com oxigénio molecular, re-agrupamento das fibras em um novo corpo de prova (com
perdas de finos e compactacio) e secagem da folha de teste em condigdes
padronizadas. Interessantemente, o emprego de sistema lacases-mediador reverteu o
efeito causado pela hornificagdo e/ou oxidacdo quimica das fibras, como demonstra o

perfil da distribui¢ao obtida por cromatografia de exclusao (Figura 17).

TABELA 5: GRAU DE POLIMERIZACAO MEDIO E POLIDISPERSIDADE DA

HOLOCELULOSE ISOLADA
Amostra GPy GPx GPM/GPN
Holocelulose kraft 1083 103 10,62
Holocelulose PRO 979 141 6,94
Holocelulose PROL 1028 95 10,89

PRO, polpa kraft reciclada tratada com oxigénio; PROL, polpa kraft reciclada tratada com
oxigénio na presenca de lacases-sistema mediador

E interessante observar que a holocelulose da polpa PROL apresentou
praticamente o mesmo perfil da holocelulose da polpa kraft original, sugerindo que as
enzimas, de alguma forma, preservaram a integridade dos carboidratos presentes na
polpa. No entanto, a diferenga entre os perfis foi relativamente sutil, o que pode
significar que a acdo enzimatica oxidativa tem pouca influéncia sobre os componentes

celulosico e hemiceluldsico da polpa. Neste caso, as diferengas registradas nas Tabelas



45

1 e 2 estariam unicamente relacionadas ao erro dos métodos quantitativos empregados
para analise, agravado pela diferente acessibilidade que as polpas kraft, PR, PRO e
PROL apresentaram aos reagentes utilizados no procedimento analitico.

FIGURA 17: GRAU DE POLIMERIZACAO DAS HOLOCELULOSES OBTIDAS DE
POLPAS KRAFT, PRO E PROL
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A Tabela 6 apresenta a composi¢ao das polpas em carboidratos, determinada
nos hidrolisados acidos de Klason por cromatografia de fase liquida. Os resultados
revelaram um pequeno decréscimo na quantidade de glucanas (celulose) e um leve
decréscimo na quantidade de hemiceluloses. Através desta analise, também se nota
que a quantidade de hidroximetilfurfural e furfural para as polpas oxidadas ¢ maior em

relagdo as polpas nao submetidas a este processo. Isto confirma a hipotese de que o
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tratamento com oxigénio e oxigénio/sistema lacase-HBT aumenta a acessibilidade
quimica das hemiceluloses, levando a uma maior degradacdo destes carboidratos
(desidratacao). Interessantemente, os valores quantitativos dos carboidratos
determinados em corpos de prova (folhas de teste ou “handsheets”) da polpa kraft
reciclada (polpa PR na Tabela 6) foram muito proximos aos determinados para a polpa
kraft original. Deste modo, os resultados desta andlise sugerem que a formacao de
folhas a temperaturas elevadas ndo causa um efeito significativo sobre o teor de
carboidratos da polpa, e as diferencas observadas anteriormente eram realmente
devidas a diferencas de acessibilidade das polpas as solugdes de extragdo. Através do
método de andlise cromatografica, o teor de hemiceluloses totais das polpas kraft e PR
estdo de acordo com DENCE e REEVE (1996) (17 %), enquanto que as polpas
submetidas ao processo de reciclagem (polpas PRO ¢ PROL) apresentaram valores
superiores. Uma caracteristica importante observada nos cromatogramas da Figura 18
¢ a auséncia quase total de acido acético (retencdo de 15,2 minutos), sugerindo que as
hemiceluloses foram desacetiladas durante o processo de obtengdo da polpa.

Como dito anteriormente, houve uma diferenca marcante entre os resultados
obtidos para o teor de hemiceluloses através do método gravimétrico (hemiceluloses A
e B, Tabela 4) e do método cromatografico (Tabela 6). Neste sentido, ¢ importante
ressaltar que o procedimento gravimétrico ndo assegura que cada fragdo seja obtida
sem qualquer contaminagdo cruzada, e que, portanto, a a-celulose isolada nao tenha
retido parte das hemiceluloses originalmente presentes na polpa. Dados preliminares
indicaram que a a-celulose pode reter até 10% de seu peso em hemiceluloses, o que

explica a discrepancia observada.
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TABELA 6: COMPOSICAO PERCENTUAL DOS CARBOIDRATOS
CONSTITUINTES DAS POLPAS
Polpas kraft®
Componente (%)
K PR PRO PROL

Glucana 70,60 + 2,48 68.92 +2,35 68,75 +2,75 68,16 +2.13
Xilana 14,26 + 1,02 14,04 + 0,87 13,05+0,46 12,80+ 1,10
Arabinosil 1.61 +£0.36 1.57+0.29 1.51+0.18 1,56 +0.22
HexA 0,015 £0.002  0.014+£0.002  0.041+£0.023  0.041 £=0.009
Furfural 0,542 £0,034 0,522+ 0,066 1,356 +£0,350  1,358+0,179
Hidroximetilfurfural 0,129 +0,011 0,126 = 0,008 0,123 0,016 0,131+0,014

Total 86,54 84,09 82,98 81,35

PR, polpa kraft reciclada; PRO, polpa kraft reciclada tratada com oxigénio; PROL, polpa kraft reciclada
tratada com oxigénio na presenca de lacases-sistema mediador
“ medidas em triplicata

FIGURA 18: CROMATOGRAMAS DOS HIDROLISADOS DE KLASON COM
DETECTOR POR {NDICE DE REFRACAO
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A determinacao de acido hexenurdnico foi realizada com base na analise
cromatografica do acido 2-furdico (Figura 19), cujo tempo de retengdo foi de 29,8 min,
empregando detec¢do por espectrometria no ultravioleta em 252 nm. Aparentemente, o
tratamento oxidativo da polpa ndo acarretou modificagdo significativa em seu teor. Por
outro lado, este mesmo cromatograma mostrou que a intensidade do pico para o
furfural foi maior para as polpas recicladas, quando comparadas as polpas kraft e PR,
sugerindo que o processo de reciclagem aumentou a susceptibilidade das
hemiceluloses a hidrolise 4cida e subseqiiente desidratacdo. Este conceito estaria de

acordo com a hipdtese da perda de acessibilidade discutida anteriormente.

FIGURA 19;: CROMATOGRAMAS DOS HIDROLISADOS DE KLASON COM
DETECCAO POR ESPECTROMETRIA NO ULTRAVIOLETA EM
252 nm
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FIGURA 20: CROMATOGRAMAS DOS HIDROLISADOS DE KLASON COM
DETECCAO POR ESPECTROMETRIA NO ULTRAVIOLETA EM
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Uma hipoétese para justificar o comportamento favoravel do sistema enzimatico
oxidativo esté relacionado a disponibilidade de oxigénio molecular no meio reacional.
Ao adicionar lacases no processo oxidativo de reciclagem, parte do oxigénio injetado
no sistema ¢ consumido pela enzima para oxidar o mediador que, em ultima andlise,
serd responsavel pela oxidacdo da lignina e de outros componentes da polpa que
apresentem susceptibilidade a esta reagdo. Assim, haveria menor disponibilidade de
oxigénio molecular para a geracdo de radicais livres que, sabidamente, comprometem
a fracdo polissacaridica das polpas devido a inespecificidade de sua acao oxidativa.
Portanto, as enzimas atuariam como fator para aumentar a especificidade do processo,
modificando a superficie das fibras sem acarretar perdas significativas de celulose e

hemiceluloses.
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4.3. COMPOSICAO E CARACTERIZACAO DOS EXTRAIVEIS

Os espectros no Infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF) dos
extraiveis isolados das polpas com diferentes solventes foram bastante similares entre
si, apesar de que algumas diferengas importantes puderam ser detectadas nesta analise.

Nos espectros em DCM (Figura 21), foi observada a presenca predominante de
compostos alifaticos esterificados e alcoois, possivelmente oriundos de ésteres de
acidos graxos e terpenos. As principais bandas atribuidas sdo as deformagdes axiais de
O-H em 3425 cm™ e de C-O em alcoois primarios (1072 cm™). As cadeias alifaticas
sdo caracterizadas pelas deformagdes axiais de C-H em grupos CH; e CH, em 2954 ¢
2872 cm’ (assimétrico) e 2924 e 2852 cm™ (simétrico), e deformagdes angulares de C-
H em CH; em 1462 ¢ 1377 cm™ (assimétricas e simétricas, respectivamente). A banda
na regido de 1737 cm™ foi atribuida & deformagio axial de C=0O de ésteres alifaticos
(ndo conjugados), confirmado pela banda do esqueleto (C=0)-O-C em 1261 cm™.

Nos espectros de FTIR da fragdo etanol:tolueno (1:2) (Figura 22), a presenga de
compostos aromaticos ¢ mais clara. Também se percebe a presenca de alcoois com
deformacdo axial de O-H em 3435 cm’™, deformagio axial de =C-H em 3055 cm’,
vibragdes de anel aromatico em 1614 e 1514 cm™, deformacdo C-H no plano em 1028
cm’ e fora do plano em 802 cm™, sendo que o perfil sugere anel aromatico (1-4)-di-
substituido. A presenca de ésteres ¢ denotada pelas bandas em 1739, 1261 e 1097 cm™,
sendo atribuidas da mesma forma que as bandas observadas nos espectros dos extratos

obtidos em diclorometano.
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FIGURA 21: ESPECTROS POR IVTF DOS EXTRAIVEIS EM DICLOROMETANO
(DCM) DAS POLPAS KRAFT, PRO E PROL
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FIGURA 22: ESPECTROS POR IVTF DOS EXTRAIVEIS EM ETANOL:TOLUENO
DA POLPA KRAFT, PRO E PROL
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Os espectros obtidos com etanol 95° (Figura 23) nao diferiram muito dos ja
citados, sendo que as principais diferencas corresponderam a baixa intensidade da

banda de deformagdo axial de C=O de ésteres alifaticos nos extratos das polpas PRO e
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PROL. Também foi constatado que a polaridade dos componentes que perfazem a
fracdo etanol 95° provavelmente diminuiu apds o tratamento oxidativo da polpa PR,

seja na presenca ou na auséncia das lacases de 7. hirsuta ¢ do mediador HBT.

FIGURA 23: ESPECTROS POR IVTF DOS EXTRAIVEIS EM ETANOL 95° DAS
POLPAS KRAFT, PRO E PROL
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4.4. ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DAS LIGNINAS

A lignina isolada por acidolise em dioxano:HCl ¢ considerada como
representativa da lignina residual presente em polpas, embora pequenas mudangas
ainda possam ocorrer durante o processo de isolamento. Por esta razdo, este método
foi selecionado para extrair as ligninas residuais das polpas kraft, PRO e PROL

A extracdo foi realizada em Soxhlet empregando uma solugdo dioxano:HCI, 9:1
(v/v), cuja acidez final era de 0,2 mol/L. Os rendimentos brutos deste procedimento de

extragdo corresponderam a 7,0% para a polpa kraft, 13,1% para a polpa PRO ¢ 17,9%
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para a polpa PROL, sempre expressos em relagdo a massa seca de polpa submetida ao
procedimento experimental. Comparados aos seus respectivos teores de lignina total
(Tabelas 1 e 2), a acidolise permitiu o isolamento de 54, 93 e 134% da lignina presente
nas polpas kraft, PRO e PROL, respectivamente, sugerindo que, principalmente no
caso da polpa PROL, o procedimento de extragao resultou na contaminagao parcial das
amostras com carboidratos e também, possivelmente, por extraiveis.

Embora a literatura discorra sobre uma grande variedade de métodos de
purificacdo de lignina, baseados principalmente na sua precipitacdo apds solubilizagao
integral em solvente adequado, nenhum procedimento foi empregado até o momento
para eliminar os contaminagdes provavelmente presentes nas ligninas isoladas das
polpas kraft, PRO e PROL. Apesar disso, alguns ensaios preliminares foram realizados
para identificar a sua natureza quimica e caracterizar a presenca de grupos funcionais
importantes em sua estrutura.

As ligninas isoladas com dioxano:HCI foram inicialmente caracterizadas por
espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (IVTF). Nestes
espectros (Figura 24), ¢ clara a presenga de fortes associacdes moleculares, que
causaram um grande alargamento e a subseqiiente perda de resolucdo das bandas,
dificultando a interpretacdo dos resultados. Vérias estratégias de secagem deste
material ndo permitiram a obtencdo de um espectro de melhor qualidade,
provavelmente devido a contaminacdo com sais oriundos do procedimento de

acidolise.
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FIGURA 24: ESPECTROS DE FTIR DAS LIGNINAS DIOXANO:HCI KRAFT, PR,
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A andlise no IVTF das ligninas isoladas evidenciou a presenga de grupos
caracteristicos de ligninas pelas absorgdes em 1714, 1618, 1514 cm’! (MORALIS,
1992). Contaminagdes com carboidratos, particularmente, nas ligninas das polpas kraft
e PRO, foram nitidamente observadas através da ocorréncia do seguinte conjunto de
bandas: em 1050 ¢ 1120 cm™, atribuidas a deformacgdes axiais de C-O em hidroxilas
primarias e secundarias; em 1150 cm'l, caracteristicas de deformagdes axiais de C-O-C
em ligagdes acetalicas; e na regido de 1360 cm’, que caracterizam deformagdes
angulares de OH no plano. Além disso, estas ligninas podem conter contaminagdo
considerdvel com outras substancias, como extraiveis residuais ou componentes
hidroxilados de outra natureza, conforme sugerem a complexidade de suas respectivas
impressoes digitais no infravermelho médio.

E interessante observar que a presenca de compostos carbonilados foi

aparentemente maior na lignina PRO, quando comparada a lignina PROL, e que este



55

tipo de grupo funcional apresentou-se praticamente ausente no espectro da lignina
kraft. Tal observagdo sugere que o tratamento com oxigénio molecular realmente
oxida a lignina em véarios de seus grupamentos funcionais, gerando grupamentos
carbonilicos aparentemente nao conjugados cujas bandas geralmente ocorrem em
regides acima de 1700 cm™. No entanto, o emprego de lacases-sistema mediador no
processo de reciclagem altera a distribuicdo destes compostos carbonilicos, cujas
bandas de deformacgdo axial C=0O encontram-se deslocadas para a regido de 1600 e
1700 cm™. Este comportamento sugere a predominancia de compostos carbonilicos
conjugados, cuja formacgdo estd intimamente relacionada ao mecanismo de a¢ao destas
fenol-oxidases (lacases).

Para tentar depreender maiores resultados da andlise por FTIR, as ligninas
residuais das polpas kraft, PRO e PROL foram acetiladas com anidrido acético em
piridina, resultando em ligninas modificadas que foram também submetidas a analise
por cromatografia de permeacao em gel.

O espectro da lignina acetilada da polpa kraft (Figura 25) foi caracterizado pela
presenc¢a de bandas de deformagdo axial de O-H de 4lcoois em 3554 cm’, deformacio
axial de C-O de alcoois secundarios alifaticos em 1121 cm™ e deformacio axial de C-
O em ¢-CHOH- em 1045 cm™ (C, da estrutura da lignina). A estrutura aromatica ¢
evidenciada pela banda de deformagdo axial de =C-H em 3013 cm’, vibragio de
esqueleto de anel guaiacilico em 1641 e 1592 cm™ e vibragdo de esqueleto aromatico
combinado a deformacdo de C-H no plano em 1435 cm™. A banda de deformacio
axial de C=0 n#o conjugada se encontra em 1739 cm™ e esta deve estar associada a

reacdo de acetilagdo de hidroxilas alifaticas, pois ndo estava presente no espectro da
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polpa original. A predominancia de estruturas guaiacilicas na lignina foi evidenciada
pela banda de 1224 cm™, que corresponde & deformacdes de estruturas condensadas
em ligninas de coniferas. Por outro lado, a ocorréncia de uma banda em 1340 cm’
sugere a presenga de deformagdes axiais de C-O e/ou de C-H em anéis siringilicos, o
que pode ser parcialmente confirmado pelas bandas de deformag¢des angulares de C-H
em 825 cm’', que se encontram muito pouco intensas (PERISSOTTO, 1999).

FIGURA 25: ESPECTROS NO IVTF DAS LIGNINAS ACETILADAS, KRAFT, PRO
E PROL

kraft

PRO

PROL

— —T— T —— —T—
4000 3000 2000 1000

Ntmero de ondas (cm™)

Poucas diferengas sdo observadas comparando-se os espectros das ligninas
acetiladas da polpa kraft ¢ PRO, residindo apenas na melhor definicdo de algumas
bandas. Foi possivel observar, para o espectro da lignina acetilada da polpa PRO, a
presenca de bandas de deformacio axial de C=0 em 1764 ¢ 1742 cm’, atribuidas a
ésteres arométicos e alifaticos, vibragdo de esqueleto de anel em 1605 ¢ 1507 cm™ e

deformagdes de unidades guaiacilicas combinadas a C=0 em 1271 cm™. Alcoois
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primarios também foram identificados devido a presenca de banda de deformagao
axial de C-O em 1036 cm™, provavelmente associado a algum material nio reagido, e
a presenc¢a da banda decorrente de estruturas guaiacilicas condensadas foi confirmada
em 1222 cm™.

O espectro da lignina acetilada da polpa PROL mostra diferencas marcantes em
comparagdo com as ligninas anteriores. Percebem-se melhor estas diferencas nas
bandas da regido de 1400-1700 cm™. As bandas em 1764 ¢ 1745 cm™ so atribuidas a
ésteres, como anteriormente, mas nota-se a presenca de uma banda em 1692 cm™,
decorrente da deformacao axial de (C=0)-O-C=C (ésteres conjugados). Vibracdes de
esqueleto de anel aromatico combinado a C=0O conjugados sdo observadas pelas
bandas em 1606, 1580 e 1511 cm™’, bem como através da banda de deformacéo de C-
H fora do plano em 920 cm™. Alcoois sdo evidenciados na estrutura pela presenca das
bandas de deformacdo axial de C-O de 4lcool secundario alifatico em 1134 cm™, de C-
O de 4lcool aromatico (p-CHOH-) em 1043 cm™ e de C-O de 4lcool primério em 1011
cm™.

A banda de deformagdo axial de C=0 néo conjugada (1739 cm™) permite uma
comparagdo interessante entre as ligninas acetiladas. Esta banda, que ¢ parcialmente
associada a reacdo de acetilacao de hidroxilas alifaticas da lignina, aumenta da lignina
kraft para a lignina PRO e diminui da lignina PRO para a lignina PROL. Embora os
dados de FTIR nao tenham objetivos quantitativos, ¢ interessante observar que o

tratamento oxidativo mudou a razdo molar entre os grupos funcionais oxigenados da

lignina e que, sendo este o caso, diferencas marcantes sdo esperadas para os
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experimentos em que os teores de carbonilas, grupamentos acidos e de hidroxilas

fenolicas ¢ alifaticas foram determinados (Tabela 7).

TABELA 7: PORCENTAGEM (m/m) DOS GRUPAMENTOS FUNCIONAIS DAS

LIGNINAS ISOLADAS
Amostra OH,p.” OH,;" Grupos 4cidos®  Carbonilas®
Polpa kraft 0,305+ 0,011 0,825 +0,014 0,090 + 0,013 0,220 + 0,058
PRO 0,490 + 0,099 0,526 £ 0,164 0,250 = 0,004 0,930+0,179
PROL 0,315 £ 0,056 0,623 £ 0,033 0,720+ 0,014 1,790 + 0,180

® medidas em duplicata

GUERRA, MENDONCA E FERRAZ (2003) demonstraram que a lignina
isolada do tratamento de Pinus taeda com Ceriporiopsis subsvermispora sofreu uma
despolimerizagdo significativa nos estagios iniciais de biodegradacao (ou seja, em
periodos inferiores a 30 dias). O tratamento da madeira com C. subsvermispora
reduziu a média da massa molar aparente da lignina de 7790 Da para 6330 e 5300 Da
apods 15 e 30 dias de biodegradacao, respectivamente. Contudo, este decréscimo ndo se
acentuou com a prolongag¢do do tempo de incubagdo. Esta diminuicdo na massa molar
aparente da lignina foi atribuida a clivagem de ligacdes [-aril éter, realizadas pelas
enzimas lacases e peroxidases excretadas pelo fungo.

As andlises de CPG das ligninas (Figura 26) foram realizadas com amostras
previamente acetiladas para permitir a solubilizagdo no solvente de andlise. Observou-
se que a reciclagem convencional da polpa kraft (polpa PR) acarreta um aumento
aparente na massa molar da lignina, sem motivar qualquer oligomerizacdo devida,

principalmente, a quebra de ligagdes aril-éter (Figura 27).
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FIGURA 26: PERFIL DE ELUICAO DE CPG DAS LIGNINAS ACETILADAS
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FIGURA 27: OXIDACAO DAS FUNCOES PRESENTES NA LIGNINA COM A
SUBSEQUENTE CLIVAGEM DE LIGACOES pA-ARIL-ETER
(FENGEL E WEGENER, 1989)
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Os resultados apresentados na Figura 26 podem estar associados ao efeito da
hornificacdo das fibras sobre o comportamento macromolecular da lignina que, por
eventuais reacdoes de condensacdo, ou por mera intensificacio de forgas
intermoleculares de associacdo, sofreu um deslocamento da banda de eluicdo para
volumes de retengdo inferiores. O tratamento enzimatico da polpa kraft reciclada
reduziu este efeito sobre a estrutura da lignina, gerando, inclusive, a formagdo de
fragmentos de menor massa molar, como o detectado no tempo de retengao de 26 min
na Figura 26. Em relacdo ao controle, houve também uma diminuicao da intensidade
correspondente a massas molares intermediarias, sendo que o perfil de elui¢ao sugere a
formacao de agregados cuja diferenca em massa molar ¢ relativamente constante. Este
fato pode ser melhor visualizado no grafico da Figura 28, onde a fracdo de 22 a 24
minutos, de massa molar intermediaria, sofreu uma reducao de 19,40 % para a polpa
PRO e de 14,63 % para a polpa PROL. Outra fragdo de destaque corresponde a um
tempo de eluicdo de 25,5 a 27 minutos, de massas molares inferiores, onde foi

observado um aumento de 8,42 % para a polpa PRO e de 36,2 % para a polpa PROL.

Uma série de estudos de degradacdo (Figura 29) de compostos modelos de
lignina, particularmente representados por diligndis de estrutura B-O-4, com o
emprego de enzimas de Fusarium solani, demonstraram que estruturas
guaiacilglicerol-pB-coniferil éter (1) sdo oxidadas a éter coniferaldeido (2) e ferulato
(3), sendo que a cadeia lateral do ferulato ¢ clivada entre o C, ¢ Cg produzindo um éter
da vanilina (4) que, por sua vez, ¢ oxidado a um éter do acido vanilico (5). A rota de

degradagdo continua com a quebra da cadeia alquil-fenil com a produgdo de acido
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vanilico-2-glicerol éter (6), que ¢ subseqiientemente convertido em acido vanilico (8).
O fungo Phanerochaete chrysosporium degrada compostos fenolicos e nao fenolicos
que contenham ligacdes do tipo B-O-4. O modelo guaiacilglicerol-B-coniferil éter ¢
convertido em guaiacilglicerol-f-guaiacilglicerol éter (2°), possivelmente, através de
um epoxido o’-f° que ¢ entdo convertido em &cido vanilico éter (Figura 25)

(HIGUCHI, 2005).

FIGURA 28: AREAS DAS PRINCIPAIS FRACOES A PARTIR DO PERFIL DE
ELUICAO DE CPG DAS LIGNINAS ACETILADAS
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A andlise dos principais grupos funcionais (Tabela 7) revela claramente os
efeitos causados pelo tratamento oxidativo sobre a estrutura da lignina. O aumento no
teor de hidroxilas alifaticas pode ser atribuido a clivagem oxidativa de grupos
funcionais encontradas em sua estrutura. Observa-se também, que os teores de

grupamentos acidos e carbonilas aumentaram de forma marcante, justificando a
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atuacdo oxidante do tratamento sobre alcoois alifaticos e estruturas fendlicas presentes

inicialmente na estrutura (Figura 30).

FIGURA 29: VIAS DE DEGRADACAO DE GUAIACILGLICEROL-B-CONIFERIL
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ELEGIR ef al. (2005) demonstraram que o tratamento de compostos fenolicos

modelos de lignina com lacases provenientes de C. subvermispora e T. hirsuta nao

apresentaram diferengas entre os seus respectivos modos de ag¢do oxidativa. O
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composto modelo empregado, 5-5’di-hidro-creosol, sofreu oxidacdo na metila da
posicao 1 (Figura 31) levando a adi¢ao de uma hidroxila, e a oxidacdao deste composto
levou a formacdo de um grupamento aldeidico. Estas alteragdes na lignina
influenciaram diretamente o grau de associagdo das fibras da polpa, através da geragao
de cargas, e, conseqiientemente, afetaram as suas propriedades fisico-mecanicas.

FIGURA 30: MECANISMO DE ATUACAO DO SISTEMA LACASES-MEDIADOR

(HBT) SOBRE A LIGNINA, ONDE >N-OH CORRESPONDE A UMA
PORCAO DA ESTRUTURA DO MEDIADOR (BARRECA et al, 2003)
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FIGURA 31: OXIDACAO DE COMPOSTO MODELO PELA LACASE SISTEMA
MEDIADOR (ELEGIR et al, 2005)
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5. CONCLUSOES

O emprego de lacases de Trametes hirsuta na reciclagem de polpas kraft ndo

branqueadas, quando na presenca do mediador hidroxibenzotriazol (HBT), promove

alteragdes na composi¢cdo quimica das fibras que contribuem para uma melhora em suas

propriedades fisico-mecanicas. Neste trabalho, a interpretacdo das alteragcdes quimicas,

promovidas pelo tratamento com lacases-sistema mediador em relagdo ao controle,

conduziu as seguintes conclusdes experimentais:

a mera hornificacao das fibras celuldsicas acarreta, por si so, efeitos importantes
sobre os componentes macromoleculares da polpa kraft;

o emprego de lacases no tratamento oxidativo das fibras reverte parte do efeito
causado pela hornificacao;

os extrativos mais polares representam a classe de componentes da polpa que
sofrem maior influéncia do tratamento enzimatico oxidativo;

o emprego de lacases ndo acarreta efeito significativo sobre os carboidratos da
polpa, incluindo os acidos hexenurdnicos, cuja presenca ¢ determinante para a
definicao da susceptibilidade da polpa a foto-oxidag¢ao (ou amarelecimento);

a lignina kraft presente na polpa tratada com lacases-sistema mediador sofre um
decréscimo de sua massa molar aparente, caracterizada pelo acumulo de
oligbmeros de massa molar ainda ndo determinada;

o aumento de grupos funcionais polares na estrutura da lignina sugere que a polpa
podera apresentar melhor associagdo interfibrilar e, portanto, produzird um papel

reciclado de melhor qualidade.
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Como as vantagens do emprego do sistema lacases-mediador na reciclagem de
polpas kraft ja foram demonstradas em estudo paralelo ao desenvolvimento deste
trabalho, fica evidenciado o potencial que enzimas oxidativas podem ter na maximizagao
da taxa de reciclagem de papéis marrons, principalmente aqueles empregados nas

industrias de embalagens.
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