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RESUMOD

A modificacido especifica ou a re-
mocdo de lignina de polpas de alto
numero kappa recicladas poderia ser
uma alternativa para o melhoramen-
to de suas propriedades papeleiras.
Neste tipo de experimentos conside-
rou-se a aplicacio de enzimas ligni-
noliticas. Comegou-se com uma pol-
pa kraft virgem de pinheiro que foi
refinada, secada e desintegrada, para
depois ser classificada com vistas a
obtencdo da fragdo R30 como mate-
rial de inicio. A enzima lacase isola-
da do fungo Gramothele subargen-
tea na presenga de HBT (1-hidroxi-
benzotriazole) foi utilizada como
mediador. Os tratamentos foram re-
alizados em polpa com consisténcia
de 2%, temperatura de 40 + 1°C ¢
pH 4,5 sob agitacdo e borbulhamen-
to de oxigénio durante 4,5 horas. As
polpas tratadas foram lavadas com
uma solucio de surfactante Tween 20
até que nfo fosse mais detectada ati-
vidade enzimatica no filtrado. Por
fim, foram aplicadas extracoes alca-
linas. Foram determinadas proprie-
dades quimicas como teor de reten-
¢do de agua (WRV), grupos acidos
totais, nimero kappa e coeficiente de

ABSTRACT

The specific modification of the removing of lignin from recycled high-
kappa number pulps could be an alternative for improving their paper-
making properties. In this series of experiments the application of a ligni-
nolytic enzyme was considered. Virgin softwood kraft pulp was refined,
dried, repulped and classified to obtain the R30 fraction as starting materi-
al. A Grammothele subargentea laccase extract and HBT (1-Hydroxyben-
zotriazole) as a mediator was used. The treatments were carried out at 2%
pulp consistency, 40 = 1°C and pH 4,5 under stirring and oxygen bubbling
for 4,5 h. The pulps treated were washed with a solution of Tween 20 surfac-
tant until no enzymatic activity was detected on the filtrated solution. Che-
mical properties such as water retention value (WRV); total acid groups,
kappa number and light absorption coefficient, and also physical properti-
es such as tensile index, apparent density, and light scattering coefficient
were determined. The results show that the mediator alone increased the
handsheet density by 4,1% compared to the untreated pulp. The alkaline
extraction subsequent to Laccase-Mediator Systems (LMS-AE) proved to be
useful for the improvement of the bonding capacity of fibres. Tensile index
was 11% compared to a simple alkaline treated pulp. The light absorption
coefficient increases 5% indicating the oxidative action of the system.
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absor¢do da luz, assim como as pro-
priedades fisicas de indice de tracao,
densidade aparente e coeficiente de
dispersdo da luz. Os resultados mos-
tram que o mediador aumentou a
densidade das folhas experimentais
em cerca de 4,1% em comparacdo a
folhas de polpa néo tratada. O siste-
ma Lacase-Mediador seguido de uma

extracdo alcalina (LMS-AE) com-
provou ser efetivo para a melhoria
do entrelagamento das fibras. O in-
dice de tracdo foi 11% maior em
comparacdo ao das folhas de polpa
com tratamento alcalino simples. O
coeficiente de absor¢do da luz au-
mentou em cerca de 5%, atestando a
acdo oxidante do sistema.
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INTRODUGAD

Do ponto de vista ambiental, pol-
pa reciclada como fonte de fibras
para a producio de papel ou cartdo é
de grande conveniéncia. Em algumas
regides a utilizacdo de papel recupe-
rado ¢ também imposta por regula-
mentacdes locais. Contudo, resistén-
cia menor em compara¢do a polpa
virgem correspondente ¢ o impedi-
mento para uma maior utilizaco de
material reciclado. A perda em ca-
pacidade de ligacdo, que acontece
quando as fibras s8o secadas, pode
ser atribuida ao processo de ramifi-
caclo que ocorre nas paredes da fi-
bra, assim como a desativacdo da
superficie das fibras (Nazhad e Pas-
ner, 1994).

E notério que fibras secundérias
podem ser melhoradas mediante re-
finacdo em baixa ou alta consistén-
cias (DeFoe, 1993), mas isto impli-
ca em aumento dos custos de proces-
samento ¢ em reducdo das proprie-
dades de desaguamento das polpas.

Uma alternativa para o melhora-
mento da capacidade de ligacio in-
terfibras, ¢ consequentemente au-
mento das propriedades para fabri-
cacdo de papel sem diminui¢do da
caracteristica de desaguamento, po-
deria ser a aplicacfo de lacase fun-
gica em associagdo com compostos
de baixo peso molecular, os assim
definidos mediadores. Trabalhos an-
teriores tém demonstrado que o Sis-
tema-Lacase-Mediador (LMS) ¢ um
sistema eficiente para desmetilacdo
e branqueamento de polpas kraft
(Paice et al., 1995; Sealey e Ragau-
skas, 2000), ¢ ¢ também eficiente
para o melhoramento da resisténcia
a umido de polpas kraft ndo bran-
queadas (Lund e Felby, 2001). Con-
tudo, até onde nos foi possivel sa-
ber, ndo ha informag¢des prévias
quanto 4 acdo do LMS nas proprie-
dades fisicas e quimicas de fibras ndo
branqueadas recicladas.

Chakar et al. (2000) ¢ Paice et
al. (1995) constataram que quando
a enzima lacase ¢ utilizada na pre-
senca do mediador HBT (1-hidroxi-
benzotriazole) e oxigénio em polpas
kraft com baixo teor de lignina pode

ocorrer a formacao de aldeidos, qui-
nonas e grupos acidos carboxilicos a
partir de estruturas fendlica e nio-
fendlica da lignina. Seria de se es-
perar que o efeito inibidor da ligni-
na hidrofébica tenderia a diminuir ¢
a ligacdo interfibras poderia portan-
to aumentar.

Até o presente, a implementacio
deste processo enzimatico tem sido
refreada pelo alto custo do HBT.
Contudo, ¢ com empenho, tem sido
iniciadas pesquisas no sentido do de-
senvolvimento de mediadores alter-
nativos (Chakar e Ragauskas, 2000;
Bourbonnais et al., 1997).

No presente trabalho foi analisa-
do o efeito do LMS e do mediador
isoladamente sobre as polpas. Fibras
kraft nfo branqueadas recicladas fo-
ram tratadas com um extrato de la-
case Grammothele subargentea em
presenca de HBT ¢ oxigénio, ¢ feita
extracdo alcalina em seguida. Foram
avaliadas propriedades como teor de
retencdo de agua (WRV), total de
grupos acidos e numero kappa; as
propriedades fisicas de indice de tra-
¢3o ¢ de densidade aparente; ¢ tam-
bém as propriedades Opticas de coe-
ficientes de absor¢io e de espalha-
mento da luz.

MATERIAIS E METODOS
Materiais para inicio da experiéncia
Foram utilizadas fibras recicladas
de polpa kraft de coniferas nio bran-
queada. Polpa kraft virgem de coni-
feras - namero kappa 85,0 e grau de
drenabilidade Canadian Standard
Freeness (CSF) de 810 mL, forneci-
dapela Papel Misionero S.A., Argen-
tina, na forma de manta seca -, foi
deixada impregnando durante 72
horas, desagregada durante 5 minu-
tos em desagregador de laboratério
British ¢ refinada com 20 mil rota-
¢coes em dois estagios de baixa carga
de refino, com moinho PFI (Tappi
T248 cm-85), de onde resultou dre-
nabilidade CSF final de 640 mL. Fo-
ram formadas folhas de laboratério
segundo padrio SCAN-C 26:76, ex-
ceto a folha que apresentou grama-
tura de 214 g/m*. As folhas foram
secadas sob condi¢des padrio

(SCAN-P 2:75), mas, para que fosse
assegurada secagem sob tensio, fo-
ram colocados discos sobre as folhas
e depois posto um grande peso sobre
a pilha de discos, procedimento se-
melhante ao do método Tappi T205
sp-95. As folhas permaneceram em
impregna¢do durante toda a noite e
depois desagregadas por cinco minu-
tos. A polpa obtida foi classificada
em classificador Bauer-McNett con-
forme SCAN-M 6:69. Foi coletada
somente a fracdo R30. Para a elimi-
nac¢do dos ions metalicos esta fragdo
de polpa, com consisténcia de 4% (4
g de polpa seca / 100 g de suspen-
sd0), foi tratada durante 45 minutos
com HCI 0,1N, ¢ depois lavada com
agua destilada até que o pH se situ-
asse entre 4,0 e 5,0. A polpa foi ar-
mazenada em ambiente com 4°C até
sua utilizacio.

Preparacio de extrato bruto de G
subargentea com atividade lacase

Nestes experimentos foi utilizada
a cepa CLPS (coleg@o de culturas do
Instituto Spegazzini da Universidade
Nacional de La Plata) n.° 436 de
Grammothele subargentea (Speg.)
Rajch. Esta cepa foi isolada de estru-
tura fungica portadora de esporos, co-
letada de tronco de arvore angiosper-
ma de crescimento em floresta umida
de area subtropical da provincia de
Misiones, Argentina. O estoque de
culturas era mantido em extrato de
malte derivado de 4gar suplementado
com extrato de levedura (0,4%), ¢ ca-
vacos de madeira Populus spp, em
temperatura de 4°C.

Foi inoculada uma suspensao mi-
celial (1% v v') em frascos Erlen-
meyer, cada um contendo 200 mL de
meio de cultura liquido Czapek Dox
modificado suplementado com 0,6 mM
de CuSO,*5H,0, como descrito em Sa-
parrat et al. (2002 b, 2004). As cultu-
ras foram desenvolvidas em ambiente
a 25 + 1,5°C. Depois de 20 dias de
cultivo os micélios foram retirados do
liquido de cultura mediante centrifu-
gaclio a 20 mil x g por 10 minutos e
temperatura de 4°C; a camada sobre-
nadante resultante era coletada para
aplicacdo no tratamento das polpas.
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Ensaio com enzimas

A atividade lacase foi determina-
da de modo semelhante ao que cons-
ta em Guillén et al., 1992. Em célu-
las de 1 mL, a mistura de ensaio con-
tinha: 400 pL de guaiacol 25 mM,;
200 pL de solug¢ido tampio HAc/
NaAc 160 mM (pH = 4,5); 200 pL
de extrato lacase (E) e 200 pL de
agua destilada. O nivel de absorvén-
cia do produto da oxidacio do guai-
acol via lacase (g, , = 12.100 M
c¢m™') foi medido em 465 nm com es-
pectrofotometro ReflectaScan CE
3055. Uma unidade de atividade la-
case foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para catalisar
a conversdo de 1 umol de subtracio
de guaiacol por minuto. O nivel de
atividade da lacase em extrato bruto
foi de 568 mU/mL.

TRATAMENTOS

O tratamento enzimatico foi reali-
zado com polpa a 2% de consisténcia,
temperatura 40 + 1°C ¢ pH de 4,5
(ajustado com tamp@o acetato de so-
dio, 55 mM) sob agitacfo e borbulha-
mento de oxigénio durante 4,5 horas.

O extrato de lacase foi adiciona-
do a uma solu¢fio do mediador HBT
(1-hidroxibenzotriazole, monohidra-
to) da ICN Biomedicals ¢ imediata-
mente misturado na suspensio de
polpa. A carga de HBT foi de 3% so-
bre a polpa seca. A cada 20 minutos
eram testados 600 pL da suspensio
para o controle da atividade da laca-
se. Quando necessario, eram adicio-
nadas mais enzimas de modo a ser
mantido o nivel de atividades. Foi
adicionado um total de 1.031 mU de
enzima por g de polpa seca.

Foram feitos controles do trata-
mento (sem adi¢do de enzima ou de
HBT) e do tratamento com somen-
te HBT.

Depois dos tratamentos, as polpas
eram tratadas com uma solugdoa 0,1%
de Tween 20, de fornecimento Anedra,
sob agitacdo continua, durante 30 mi-
nutos. A lavagem era repetida até que
nfo fosse mais detectada atividade
enzimatica na solucdo filtrada.

Foram feitas extracdes alcalinas
(AE) com polpa a 7% de consisténcia,

temperatura de 70 £ 1°C durante 1,5
hora, utilizando 2% de NaOH sobre
massa seca.

Identificacdo dos ensaios

E-H-T-AE: tratamento com extra-
to de lacase ¢ HBT, lavagem com Twe-
en 20 ¢ posterior extragio alcalina.

H-T: tratamento com somente HBT
¢ lavagem com Tween 20.

H-T-AE: tratamento com HBT, lava-
gem com Tween 20 e extragio alcalina.

C-T: polpa de controle. Tratada
com as mesmas condi¢des de tratamen-
to aplicadas a polpa LMS (E-H-T-AE),
com a diferenca de que ndo foram adi-
cionados lacase ¢ mediador.

C-T-AE: polpa de controle, com
extracdo alcalina.

Foram determinadas as seguintes
caracteristicas quimicas da polpa: ni-
mero kappa (Tappi T236 cm-85), to-
tal de grupos acidos (Katz et al., 1984;
Lloyds ¢ Horne, 1993), ¢ WRV (teor
de retenco de agua).

As folhas de laboratorio, com gra-
matura de 60 g/m?, foram preparadas
segundo o método SCAN. Nestas fo-
lhas foram determinadas as proprieda-
des de: indice de tracdo (Tappi T494
om-88), densidade aparente (Tappi
T410 om-93 € T411 om-89) e também
o coeficiente de espalhamento da luz
(SCAN-C 27:69, com utilizagao do fil-
tro R68 cujo comprimento efetivo de
onda ¢ de 681 nm). Foi ainda determi-
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nado o coeficiente de absorc¢io de luz a
681 nm em conformidade com a teoria
de Kobelka-Munk (Leskela M., 1998).

Teor de Reten¢do de Agua método
calcio (WRV-Ca)

Um grama de polpa seca foi con-
vertido em suspensdo com consistén-
ciade 2,5%. O pH foi ajustado em 7,0
utilizando NaOH a 0,1%. Na seqiién-
cia, foi adicionado 1,3 mL de CaCl, a
0,5% e a suspensdo de polpa foi dei-
xada nestas condi¢des durante 15 mi-
nutos para sua conversdo na forma de
célcio. O pH foi novamente ajustado
para neutro utilizando Ca(OH), a
0,18%. A polpa foi centrifugada a 3
mil x g por 30 minutos. Esta polpa
umida foi pesada e secada a 105°C até
peso constante.

WRV-Ca = (peso da polpa imida —
peso da polpa seca) / peso da polpa seca

RESULTADOS E DISCUSSOES
Propriedades quimicas

A Figura | mostra o teor de reten-
¢do de agua (WRV) como fun¢do do
Total de Grupos Acidos. Ambas as
propriedades aumentaram devido,
principalmente, a acéo alcalina sub-
seqiiente aos diferentes tratamentos
enzimaticos. Como ja constatado por
outros autores (Freeland e Hrutfiord,
1994), o tratamento alcalino clara-
mente aumenta o inchamento das fi-
bras. Do tratamento alcalino podem
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Figura 1 - Teor de Retencdo de Agua vs Total de Grupos Acidos
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'Figura 2 - Coeficiente-k vs Total de Grupos Acidos
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Figura 3 - Numero kappa (desvio padrao médio = 0,3 é indicado na figura)

ser esperados efeitos benéficos para
as propriedades do papel.

A Figura 2 mostra o coeficiente-
k, que pode ser relacionado ao con-
tetido de croméforos, como fungdo do
Total de Grupos Acidos. Mesmo com
o aumento do coeficiente-k causado
pela extracdo alcalina na polpa com
tratamento C-T-AE, a acdo do LMS
seguido de extracdo alcalina (E-H-T-
AE) o aumentou ainda mais, estando
a indicar maior efeito oxidante.
Chakar et al., 2000, observaram este
efeito de enegrecimento em polpas
nio branqueadas tratadas por sistema
LMS-AE quando eram utilizados la-

case originada de Trametes villosa ¢
mediador HBT.

A Figura 3 mostra que o niimero
kappa foi reduzido principalmente
devido a aclo alcalina, ainda que o
grau de redugdo nio seja particular-
mente significativo em polpas ndo
branqueadas. Wong K. et al., 1999,
detectaram o mesmo comportamento
quando uma polpa nio branqueada tra-
tada com sistema LMS foi submetida
a extracdo por peroxido. O niimero
kappa do tratamento C-T comparado
ao do H-T e também o numero kappa
do tratamento C-T-AE comparado ao
do H-T-AE, estdo a indicar que o me-

diador, por si s6, ndo reduz a lignina
na polpa. Outros autores observaram
este comportamento em polpas kraft
nio branqueadas quando foram utili-
zados HBT ou NHAA (N-Acetil-N-
Fenilhidroxilamina) - (Chakar ¢ Ra-
gauskas, 2000).

As figuras 4 ¢ 5 indicam que o tra-
tamento com HBT (H-T) aumentou a
densidade das folhas de laboratorio e
reduziu o coeficiente de espalhamen-
to da luz. Wong, K. ef al., 1999, atri-
buiram o adensamento da polpa kraft
nfo branqueada causado pela aplica-
¢3o de HBT a modificaco na ligacio
por ponte de hidrogénio, interacdes
ionicas ou hidrofébicas inter e/ou in-
trafibras de celulose.

A extracdo alcalina subseqiiente a
acdo dos Sistemas Lacase-Mediador
(LMS-AE) mostrou-se util para o me-
lhoramento da capacidade de ligacdo
das fibras. O indice de tracio foi 11%
maior em comparacdo a polpa com tra-
tamento alcalino simples e 5,8% mais
alto em comparacio a polpa processa-
da com somente HBT e tratamento al-
calino em seguida. E possivel que a
quinona ¢/ou os grupos acidos gera-
dos nas estruturas fendlicas e ndo-fe-
nolicas da lignina tenham feito a lig-
nina mais hidrofilica e que, portanto,
a capacidade de ligacdo das fibras te-
nha aumentado.

CONCLUSOES

As principais conclusdes quanto
ao comportamento do LMS em pol-
pas kraft nfio branqueadas recicladas
quando ¢ utilizado um extrato lacase
de G subargentea ou o mediador ape-
nas, incluem:

- O tratamento das fibras com 3%
(base polpa seca) de mediador HBT
aumentou a densidade das folhas de
laboratério de fibras ndo branqueadas
recicladas em 4,1%.

- O tratamento com LMS seguido
de extracdo alcalina (LMS-AE) au-
mentou o coeficiente de absor¢io de
luz mais do que fez um tratamento al-
calino simples, indicando que o LMS
produziu oxidagdes quimicas.

- O indice de tracdo foi aumenta-
do em 11,1% ¢ o coeficiente de es-
palhamento da luz foi diminuido em
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8% pela acdo do tratamento MLS-
AE, em comparacdo a tratamento
alcalino simples.

Pelo fato de o LMS ser especifico
para lignina, trabalhos futuros deveri-
am se propor o exame de mudangas
quimicas na lignina residual, para que
se possa conhecer a sua fungfo na ca-
pacidade de ligaco destas fibras kraft
nio branqueadas recicladas.
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