Descri¢Bo referente & patente de inven-

¢#io de C-I-L INC., canadiana, industri-
al e comercial, com sede em 90 Sheppard
Avenue East, North York, Ontério, Cana-
d4, {inventores: John Richard Du Manoir
e Paul Dubelsten, residentes no Canadi),
para "PROCESSO PARA A4 PREPARACEO DE UM
MATERIAL LINHOCELULOSICC BRANZUEADOM &

DESCRICAO

A presente invencio refere-se a um processo para o
branqueamento de um material linhoceluldsico que utiliza um tratamento

com oxigénio e um tratamento enzimatico com xilanase.

O material linhoceluldsico numa forma fibrosa tem
uma grande aplica¢o comercial como matéria prima para a produgZo do pa-
pel, cart3o, cartfo de construco, etc. A matéria prima € habitualmente
a madeira cujos componentes principais sHo a celulose, e uma macromolé-
cula tridimensional-linhina, que & considerada como estando inserida nu-
ma matriz de polissaciridos celuldsicos e hemiceluldsicos. E geralmente
aceite que a ligagHo que existe entre os diferentes componentes é estabe
lecida através de ligacSes de natureza quimica diferente. Por exemplo,
pensa-se que os blocos de linhina estfo associados com cadeias de hemice
lulose, sendo a hemicelulose outro componente do material linhocelulési~
co. BEn madeiras duras, a hemicelulose predominante & o glucuronoxilano,
que indiui um polfmero de D-xilose, e que & de agora em diante referido

como Xxilano.

Para produzif fibras para a producZo de papel for-
tes e branqueAveis, o material linhoceluldsico deve ser tratado de forma
a remover a linhina, e normalmente, a parte inicial deste tratamento tem
lugar num digestor na presenca de substancias quimicas como por exemplo
hidrdxido de sédio e sulfito de sddio (para produzir uma polpa “"kraft")

ou sulfitos, geralmente de sddio ou magnésio, (para produzir uma pasta
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de sulfito), obtendo-se assim pastas quimicas. Considera-se a remo¢3o da
linhina como uma deslinhificag¢fo. O teor de linhina das pastas de madei-
ra é medida por um ensaio de oxidago com permamganato de acordo com o
#étodo Padr¥o da Technical Association of the Pulp and Paper Industry
(TAPPI) e que & referido por Ndmero Kappa. A pasta quimica do digestor
ainda contém uma quantidade apreciivel de linhinha residual nesta fase,
e nalguns casos é adequado para produzir papel de construgZo ou de embe-
lagem sem purificacilio adicional. Para a maior parte das aplicagOes, como
a producBo de papel de impress¥o, de escrita e sanitério, a pasta é, con
tudo, demasiadamente escura e deve ser clarificada por branqueamento. E
nesta altura que o processo da presente inven¢Ho pode ser utilizado, is-
to & o processo do branqueamento do material linhoceluldsico, sendo o ma
terial referido como pasta quimica. As fases iniciais de branqueamento

também resultam numa deslinhificag¥o adicional,

0 processo convencional para a deslinhificag@o a-
dicional e o brangueamento da pasta tem sido o de utilizar varias sequég
ciag de branqueamento de multi-fases, incluinde de qualquer forma 3 a 6
fases, ou passos, e com ou sem lavagem entre as fases. O objectivo a a-
tingir no branqueamento é obter—se uma pasta, e no caso de pastas quimi-
cas, com uma brancura e com uma resisténcia suficientemente elevadas pa-
ra a produgHo de papel e produtos de tecidos. Caracteristicamente, obtém
—se pastas com uma brancura de 85% a 90%. ISO. As pastas com brancura
maior podem ser produzidas a partir de certos tipos de pasta nZo branque
ada mas com custos superiores e com risco de existirem perdas da quali-
dade da resisténcia da pasta. O limite asinotdtico da brancura que se
encontra para um dado tipo de pasta nos processos convencionais de bran-
queamento é referido de agora em diante como limite de brancura. Este
limite de brancura, acima do qual o processo de branqueamento adicional
seria considerado demasiadamente prejudicial para a qualidade da pasta,

demasiadamente caro, ou inatingivel para certos materiais.

Tradicionalmente, as sequéncias do branquesmento
tém wsido baseadas na utilizag¥o de cloro e de compostos contendo cloro,
de uma forma ou de outra. Alguns dos compostos contendo cloro que s%o
utilizados s#o o cloro, designado por C, didxido de cloro, designado por
D, e hipocloritos, designados por H, geralmente o hipoclorito de sédio.
0 cloro, com ou sem mistura de didéxido de cloro, & vulgarmente utilizado

para iniciar o branqueamento da pasta quimica, seguido por extraccfo da
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pasta tratada com cloro num meio alcalino aquoso, também designado por
C-E. & carga de cloro {ou carga de cloro mais didxido de cloro, sendo o
didxido de cloro expresso numa base equivalente oxidante de cloro) na
fase C & proporcional ao teor de linhina (Némero Kappa) da pasta a tra-
tar. A fase de extraccBo alcalina & utilizada para solubilizar e remover
uma parte importante da linhina residual clorada e oxidada, e também al-

guma hemi-celulose é removida.

Com o advento de regulacOes ambientais mais exi-
gentes concebidas para diminuir os problemas de poluig3e da agua e do ar
associados com os compostos quimicos de branqueamento contendo cloro, em
ligagHo com os sistemas de recuperagio complicados necessirios para a Te
mo¢Ho de produtos residuais contendo cloro, existe uma clara vantagem em
reduzir e preferivelmente em evitar a utilizagZo desses produtos quimi-
cos em processos do branguesmento. Além disso, se se fizer a reciclagem
dos residuos contendo cloro através de um sistema de recuperag®o de li-
cor negro do processo Kraft, ocorreri uma danificagBo do evaporador e
do forno. Existird um aumento de cloreto de sddio, provocando danos ao
forno. Assim, a indistria da pasta e do papel tem dirigido as suas aten-
¢Bes para outros produtos quimicos de branqueamento que podem evitar es-

tes problemas.

Um dos avangos significativos na inddstria nas dl-
timas duas décadas tem sido associado com a utilizag¢o de oxigénio como
agente deslinhificante e de branqueamento. Uma aplicagHo & a utilizagHo
de oxigénio em ligac%o com uma fase de extracgHo alcalina convencional,
designada por Eo, seguido a uma cloracZo. A fase de extracgad’alcalina
seguida de fase de cloragdo pode conter outros agentes oxidantes, como
por exemplo perdxido (p) ou hipoclorito (h) em combinagHo com ou em vez
de oxigénio. Essas fases s¥o assim designadas por Epo, ho, Ep ou Eh, e

%0 cada uma referidas geralmente com uma extracGHo oxidante.

A outra aplicag¥o principal do oxigénio &, princi-
palmente, a deslinhifica¢Bo apds o digestor de pasta e precedendo o bran
queamento e designada por O. O oxigénio utilizado desta forma é utiliza-
do numa pasta n¥o branqueada num meio alcalino sob presszo. Embora o uso
de oxigénio tenha proporcionado métodos alternativos para a deslinhifi-
cag¥o e branqueamento, ele & apenas de uma utilidade limitada dado que

afecta prejudicialmente o grau de polimeriza¢Zio da celulose, o que é
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considerado uma desvantagem. O grau de polimerizac¥o da celulose € uma

indicag#o da resisténcia da pasta e & medida como a viscosidade da pasta
pelo Método Padr¥o TAPPI. Um critério necessirio para a fase de branquea
mento & de que a2 viscosidade da pasta resultante n3o seja muito diminui-
da. Geralmente, observa-se gue apenas até 50% aproximademente da linhina
que permanece apds o tratamento da pasta pode ser removida nesta fase con
uma perda de viscosidade toleraivel. Tentativas de maior deslinhificag¢o
nesta fase s¥o feitas d custa de perdas adicionais de viscosidade. Sabe-
-ge gue a presenca do ifo magnésio nesta fase ajuda a minimizar estas

perdas de viscogidade. As perdas ou redug¢o da viscosidade da pasta s%o
atribuidas ao aparecimento de modificagBes quimicas (degradac3o) da ce-

lulose e de zonas de hemicelulose.

&s aplicagOes que utilizam a deslinhificagZio pelo
oxigénio tém contribuido para uma reduco na utilizagBo de compostos con
tendo cloro em sequéncia de branqueamento dado que a carga quimica na
fase de cloragiio & baseada no teor de linhina da pasta, e este teor de
linhina & subsifincialmente reduzido (cerca de 407 a 50%) por deslinhifi-

ca¢o pelo oxigénio.

Tém sido estudadas enzimas para a sua utilizacHo
no tratamento do material linhoceluldsico. Por exemplo, as enzimas linhi
noliticas, particularmente os fungos branco-vermelhos, s3o conhecidos
como degradando a linhina em varios graus. Além disso, sabe-se bem que
a8 enzimas celulases degradam a celulose e té&m interesse comercial na
indistria alimentar e na preparacfo de alcoois. Na producHlo de pasta pa-~
ra papel, o efeito de um enzima celulase pode ser prejudicial devido &

diminuic3o resultante no grau de polimerizaGZo da celulose.

Atendendo ao componente hemicelulose do material
linhoceluldsico, tém sido feitos estudos sobre os efeitos da enzima xi-
lanase nas pastas de madeira. A xilanase reage selectivamente de forma

esperada com o xilano da hemicelulose.

0 Pedido de Patente Francesa No. 2 557 894 (publi-
cado em 1985) refere um processo para tratar papel kraft branqueado de
madeira dura ou uma pasta quimica de sulfito branqueado de madeira macia
com uma soluc¥o de enzima contendo xilanase para reduzir a quantidade de
aquecimento ou refinag¢¥o posterior necessiria para a produco de papel.

Eram necessirias quantidades particularmente grandes de enzima para o

-4 -




tratamento da pasta branqueada de modo a obter-se o efeito pretendido.
Além disso, a xilanase segregada pelo fungo basidiomiceta Sporotrichum
dimorphosporum para utilizag®o na redugBo da refinag¢fo, n#o era isento
de celulase e a actividade prejudicial da celulase foi suprimida pela a-
di¢¥o de cloreto mercirio ao processo. Atendendo aos efeitos téxicos co-
nhecidos e outros efeitos prejudiciais associados com a exposig¢io a com-

postos contendo mercirio, a sua utilizag¥o n¥o é aceitéivel.

Chauvet e col. (Procedings of the International
Symposium on Wood and Pulping Chemistry, Paris, p.325, 1987) referiram
a utilizacHo de uma prepara¢fio de xilanase obtida do fungo basidomiceta
Sporotrichum dimorphosporum para utilizac¥o no pré-tratamento de uma se-
quéncia do branqueamento de pasta quimica convencional, C/D-E-D-E-D. ©
complexo de enzima bruto & tratado com cloreto mercirio para desactivar
todas as actividades da polissacaridase, com a excep¢fo da xilanase. O
pré-tratamento da pasta compreendia um tratamento enzimitico seguido de
lavagem e imers3o posterior numa solugBo Acida aquosa que resulta numa
reducZo até 14% do ndmero Kappa para a amostra de madeira dura. A resis-

téncia da pasta n3o & modificada.
P

L aplicac®o de xilanase em pasta kraft de madeira
dura e madeira macia com o objectivo de aumento da brancura € melhor re-
dug¥o do ndmero Kappa apds tratamento quimico posterior com perdxido de
hidrogénio ou numa sequéncia de branqueamento € discutido por Viikari e
col. (Proceedings of the International Symposium on VWood and Pulping
Chemistry, Paris, 1987). As xilanases sHo obtidas por fermentagZo de uma
estirpe de fungo da espécie Aspergillis awamori ou por fermentagZio das
estirpes bacterianas de Streptomyces olivochromogenes ou Bacillus subti-
1is. As xilanases apresentavam actividades de xilanase e xiloxidase, com
a excepcBo da xilanase da #iltima bactéria que era isenta de xilosidade.
As preparacBes de enzima contém tragos de actividade de celulose. Um 1li-
geiro aumento de brancura de 1,0 a 3,4 pontos de brancura é observada
com pastas de madeira dura ou madeira macia apds um tratamento com pefd-
xido de hidrogénio seguido de tratamento enzimitico. Em muitos casos, as
viscosidades resultantes da pasta foram conservadas ou apenas ligeira—
mente reduzidas. N30 existe indicac%o no que se refere ao efeito do tra-

tamento com enzima isolado nas propriedades da pasta.

Paice e col. (Biotech. and Bioeng., Vol. 32, p.

235-239, 1988) referem um tratamento de uma pasta de madeira dura nZo
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branqueada por um tratamento sequencial de xilanase seguido de um trata-
mento com 1% em hidrdxido de sddio na pasta. Este processo de duas fa-

ses proporcionava um aumento da brancura e uma redu¢Bo no Nimero Xappa..
Além disso, algum, mas n3o todo o aumento da brancura é mantido apés um
tratamento de branqueamento posterior C-E-D. Afirmava que a xilanase era

igenta de celulose e era produzida por um clona K. coli.

Verificou-se, com surpresa, que a pasta quimica
pode ser mais eficazmente deslinhificada e branqueada em sequéncias que
incluem uma fase de deslinhificag¥o com oxigénio e um tratamento com xi-

lanase.

Lssim, constitui um objecto da presente invencZio
proporcionar um processo para aumentar a extensfio da deslinhificacHo de
um material linhoceluldsico sem provocar uma perda significativa adicio-

nal na viscosidade.

Constitui um objecto adicional da presente inven-
GHo proporcionar um processo para o branqueamento de um material linho-.
celuldsico utilizando quantidades inferiores de agentes de brangueamento
contendo cloro do que os convencionalmente utilizados, ou eliminar-se
essencialmente a utilizacBo de cloro elementar, proporcionando assim um

processo mais aceitavel do ponto de vigta ambiental.

Constitui ainda outro objecto da presente invencZo
proporcionar um processo para a deslinhifica¢Zo e branqueamento de um
material linhoceluldsico que aumenta efectivamente o nivel de brancura

do referido material.

Deste modo, num aspecto da presente invengiio pro-
porciona-se um processo para o branqueamento de material linhoceluldsico
possuindo ligacBes xilosidicas hidrolisaveis com xilanase, compreendendo

o referido processo tratar-se o referido material linhoceluldsico com

(a) oxigénio ou um gAs contendo oxigénio num meio
alcalino, e
(b) uma quantidade suficiente de xilanase substan—
cialmente imenta de celulase para efectuar a
hidrdlise das referidas ligacSes xilosidicas hidrolisiveis no referido

material, para proporcionar um material linhoceluldsico branqueado.

No processo de acordo com a presente invenc#Ho, o
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tratamento com xilanase pode preceder o tratamento com oxigénio ou com
um gAs contendo oxigénio. Na realiza¢Bo geralmente preferida do processo
de acordo com a presente inven¢Ho o tratamento com oxigénio ou com um

gAs contendo oxigénio antecede o tratamento com a xilanase.

0 tratamento do material linhoceluldsico com oxi-
génio ou com um zAs contendo oxigénio & efectuado num material em pasta
em suspensio aquosa com uma concentra¢fo escolhida na gama de cerca de
3% a cerca de 35% em peso, preferivelmente de cerca de 107 a cerca de
30% em peso, com oxigénio, ou com um gis contendo oxigénio a uma press¥o
parcial de oxigénio de cerca de 207-1724 kN/m2 barométrica, particular-
mente cerca de 276-1034 kN/m2 barométrica e a uma temperaturz na gama
de cerca de 70°C a cerca de 170°C, preferivelmente entre cerca de 100°C
e cerca de 150°C, gendo ainda mais preferivel de cerca de 110°C a cerca
de 130°C, durante um perfodo de cerca de 10 a cerca de 90 minutos, pre-

ferivelmente de cerca de 20 a cerca de 60 minutos.

0 gis contendo oxigénio utilizado no processo se-
ri geralmente o ar. 4 utilizacBo do ar requere pressCes maiores do que
com o oxigénio. Por exemplo o ar serd utilizado a press@o de 1034-1724
kN/m2 barométrica, enquanto o oxigénio é eficaz a pressSes de 207-1034
kN/m2 barométrica. 41ém disso, pode deixar formar-se o oxigénio gasoso
localmente. O oxigénio pode ser fornecido pela decomposi¢#o do perdxido
de hidrogénio, e podem utilizar-se activadores como por exemplo o didxi-
do de azoto no tratamento com oxigénio.

0 tratamento com oxigénio ou com um gis contendo
oxigénio & efectuado na presenga de 1% a 20% em peso com base no referi-
do material) de uma base alcalina ou alcalino-ferrosa. De preferéncia,

a base & hidréxido de sddio e é utilizada numa propor¢¥o na gama de 1%

a 10% em peso.

Pode adicionar-se um conservante da viscogidade
como por exemplo iZo de magnésio numa propor¢Zo na gama de 0,05% a 1,0%
em peso no tratamento com oxigénio tal como acima definido. Cs compostos
contendo magnésio adequados incluem sulfato de magnésio, dxido de magné-
sio, carbonato de magnésio, e hidrdxido de magnésio. Outros aditivos a-
dequados para conservar a Viscosidade podem compreender agentes comple-
xantes como por exemplo fosfonatos de aminoalquilo e policarboxilato de

poliamino.
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0 tratemento do material linhoceluldsico com xila-
nase substancialmente isenta de celulase & efectuado a uma concentragHo
de 1% a 20% em peso preferivelmente, 2% & 12% a uma concentrag¥o de xila-
nase, na gama de 1 a 500 QI/ml a uma temperatura na gema de 20°C a 80°C
durante um perfodo de 1 a 48 horas. & temperatura & preferivelmente de
cerca de 50°C. Além disso, o tratamento € efectuado em meio aquoso a um
pH de cerca de 4 a cerca de 8. O meio & opcionalmente tamponado para con-
trolar o pH. Os tampSes adequados incluem mas n¥o se limitam a tampZo de

acetato e tamp¥o de acetato/citrato.

No processo de acordo com a presente invengio, a
xilznese é caracterizada como sendo substancialmente isenta de celulase.
Pelo termo '"substancialmente isenta de celulase" pretende significar-se
que n¥o existe celulase suficiente presente na reacgZo para efectuar a
hidrélise desfavorivel das ligacSes glucosidicas. Esta hidrdlise seria
prejudicial e indesejivel no tratamento do material linhoceluldsico para
o objectivo de melhorar as propriedades do referido material de acordo
com o processo da presente inven¢3o aqui definido. & quantidade de celu-
lase que pode. ser tolerada depende do objectivo particular da pratica

desta invencg#o.

Numa caracteristica do processo de acordc com a
presente inveng3o, o tratamento com oxigénio e o tratamento com a xila-
nase é feito tal como atras definido acompanhado por um ou mais trata-

mentos adicionais escolhidos no grupo congistindo em

(i) tratemento em meio aquoso com cloro, didxido
de cloro ou suas misturas,

(ii) tratamento em meio aquoso com didxido de clo-

ro,

(iii) tratamento em meio aquoso alcalino com um
perdxido,

(iv) tratemento em meio aguoso com hipoclorito,

(v) tratamento em meio aguoso com ozono,

(vi) tratamento em meio aquoso com didxido de azo-
to.

0 ou os referidos tratamentos adicionais podem
anteceder os tratamentos com oxigénio e com xilanase, ou podem ser uti-

lizados como tratamenics de intervenc3o entre os tratamentos com oxigé-
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nio e com xilanase, ou podem seguir-se aos tratamentos com oxigénio e cony
xilanase, ou podem ser utilizados numa combina¢fio destes tratamentos al-

ternativos.

De preferéncia, no processo de acordo com a presen
te invengio, o ou os referidos tratamentos adicionais sucedem aos trata-

mentos com oxigénio e com xilanase.

Numa caracteristica adicional do processo de acor-
do com a presente invengZo, o referido processo compreende ainda tratar—
—-ge o referido material linhoceluldsico branqueado resultante de pelo me
nos os tratamentos com oxigénio e com xilanase como atris descrito com

um tratamento adicional escolhido no grupo congistindo

(1) extracglo em meio aquoso com uma base alcalina

(ii) extracgBo oxidante em meio aquoso com uma ba—

se alcalina.

Prefere-se que os tratamentos com oxigénio e com
xilanase sejam seguidos por tratamentos adicionais compreendendo em se-
quéncia

(i) tratamento em meio aquoso com cloro, didxido
de cloro ou suas misturas,

(ii) extracgo ou extracgo oxidente em meio aquo-
so com uma base alcalina, e

(iii) tratamento em meio aquoso com didxido de clo
O

Numa realiza¢¥o adicional preferida, os tratamen-
tos com oxigénio e com xilanase s#Ho seguidos por tratamentos adicionais
compreendendo em sequéncia

(i) tratamento em meio aquoso com didxido de cloro,

(ii) tratamento em meio aquoso alcalino com perd-

xido de hidrogénio.

Deve notar-se que no processo de acordo com esta
realizacHo preferida da presente invengio, bem como no processo de acor-
do com as caracteristicas e realizagSes preferidas acima descritas, o
tratamento com xilanase pode anteceder o tratamento com oxigénio a me-

nos que se diga o contrario.
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Num aspecto adicional, a presente invenc¢3o propor-
ciona um material linhoceluldsico branqueado produzido pelos processos

acima definidos.

Na pritica do processo da presente invencdo os tra
tamentos adicionais s¥o conhecidos na técnica do branqueamento de pastas,
quer individualmente quer em muitos casos em sequéncia, e podem ser efec
tuados de qualquer forma razoavel tal como & convencionalmente praticado
ou conhecido. Os processos preferidos da presente invengio para a produ-
¢3o de pasta branqueada incluem as sequéncias definidas por O—K—C/D-E—D,
(em que X representa o tratamento com xilanase e C/D designa o tratamen-
to com cloro, didxido de cloro ou suas misturas), e a fase de extracco
(E) é opcionalmente uma extraccBo oxidante tal como acima definido. Al-
ternativamente, o processo pode ser definido pela sequéncia O-%Z-D-P, em
que n#o se inclui qualquer tratamento com cloro elementar. Pela natureza
da produg¥o de didxido de cloro, existe muito frequentemente cloro pre-
sente, que n3o necessita de ser removido, e que n¥o & prejudicial para o

processo da presente invencHo.

A xilanase a utilizar na préitica da presente inven-
¢do &€ substancialmente isenta de celulase ¢ é obtida pela fermentagfo de
qualquer microorganismo produtor de xilanase adequades como por exemplo
as bactérias produtoras de xilanase. O microorganismo pode ser uma es—
tirpe de ocorréncia natural, ou um seu mutante, ou uma estirpe produzida
por engenharia genética, isto € uma estirpe recombinante, para aumentar
a producio da xilanase e/ou para produzir uma mistura de xilanase mals

pura, por exemplo substancialmente isenta de celulase.

De preferéncia, obtem-se a xilanase substancialmen]
te isenta de celulase a partir de um microorganismo da espécie Escheri-
chia coli, Bacillus subtilis ou do género Streptomyces, tendo sido os red
feridos microorganismos geneticamente modificados para apresentarem uma
actividade de celulase substancialmente negativa. Mais preferivelmente,

a xilanase é obtida substancialmente isenta da celulase a partir de um
microorganismo contendo um gene recombinante da xilanase da espécie Stup-

tomyces lividans.

Por exemplo, Mondue e col. (Gene, Vol. 49 (3), pe

323-329, 1987) descreve a preparacfo de um microorganismo geneticamente
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I.o.

modificado recombinante do género Stmpiomyces e a produg¢Ho de xilanase
substancialmente isenta de celulase a partir dele que & adequada para
utilizag¢Bo na presente inveng#o. O microorganismo recombinante pode ser
obtido pela introduc¥o de um plasmidio hibrido numa estirpe mutante de
um microorganismo hospedeiro do género Streptomyces, sendo a referida
estirpe caracterizada por possuir uma actividade negativa de celulase,
sendo o referido plamidio hibrido constituido pela inser¢Zo de um gene
de xilanase num plasmidio vector adequado. O plasmidio hibride é suscep-
tivel de indozir uma secregio extra-celular de xilanase isenta de celula
se num microorganismo hospedeiro no qual se tenha introduzido o referido
plasmidio. C plasmidio hibrido podd ser construido por qualquer processo
convencional, como por exemplo por ligag¢Bo, para a inger¢Zio do fragmento
de ADN pretendido, o gene de xilanase, num plasmidio vector. O gene de
xilanase pode ser obtido a partir da estirpe conhecida de Streptomyces
lividans 1326. Um plasmidio vector adequado & o conhecido pIJ 702, que

pode ser obtido a partir da Streptomyces lividans 3131,

0 plasmidio hibrido pode ser introduzido no micro-
organismo hospedeiro por técnicas de fus¥o ou transdugBo ou transforma-

¢Ho protoplastica.

Desta forma, numa realizag¥o preferida da presente
invenc¢?fo, a xilanase substancialmente isenta da celulase para utilizagao
do tratamento com xilanase do material linhoceluldsico & obtida por clo-
nac¥o homéloga de um gene de xilanase (xln) da Streptomyces lividans 66
(estirpe 1326). O gene de xilenase pode ser clonado pela complementagZo
funcional da estirpe mutante dupla xilanase-negativa, celulase-negativa
Streptomyces lividans 10-164 utilizando o plasmidio multicdpia pIJ702.
Este procedimento de clonagfio é totalmente descrito por F. Mondue e col.
Gene 49 (3), p. 323-329 (1987) para proporcionar um dos clones de Strep-
tomyces lividans IAF28.

0 plasmidio hospedeiro pIJ702 da Streptomyces li-
vidans 3131 estd em depdsito na "American Type Culture Collection" com
o ndmero de acesso APCC 35287. Foi feito um depdsito de Streptomyces
lividans 1326, e da estirpe mutante dupla Streptomyces lividens 10-164
no "National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited, Aber-
deen, UK do Reino Unido em 8 de Fevereiro de 1990, com os nimeros de a-
cesso NCIMB 40257 e NCIMB 40258, respectivamente.
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A express#o do gene de xilanase (xln) e a produCo
da xilanase a partir do clone de Streptomyces lividans IAF 18 em substra
tos naturais sBo descritos por J-L Bertrand e col., Biotechnol. Bioengi-
neering, 33, p. T91-794 (1989). 4 purificagBo e propriedades da enzima
xilanase obtida neste processo s¥o descritas por R. Morosoli e col., Biod
chem. J. 239, p. 587-592 (1986).

Na fermenta¢¥o do microorganismo produtor de xila-
nase & necessaria uma fonte de carbono no meio de cultura que possa afec
tar a taxa de produ¢Zo da xilanase. Por exemplo, na producfo de uma xi-
lanase substancialmente isenta de xilanase pela fermenta¢@o de um micro-
organismo recombinante da espécie Streptomyces lividans, o meio para uti-
lizacHo para fermentagZfo pode conter fenw, palha de trigo, milho seco,
xilano e/ou grios usados em destilarias como fontes principais de carbo-
no, juntamente com outros tensioactivos adequados como por exemplo azei-
te e/ou Tween 80 (marca registada), como descrito por Kluepfel e col.
Proceedings of the 6th. Canadian Bioenergy R £ D Seminar, Vancouver,
Canada (1987).

fuando uma mistura de enzima contendo xilanase tamn
bém contém quantidades substanciais de celulase, a celulase é removida
por qualquer processo conhecido para a purificac¢Zo de xilanase, ou tornE
-ge a celulase selectivamente desactivada por qualquer tratamento quimic

ou mecsnico.

A xilanase pode ser aplicada tal e qual como pro-
duzida num caldo de fermentacZo, ou sob a forma de uma sua mistura con-
centrada, ou como mistura preparada a partir de uma mistura mais concen-

trada da xilanase ou de uma preparacio seca de xilanase.

0 tratamento com xilanase do material linhocelulé-
gico de acordo com a presente invencfo & efectuado com ou sem agitagHo.
No final do periodo de tempo para o referido tratamento de xilanase, o
material tratado resultante pode ser utilizado directamente ou espessadc
e o referido material tratado pode ser em seguida utilizado para proces—

samento adicional. Opcionalmente, inclui-se uma lavagem.

Numa caracteristica adicional do processo da pre-
sente invengido, faz-se de preferéncia reciclar um filtrado contendo xi-

lanase activa residual obtida de espessamento e/ou lavagem apds o trata-
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mento com xilanase por aplicac¢Zo do referido filtrado ao material a tra-

tar com xilanase.

0 processo da invencfo proporciona um produto bran
gqueado possuindo uma brancura e viscosidade satisfatdrias que & equiva-
lente ou melhor do qgue o cbservado para as pastas brangueadas na mesma
extenso por processos convencionais. Além disso, niveis de brancuras
superiores podem ser praticamente conseguidos utilizando o processo aci-
ma descrito, enquanto que estes niveis de brancura podiam ser apenas con-
seguidos i custa de uma utilizac3o de produtos quimicos contendo eleva-

dos teores de cloro e/ou uma perda prejudicial da viscosidade.

0 processo agqui descrito proporciona uma pasta
branqueada utilizando quantidades inferiores de compostos contendo cloro
e a oportunidade de eliminar essencialmente a utiliza¢fo de cloro elemgg
tar, reduzindo portanto o efluente poluidor de uma instalac¢®fo de produ-

¢%o de pasta que utilize o processo.

0 processo de acordo com a presente invenc¢zo pro-
porciona a oportunidade de reciclar mais material orginico do que o que
é removido do material linhocelulésico de partida num processo de recu-
peracio de uma instalacBo e reduz assim a carga poluidora do processo do

branqueamento.

Nesta especificacfo todas as proporgles e percen-
tagens sHo em pesco do material seco na estufa, a menos que se diga o con
trario.

Os ensaios que caracterizam o material tratado

desta invenc3o foram efectuados de acordo com as seguintes Normas.

Ndmero kappa Método TAPPI T-236 M-76
Viscosidade Método TAPPI T-230 om-82
Brancura Método TAPPI T-452 om=83

4 inveng3o € ilustuda adicionalmente pelos seguin-
tes Exemplos mas o seu fmbito nBo & limitado %s realizagBes apresenta-

das.

Os exemplos 1 e 2 descrevem a prepara¢fo do clone

de Strepsomyces lividans IAF19.
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EXEMPLC 1

Extraiu-se o ADN cromossémico de Streptomyces li-
vidang 66 (estirpe 1326) e efectuou-se a sua digestHo parcial com Sau3A.
Os fragmentos resultantes foram fraccionados num gradiente linear de 10
a 40% de sacarose. As fracgBSes enriquecidas que continham fragmentos de
4 a 10 kb foram combinadas antes da precipitag¢Bo com etanol. O plasmidio
vector plJ702, obtido de Streptomyces lividans 3131, foi submetido a di-
gestHo para se transformar completamente em BglII e a enzima foi removi-
da por extraccfo de fend-clorofdrmio. O plasmidio foi precipitado com
etanol e desfoforilado como descrito por Kendall e Cullum (Genes; 29, 315
(1984)). Para ligac¢3o, tratou-se uma mistura de fragmentos de ADN de
Streptomyces lividans cromossdmico parcialmente digerido e pIJ702 desfos
forilado numa proporg¢io de 5:1 como 0,1 unidades de T4 ADN liga-se duran

te a noite 3 temperatura ambiente a uma concentrac¥o de 37,5 pg/ml.

, A streptomyces lividans 1326 foi submetida a mute-
¢¥o utilizando a N-metil-Nt-nitro-N-nitrosoguanidina (Delic e col., Mu-
tant Res.j 9. 167 (1970) e escolheu-se um duplo mutante B -1,4-D-glucano
glucanohidrolase (endocelulase)-negativa e xilanase-negativa. Seleccio-
nou-se o duplo mutante num meio mfnimo s8lido contendo 1% de carboxime-
tilcelulose como fonte principal de carbono. A visualizacHo da activida-
de de endocelulase foi efectuada por revela¢Zo com o Vermelho do Congo
de acordo com Teather e Wood, op. cit, & detecgBo dos mutantes xilanase-
negativos foi efectuada da mesma maneira substituindo a carboximetil ce-
lulose por 1% de xilano de aveia. Verificou-se gue a colorag¢Ho de Verme-
lho de Congo era também aplicavel para a deteccHo da actividade de xila-
nase. Em ambos os casos, foi tomada a auséncia de descolorac®o como indi
cacHo para a auséncia da producBo de enzima. A dupla mutante Streptomy-
ces lividans 10-164 era muito estivel, e parecia dar a maior eficiéncia
de transformag%o e foi assim escolhida como o microorganismo hospedeiro

maig preferido para o degenvolvimento do sistema de expressZo.

4 produgBo de protoplastas e transformac¢fo da du-
pla mutante Streptomyces lividans 10-164 foi efectuada como descrito por
Chapter e col. (Curr. Topics Microbiol. Immunol.j 97, 69 (1982)). Colo-
caram-se os protoplastos transformados em placas em meio R5 suplementa-
do para a expresso de melamina e cobriram-se com 3 ml de meio R5 conten

do 0,67 de Agar a 42°C. Escolheram-se os transformantes pela resisténcia

- 14 -




ao tiostrepton apds 16 horas a 30°C de acordo com o procedimento de Ken-
dall e Cullum, op. cit. (1984). O escrutinio dos clones xilanase-positi-
vog foi efectuado utilizando um meio minimo suplementado com RBB-xilano
que foi preparado de acordo com Biely e col. {4nal. Biochem.; 144, 142

(1985)). As colénias que produziam xilanase, hidrolisavam este substrato

criando zonas transparentes.

Escolheran~se dois clones produtores de xilanase
e designaram-se por Streptomyces lividans IAT18 e IAF30. A andlise por
electroforese com gel de agarose do material de ADN plasmidico encontra-
do na Streptomyces lividans IAF18 e IAF30 demonstrou que todos os plas-
midios encontrados eram maiores do que PIJT02, isto &, os plasmidios
pIAF18 e pIAF30 tinham insercBes de 5,7 e 6,7 kb, respectivamente. Estes
plasmfdios hibridos foram utilizados para retransformar o mutante duplo
Streptomyces lividans 10-164. Em todos os casos, 100% dos transformantes
eram positivos para a actividade enzimitica previamente medida indicando
que o presumivel gene de xilanase (xln) estava ligado a plasmidio. C ma-
peamento de restricHo dos plasmidios pIAF30 revelou uma discrepfncia en—
tre as duas insercBes no que se refere aos sitios de restrigio. Contudo,
o engaio de revelacBo de Southern, utilizando como sonda o fragmento de
restri¢Ho BanHI-Sphl interno 3 inser¢3o PIAF18 mostrou que cerca de 2kb

de ADN eram comuns &s duas inserc¢Ses.

b expressfio do gene xln foi estudada por culturas
submersas dos diferentes clones em TSB (caldo de soja tripticase) e em
meio de xilano e comparado com estirpe de tipo selvagem de Streptomyces
lividans 1326 e 3131, © meio de xilano, referido como }fl3, consiste emt
xilano (de pedacos de cevadaj Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.4.)
10gs (WH4)2804, 1,4 g3 K2HPO4, 2,5 gj KH2PO4, 1,0 gj extracto de fungo
(Difco), 2 g3 proteose peptona (Difco), 1 gj MgS804, TH20, 0,3 gj Tween
80, 2 mly e 1 ml de uma solugHo de tracos de metal contendo CoCl2.6H20
(200 mg), FeS04,TH20 (500 mg), MnS04.H20 (160 mg) e ZnS04.7H20 {140 mg),
todos dissolvidos em 100 ml de Agua destilada acidificada a pH3. esco-
lheu-se uma temperatura de incubagZo de 34°C dado que ela produzia uma
boa velocidade de crescimento para a actividade de xilanase (Kluepfel e
col., fppl. Microbiol. Bioteehnol.j 24, 230 (1986). Os resultados s¥o

apresentados na Tabela 1 para 48h e T2h de incubagBo.
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TABELA I

& actividade é expressa em ¥I/ml de filtrado de cultura.

Actividade de xilanase em IU®
Egtirpe
ou TS B Meio de xilan
Clone
48 h 72 h 48 h 72 h
1326 0 . 0 3.1 5.8
3131 G 0 3.7 6.3
I4F18 4e 4 445 293.0 380.0

0 ensaio para a xilanase foi efectuado por incuba-
¢Zo de 1 ml de solugHo de enzima adequadamente diluido em tamp3o McIlvaid
0,1 M pH 6,0 com 1 ml de uma suspens¥o aquosa de 1% de xilano a 60°C du-
rante 10 min., & reaccfe foi terminada pela adig¥o de 2 ml do reagente”
fcido de dinitro-salicilico e por aguecimento durante 15 min. em Agua
ebuliente. A quantidade de agucares redutores libertados foi determinada
com D-xilose como padr3o. Os padrSes de comparacBo consistiam numa sus-
pensto de xilano de 1 ml incubada do mesmo modo a que se adicionaram 2ml

de solug3o do Acido dinitro-salicilico e 1 ml de enzima.

A estirpe de tipo selvagem, quer contivesse o plas
midio pIJT702 ou n#Ho, n¥Ho produzia actividade de enzima quando cultivada
em TSB e os niveis produzidos do meio de xilano variavam entre 3 e 6
UI/ml de filtrado de cultura. Os clones IiF18 e IAF30 apresentavem acti-
vidade significativa em TSB(0,9-4,5 UI/ml) mesmo na auséncia de qualquer
indutor. Os clones IAF18 e IAF30C crescidos no meio de xilano produziam
niveis muito elevados de xilanase, por exemplo IAF13 atingia 380 UI/ml.
Na fracgBo intracelular de todas as culturas, apenas se detectaram quan-
tidades traco de actividade de xilanase, indicando uma eficiente secre-

GO0,

0s concentrados sobrenadantes das culturas de es—
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tirpe Streptomyces lividans 3130, e os clones IAF1S e IAF30 apds indut3o
com xilano foram analisados para determinar a xilsnase segregada por SDS
-9% PAGE apds revelagBo com o Azul de Coomassie. Os produtos semelhantes
a Xilanase de todos estes clones tinham valores estimados de lir de 43 ©CQ
Este valor correspondia eéactamente ao valor de Mr da xilanase pura na-
tiva isolada de Streptomyces lividans 1326 (Morosoli e col., 1986) indiZ
cando que ambos os clones tinham inser¢Bes que codificavam pelo menos

para o gene estrutural completo. Além disso, a identidade destas protéi-
nas foi confirmada imunulogicamente nos ensaios de revelagZo de Western

utilizando anticorpos de antixilanase.

EXEMPLO 2

Investigou-se a estabilidade genética de Strepto-
myces lividens IAF18 ensaiando a produgZo da enzima em TSB e no meio
M13 contendo 1% de xilano (como acima definido) ambos na presenca e au-
séncia de tiostrepton. Em ambos os meios, os teores de enzima obtidos
permanecizm constantes durante pelo menos 10 transferéncias consecutivas
e n¥o foram afectados pela ausdncia do antibidtico. O gene multicépia
foi observado em TSB com cerca de 2 UI/ml que foram constantemente medi-
dos apds 24h e atingindo 10 UI/ml apds 48 horas. Este nivel de produgo
permanecia estivel durante varios dias e podia ser explicado pela esta-

bilidade da enzima a 34°C.

4 adic¥o de glicose ao meio M13 mostrava claramen-
te a represstio cataebdlita e a produg¥o de enzima comeg¢ava quando este
aclicar era consumido, enquanto a xilose como fonte principal de carbono
no mesmo meio produzia um nifvel de xilanase extracelular de 8CC UIL/ml

tal como obtido utilizando apenas xilano, como se mostra na Tabela 2.
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TABELA 2
Actividade (IU/ml)
Fonte de carbono
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

1% xilano 143 564 782 957 1233
1% xilano +

1% glicose 4] 48 462 888 1085
1% xilose 217 652 672.0 991 1216

A Tabela 3 mostra uma comparacZo da produgZo de
enzima entre a estirpe de tipo selvagem Streptomyces lividans 1326 e
o clone Streptomyces lividans IAF18 nc meio M13 contendo 1% e 2% de xi-
lano. O primeiro produzia 28UI/m1 com ambas as concentra¢Bes enquanto

o dltimo segregava 1300 e 1600 UI/ml de xilanase respectivamente.

TABELA 3
Egtirpe e Actividade (IU/ml)
concentracio de '
xilano 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
8. lividans 1326
1% xilano 14 29 30 29 29
2% xilano 8 23 26 27 27
8. lividons IAF18
1% xilano 84 576 898 1150 1342
2% xilano 154 784 1207 1408 1604

EXEMPLO 3

Proporciona—-se o seguinte exemplo de uma sequéncia

C/D—E-D-E—D com o objectivo de comparagBo com sequéncias de acordo com
a presente invenco.
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Branquearam-ge¢ 150 gramas com base seca em estufa,
de uma pasta de papel kraft de madeira dura n¥o branqueada com o Nimero
appa 14,1, viscosidade 49,1 mPa.s e brancura de 34,3% ISO por uma se-
quéncia de branqueamento convencional C/D-E—D—E—D. hs cargas quimicas

foram ag seguintest

fase C/D1 2,81% cloro, 0,12% didxido de cloro a 50°C durante 30 minu-

tos na pasta a 3,0% de concentracZo.

fase Bl 1,56% de hidréxido de sddio a 70°C durante 60 minutos na pasta

com 10% de concentragHo

fase D1 0,8% de didxido de cloro, 0,45% de hidrdxido de sédio a 70°C

durante 3 horas com a concentrag3o de 6,0%.

fase E2t 0,4% de hidrdxido de sddio a 70°C durante 60 minutos na pasta

com 10% de concentrag¥o.

fase D2t 0,1% de didxido de cloro a 70°C durante 3 horas na pasta com

concentracfio de 6,0%.,

A pasta apds a fase final do didxido de cloro tinha as seguintes proprie
dadess

Brancura 90.0% 180

Viscosidade 31.9 wPa.s

EZENPLO 4

Proporciona-se o seguinte exemplo de uma sequéncia
0-C/D-E-D com o objectivo de comparag¥o com sequéncias de acordo com a

presente invencgZo.

Combinaram-se 150 gramas, com base seca em estufa,
de uma pasta de papel kraft de madeira dura n¥o branqueada com o Nimero
Kappa de 14,1 viscosidade 49,1 wPa.s e brancura 34,3% IS0, com 2,5% de
hidréxido de sddio e Agua suficiente para se obter uma concentra¢fo de
10% agitendo num misturador de Hobart. 4 pasta foi em seguida transferi-
da para um reactor de oxigénio com concentragfio média. No reactor tra-
tou-se a pasta com oxigénio gasoso a uma press¥o de 414 Ki\s"/m2 barométri-
ca a uma temperatura de 100°C durante um periodo de 60 minutos. Verifi-
cou-se que a pasta tinha um pH final de 11,4. 4ipds diluig¢Zo para uma

concentracfo de 4%, filtrou-se a pasta, lavou-se com Agua a 1% de con—
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centragBo e filtrou-se de novo. & pasta lavada tinha as seguintes pro-

priedadess
Nimero Kappa 8,3 (41% inferior ac n¥o branque-
ado)
Viscosidade 25,6 mPa.s

Brancura 50,1% IS0

A pasta tratada com oxigénio foi em seguida bran-
queada C/D-E-D, sendo as cargas quimicas e as condig8es de processo as

gseguintest

fase C/Dt 1,65% de cloro, 0,07% de didxido de cloro a 50°C durante 3C

minutos em pasta com concentraco de 3,0%.

fase Et 0,82% de hidréxido de sédio a T0°C durante 60 minutos em pasta

com concentragiio de 10%.

fase Dt 0,25% de didxido de cloro, 0,05% hidrdxido de sddio a 70°C du-

rante 3 horas em pasta com concentraclo de 6,0%.

A pasta branqueada pela sequéncia O-C/D-E-D tinha

as seguintes propriedadess

Brancura 89.9% IS0
Viscogidade 18,9 mPa.s
EXEMPLO 5

Proporciona-se o seguinte exemplo de uma sequéncia
X—C/D—E—D com o objectivo de comparac#o com sequéncias de acordo com a
invenc3o. A fase de tratamento com xilanase seri designada por "X" nas

sequéncias.

Trataram-se 50 gramas da pasta de papel kraft de
madeira dura n%¥o branqueada do Exemplo 3, com o Nimero Kappa 14,1, Vis-
cosidade 49,1 mPa.s e brancura de 34,3% IS0 com xilanase isenta de ce-
lulase obtida do clone acima referido Streptomyces lividans IAF18 des-
critos nos Exemplos 1 e 2. O tratamento foi efectuado com pasta com 3%
de concentrago a 50°C durante 16 horas com agitago a 250 rpm em solu-

¢Ho tamponada aquosa C,1 M de acetato de sbdio, pH 5, a uma concentrago
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de xilanase de 150 UI/ml. Apds o tratamento com enzima, filtrou-se a
pasta, lavou-se até 1% de concentraglo e filtrou-se de novo. & pasta la-

vada tinha as seguintes propriedades:

Niimero Kappa 10,8 (23% inferior ao n¥o branqueado)
Viscosidade 53,5 mPa.s
Brancura 40,1% 180

4 pasta tratada com xilanase foi em seguida bran-
queada pela sequéncia C/D-E-D. As cargas quimicas e as condi¢Bes foram

as seguintest

fase C/Ds 2,14% de cloro, 0,09% de diéxido de cloro a 50°C durante 30

minutos na pasta com concentragHo de 3,0%.

fase Et 1,2% hidréxido de sddio a 70°C durante 60 minutos na pasta com

concentragfo de 10%.

fase Dt 1,0% de didxido de cloro a 70°C durante 3 horas na pasta com

concentragio 6,0%.

4 pasta brangueada pela sequéncia X-C/D-E-D tinha

as seguintes propriedadest

Brancura 90,8% IS0
Viscosidade 30,3 wPa.s

EXEMPLO 6

0 seguinte exemplo & proporcionado apenas para

comparagio.

& pasta de papel kraft de madeira dura nZo bran-
queada do Exemplo 4 foi submetida a um tratamento com oxigénio como no
Exemplo 4. Tratou-se em seguida a pasta tratada com oxigénio nas condi-
¢Bes de tratamento com xilanase como referido no Exemplo 5 com a excep-
cHo de n¥o estar presente qualquer xilanase. A pasta foi em seguida fil-
trada, lavada com Agua até 1% de concentracfio e filtrada. 4 pasta lavada

tinha as seguintes propriedadest

Wdmero Kappa 8,0
Viscosidade 25,6 mPa.s
Brancura 52,56 IS0
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Pode ver-se assim que a pasta tratada sequencial-
mente com tampXo de oxigénio tinha o mesmo Nimero Kappa e caracterfsti-
cas de viscosidade como a pasta tratada com oxigénio do Exemplo 4. O t??
tamento de tamponizacHo nZo tinha essencialmente qualguer efeito nestas

propriedades da pasta.

EXEMPLO T

A seguir apresenta-se um exemplo de uma sequéncia
0-X-C/D-E-D.

Submeteu-~se a pasta de papel kraft de madeira du~
ra n¥o branqueada do Exemplo 4 a um tratamento com oxigénio como no Exeg
plo 4. & pasta tratada com oxigénio foi em seguida submetida a um trata-
mento com xilanase como no Exemplo 5. Apds lavagem, a pasta tratada com

oxigénio-xilanase tinha as seguintes propriedades:

Nimero Kappa 5,3 (62% inferior & n%o bran-
queada)

Viscosidade 2,6 wPa.s

Brancura 55,9% ISC

A pasta tratada com oxigénio-xilanase foi em se-
guida branqueada pela sequéncia C/D-E-D. As cargas quimicas e condig¢Ses

foram as seguintes:

fase C/Dt 1,05% de cloro, 0,044% de didzido de cloro a 50°C durante 30
minutos na pasta com concentrag¥o de 3,0%

fase Et 0,59% de hidrdxido de sddio a 70°C durante 60 minutos na pasta

com concentracio de 10%.

fase D3 0,1 de didxido de cloro, 0.05% de hidrdxido de sddio a 70°C

durante 3 horas na pasta com concentrac¥o de 6,0%.

4 pasta branqueada pela sequéncia 0-%-C/D-E-D ti-

nha as seguintes propriedades:

Brancura ) 90,5% IS0
Viscosidade 25,7 mPa. s

0 Ndmero Kappa referido para o tratamento apenes
com oxigénio no Exemplo 4 &é de 8,3, o que & 41% mais baixo do que o Nii-

mero Kappa da n%o branqueada. O Nimero Kappa para o tratamento apenas
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com xilanase no Exemplo 5 & de 10,8, o que & 23% inferior ao Nimero Kap-
pa da n¥o branqueada. Por comparagfo, o tratamento sequencial com oxigé-
nio-xilanase do Exemplo 7 proporcionava uma pasta com o Némero Kappa de
5,3, o que é 62% inferior no Nimero Kappa da n¥o branqueada e demonstra
totalmente o efeito sinérgico existente entre os dois tratamentos com
base naes suas caracteristicas individuais, o que se tomado como uma re-
lacHo aditiva simples daria expectavelmente o Nimero Kappa de 6,4, o que

corresponde a uma redugio de 557%.

A18m disso, a fase C/D, fase E e fase D das cargas
quimicas sfo cada uma signifiéativamente diminuidas por branqueamento
posterior da pasta tratada com C-X como se mostra no Exemplo 7 para uma
sequéncia 0-X-C/D-E-D, quando comparada com as cargas quimicas necesséa-
rias para o branqueamento para uma brancura final comparavel ou mesmo
inferior em qualquer das sequéncias C/D-E~D-E-D, ou C-C/D-E-D ou X-C/C-

~F-D como se ilustra nos Bxemplos 3,4 ou 5 respectivamente.

EXEMPLC 8

Lpresenta—se a seguir um exemplo de uma sequéncia
0-X-C/D-E-D.

A pasta de papel kraft de madeira dura nZo bran-
queada do Exemplo 4 foi submetida a um tratamento com xilanase como no
Exemplo 5, seguido de um tratamento de oxigénio como no Exemplo 4. A

pasta branqueada com X-0 tinha as seguintes propriedades:

Némero Kappa 5,3 (62% inferior & n3o branqueada)
Viscogidade 30,2 mPa.s
Brancura 62,3% 180

4 pasta tratada com X-O foi ainda branqueada pela

sequéncia C/D-E-D. As cargas quimicas e condi¢Bes foram as seguintest

fase C/Dt 1,05% de cloro, 0.044% de didxido de cloro a 50°C durante 30

minutos na pasta com concentrag3o de 3,0%

fase Bt 0,64% hidrdxido de sddio a 70°C durante 60 minutos na pasta com

concentrago de 107

fase Dt 0,15% de didxido de cloro a 70°C durante 3 horas na pasta com

concentragio de 6%,
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fage DIt 0,5% de didxido de cloro, 0,25% de hidréxido de sddio, a T0°C

fase Bt 0,3% de hidréxido de sédio a 70°C durante 60 minutos na pasta

4 carga branqueada pela sequéncia A-0-C/D-E-D ti-

nha as seguintes propriedades:

Brancura 91,6% IS0
Viscosidade 21,8 wPa.s

0 Nimero Kappa referido para a pasta tratada com
X-0 neste Exemplo 8 & o mesmo do obtido com a pasta tratada com X-0 no
Exemplo 7 e ilustra que o efeito sinérgico entre os dois tratamentos e-
xiste sempre seja qual f8r a ordem dos referidos tratamentos. Além disso,
também se obtem uma brancura superior € uma viscosidade muito melhorada -
para esta pasta tratada com X-O quando comparada com o tratamento com O-

X ou apenas tratamento com O.

Esta brancura final obtida com esta sequéncia X-O-
~C/D-E-D & de 91,6% IS0, o que ilustra o aumento efectivo do nivel de
brancura da pasta utilizando quantidades reduzidas de cloro e de compos-
tos quimicos de branquesmento contendo cloro & sem introduzir efeitos

laterais indesejaveis.

EXEMPLO 9

lpresents~se a seguir um exemplo de uma sequéncia
0-X-D-E-D.

i pasta de papel kraft de madeira dura nZo branque
ada do Exemplo 4 foi submetida a um tratamento com oxigénio como no E-
xemplo 4. 4 pasta tratada com oxigénio foi em seguida submetida a um tra
tamento com xilanase como no Exemplo 5. 4 pasta resultante tinha as se-

guintes propriedadest

Mimero Kappa 4,6 (67% inferior & n¥o branqueada)
Vigcogidade 24,1 mPa.s '
Brancura 60,8% IS0

L pasta tratada com oxigénio-xilanase foi ainda
branqueada pela sequéncia D-E-D, e as cargas quimicas e condigSes foram

as seguintest

durante 3 horas na pasta com concentragZo de 6,0%.
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com concentracHo de 10%.

fase D23 0,1% de didxido de cloro a 70°C durante 3 horas na pasta com

concentragio de 6,0%.

& pasta branqueada pela sequéncia O-X-D-E-D tinha

as seguintes propriedadest

Brancura 90, 3% 180
Viscogidade 22,4 mPa.s

Este Exemplo 9 demonstra, de novo, o efeito sinér-
gico entre os tratamentos com oxigénio e com xilano, em que se consegue
nesse caso uma redugio de 67% do Nimero Kappa da n¥o branqueada. Além
disso, obtem-se uma melhor brancura com boa viscosidade apds o tratamen—

to com O-%.

0 processo da presente invenc?o tal como ilustrado
no Exemplo 9 proporciona a oporiunidade de se obter numa maior brancura
de pasta totalmente branqueada nZo utilizando cloro elementar e mantendo
uma boa viscosidade com o que seria considerada pelo especialista, como

relativamente baixa em cargas de didxido de cloro.

EXEMPLO 10

Apregenta~se a seguir um exemplo de uma sequéncia
C-X-D-F.

4 pasta de papel kraft de madeira dura nio bran-
queada do Exemplo 4 foi submetida a um tratamento com oxigénio como no
Exemplo 4 seguido de um tratamento com xilanase como no Exemplo 5. A

pasta branqueada com O-X tinha as seguintes propriedadess:

Ndmero Kappa 4,6 (67% inferior & n¥o branqueada)
Viscosidade 24,1 wPa.s ‘
Brancura 60,8% IS0

4 pasta branqueada com C-X foi em seguida branque-
ada pela sequéncia D-T, sendo as cargas quimicas e as condig¢Bes as se-

guintest

fase Dt 1,0% de didxido de cloro, 0,2% de hidréxido de sddio a 70°C

durante 3 horas na pasta com concentrag¥o de 6,0
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fase Pt 0,19 de perdxzido de hidrdgénio, 0,25% de hidréxido de sddio a

e A S G el

A T ST

70°C durante 60 minutos na pasta com concentracHo de 10%.

4 pasta branqueada pela sequéncia O-Z-D-F tinha

as seguintes propriedadess

Brancura 90,9% IS0

Vigcosidade 20,3 mPa.s

Neste caso, obteve-se uma pasta totalmente brancqued
ada com superior brancura utilizando apenas quatro fases de tratamento,

e de novo sem cloro elementar.

EXEMPLO 11

A pasta de papel kraft de madeira dura n%o bran-
queada do Exemplo 4 foi submetida a um tratamento sequencial O-%-C/D-E-D
como referido no Exemplo 7 com a excep¢lo de as cargas guimicas finais
da fase D serem de 0,5% de didxido de cloro, 0,1% de hidréxido de sddio

na pasta. A pasta branqueada com O—K;CVDLE-D tinha as seguintes proprie-

dadess
Brancura 91,7% 180
Viscosidade 25,1 mPa.s

0 Exemplo 11 demonstra ainda as vantagens referi-
das no Exemplo 7 para o processo da presente invenc¢#o. Em particular,
neste caso, o elevado grau de brancura obtido (91,7% IS0) a um bom nivel

de viscosidade (25,1 mPa,s)

EXEMPLO 12

4 pasta de papel kraft de madeira dura n¥o bran-
queada do Ixemplo 4 foi submetida a um tratamento sequencial X;O—C/B-E-D
como referido no Exemplo 8 com a excepg¢3o de se ter aplicado uma carga
na fase final D de 0,08% de didxido de cloro na pasta. A pasta branquea-

da com X_O-C/DmE-D tinha ag seguintes propriedades?

Viscosidade 24,1 mPa.s
Brancura 60,8% IS0

0O Exemplo 12 demonstra ainda as vantagens referi-
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das no Exemplo 8 para o processo da presente invengHo.

4L Tase de lavagem apds o tratamento com xilanase
como descrito no Exemplo 5 atris referido & considerado opcional, mas
recomenda~-se geralmente que para a armazenagem prolongada da pasta tra-
tada com enzima, a lavagem deve ser incluida, e a enzima deve ser desna-

turada.

REIVINDICACOES

- 18 o

Processo para a prepara¢fio de um material linhoce-
luldsico branqueado incluindo uma fase de se tratar material linhocelu-
16sico contendo liga¢Ses xilosidicas hidrolisiveis com xilanase, com uma
quantidade suficiente de xilanase para se efectuar a hidrdlise das refe-
ridas ligacBes xilosidicas hidrolisiveis, caracterizado por a xilanase
ser substancialmente isenta de celulase e o referido processo incluir
uma fase de se tratar o referido material linhoceluldsico, antes ou de-

s

pois do tratamento com a referida xilanase, com oxigénio, ou com um gés

contendo oxigénio, num meic alcalino.
~ 28 _

Processo de acordo com a reivindicac¥o 1, caracte-
rizado por o referido material linhoceluldsico ser tratado em suspens®o
aquosa com uma concentracBo de 3 a 35% em peso, com oxigénio ou com um
cfs contendo oxigénio, a uma pressio parcial de oxigénio de 207 a 1724
kN/m?, entre 70 e 170°C durante 10 a 90 minutos.

- 38 -

Processo de acordo com as reivindicagBes 1 ou 2,
caracterizado por o referido material linhoceluldsico ser tratado em
suspensBo aquosa com uma concentracso de 1 a 20 em peso com 1 a 500 UI/

/ml de xilanase entre 20 e 80°C durante 1 a 48 horas.
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Processo de acordo com qualquer das reivindicagBes
1 a 3, caracterizado por o referido material linhoceluldsico ser também

submetido a pelo menos um dos seguintes tratamentos:

tratamento em meio aquoso com cloro e/ou didxido de cloro,
tratamento em meio alcalino na presengca de um perdxido, e
tratamento em meio aquoso com hipoclorito, ozono, ou didxido

de azoto.

Processo de acordo com qualquer das reivindicacGes
1 a 4, caracterizado por se submeter o material linhoceluldsico branquea
do a uma extracgio, ou extrac¢Bo com oxida¢Zo, em meio aquoso com base

alcalina.
- 62 o

Processo de acordo com a reivindicagHo 4, caracte-
rizado por apés os tratamentos com xilanase e oxigénio, ou com um gas
contendo oxigénio, se tratar o material linhoceluldésico em meio aquoso
com cloro e/ou diéxido de cloro, e em seguida se submeter a extracgo,
ou extraccHo com oxidagBo, num meio aguoso com uma base alcalina, e em

seguida se tratar em meio aquoso com didxido de cloro.
- 78 -

Processo de acordo com a reivindicag®o 4, caracte-
rizado por apls os tratamentos com xilanase e oxigénio, ou com um gas
contendo oxigénio, se tratar o material linhoceluldsico em meioc aquoso
com didxido de cloro, e em seguida tratar-se em meio alcalino aquoso com
perdxido de hidrogénio.

- 8a -

Processo de acordo com qualquer das reivindicagGes
1 a T, caracterizado por se adicionar uma fase de lavagem ou uma fase de
espessamento apds o tratamento com xilanase para se obter um filtrado
contendo xilanase residual activa que é veciclada por aplicagZo do refe-

rido filtrado ao material linhoceluldsico a ser tratado com xilanase.
- 92 _

Processo de acordo com qualquer das reivindicagGes
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1 a 8, caracterizado por se obter a referida xilanase a partir de um mi-
croorganismo recombinante por introduc¥o de um plasmidio hibrido numa

estirpe mutante hospedeira de Streptomyces lividans possuindo uma activi-

dade substancial negativa da celulase, sendo o referido plasmidio hibri-
do construido pela inserczo de um gene de xilanase (x1n) obtido a partir

de Streptomyces lividans 66 no plasmidio vector pIlJ702.

- 108 -

Procesgo de acordo com a reivindicacBo 9, caracte-
rizado por a referida estirpe hospedeira ser a estirpe mutante dupla

Streptomyces lividans 10-164 possuindo uma importante actividade nega-~

tiva da xilanase.

L requerente reivindica a prioridade do pedido
norte-americanp apresentado em 10 de Fevereiro de 1989, sob o nlimero de
série 308,529.

Lisboa, 9 de Fevereiro de 1990
@ LGEUTE OFICIAL T, PROCPRIGDADE LIDUSTRIAL
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RESUMO

"PROCESSO PARA &4 PREPARACIO DE UM MATERIAL

LINHOCELULOSICO BRANCUEADO"

A invencHo refere-se a um processo para a prepa-
racHo de um material linhoceluldsico branqueado incluindo uma fase de
se tratar o material linhoceluldsico contendo ligac¢Bes xilosidicas hi-
drolisiveis com xilanase, com uma quantidade suficiente de xilanase pa-
ra se efectuar a hidrdlise das referidas liga¢Bes xilosidicas hidrolisa-
veis, que compreende o facto de a xilanase ser substancialmente isenta
de celulose e o referido processo incluir uma fase de tratamento do re~
ferido material linhoceluldsico, antes ou depois do tratamento com a re-
ferida xilanase, com oxigénio, ou com um gis contendo oxigénio, num meio

alcalino.
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