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Capitulo 5 — Tratamientos oxi dativos enziméticos

En esta Parte A del Capitulo 5 se estudia el efecto del sistema Trametes hirsuta lacasa-HBT sobre
una pulpa completa kraft no blanqueada de fibra larga reciclada. Se realiza un rastreo de las
condiciones de trabajo en donde se evalUan distintas cargas de enzima y mediador sobre las
propiedades papeleras. A modo de comparacion se estudia también el efecto de este sistema sobre
pulpas con mayor drenabilidad. Estos resultados son preliminares a o realizado en la Parte B de

este capitulo.

5.2. MATERIALESY METODOS

5.2.1. Preparacion dela pulpa. Pulpa completa (Pulpa A-300).

Se partié de una pulpa virgen kraft no blanqueada de coniferas (nUmero kappa: 85,0) en
forma de planchas secas. Esta se humect6 durante 24h y se desintegré en un pulper Black Clawson
de 150 L de capacidad a 1,2 % de consistencia de pulpa durante 20 min. La drenabilidad fue 810
mL CSF (mL Canadian Sandard Freeness).

Se refind a 3% de consistencia en refinador de disco Sprout Waldron y la pulpa obtenida
se sech en estufa a 120°C durante 20 min y en forma desintegrada (sin restriccion ala compresion).
Luego se desintegré nuevamente en el pulper. Ladrenabilidad final fue 280 mL CSF.

Se realizd una clasificacion por longitud de fibra cuantitativa en clasificador Bauer McNett
(tiempo 15 min - Norma SCAN). Los resultados se muestran en la Tabla 5.2. El alto contenido de

fracciones medias (30/50 y 50/100) y finos (100/200 y —200) indica que la pulpa ha sido refinada.

Tabla 5.2. Clasificacion por longitud de fibra cuantitativa en
clasificador Bauer McNett

Mallas Fraccién masica (%)
R30 56,2
30/50 15,5
50/100 10,7
100/200 5,7
—200 11,8
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5.2.1.1. Acondicionamiento de la pulpa antes de los tratamientos enziméaticos

La pulpa refinada se llevé a pH 5,0 (pH 6ptimo de trabajo de la enzima) colocandola en
agua destilada al 4 % de consistenciay agregando HCI 0,1N hasta alcanzar ese pH. Se mantuvo en
esas condiciones durante 45 min, se espeso por centrifugacion, se dispersd y se le determind

sequedad. Se almacen6 a 4°C hasta su uso.

5.2.2. Actividad lacasa

La lacasa utilizada fue provista por € Instituto de Investigacion VTT, Espoo, Finlandia.
Sus caracteristicas se detallan en el Capitulo 3.
En esta serie de experiencias se tomaron como condiciones de trabajo las informadas por
este Instituto como de méxima actividad de la enzima:
- Temperatura Optima: 40°C

- pH: 5,0 (utilizando acido acético)

Actividad enzimética susrao asTs) : 5250 nkat/ mL extracto enzimatico

5.2.3. Preparacion del HBT

Debido a que la solubilidad del HBT (1-hidroxibenzotriazol, ICN Biomedical) es baja
(5 g/L a 30°C), antes de cada tratamiento enzimético se preparo la solucién de HBT disolviéndolo
en agua destilada a 40°C. El pH de la solucion fue 3,0-3,2 €l cual se gjusté a 5,0 con el agregado de

aproximadamente 10 mL de NaOH 5 g/L.
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5.2.4. Seleccién dela carga de enzimay mediador

Se €eligio la carga de enzima y la carga de mediador teniendo en cuenta referencias
bibliograficas en las que se aplican lacasas sobre pul pas no blanqueadas.

Sobre pulpas termomecanicas de ato contenido de lignina (27%), Gronqvist y col. (2003)
aplicaron lacasas aisladas del hongo Trametes hirsuta con distinta actividad enzimética (lacasa:
7600 nkat/ml y lacasa: 4400 nkat/ml medidas sobre sustrato ABTS). Para los tratamientos
utilizaron una carga de 1000 nkat/g pul pa seca.

Sobre pulpas no blanqueadas kraft de coniferas (nUmero kappa 50) Haynes (1998) utilizd
una carga de enzima correspondiente a una carga de proteinas de 0,96% sobre pulpa secay 2% de
HBT.

Por otro lado, Nelson y col. (1998) sobre una pulpa de latifoliada de kappa 10,5 utilizé
cargas de enzima de 200 nkat/g pul pa seca.

Poppius-Levin y col. (1999) aplicaron €l sistema lacasa-HBT con una carga de 670 nkat/g
pulpa (medido sobre sustrato ABTS) sobre pulpas de coniferas de nimero kappa 8,6 y 24,7. La
cargade HBT fuede 1%y 3% HBT respectivamente.

Teniendo en cuenta que en este trabajo se utilizé una pulpa de conifera con alto contenido
de lignina (nimero kappa 85,0 o0 aproximadamente 12-13 % de lignina Klason) se opto por utilizar
cargas de enzima entre las utilizadas por Nelson y col. (1998) y las utilizadas por Grongvist y col.
(2003).

Inicialmente en esta Tesis se evaluaron dos niveles de carga de enzima: 202 y 610 nkat/g
pul pa seca teniendo en cuenta la actividad enzimatica informada por €l Instituto VTT.

Con respecto ala carga de mediador se opt6 por evaluar el efecto de una carga menor y una

mayor alas utilizadas por otros autores. Estos fueron: 1,16 %y 3,5% de HBT sobre pul pa seca.
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5.2.5. Disefio experimental

Para evaluar € efecto de la carga de enzimay de mediador sobre las propiedades papeleras

se llevd a cabo un disefio experimental unifactorial como se detalla en la Tabla 5.3. En estatabla

también se muestra como se identificaron los distintos tratamientos del disefio experimental.

Tabla 5.3. Disefio experimental unifactorial.
Factor: Tratamiento enzimatico.

Niveles Cargaenzima Carga

del (nkat/g pulpa) M ediador I dentificacion
factor gpulp (%)
0 0 0 LoHo
1 202 0 L,
2 202 1,16 LiH,
3 202 35 LiH3
4 610 0 Ls
5 610 1,16 LsH;
6 610 3,5 LsHs

®En base ala actividad determinada sobre sustrato ABTS e informada por €l
Ingtituto VTT, Finlandia.

EnlaTabla 5.4 se muestran | as variables de respuesta estudiadas.

Tabla 5.4. Variables de respuesta estudiadas sobre la pulpa completa, los finosy las hojas de
ensayo formadas con |a pulpa completa.

Drenabilidad

En la pulpa completa

Valor de retencién de agua (WRV)

NUmero kappa (sobre determinadas pul pas)

En losfinos
Grupos &cidos total €S (sopre determinadas pulpas)
Coeficiente de absorcion de luz (K)a4s7 nm)
NUmero kappa

En las hojas de ensayo de pulpa Resistenciaalatraccion

completa Resistenciaal aplastamiento de onda (CMT)

Densidad aparente

Nitrogeno total Kjeldahl (sopre determinadas puipas)

Las metodologias utilizadas para determinar estas propiedades y para la formacién de las

hojas de ensayo de gramaje 130 g/m? se detallan en el Capitulo 3 de esta Tesis.
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5.2.6. Tratamientos enziméaticos

Para llevar a cabo los tratamientos enziméticos se utilizé un reactor de vidrio de 3L de
capacidad, con agitacién a una velocidad de 1500 rpm y con ingreso continuo de oxigeno en la

zona de agitacion de manera de asegurar la dispersiéon de las burbujas (Figura 5.10).

lacasa + mediador\ Q

Sensor de
velocidad

4

"~ Sensor de
Temperatura

pulpa _

Bario termostatizado

Figura 5.10. Equipo utilizado para los tratamientos enzimaticos. Reactor de 3 L con agitacion
controlada y burbujeo de oxigeno. Sobre la pulpa termostatizada se agregd la mezcla de lacasa-
HBT en dos etapas: a inicioy alamitad del tiempo total de tratamiento.

Debido a que la actividad enzimatica puede disminuir durante € transcurso del tratamiento,
se opto por agregar laenzimay el mediador en dos etapas, al principioy alamitad del tratamiento.

El tratamiento se llevd a cabo a 1,7 % de consistencia final de la pulpa, pH=5,0 y T=40°C
durante 3 h. Inicialmente se colocd en el reactor 1500 mL agua destilada y se termostatizd a 40°C.
Se le agregaron 100 g de pulpa himeda (35 g pulpa seca) y se agit6é durante 5 min. Para mantener
ese pH se agreg6 15 mL de acido acético 0,2 N (concentracién final 1,5 mM).

En un vaso de precipitados se disolvié la mitad de la carga total de HBT, sellevo apH 5,0
con €l agregado de NaOH 5,0 g/L y se termostatizd a 40°C. A esta solucion se le agregé la mitad
de la carga total de enzima, y la solucién resultante (aprox. 130 mL) se agregd rapidamente al
reactor conteniendo la pulpa parainiciar e tratamiento. La consistencia en esta etapa fue de 2,0 %.

Pasada la mitad del tiempo previsto (1,5 h) se agreg6 el resto de HBT y de enzima en una

solucion gjustadaa40°Cy apH 5,0 (130 mL mas). Laconsistenciafinal de la pulpafue de 1,7 %.
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Al final del tratamiento (3 h), se verificod que la conductividad sea menor a 450 uS/cm y
gue €l pH esté en el rango 5,0-5,2. Se filtrd y se recircul6 € filtrado sobre la mata de fibras.
Finalmente se espeso la pulpa por centrifugacion.

Para detener la actividad enzimética se colocd la pulpa nuevamente en agua destilada 'y se
[levo a pH 8,0 con una solucion de NaOH 1g/L. Se dej6 en esas condiciones durante 30 min, se
lavo varias veces consecutivas con agua destilada hasta pH 6,0-6,5, se centrifugd y se amacend a
4°C.

El tratamiento control se realizé utilizando el mismo procedimiento que para el tratamiento
enzimético pero sin el agregado de enzima ni mediador. Finalizado €l tratamiento control se colocd

en solucion de NaOH pH 8,0 durante 30 minutos y bajo agitacion.

A continuacion se resumen las condiciones generales de |10s tratamientos:
- Consistenciafinal delapulpa=1,7% (g pulpaseca/ 100 g suspension)
- Temperatura=40+ 1°C
- Duracion del tratamiento = 3 horas
- pH 5,0 (gustado con acido acético)
- Burbujeo continuo de oxigeno.
- Cargatotal de mediador HBT y de enzima: seguin disefio experimental. Agregados en dos
etapas.
- Desactivacion final de la enzima: NaOH pH 8,0 y agitacién durante 30 min y luego agua

destilada hasta pH 6,0-6,5.

5.2.7. Obtencion dela fraccion de finos

Veinte gramos secos de la pulpa tratada enzimaticamente y la pulpa control se clasificaron
en porciones de diez gramos en equipo Bauer McNett usando las mallas 30, 50 y 100. Ademas, se
recolecto la totalidad del volumen conteniendo la fraccion —100 (aproximadamente 300 L) que
segun la clasificacion cuantitativa mostrada en la Tabla 5.2 representa el 17,5% del materia inicial
(luego de dos clasificaciones en los 150 L habré 3,5 g secos de finos).
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Para concentrar esta Ultima fraccién, se agregé HCI hasta pH 2,0 para lograr la floculacion
y precipitacion. Se dejo en estas condiciones durante 12 h. Luego, €l sobrenadante se extrajo
lentamente por succion hasta que se obtuvo un volumen final de 800 mL.

La suspension se centrifugd durante 10 min a 1750 g (en volimenes de 200 mL) y
nuevamente se extrajo el sobrenadante por succion.

A lasuspensién final obtenida se le realizaron dos lavados écidos consecutivos agregando
700 mL de HCI 0,IN (conductividad aproximada de 36 mS/cm), dejdndola en esas condiciones
durante 45 minutos, centrifugando y succionando el sobrenadante. Luego se lav6 agregando agua
destilada, centrifugando y succionando €l sobrenadante hasta conductividad menor a 390 uS.
Finalmente se llevd la suspension a 450 mL y se gjusto la conductividad a 390 uS con HCI. La
suspension se almacend a 4°C.

De los aproximadamente 3,5 g secos de finos, se recuperaron 2,5 g secos (70% del
material).

Sobre esta suspensi6n se determinaron los grupos &cidos totales y el nimero kappa .

5.2.8. Grupos acidos totales en finos por titulacion conductimétrica

Para la determinacion de grupos écidos totales en los finos se utilizd e método propuesto
por Katz y col. (1984) con la modificacion propuesta por Lloyd y Horne (1993) al igual que parala
pulpa completa (seccion 3.1.2 del Capitulo 3).

Inicialmente se asegur6 que la suspensiéon de finos se encuentre a una conductividad de
390 uS por e HCI 10° N presente en el medio. De esta forma, cuando se alcanza la meseta de la
curva de titulacion, la conductividad de la solucién corresponde a NaCl 10°N que es la
especificada en la técnica. Se llevo a cabo la titulacién conductimétrica, de la misma manera que
para la determinacién de grupos acidos de las fibras celulésicas utilizando como titulante NaHCO;
0,IN.

Una vez finalizada la titulacion, la suspensién de finos se llevé a un volumen de 500 mL,

se agitd y se tomaron 100 mL para determinar €l peso seco de finos. Para el calculo se restd el peso
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delosiones (NaCl y NaHCOs) presentes a final de latitulacion. El resto de la suspension se utilizd

para determinar el nimero kappa.

5.2.9. NUumer o kappa en los finos

La técnica estandar de determinacion de nimero kappa descripta en la seccion 3.3.1. del
Capitulo 3 se aplico sobre una muestra que consistio en una suspension de finos de concentracion

conocida.

150



Capitulo 5 — Tratamientos oxi dativos enziméticos

5.3. RESULTADOSY DISCUSION

5.3.1. Numero kappa y grupos acidos totales

5.3.1.1. Pulpa completa

De acuerdo a andlisis de variancia para €l niUmero kappa se encontré que existe diferencia
significativa entre los tratamientos (p=0,0088). La Tabla 5.5 de comparacion de medias muestra
gue respecto a la pulpa control (LoHo), existe una disminucion significativa de esta propiedad por

accion de laenzima sola o por accion del SLM.

Tabla 5.5. Test de rangos multiples de Duncan para el nimero kappa de la pulpa completa.

Factor: Tratamiento enzimatico Media Grupos homogeneos'
L3Hs 82,7 (s=0,3) X

Ls 82,8 (s=0,5) X

Ly 83,7 (s=0,3) XX

L,H, 83,7 (s=0,2) XX

LsH; 83,7 (s=0,6) XX

L4H3 83,9 (s=0,6) X

LoHo 85,0 (s=0,1) X

Existe diferencia significativa al 95% entre |os distintos grupos homogéneos, s: desviacion estandar del
ensayo realizado por duplicado.

5.3.1.2. Finos

Sobre los finos (fraccion -100) se determiné el N° kappa y el contenido de grupos écidos
totales. Los finos de la pulpa tratada con la maxima carga de enzima 'y mediador (LsH3) mostraron
un aumento en €l contenido de grupos acidos totales y una reduccion significativa (p=0,0019) del
nimero kappa en relacién ala pulpa referencia o control (LoHo) (Tabla 5.6). El tratamiento con la

enzima sola (L3) no mostré cambios en €l contenido de grupos &cidos en los finos.

Tabla 5.6. Grupos é&cidos totales y nimero kappa de los finos (fraccion -100) de pulpa
referencia (LoHo) y de pulpas tratadas con enzima sola (L3 ) y con enzima-mediador (LsHs)

Grupos acidostotales

Numer o kappa

Tratamientos en finos en finos (p=0,0019)
(neq/g pulpa seca)
LoHg (control) 92,5 114,9 (s=0,6)
L3 (enzima) 87,9 nd.
L3H3 (enzima+ HBT) 106,3 103,3 (s=0,4)

s= desviacion estandar del ensayo determinado por duplicado; nd: no determinado
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La Figura 5.11 muestra una de las curvas tipicas de titulacion conductimétrica obtenidas

delafraccién -100.

Tratamiento LsH; (610 nKat / g pulpa seca - 3,5% HBT)

400
350 - ml de titulante gastados para
neutralizar los protones

300 | presente en el medio
(9))]
=
'% 250 - ml de titulante en exceso
|
;, 200 ~ ml de titulante gastados para
g neutralizar los grupos acidos
'g 150 - —
o %0e,

®
O 100" oo
50 -
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

mL NaHCO; 0,1N agregados

Figura 5.11. Curva de titulacién conductimétrica de la fraccién -100 de la pulpa tratada
con 610 nKat/g de pulpa seca de lacasa 'y 3,5 % de HBT (L3H3). Los mL de NaHCO;
0,1 N consumidos para neutralizar los grupos écidos de la pulpa, corresponden a los mL
gastados en la zona de la meseta (conductividad 110 uS).

A pesar del ato contenido de lignina de la pulpa en estudio, € tratamiento enzimatico
produjo una leve reduccion en el nimero kappa alin en presencia del mediador que amplia la
accion de las enzimas a sustratos no fendlicosy en el interior de la pared.

Esta limitada delignificacion puede deberse a que tanto las lacasas como € SLM
reaccionaron principalmente con los finos (fraccion —100; 17,5% de la pulpa) y por lo tanto, el
valor del nimero kappa de la pul pa completa no se afectd considerablemente.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Wong y col. (1999). Estos autores
estudiaron €l efecto del SLM sobre pulpas kraft no blanqueadas de coniferas y encontraron una
leve disminucion en el nimero kappa desde 84,1 a 81,6 y desde 60,8 a 58,0 por accién del SLM.

Por otro lado, Bourbonnais y col. (1997) sobre una pulpa kraft (nimero kappa 10,0) de

conifera aplicaron el tratamiento enzimético seguido de un tratamiento acalino y utilizando

distintos mediadores. Encontraron que con algunos mediadores, a pesar de que se liberé metanol en
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d filtrado por demetilacion de la lignina, no disminuyd significativamente el nimero kappa.

Concluyeron que la demetilacion no es suficiente para que se pueda remover lalignina

5.3.2. Capacidad de absor cion de agua (WRV)

Se determiné la capacidad de absorcion de agua de la fraccion fibrosa (R30) luego de tratar
enziméticamente la pulpa completa y clasificarla. Respecto a la pulpa control (LoHg), no se
observaron cambios significativos (p=0,4197) por accion del tratamiento con la enzima sola o por

accion del sistema lacasa-mediador. La Tabla 5.7 muestralos valores medios obtenidos.

Tabla 5.7. Valores medios parael WRV de lafraccién fibrosa (R30).

Factor: Tratamiento enzimatico Media

LsHs 136,6 (s=1,6)
Ls 134,0 (s=3,5)
Ly 132,0 (s=1,1)
LiH, 136,3 (5=3,9)
LsH, 137,3 (s=3,0)
L4H3 136,3 (s=2,5)
LoHo 132,0 (s=1,0)

5.3.3. Drenabilidad

De acuerdo a andlisis de variancia, los tratamientos enziméticos modificaron
significativamente (p=0,0000) la drenabilidad. La Tabla 5.8 de comparacién de medias muestra
que, respecto a la pulpa control (LoHo), bajas cargas de enzima (L;) o0 bajas cargas de enzima-
mediador (L,H;) no modificaron esta propiedad. Sin embargo, para las mayores cargas de enzima o
de mediador esta propiedad fue favorecida significativamente por accién de la enzima sola o por

accion del SLM.

Tabla 5.8. Test de rangos multiples de Duncan parala drenabilidad.

Factor: Tratamiento enzimatico Media Grupos homogeneos*
LoHo 290 X

L,H; 290 X

Ly 300 X

L.Hs 340 X

L3Hs 340 X

Ls 350 X

L3H; 370 X

*Existe diferencia significativa al 95% entre los distintos grupos homogéneos
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La Figura 5.12 muestra estos resultados. EI mayor incremento (27,6 %) lo produjo €
tratamiento con la méxima carga de enzima y 1% de HBT (L3H,;). Para pulpas recicladas un

aumento de esta magnitud en drenabilidad puede ser interesante.

390 |

——

370 +

350 |

e —

—
il

330

310 +

Drenabilidad, mL CSF
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290 |

—t—i

270 +

250 |

ELOHO OL1 OLIH1 OL1H3 BL3 OL3H1 [HbL3H3

Figura 5.12. Drenabilidad en funcién de los distintos tratamientos. L: lacasa; H:
HBT. Las barras de error indican €l +/- seguin la desviacion estdndar del ensayo
realizado por duplicado.

Estudios de aplicacion de otras enzimas sobre pulpas celulésicas muestran aumento en la
drenabilidad. Jackson y col. (1993) encontraron gue la accion de una mezcla de enzimas celulasas y
hemicelulasas (Pergalase A40) sobre pulpas kraft de coniferas mejora la retencion de finos.
Adjudicaron este comportamiento alafloculacién de los finos en la pul pa tratada por la enzima.

Fuentes y Robert (1988) encontraron que la drenabilidad de fibras recicladas se favorecio

por accién de celulasas y hemicelulasas comerciales, pero en paralelo encontraron un detrimento en

las propiedades de resistencia

5.3.4. Coeficiente de absorcién de luz (k)

Del andlisis de variancia de los resultados del coeficiente de absorcion de luz medidos a

457 nm para |os distintos tratamientos y considerando € coeficiente de dispersion de luz 30 m%kg,
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se encontré que existe diferencia significativa (p=0,0028) entre los distintos tratamientos. La Tabla
5.9y laFigura 5.13 muestran que cuando se aplicd la méxima carga de enzima (L 3), €l coeficiente
de absorcion de luz aumentd. Sin embargo, cuando se utiliz6 € sistema lacasa-mediador €l
aumento en esta propiedad fue ain mayor.

El aumento en el coeficiente k esté relacionado con el aumento en el contenido de grupos
croméforos posiblemente provenientes de la oxidacién de grupos fendlicos y no fendlicos de la
lignina a cetonas, aldehidos o &cidos carboxilicos. En la Parte B de este capitulo se determina el
contenido de estos grupos en lalignina aislada.

Chakar y Ragauskas (2000) asumieron que e oscurecimiento de la pulpa por un
tratamiento con lacasa-HBT se debe al aumento en el contenido de quinonas. Cuando aplicaron un
tratamiento alcalino simple posterior a tratamiento enzimético encontraron aumento en €l
contenido de grupos acidos carboxilicos y disminucién en el contenido de grupos hidroxilos de
ligninas no condensadas utilizando la técnica de *'P-NMR.

Previamente, Sealey y Ragauskas (1998) mostraron este aumento de grupos &cidos
carboxilicos en lalignina por accién del SLM seguido de un tratamiento alcalino pero sobre pulpas
kraft de bajo nimero kappa.

Haynes (1998) encontré por ESCA un aumento en el contenido de grupos &acidos
superficiales por accion del sistema lacasa-HBT sobre pulpas kraft de kappa 50. Sin embargo, si
bien inform6 que hubo aumento en e contenido de grupos acidos totales medido por titulacion

conductimétrica, las diferencias no fueron significativas estadisticamente.

Tabla 5.9. Test de rangos multiples de Duncan para el coeficiente de absorcion de luz.

Factor: Tratamiento enzimatico Media Grupos homogeneos
LoHo 52,68 X

L, 52,36 X

Ls 54,3 X

LiHy 56,12 X

LsH, 58,16 X

L4Hs 59,7 X

L3Hs 63,72 X

*Existe diferencia significativa al 95% entre los distintos grupos homogéneos
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Figura 5.13. Coeficiente de absorcion de luz (k) en funcion de los distintos
tratamientos enzimédticos empleando distintas cargas de enzima y mediador. Las
barras de error indican €l intervalo de confianza de la media a un 95%.

5.3.5. Nitrégeno Total

Sobre las hojas de laboratorio obtenidas de la pulpa referencia (LoHo), de la pulpa tratada
con lacasa sola (L) y de la pulpa tratada con el sistema lacasa-mediador (LsHs) se determiné el
contenido de nitrogeno total.

La Tabla 5.10 muestra que €l contenido de nitrégeno aumentd, lo cual puede asignarse a
gue laenzima y/o el mediador quedaron adsorbidos sobre las fibras celul 6sicas. Esto es importante
porque pueden afectarse las caracteristicas superficiales de las fibras y asi, las propiedades de
resistenciadel papel.

Este comportamiento de la enzima y/o el mediador también fue mostrado por otros autores
utilizando otras técnicas.

Wong y cal. (1999) analizaron por cromatografia ionica el material disuelto luego de tratar
pulpas kraft no blanqueadas de coniferas con el sistema lacasa-HBT. Entre los azlicares evaluados
no encontraron residuos de manosil (azlcar presente en las lacasas) y concluyeron que la enzima

quedd adsorbida sobre la pul pa en una alta proporcion.
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Por otro lado, Poppius-Levin y col. (1999) analizando los espectros FTIR de la lignina
residual de una pulpa kraft nimero kappa 24,7 tratada con €l sistema lacasa-HBT, encontraron una
ata cantidad de nitrégeno en laligninaresidual proveniente principa mente de las enzimas.

Kleen y col. (2003) a través de pirdlisis fraccionada seguida de cromatografia gaseosa y
espectroscopia de masa (fractionated pyrolisisGC/MS) estudiaron el tipo de interaccion entre €l
HBT vy la lignina aislada de una pulpa kraft delignificada (nimero kappa 8,6) tratada con
lacasa/HBT. Encontraron que una parte del HBT residual se encontraba libre, mientras que otra

parte mas importante se encontraba unida covalentemente ala matriz de lignina.

Tabla 5.10. % de Nitrogeno total Kjeldahl presentes en las hojas de ensayo de la pulpa
control (C); lapulpatratadacon el SLM (LH) y lapulpa LH lavada con Tween 20 (LH-T)

Tratamientos % Nitr6geno jedany *
L oHo (control) No detectado
L3 (enzima) 0,035
LsH3 (enziima+ HBT) 0,080

* ladesviacion estandar del ensayo realizado por triplicado es: 0,003%

5.3.6. Propiedades fisico-mecanicas

5.3.6.1. indice de traccion

Del andlisis de variancia de los resultados del indice de traccion, se encontrd que existe
diferencia significativa (p=0,0000) entre los distintos tratamientos.

La Tabla 5.11 y la Figura 5.14 muestran que, respecto a control (LoHo), las pulpas
tratadas enziméticamente presentan menor resistencia a la traccion. Los valores mas bajos fueron

paralas pulpas LiHz y LiHs.

Tabla5.11. Test de rangos multiples de Duncan para el indice de traccién.

Factor: Tratamiento enzimatico Media Grupos homogeneos
LiHs 45,5 X

LiH; 45,9 X

Ls 46,5 XX

L, 47,2 XX

LsH; 47,5 X

LsH3 47,6 X

LoHo 49,9 X

Existe diferencia significativa al 95% entre |os distintos grupos homogéneos

157



Capitulo 5 — Tratamientos oxi dativos enziméticos
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ELOHO BEL1 ®&EL1H1 OL1H3 BL3 #BL3H1 OL3H3

Figura 5.14. indice de traccion en funcion de los distintos tratamientos. L: lacasa;
H: HBT. Las barras de error indican el intervalo de confianza de la media del ensayo
aun 95%.

53.6.2. CMT

Del andlisis de variancia de los resultados del resistencia a aplastamiento de onda, se
encontrd que existe diferencia significativa (p=0,0028) entre |os distintos tratamientos.

La Tabla 5.12 y la Figura 5.15 muestran gue los tratamientos Li, LiH3, LsHsz, y no
modificaron esta propiedad respecto a control (LoHo). Sin embargo, los tratamientos Ls, LiH; y

LsHsladisminuyeron significativamente a un 95% de nivel de confianza.

Tabla 5.12. Test de rangos multiples de Duncan paralaresistencia al aplastamiento de onda

Factor: Tratamiento enzimatico Media Grupos homogeneos'
Ls 186,8 X

LiH; 187,0 X

LsH; 188,3 X

Ly 1925 XX

LiHs 192,8 XX

L3Hs 1932 XX

LoHo 199,2 X

*Existe diferencia significativa a 95% entre |os distintos grupos homogéneos
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Figura 5.15. Resistencia al aplastamiento de la onda (CMT) en funcidon de los
distintos tratamientos. L: lacasa; H: HBT. Las barras de error indican € intervalo de
confianza de lamediadel ensayo a un 95%.

5.3.6.3. Densidad

Del andlisis de variancia de los resultados de densidad aparente, se encontré que existe
diferencia significativa (p=0,0000) entre los distintos tratamientos.
De la Tabla 5.13 y la Figura 5.16 se observa que la densidad disminuy6 luego de los

tratamientos enziméti cos, excepto luego del tratamiento L.

Tabla 5.13. Test de rangos multiples de Duncan para la densidad aparente

Factor: Tratamiento enzimatico Media Grupos homogeneos'
Ls 0,534 X

LsH, 0,544 X

LiH3 0,547 X

LiH; 0,566 X

LsH3 0,567 X

LoHo 0,577 X

Ly 0,589 X

IExiste diferencia significativa al 95% entre |os distintos grupos homogéneos
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Figura 5.16. Densidad aparente en funcion de los distintos tratamientos. L: lacasa;
H: HBT. Las barras de error indican € intervalo de confianza de la media a un 95%.

Lareduccion en resistencias y densidad puede deberse a que la adsorcion de la enzimay/o
el mediador sobre la superficie de las fibras y finos afectan las posibilidades de enlace entre las
fibras celul6sicas.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Haynes (1998), quien en su evaluacién de
lalacasasolay €l sistemalacasaHBT seguido 0 no de un tratamiento alcalino sobre pulpas kraft de
coniferas de nimero kappa 50 encontré que, a pesar de que incrementd el contenido de grupos
acidos superficiales determinado con ESCA, las propiedades de resistenciay la densidad del papel
disminuyeron. Ensayos con otros mediadores (N-hydroxyacetanilide, NHAA y acido violdrico,
V10) mostraron el mismo efecto perjudicial. También adjudico este comportamiento a la posible
contaminacion de la superficie de las fibras con enzima o con mediador, mencionando ademés la
posibilidad de adsorcién de especies intermedias generadas a partir del mediador o0 a la
incorporacion de éste a la matriz de lignina. Por otro lado, encontré que la eliminacion de los
extractivos reduce el efecto negativo sobre las propiedades, sugiriendo una interaccion entre

extractivosy enzima o mediador.
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5.4. ENSAYOS SOBRE OTRAS PULPASKRAFT DE ALTO KAPPA. COMPARACION.

Buscando mejoras en propiedades papeleras, se aplicd el tratamiento enzimatico sobre
pulpas de mayor drenabilidad que la Pulpa A-300: Pulpa A-370 y Pulpa A-600. Particularmente, a
la fraccién (-30/100) de la Pulpa A-600 se le evalud ademés el efecto del S.M sobre el contenido

de grupos &cidos superficiales.

5.4.1. Preparacion delas pulpas

5.4.1.1. Pulpa A-370 y Pulpa A-600

Se prepararon dos pulpas kraft de fibra larga no blanqueada recicladas partiendo de la
misma pulpa virgen de nimero kappa 85,0 utilizada para la obtencion de la Pulpa A-300 pero
menos refinada.

Para obtenerlas se llevd a cabo € mismo procedimiento que para obtener la Pulpa A,
excepto por e nivel de refino. La drenabilidad luego del secado a aire, rehumectacion y
desintegrado fue 370y 635 mL CSF parala Pulpa A-370y la Pulpa A-600 respectivamente.

Los tratamientos enziméaticos con lacasa sola o lacasa-mediador se llevaron a cabo de la
misma manera que la Pulpa A-300, excepto que se agregaron cargas intermedias de enzima y

mediador.
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5.5.RESULTADOSY DISCUSION

5.5.1. Pulpa A-600. Grupos acidos superficiales

Sobre la fraccién (-30/+100) de la Pulpa A-600 tratada con una carga de lacasas de
460 nkat / g pulpa seca y 2% HBT se determiné €l contenido de grupos é&cidos superficiaes
utilizando el método de adsorcion de polielectrolitos. Los datos experimentales se gjustaron con la
ecuacion 4.20 del Capitulo 4. Las Figuras 5.17 y 5.18 muestran que no hubo diferencias
utilizando este método. El pardmetro Mm, relacionado con el contenido superficial de grupos
acidos, fue 17,62 y 17,07 peg/g pulpa seca, para las pulpas control y tratada con e SLM

respectivamente.

35

® Datos experimentales Pulpa A-600
%01 — Ecuacién propuesta Referencia
Prop Fraccion (-30/+100)

25 ~

20 ~

15 ~

Adsorcién polielectrolitos, ueq/g

10 1 R’= 0,9966
Mm =17,62 + 1,23( ueq/ g)
r=124,9+30,1
5 a=0,513 + 0,183 (neq / mL)

0 T T T T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Concentracién de equilibrio, peq/ mL

Figura 5.17. Isoterma de adsorcién de poliel ectrolitos de la fraccién —30/100 de la Pulpa
A-600 (Referencia) tratada de la misma forma que con el tratamiento enzimético, pero
sin el agregado de enzima ni mediador. Los puntos experimentales son ajustados con la
ecuacion (4.20). Se muestra el coeficiente de determinacion.
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35
o ® Datos experimentales Pulpa A-600
o 30 A o (460 nkat + 2% HBT)
(] J—
Q Ecuacion propuesta Fraccion (-30/+100)
2
S 25+
9
§ 20 A
2
S 154
c
0
S 10 R’= 0,9999
o Mm = 17,07 + 0,59( neq / @)
% r=127,23 +50,3
< 5 a = 0,446 + 0,202 (ueq / mL)
O . T T
0 0,05 0,1 0,15

Concentracién de equilibrio, peq/ mL

Figura 5.18. Isoterma de adsorcién de polielectrolitos de la fraccion —30/100 de la
Pulpa A-600 tratada con el SLM: 460 nkat/g pulpa seca de lacasay 2% HBT. Los
puntos experimentales son gjustados con la ecuacion (4.20). Se muestra €l
coeficiente de determinacion.

Haynes (1998) encontr6 aumento en e contenido de grupos é&cidos superficiales. Sin
embargo, para su determinacién utilizd Espectroscopia Fotoel ectrénica de Rayos X (XPS o ESCA
Electron spectroscopy for chemical analysis) que es unatécnica mas precisa.

Posiblemente las diferencias producidas por €l tratamiento enzimético puedan ser medidas

a partir de la determinacion quimica de la lignina aislada. Esto se analiza en la Parte B de este

capitulo.

5.5.2. Resumen de propiedades. Comparacion

La Tabla 5.14 muestra los resultados obtenidos luego de tratar pulpas no blangueadas
recicladas de mayor drenabilidad (Pulpa A-370 y Pulpa A-600) con distintas cargas de enzimay
mediador. Estos resultados se comparan con los obtenidos para la Pulpa A-300.

Al igual que para la Pulpa A-300, para la Pulpa A-600 se encontré una reduccion
significativa (p=0,0369) en e nimero kappa principalmente para las méximas cargas de enzimay

mediador.
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Parala Pulpa A-370 no se observaron cambios significativos en esta propiedad (p=0,1367).

Respecto a la drenabilidad, se encontr6 que para la Pulpa A-370 hubo un aumento
significativo (p= 0,0147). La enzima sola aument6 esta propiedad, sin embargo, la accion del
sistema lacasa-mediador la aumentd aln mas. Este comportamiento es similar a lo observado para
la Pulpa A-300 (Figura 5.12).

Para la Pulpa A-600 no se observan cambios en drenabilidad. A atos grados de
drenabilidad el error en la determinacion es mayor.

Parala Pulpa A-370, se encontrd una reduccion significativa (p= 0,0000) en laresistencia a
la traccidon y en la densidad (p=0,003) por accién del tratamiento enzimatico (202 nkat + 1,16 %
HBT), igual alo observado parala pulpa A-300.

Para la Pulpa A-600, se encontré que hubo diferencias significativas entre las medias de
resistencias a latraccion de los distintos tratamientos (p=0,0004). Respecto a control (Ref), solo la
pulpa tratada con la méxima carga de enzima y mediador (460 nkat + 5% HBT) redujo
significativamente esta propiedad.

Para esta Ultima pulpa también se encontraron diferencias significativas (p=0,0001) en la
densidad. De la comparacién de las medias se encontré que, excepto la pulpa tratada con enzima

sola (460 nkat), las pulpas tratadas con enzimay mediador disminuyeron esta propiedad.

Esto sugiere pensar en otras alternativas paralograr la mejora de las propiedades de papeles

reciclados.

164



Tabla 5.14. Comparacién de los resultados obtenidos del tratamiento enzimatico sobre una pul pa reciclada no blanqueada kappa 85,0 (Pulpa A) previamente
refinada atres niveles (300, 370 y 600 mL CSF) y sobre una pulpa no blanqueada reciclada kappa 91,6 (Pulpa B) refinada a 600 mL®.

Pulpa A-300 (290 mICSF)

Pulpa A-370 (370 mICSF)

Pulpa A-600 (600 mICSF)

Propiedad
evaluada 202 nkat 610 nkat 202 nkat 460 nkat 460 nkat
Ref. 202nkat +1,16% 610nkat +35% Ref. 202 nkat  +1,16% Ref 460 nkat  +2% + 5%
HBT HBT HBT HBT HBT
N;arggo 85,0 83,7 83,7 82,8 82,7 85,0 85,0 84,2 84,4 81,8 83,9 80,6
Drenabilidad | 5g 300 290 350 340 370 380 430 635 600 615 650
(mL CSF)
[(’ge';f':r‘i?;j 0577 0589 0566 053 0567 | 0593 0579 0562 | 048l 0478 0473 0464
indicede
Traccion 49,9 47,2 45,9 46,5 47,6 45,3 44,2 406 | 3115 314 30,9 29,4
(N.m/g)

& Se muestran los resultados promedios de |as determinaciones.
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5.6. CONCLUSIONES PARCIALES PARTE A

La accion del tratamiento enzimético sobre pulpas completas kraft no blanqueadas
recicladas, redujo el nimero kappa de los finos y aumentd sus grupos &cidos. Sin embargo, estos
efectos beneficiosos no se reflejaron en las propiedades papeleras de la pulpa completa
Seguramente €l efecto negativo de adsorcion de la enzima y/o mediador enmascararon |os efectos
positivos de aumento de grupos acidosy de leve reduccion del nimero kappa.

Este detrimento en las propiedades también puede deberse a que el SLM reacciond con los
extractivos, aumentando el efecto negativo sobre la superficie de las fibras y en consecuencia
reduciendo el enlace entre ellas.

Por otro lado, se produjo solo una leve reduccién del nimero kappa de la pulpa completa
por accién de laenzimasola o del sistema lacasa-mediador.

Un resultado positivo fue que la drenabilidad de las pulpas aument6 significativamente
posiblemente debido a que laenzimay/o el mediador adsorbidos flocularon alos finos.

Respecto al efecto de las distintas cargas de enzima y mediador se observé que €
incremento en € coeficiente de absorcion de luz (k), relacionado con e contenido de grupos
croméforos, fue mayor para €l sistema lacasa-HBT, especialmente cuando se utilizaron las

méximas cargas de enzima'y mediador.
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5.7. CONSIDERACIONES PARA LA PARTE B DE ESTE CAPITULO

A partir de los resultados obtenidos de este rastreo, se plantearon para la seccion siguiente
de este capitul o |as siguientes modificaciones:

- Redlizar los tratamientos enziméticos sobre la fraccion fibrosa exclusivamente (Rso). La
accion oxidativa del sistema lacasa-mediador se focaliza asi sobre las fibras. Ademés, a
eiminar los finos, se elimina una importante cantidad de extractivos que podrian
reaccionar con el SLM.

- Utilizar altas cargas de enzima y mediador sobre esta fraccion fibrosa, teniendo en cuenta
que las mayores modificaciones quimicas sobre la pulpa completa (aumento en el
coeficiente de absorcion de luz y disminucién en el N° kappa) se observaron sobre la pulpa
tratada con 610 nkat/g pulpasecay 3,5% de HBT.

- Caracterizar quimicamente la lignina aislada. Determinar contenido de grupos é&cidos,
hidroxilosy carbonilos en laligninaluego de |os tratamientos enzimaticos.

- Usar un surfactante luego de los tratamientos enziméticos para desorber la enzima,
intentando minimizar su accion negativa sobre las propiedades papeleras.

- Evauar €l efecto del tratamiento alcalino posterior al tratamiento enzimatico para eliminar

lalignina oxidada por el sistema lacasa-mediador.

Ademés se plantearon otras modificaciones:
- Reemplazar € refino en molino Sorout Waldrom por el refino en PFI donde el nivel de
refino es mas simple de controlar.
- Controlar laactividad enziméticainicial y durante todo el tratamiento enzimatico.

- Sustituir el acido acético por buffer acido acético-acetato de sodio para mantener € pH en

5,0.
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