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Capitulo 3 — Métodos Generales

En este capitulo se detallan s6lo aquellos métodos utilizados en comin en |os distintos capitul os de

la Tesis.

3.1. DETERMINACIONES SOBRE LA PULPA

3.1.1. L avado delas pulpas

3.1.1.1. Intercambio de la pulpa a su forma acida

Para remover los iones metalicos y para que todos los grupos &cidos se encuentren de la
misma manera (en su forma é&cida), la pulpa se lavd dos veces consecutivas con HCI pH=2,0
durante 45 min a 4% de consistencia y luego con agua destilada hasta pH 4,5-5,0 (similar a la
metodol ogia empleada por Fors 2000: duracion de los lavados de 30 min). Finalmente la pulpa se
espesd por centrifugacion, se dispersd y se amacend a4°C hasta su uso.

Cuando se trabaj6é con pulpa con finos, entre los lavados se filtr6 por un Bichner

conteniendo un tejido textil y recirculando € filtrado por la mata de fibras para retener los finos.

3.1.1.2. Intercambio de la pulpa a su forma sodio

Partiendo de la pulpa en su forma &cida, se coloco en agua destilada al 2 % de consistencia,
se neutralizé la suspension con solucion diluida de NaOH (1 g/L) y se degjé bajo esas condiciones
durante 10 min. En ese tiempo & pH disminuye debido a que se produce €l intercambio de iones
Na" por iones H* de los grupos &cidos carboxilicos presentes en la pulpa. Se gjusté nuevamente el
pH con NaOH y se degj6 otros 10 min. Se filtr6 la pulpa en bolsa de tela y luego se espesd por
centrifugacion.

Cuando se trabajo con pulpa con finos, se recirculd € filtrado por la mata de fibras para

retener los finos.

3.1.1.3. Intercambio de la pulpa a su forma calcio

Partiendo de la pulpa en su forma sodio sin filtrar y estimando que la cantidad de grupos
&cidos presentes en la pul pa es aproximadamente 80 peg/g pulpa seca, se agreg6 CaCl, 5 g/L en un
50% en exceso respecto a la cantidad estequiométrica y se dejé bajo esas condiciones durante
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10 min. Finalmente se gjust6 el pH a 7,0 con una solucion de Ca(OH), 1,8 g/L filtrada en papel de
filtro y se dejé en esas condiciones durante 15 min. Las condiciones finales de la suspension
fueron: Conductividad 250-270 uS/cmy pH 7,0. Finalmente se centrifugé en bolsa de tela.

Cuando se trabajé con pulpa con finos, se recirculé € filtrado por la mata de fibras para

retener los finos.

3.1.2. Grupos acidos totales por titulacién conductimétrica

Los grupos é&cidos totales se determinaron a través de la titulacion conductimétrica
propuesta por Lloyd y Horne (1993). Sobre la base de la técnica desarrollada inicialmente por Katz
y col. (1984), estos autores propusieron la sustitucién del titulante NaOH por NaHCOs.

Se pesaron aproximadamente 3g de pulpa secay se le realiz6 un lavado &cido de acuerdo a
la metodologia explicada en la seccién 3.1.1 de este capitulo. De esta manera los grupos acidos
pasan a su forma é&cida. Luego se lavo la pulpa con agua destilada hasta que la conductividad en la
solucion fue menor a5 uS/cm.

Se colocé la pulpa en un vaso cerrado (Figura 3.1) conteniendo 450 mL de NaCl 10°N. La
conductividad inicial de 110 uS/cm aument6 en ese momento debido a que se produce un
intercambio entre los iones sodio de la solucion y una fraccién de los protones presentes en los
acidos carboxilicos de la pulpa (Figura 3.2). Como la conductividad de los protones es mayor que
la de los iones sodio, la conductividad de la suspension aumenta. Luego, bajo continuo mezclado
por agitacion magnéticay paso de nitrégeno, setitulé con NaHCO; 0,1N. Cada 5 min, se agregaron
desde la microbureta 0,2 mL de titulante. Se detuvo la agitacion antes de agregar los siguientes
0,2mL de titulante y se midi6 la conductividad (gjustada automédticamente por temperatura)
utilizando un termo/conductimetro ALTRONIX CTX-1.

Finalizada la titulacion, se filtré la pulpa en filtro de vidrio poroso N°2 y se lavé dentro del
mismo filtro con agua destilada hasta conductividad en el filtrado menor a 10 uS/cm. Se determiné

finalmente el peso seco de la pulpa.
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110 uS; T=25°C

Conductimetro

Agitador
magnético

Figura 3.1. Dispositivo utilizado para llevar a cabo la titulacion conductimétrica. La
pulpa se agita continuamente y se agrega cada 5 min 0,2 mL del titulante previa lectura
de la conductividad.

La Figura 3.2 muestra una curva de titulacion tipica. El punto de interseccion entre las
lineas A y B corresponde a los mL de titulante utilizados para neutralizar los grupos &cidos
carboxilicos de la pul pa.

El uso de NaHCO; en reemplazo del NaOH evita la cuantificacion errénea de los grupos
fendlicos de la lignina como grupos écidos (LIoyd y Horne 1993). Cuando se utiliza NaOH como
titulante, cerca del punto de equivalencia la solucidn alcanza un pH cercano a 11,0. A ese pH los
grupos fendlicos de la lignina se ionizan parcialmente y por lo tanto son cuantificados

errbneamente como grupos acidos.
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Figura 3.2. Curva de titulacion conductimétrica tipica de pulpas kraft. La
interseccion de las lineas A y B corresponde a los mL de titulante utilizados para
neutralizar |os grupos acidos carboxilicos

3.1.3. Grupos acidos superficiales por adsor cion polielectrolitica

Para esta determinacion se utilizé el método de adsorcién de polielectrolitos puesto a punto
en el Capitulo 4. En forma breve: Muestras de 0,5 g de pulpa, llevadas previamente a su forma
sodio se agregaron a soluciones del polielectrolito cationico (cloruro de polidimetildialilamonio,
pDMDAAC de masa molecular mayor de M, 105) a distintas concentraciones, en NaCl 0,01 N.
Las mezclas fueron agitadas magnéticamente durante 30 min a 25 °C para acanzar €l equilibrio de
adsorcién. Luego se determind en €l filtrado la concentracion del polielectrolito no adsorbido
mediante la titulacion coloidal usando polivinil sulfato de potasio (PVSK) y o-toluidina como
indicador. ElI contenido de grupos é&cidos superficiales se determiné a partir de gréficas de
isotermas de adsorcion (cantidad adsorbida versus cantidad de pDMDAAC en equilibrio en la

solucién) gjustadas con la ecuacion 4.20 propuesta en el Capitulo 4.
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3.1.4. Extractivos

De acuerdo alas Normas Tappi T204 cm-97 y Tappi 264 cm-97, se determind la cantidad
de material no vol&til soluble presente en la siguiente secuencia de solventes. 1) éter, 2)
diclorometano, 3) etanol 95%: tolueno (1:2 v/v), 4) etanol 95% y 5) agua destilada en ebullicion.

Se ha probado gque la mezcla etanol/tolueno extrae el mismo tipo de material que la mezcla
etanol/benceno (Tappi T264 cm-97).

Las extracciones se realizaron en extractor Soxlhet sobre 2,0 g de pulpa y durante 4h,
excepto con el agua destilada que se dgjé en reflujo durante una hora solamente para evitar
degradacion de carbohidratos. Finalizadas las extracciones se evaporo el solvente en un rotavapor
bajo vacio a45°C, se seco en estufaa 100-105°C y se peso el residuo seco. Se calcul6 €l porcentaje
de cada fraccién en relacion a la masa original de pulpa seca. La suma de todas estas fracciones
corresponde a contenido de extractivos totales.

Parala determinacion de holocelulosa, lignina Klason; lignina soluble y paralaaislacion de

lalignina se utilizd esta pulpalibre de extractivos.

3.1.5. Holocelulosa

Se determind el contenido de holocelulosa utilizando € método propuesto por Guerra
(2002). Se colocd en un bafio termostatizado a 75°C y bagjo continua agitacion, un Erlenmeyer
conteniendo 2 g de pulpa libre de extractivos y 64 mL de agua destilada. Cada media hora se
agregaron 0,2 mL &cido acético glacia y 0,6 mL de clorito de sodio 40% (p/v). Esta operacion se
repitid cuatro veces (total: 2 h). A pesar de que € clorito de sodio es poco reactivo, in situ se
forman compuestos més agresivos como acido hipocloroso y diéxido de cloro (Vuorinen y Alén
1999).

Luego la holocelulosa resultante se filtrd, se lavé con agua, luego con acetonay finalmente
se seco en estufa a 50°C. Se determind el peso seco de laholocelulosay se determind su contenido
en relacion alamasa de pulpa original. Una fraccién de esta holocelulosa se utilizo para determinar

el contenido de ligninaresidual utilizando el método de lignina Klason.
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El contenido de holocelulosa se corrigid por extractivosy por ligninaresidual para expresar

el contenido de holocelulosa como porcentaje de holocelulosa en la pulpa original.

3.1.6. Lignina Klason v lignina soluble.

Se aplicd e método de lignina Klason propuesto por Gomide y Demuner (1986), €l cual es
mas sencillo y més répido que el método Klason tradicional (Norma Tappi 222-om 02). A 300 mg
de pulpa libre de extractivos se le agregé 3 mL de &cido sulfurico a 72% (p/p) para hidrolizar los
carbohidratos. Para €ello, se coloc6 en un bafio termostatizado a 20°C durante 1h y se agitd
continuamente. Luego se diluy6, reduciendo la concentracion de &cido sulfarico hasta 3 % (p/p).
Esta solucién se colocé en autoclave a 118°C durante 1h en un recipiente cerrado no
herméticamente. El residuo sdlido se filtrd en filtro de vidrio N° 2 de peso conocido y se secé en
estufa hasta pesada constante. En el filtrado qued6 lalignina solubley los azlcares.

Para determinar € contenido de lignina soluble, se utilizé latécnica TAPPI Useful Method
UM-250 (1985) citada y descripta por Dence (1992). El filtrado anterior, conteniendo la lignina
soluble en medio &cido, se paso por un filtro de nylon de 0,45 pm de tamafio de poro y se midio la
absorbancia de la solucién a 205 nm, tomando como blanco una solucién de 3% (p/p) de H,SO.,.
Luego, considerando la absortividad de la lignina de 110 L g* cm™ se determind el contenido de
lignina soluble.

En e filtrado como productos de degradacién de los carbohidratos se encuentra presente
furfural y el hidroximetilfurfural que absorben fuertemente a 280 nm. Sin embargo, a 205 nm esta
interferencia es despreciable (Dence 1992).

Laligninainsoluble y soluble se corrigieron por extractivos para expresar estos contenidos

como porcentajes de ligninaen la pulpa original.

3.1.7. Aidlacion y caracterizacion delalignina.

Laaidacién de lignina se realizé sobre la pulpa libre de extractivos. Las muestras de pulpa

se colocaron en un extractor Soxhlet y lalignina se extrajo durante 6 h utilizando una solucién 9:1
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de dioxano:HCI 2 M. Luego se removi6 € solvente en un rotavapor, se suspendié la lignina en
agua y se neutraizd la solucion con bicarbonato de sodio. La lignina aislada fue filtrada,
nuevamente suspendida en agua y liofilizada. Se determind el rendimiento de este proceso de

aislacion.

3.1.7.1. Grupos hidroxilos fendlicos

El porcentgje de hidroxilos fendlicos se determiné utilizando dos métodos. 1) e méodo de
Wexler (1964) (utilizado recientemente por Guerra 2002), 2) e método de Goldschmid (1954). En
ambos métodos, la determinacién de los hidroxilos fendlicos se redizdé sobre la base de las

absortividades medias de compuestos model os de lignina
# Método Wexler

El espectro UV diferencia se obtuvo de sustraer e espectro de la lignina en medio acalino
respecto de su espectro en medio acido. Para la obtencion del espectro en medio basico se prepard una
solucién de lignina (0,5 mg /mL de dioxano 96%) y se gustd e pH a 13 con NaOH 1,0 N. Para la
obtencion del espectro en medio &cido se prepard una solucion de lignina a la misma concentracion

pero apH 1,0 utilizando HCI 1,0 N.

El A250 seobtuvo de trazar unalinea recta desde e méaximo de absorbancia a 250 nm hasta
la linea de base. La linea de base se obtuvo de trazar una recta entre los valles a 229 nmy a 278 nm

aproximadamente como se muestraen laFigura 3.3.

El porcentaje de hidroxilos fendlicos se obtuvo utilizando la ecuacién (3.1):

A250-0,192

i (31

%[OH fendli cos] C

donde,

A250 = Absorbancia de la solucion acalina luego de sustraer 1a absorbancia de la solucién &cida tomando como
lineade base lalinearectaentrelosvalesa229y a 278 nm.

C= concentracion delaligninaen g/L.

0,192 = relacion entre e porcentgje de hidroxilos fendlicos y las absortividades de compuestos modelos a
arededor de 250 nm (Wexler 1964) .
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0,47
0,27
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0
-0,27
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270 320 370

Longitud de onda (nm)

Figura 3.3. Ejemplo de un espectro UV diferenciad de ligninas
aidadas de P. taeda (extraido de Guerra 2002)

# Méodo Goldschmid

El contenido de hidroxilos fendlicos se determing a partir ded mismo espectro UV diferencial

obtenido utilizando e método Wexler, excepto que se midio6 la absorbanciaa 300 nm (Figura 3.4) y se

utilizd laecuacion 3.2.

0,87
0,67
0,47
0,27

Absorbancia

-0,6
-0,8"

0
Ay
0,41

Longitud de onda (nm)

Figura 3.4. Ejemplo de un espectro UV diferencid de ligninas aidadas de
P. taeda (extraido de Guerra 2002) donde se muestra como se determing
el contenido de hidroxilos fendlicos midiendo a 300 nm
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Laecuacion (3.2) eslasiguiente:

] _ A300-0,414

%|OH -

(3.2)

fendli cos

donde,

A300 = Absorbancia de la solucién alcaina luego de sustraer la absorbancia de la solucién &cida a 300 nm.

C= concentracion delaligninaen g/L.

0,414 = relacion entre € porcentgie de hidroxilos fendlicos y la absortividades de compuestos modelos a
arededor de 300 nm (Goldshmid 1954)

3.1.7.2. Grupos &cidos en lalignina

El contenido de grupos é&cidos en la lignina aidada se determind utilizando e método

propuesto por Zakis (1994).

A 40-60 mg de laligninaaidada se le agregaron 5 mL de LiOH 0,1 N valorado y en exceso y
2 mL de etanol 96 %, ambos medidos con micropipeta. Se agitd y se coloco en un bafio a 85°C durante

3min.

Luego se agregd 1 mL de BaCl, 10% y se dejo enfriar 15 min (se produce un intercambio de
losioneslitio por losiones bario). Las sdlesde Balignina precipitan.

Ladisminucién de la concentracion de iones hidroxilos del LiOH es equivalente a nimero de
grupos &acidos que se determinan por titulacion. La suspension obtenida se diluye con agua destilada a
un volumen total de 25 mL, se agitay centrifuga 2-3 min.

Con volpipeta se toman 20 mL del sobrenadante y se agregan 5 mL de HCl 0,1 N y gotas de
indicador rojo de metilo. El exceso de acido se titula con LiOH 0,1 N y € porcentaje de grupos &cidos
se determina usando la ecuacion (3.3) propuestapor Zakis, 1994.

(b—a)x Nx2125
w

COOH % = (33

donde,
a: mL deLiOH utilizados paratitular lamuestra

b : mL de LiOH utilizados paratitular e blanco
N: lanormalidad de la solucion de LiOH
W: peso de lamuestra seca de lignina, mg
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3.1.7.3. Grupos carbonilos

Se determinaron segun Zakis (1994). En un tubo se colocan 80 mg de ligninaaidada, 2 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) y 5 mL de unamezclade 0,2 M de NH,OH-HCl y 0,08 M de trietanolamina
para producir una reaccion de oximacion (Figura 3.5). Cuando reacciona la NH,OH-HCI con los
grupos carbonilos, se libera una cantidad de HCI equivalente alos grupos carbonilos que reacciona con

|atrietanolamina.

R R
C==0 + NHOHHC — Ne—non  + HO + Hy0

v’ g

Figura 3.5. Reaccidn de oximacion.

Los tubos se colocaron en un bafio a80°C por 2 h, y luego se trasvasd cuantitativamente a un
Erlenmeyer con ayuda de un minimo de agua destilada. Luego, € exceso de trietanolamina se titulé

con HCI 0,1M hasta pH 3,3 y la cantidad de grupos carbonilos se determiné utilizando la ecuacion

(34).
0% — (b—-a) ><V\I>l x 280.1 (34)
donde,

a= mL de HCI utilizados paratitular lamuestra

b = mL deHCI utilizados paratitular el blanco
N = Normalidad del HCI
W= masa secadelignina, en mg

3.1.8. Cenizas

Para esta determinacion se utilizé la Norma Tappi T211 om-02. Una cantidad conocida de
pulpa se colocd en un crisol previamente tarado y se calcind en mufla a 525°C por un periodo de una

hora. Con otrafraccion de la pulpa se determiné el contenido de humedad.
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3.1.9. Valor deretencidon de agua por centual. Forma calcio

El hinchamiento de las fibras se determiné por el WRV (water retention value) porcentual.
Esta propiedad es la capacidad de retencion de agua de la pulpa luego de ser sometida a
centrifugacion durante un periodo de tiempo establecido.

Segun la ecuacién (3.5) se define como:

WRV % = (g pulpa centrifugada—g pulpaseca) . 100 = g aguaretenida (3.5
g pulpa seca 100 g pulpa seca

Debido a que e hinchamiento de la pulpa es dependiente de su formaidnicay de lafuerza
ionica del medio, la determinacién del WRV se realiz6 con los grupos é&cidos siempre en su forma

calcio, es decir, con el ion calcio como contraion, y en un medio neutro de CaCl, 10°N.

3.1.9.1. WRV delafraccion fibrosa

Se parti6 de la pulpa (fraccion Ry de la clasificacion Bauer McNett) en su formaaciday se
realizé el pasgje alaforma calcio como se explicaen laseccion 3.1.1. de este capitulo.

Una vez obtenida la suspension en su forma calcio apH 7,0 y 2% de consistencia de pulpa
se dividio en tres fracciones iguales por pesada de la suspensién en balanza de 0,01 g.

Cada una de estas fracciones se filtr6 por los dispositivos de WRV (Figura 3.6) disefiados
seglin Zanuttini y col. (1996). Estos contienen un disco de filtro de vidrio N°2 (frita).

Luego, se centrifugaron durante 30 min a1750 g. Finalmente se pesd la pul pa centrifugada

(peso himedo) y la pulpaluego de secada en estufaa 105°C + 2°C por 12 h.

E=e=sry Sina
——Malla

Frita
{ Orificio salida

de agua

Figura 3.6. Dispositivo utilizado para determinar WRV. El agua libre presente en la
pulpa se desplaza por centrifugacién através del orificio de salidainferior.
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3.1.9.2. WRV de la pulpa completa

Parala determinacién del valor de retencidn de agua de una pulpa con finos, se procedio de
la misma manera, excepto gque se recircul 6 € filtrado para que los finos queden retenidos en la mata

de fibras formada sobre €l filtro.

3.1.10. Clasificacion por longitud defibra

Se aplicod la Técnica SCAN M6:69 utilizando € equipo Bauer McNett. El tiempo de

clasificacion fue de 15 min. Se utilizaron las mallas estéandares americanas 30; 50; 100 y 200.

3.1.11. Drenabilidad.

La drenabilidad se determind utilizando la Técnica SCAN C21:65. Este ensayo da una
medida de la velocidad con que drena una suspension diluida de pulpa a 0,3% de consistencia. Se

informa como mL CSF (Canadian Sandard Freeness).
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3.2. FORMACION DE LASHOJAS DE LABORATORIO EN FORMA CALCIO.

Para la formacion de las hojas de laboratorio, se asegurd que la pulpa se encuentre en su
forma calcio. Esto se debe a que en € Instituto de Tecnologia Celulésica el agua utilizada para la
formacion de las hojas de laboratorio es agua de canilla filtrada en filtro de 25 um, la cual contiene
principalmente iones calcio y sodio. Se determinaron las caracteristicas en promedio de esta aguay
se muestran en la Tabla 3.1.

Si la pulpa se acondicionara a su forma sodio, los iones calcio presentes en el agua podrian
desplazar los iones sodio, modificando las condiciones en que se encuentra la pulpa y
consecuentemente las propi edades finales del papel.

Scallan y Grignon (1979) encontraron que los iones que més prevalecen en las pulpas
guimicas son los iones calcio y magnesio y concluyeron que es posible que |os iones monovalentes
sean desplazados durante e lavado de las pulpas por los iones divalentes presentes en el agua de

canilla

Tabla 3.1. Caracteristicas generales del agua utilizada paralaformacién de las
hojas de ensayo.

Conductividad 165 - 225 uS/cm
Vaor de pH 8,0-85
Contenido de N&® 15-17 ppm
Contenido de Ca® 13-15 ppm
Contenido de Fe Menor a 0,1 ppm

& Determinado por absorcion atémica.

La técnica estdndar Tappi para formacion de hojas especifica el uso de agua deionizada la
cua no garantiza la permanencia de la pulpa en su forma calcio ya que esta agua presenta
normalmente un pH 5,5-6,0. Latécnica SCAN no especifica el tipo de agua a utilizar.

Haynes (1998) para la formacién de las hojas de laboratorio utilizd agua deionizada a
pH 6,0. Propuso que a ese pH algunos grupos carboxilicos de la lignina de pK,= 5,5 se protonan e
intervienen de forma diferente en el enlace entre fibras. Propuso utilizar agua a mayor pH.

Es asi que antes de la formacién de las hojas de laboratorio se intercambié la pulpa a su

forma calcio segun técnica descripta en seccién 3.1.1. Las hojas se redlizaron de acuerdo a la
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Técnica SCAN-C 26:79 y se acondicionaron segin Técnica SCAN P2 (50 + 2% de Humedad
y 23+ 1°C).

Cuando se trabaj6 con pulpa con finos, se utiliz6 una malla 200 en la formadora (en lugar
de lamalla 100 esténdar) y unarestriccién alavelocidad de drengje durante la formacién de la hoja
para minimizar la pérdida de finos. La restriccion al drengje elevo el tiempo de drenagje del agua
sola desde 4 a 15 segundos. Para una pulpa de drenabilidad 625 mL CSF se logra asi una retencion
del 97%.

Se formaron hojas de ensayo de 60 g/m? o de 130 g/m? segln las propiedades que se
deseaban estudiar.

Ventgjas de las hojas de ensayo de 60g/m?

- Posihilitaladeterminacion del coeficiente de dispersién deluz“s’.
Ventgjas de las hojas de ensayo de 130 g/m?

- Megjor formacién

- Mgjor retencién de los finos

- Posibilidades de determinacion de laresistenciaCMT.

Una vez formadas las hojas de ensayo en forma calcio, se determind por absorcion atomica el
contenido de iones Cay iones Na. Se encontré que €l papel contenia 70 % de iones Cay 30 % de
iones Na y que el contenido total de iones era mayor al contenido de grupos &cidos totales de la
pulpa. Asi, de estos resultados no se puede concluir que el pasgje aforma calcio haya sido total, sin
embargo la relacion cantidad de iones Ca/ cantidad de iones Na se mantuvo en las distintas hojas

andizadas.
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3.3. DETERMINACIONES SOBRE LASHOJASDE ENSAYO

3.3.1 NUmer o kappa

El nimero kappa se determind segin Norma Tappi 236 om-99. Es e volumen (en
mililitros) de una solucion 0,1N de permanganato de potasio en medio &cido consumido por un
gramo de pulpa seca bajo condiciones establecidas: 25°C; 10 min.

A lapulpa se le agrega KMnO, de tal manera que quede un exceso entre 30%-70%, el cual

se titula con tiosulfato de sodio 0,2N.

Célculos:;

El nimero kappa se calcula de la siguiente manera:

p-f (b—a)-N
K=+ — 35 == =
w (35 vy p o1

(3.6)
donde:
K = NUmero kappa
f = factor de correccién a 50 % de consumo de permanganato, de tablas segin el valor de p
W = peso de muestra seca, g
p = cantidad de permanganato 0,1N consumidos por la pulpa, mL
b = cantidad de tiosulfato consumido en la determinacion del blanco, mL
a = cantidad de tiosulfato consumido por la pulpa, mL
N = normalidad del tiosulfato
Ragnar (2000) cita a Li (1999) quien mostré que € nimero kappa es una medida no solo
de la cantidad de lignina, sino que también es una medida de la cantidad total de estructuras
oxidables presentes en la pulpa. Es importante tener en cuenta que los dobles enlaces de los &cidos

hexenurdénicos de las hemicelulosas generados durante € pulpado kraft también son reactivos hacia

el permanganato de sodio utilizado para la determinacion del nimero kappa.

3.3.2. Densidad Aparente

La densidad aparente se calcula luego de determinar el espesor de las hojasy € gramaje de

las mismas utilizando la Norma Tappi T220 sp-01.
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Gramaje (Norma Tappi T410 om-02): se define como el peso de la hoja acondicionada por unidad

de &rea

Espesor (Norma Tappi T411 om-97): se mide € espesor de la hoja utilizando un micrémetro
automético, el cual aplica a una velocidad especifica una presion mecénica de 0,1 MPa sobre la
hoja. El valor es afectado por la rugosidad por lo que, para minimizarlo, se determina el espesor de
cinco hojas medidas simultaneamente.

Luego se calculala densidad aparente:

5.Gramaje(g/ m?)
1000 - Espesor (mm)

Densidad,, . (9/cm’) = (3.7)

3.3.3. Resistencia alatraccion

Laresistenciaalatraccion esla carga de rotura sobre una probeta de papel .

Para esta determinacion se utilizd un equipo del tipo péndulo (Norma Tappi T404 cm-92)
d cual aplica una carga creciente. Probetas de papel de 15 mm de ancho se sujetaron en e equipo
entre mordazas separadas 100 mm.

Se establecié una velocidad constante de 150-200 mm/seg (para las hojas de gramaje 60
g/m?) para que la ruptura de la probeta ocurra entre |os 10 — 15 seg.

Luego, se expresalaresistenciaalatraccion como indice:

Carga(N)
0,015m- Gramaje(g/ m?)

indicey, e, (NM/ g) = (3.8)

3.3.3.1. Resistencia a la traccién zero-span

Esta propiedad determina laresistencia ala traccién en el momento en que ocurre lafallaa
la traccion de las fibras orientadas aleatoriamente en una hoja. Es una medida de la maxima
resistencia de la pulpa y relacionada con la resistencia de las fibras propiamente dichas. Para

realizar este ensayo se utilizd laNorma Tappi 231 cm-96.
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3.3.4. Resistencia al aplastamiento deonda (CMT)

Se aplicd la Norma Tappi T809 om-99 por la cual una vez ondulada latira de papel, sefija
con una cinta adhesivay se somete a un ensayo de compresion en € plano mediante una prensa. El
ensayo determina el esfuerzo méximo (N) de aplastamiento de 10 ondas. En esta Tesis se ensayo

sin tiempo de espera entre ondulacion y compresion (CMTo).

3.3.5. Resistencia ala compresion de columna corta (SCT)

Se determind seglin Norma Tappi 826 pm-92. Compresion de la tira de papel de 15 mm
sujeta con mordazas separadas inicialmente 0,7 mm. La baja relacién de “ato de columna de
compresion” a “espesor de papel” (baja relacion de esbeltez) hace que se produzca compresion
puray no exista pandeo de la columna. Numéricamente, el valor calculado como resistencia por
unidad de longitud transversal resulta siempre superior a valor de aplastamiento de anillo (RCT).

El ensayo de SCT presenta menor dispersion que el RCT.

3.3.6. Coeficiente especifico de dispersion de luz (s)

El coeficiente de dispersion de luz (s) se determind segin Norma SCAN C 27:76 pero a
partir de medidas de reflectanciaa 681 nm (Filtro 1) del equipo Carl Zeiss Elrepho.

Sobre la base de que este coeficiente es relativamente independiente de lalongitud de onda,
se eligié 681 nm en lugar de la longitud de onda 557 nm propuesta en la Norma Tappi para
incrementar la diferenciaentre los valores de Roo y Ro necesarios parael calculo des.

Haynes (1998) adoptd esta longitud de onda para mediciones sobre pulpas kraft no
blanqueadas.

Para este ensayo se utilizaron hojas de laboratorio de 60 g/m? bajo condiciones estandares

de temperaturay humedad. Para el calculo se utilizé la siguiente ecuacion:
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(3.9)

S’ /kg) - 103~|§oo _In{(Roo—Rooz-Ro)}
(1- Ro?)-W (Ro-R))

s= coeficiente de dispersion de luz (m?/kg)
R, =factor de reflectancia intrinseco; siendo el factor de reflectancia la relacion de radiacion reflejada por

un cuerpo a la reflgjada por un difusor reflectante perfecto, € factor de reflectancia intrinseco es la
reflectancia medida de modo que no haya transmision de luz a través del objeto. Referido a papel significa

cantidad de hojas suficientes de modo que el agregado de una mas no modifica lareflectancia.
R, = Reflectancia de una hoja simple contra un cuerpo negro.

W= gramaje (g/m’)

3.3.7. Coeficiente especifico de absor cion de luz (k)

Este coeficiente depende fuertemente de la longitud de onda de iluminaciéon y de la
composicién quimica del material. Es proporciona ala presencia de croméforos en el papel.
Excepto cuando se indique, este coeficiente se midié a 681 nm. Para el calculo se utilizé la

siguiente ecuacion (Giertz 1986):

2
k_@-R)" (3.10)
S 2-R,
donde:

K = coeficiente especifico de absorcion de luz (m?/kg)

sy Ry, estan definidos en la seccién 3.3.6.

3.3.8. Teoriadelaresistencia del papel. Ecuacién de Page

Laresistencia del papel deriva tanto de la resistencia de las fibras individuales como de la

resistencia de los enlaces que mantienen unidas alasfibras.
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Page (1969) propuso una ecuacion que permite relacionar la resistencia a la traccién del
papel con laresistencia alatraccion de las fibras individuales y la capacidad del enlace entre ellas.
Lateoria presenta ciertas consideraciones:

1) Analizasolamente el estado de las fibras que cruzan lalinea de ruptura.

2) Establece unarelacion entre la cantidad de fibras que se rompen y la cantidad de fibras
gue se desprenden sin romperse durante € esfuerzo de tension.

Laecuacion es;

9, 12Ang
8Z  bPL(RBA)

= 3.11
T (3.11)

T = indice de traccién, Nm/g

Z= Indice de traccion de mordazas juntas (zero-span), Nm/g
A = seccion transversal de las fibras promedio

L = densidad del material fibroso

g = aceleracion debido alagravedad

L =longitud de lasfibras
b = resistencia especifica de enlace a cizallamiento
P = perimetro de la seccidn transversal de unafibra

RBA = Areade enlace relativa
Para una determinada pulpalos valores de A; p; L pueden considerarse constantesy la

ecuacion puede escribirse como sigue:

1 9 1

Lo S (3.12)
T 82 (b/k)(RBA)

(12

=00 (3.13)

Donde;

¢ : Coarseness de lafibra (peso por unidad de longitud).

b/k: proporcional alaresistencia especifica de enlace

Por otro lado, el RBA puede estimarse a partir de:

RBA= 2~ (3.14)
So

donde Sy So : Coeficientes de dispersion de luz de lahojay de la hojano unida, respectivamente
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Finalmente la ecuacién (3.15) muestra que la resistencia a la traccién depende de un término
relacionado con la resistencia de la fibra propiamente dicha y un término relacionado con la

resistenciadel enlace:

_i‘i' 3.15

W~

1
=

F= relacionado con laresistencia de las fibras alarotura
B= indice de resistencia de enlace de Page. Relacionado con laresistenciadel enlace alaroturaen e cual

interviene tanto el RBA como €l b.

Gurnagul y col. (2001) enfatizaron que € modelo solo puede ser aplicado sobre la fraccion
fibrosade lapulpay cuando € indice de curvado es constante. Destacaron ademas que si laresistencia
a la traccién zero-span es constante, cambios en resistencia a la traccion son adjudicables

exclusivamente a cambios en resistenciade enlace.

3.3.9. Andlisisdela fraccion fibr osa consider ando la ecuacion de Page

El uso delafraccion fibrosa respecto ala pulpa completa presenta algunas ventgjas:

1) Permite una mejor identificacion de efectos. En principio es favorable su mayor
homogeneidad dado que, desde € punto de vista quimico, fibras y finos presentan diferencias como,

por gemplo, distinto contenido de ligninay extractivos.

2) Seevitalapérdidade materia (finos) durante los tratamientos, los lavados de la pulpa

y enlaformacion de las hojas.
3) Permiteaplicar la Teoriade Page delaresistenciaalatraccion.

4)  Lamenor capacidad de enlace de la pulpa sin fracciones medias y finos hace que su
fala en @ pape ante una solicitacion mecénica, sea en gran parte dependiente de la capacidad de

enlace delas mismas. A continuacion se fundamenta esta afirmacion.
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Teniendo en cuenta la ecuacién (3.15) y considerando que la resistencia zero-span es
133 Nm/g (como es el caso de la pulpa utilizada en esta Tesis) se puede graficar el indice de

resistencia a la traccion (T) en funcion del indice de resistencia del enlace de Page (B) (Figura

3.7).
120
8.Z2/9
o 100 -
£
zZ
c 80 -
h=
3]
Q
@®©
= 60 A
[
2 zona en la cual el indice de traccién depende
© 40 - fuertemente del indice de Page de la
© resistencia de enlace.
£
20
0 f f f f f
0 200 400 600 800 1000 1200

indice de resistencia de enlace de Page, Nm/g

Figura 3.7. indice de traccion en funcion del indice de resistencia de enlace de
Page paraun valor de Z = 133 Nm/g

De esta grafica se observa que cuando los niveles de resistencia a la traccion son bajos (caso
en que las hojas se redizaron a partir de pulpa sin finos), ésta depende fuertemente de la resistencia del
enlace, y cuando la resistencia a la traccion es elevada depende més de la resistencia de las fibras

individuales.

La ecuacién de Page nos permite incluso estimar la proporcion de fibras que cruzan la zona
de rotura del papel y que absorben |a carga hasta que se rompen (ny) en relacion ala proporcion de

fibras que se desprenden intactas (n):

n ar
=T (3.16)
(n; +n,) 8z
N, = nimero de fibras que cruzan la zona de rupturay toman la carga hasta la rupturay luego se rompen.

n,= ndmero de fibras que cruzan la zona de ruptura que salen intactas debido a que primero se rompe €l
enlace entre ellas.
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Z = Resistencia alatraccion zero-span.
T = Resistenciaalatraccion de la probeta.

Para las fibras usadas en esta Tesis (indice de resistencia a la traccién zero-span 133 Nm/g
e indice de resistencia a la traccién entre 20 y 40 Nm/g), entre el 66% y el 83% de las fibras se
desprenderan en la zona de ruptura durante el esfuerzo de traccion.

La Figura 3.8 muestra que en la zona de ruptura del papel existe gran cantidad de fibras
intactas que son desprendidas durante la ruptura (1), comportamiento contrario a cuando se reaiza

el ensayo de traccion zero-span donde todas las fibras se rompen (11).

| I

Figura 3.8. Fotografias de probetas ensayadas a la traccion de un papel realizado a partir

de la fraccion fibrosa de pulpa kraft de conifera no blanqueada reciclada (gramaje

60 g/cm?). (1): ensayo alatraccion (21,9 Nm/g). La zona de ruptura del papel muestra que

existe una gran cantidad de fibras intactas que fueron desprendidas durante la ruptura del

papel. (I1): ensayo zero span (133 Nm/g). Todas las fibras son cortadas y ninguna

desprendida. Ancho de probeta 15 mm.

Este andlisis permite concluir que para las condiciones de trabagjo de esta Tesis cuando se
utilizé lafraccién fibrosa R30, laruptura del papel a esfuerzos de traccion se debe principalmente a
lafallaen & enlaceinterfibrilar.

Asi, incrementos en resistencia a la traccion pueden relacionarse con incrementos en la

resistencia de enlace.
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3.3.10. Demanda guimica de oxigeno

Indica la cantidad de oxigeno procedente del dicromato de potasio que, bajo determinadas
condiciones de trabajo, reacciona con el contenido de sustancias oxidables.

Se utiliza un kit de Hach®. En forma breve, se colocan 2 mL de la solucién cuya DQO se
desea determinar en tubos conteniendo H,SO,; K,Cr,0O; y sulfato de plata como catalizador. Se
realiza una digestion a 160°C y luego se mide en un espectrofotémetro la concentracién de iones
Cr,052 no consumidos durante la reaccion. Conociendo gue 1 mol de K,Cr,O; es equivalente a 1,5

mol de O, se puede determinar los mg O,/ L solucién.

3.3.11. Valoracion dela actividad lacasa de un extracto crudo del hongo Trametes hirsuta.

Se utiliz6 un extracto enziméatico extracelular con actividad lacasa aislado de cultivos del
hongo de pudricion blanca Trametes hirsuta.

Este extracto fue suministrado por € Instituto VTT, Espoo, Finlandia, como un extracto
enzimético parcialmente purificado y libre de actividad de otras enzimas oxidativas.

Con lafinalidad de mantener estable la actividad enzimética del extracto, y asi reducir la
desnaturalizacién de las proteinas lacasa, se fracciond el extracto en alicuotas de 5 mL que se
amacenaron a -5 °C, siendo solo una vez descongeladas previo a inicio de los experimentos.

Segin lo informado por e Ingtituto VTT, la actividad lacasa del extracto fue de
5250 nkat/mL (un nanokatal (nkat) equivale a 1 nmol de sustrato oxidado por segundo) siendo
valorada utilizando un espectrofotémetro UV-Vis bajo las siguientes condiciones:

- Temperatura de reaccién: 40°C
- pH delareaccién: 5,0

- Sustrato 2,2 -azino-bis(3-ethyl benzothiazoline-6-sul phonic acid) ABTS.

En nuestro laboratorio, la actividad lacasa del extracto descongelado se determiné segun el
método de Guillén y col. (1992), utilizando como sustrato guayacol (o-metoxifenol) (Figura 3.9).

Se midi6 la absorbancia del producto de oxidacion del guayacol via la actividad lacasa a 465 nm
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(6465=12100 M™cm™) utilizando un espectrofotémetro UV-Vis CECIL 3055. La actividad

enzimatica se expresd como nkat/mL.

OCH,

OH

Figura 3.9. Estructura del guayacol

A continuacion se describe como se determinaron las condiciones estandares para valorar

la actividad lacasa utilizando guayacol como sustrato.

3.3.11.1 Determinacion de las condiciones estdndares para valorar la actividad lacasa

Para establecer las condiciones estandares para valorar la actividad lacasa utilizando
guayacol, y en este sentido, garantizando la independencia de la velocidad de reaccion respecto ala
concentracion de sustrato, se realizaron determinaciones con cantidades crecientes de este sustrato.

En un bafio a 25°C se colocaron tubos de ensayo conteniendo sustrato guayacol (7,5; 10,0;
12,5y 17,5 mM), buffer acetato de sodio-&cido acético 38 mM y agua destilada, a los cuales se le
agregd una alicuota del extracto enzimatico descongelado. Se agitd y se midio la absorbancia en

funcién del tiempo (Figura 3.10).
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®175mM Y=0,0172x + 0,747, R?=0,9996

181 ¢125mM Y=0,0175x +0,7797 R* = 0,9991

A4100mM Y =00141x+0,7089 R®=0,9996
1,6

£ m75mM Y= 0,0122x +0,7000 R? = 0,9998
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Figura 3.10. Absorbancia a & = 465 nm del producto de oxidacion del sustrato
guayacol a distintas concentraciones (desde 7,5mM a 17,5 mM) en funcién del
tiempo. Se muestran las pendientes de las lineas de regresion.

Se observa en la Figura 3.10 que a mayor concentracion de sustrato el incremento de la
absorbancia a 465nm adquiere una mayor pendiente; sin embargo cuando se aumento la
concentracion desde 12,5 mM a 17,5 mM, la pendiente précticamente no se modifico.

Las pendientes de las curvas se relacionaron con las velocidades iniciales de

transformacion de reactivo a producto mediante la ecuacion (3.17):

Per ] i 9
V. . . nkat dlente'Vr ccion -10
inicial ml ’ = . eav

enzima

(3.17)

Donde;
Vinicial = Velocidad inicial [nkat/mL extracto enzimatico]

Pendiente = Pendiente de larecta Absorbanciavs. tiempo [1/seg] delaFigura 3.10
Vieacsion = Volumen final de reaccién [mL]

Venzma = VOlumen de extracto enzimatico agregado [mL]

a= coeficiente de absortividad = 12100 [M.cm]*

b = longitud de camino éptico [cm]

La Figura 3.11 muestra las velocidades iniciales de reaccion reveladas por e extracto

descongelado en funcion de la concentracion de sustrato. Se observa que a aumentar la
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concentracion de sustrato, lavelocidad inicial aumenta hasta que acanza un méximo a 12,5 mM de
sustrato guayacol.

Se considera que las proteinas enziméticas del extracto revelan cinética de reaccién de tipo
Michaelis-Menten, donde las velocidades iniciales de reaccion en funcion de la concentracion de
sustrato aumentan hasta un méximo. La actividad del extracto se definié como la velocidad inicial
alacual se alcanzo ese maximo.

Por lo tanto, bajo las condiciones de reaccién ensayadas (12,5 mM o 17,5 mM de sustrato
guayacol, 38 mM de buffer NaAc-HAc y a 25°C), la actividad enzimética fue 1440 nkat/mL de

extracto enzimético.

1800

1600 === === === - o mm s b

Velocidad Inicial, nkat /mL enzima

O 1 } 1 | 1 }
0 5 10 15 20
Concentracion guayacol, mM

Figura 3.11. Relacion entra la velocidad inicial de reaccion de oxidacion de guayacol
via la actividad lacasa por mL de extracto y la concentracion de sustrato. Cuando la
concentracion de sustrato es mayor a 12,5 mM la velocidad inicial alcanza un méximo
(v méxima = 1440 nkat/mL).

Puesto gque los tratami entos enziméticos sobre las pul pas se realizaron a 40°C, se determiné
también la actividad enzimatica y €l efecto de la concentracion de guayacol (15; 20 y 25 mM)
sobre lavelocidad inicial autilizando un bafio termostatizado a 40°C.

La Figura 3.12 muestra las velocidades iniciales de reaccion lacasa en funcién de la
concentracion de guayacol. Mientras que se observa un aumento de la actividad enzimética desde

1440 a 1900-2000 nkat/mL extracto enzimético acorde a incremento en la temperatura de reaccion,
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e extracto reveld6 similares velocidades iniciales de reaccién (indicio de saturaciéon) a las

concentraciones de sustrato ensayadas a 40°C.

2500

—-40°C
® 25°C

2000 -

1500 +

1000 -

zona de concentraciones de
sustrato a la cual se saturan
los sitios activos de la
enzima

500 -

Velocidad Inicial, nkat/mL enzima

0 . T T :\: - T :‘. - \ T
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracién guayacol, mM

Figura 3.12. Velocidad inicial en funcion de la concentracion de guayacol a 25°C y
40°C. La actividad enzimatica a 25°C fue 1440 nkat/mL y a 40°C fue 1900 nkat/mL.
Las barras de error muestran la desviacién estdndar de la determinacion realizada por
duplicado.

En base a estos resultados, antes de cada tratamiento enzimético se control6 la actividad
enzimaticainicial agregando esta enzima atubos de 20 mL a40°Cy pH 5,0 conteniendo:
- 20 mM de guayacol (concentracion mayor a 12,5 mM para asegurarnos que el reactivo
limitante nunca sea el sustrato).
- 38 mM de buffer acetato de sodio-acido acético
- Aguadestilada
La actividad inicial determinada sobre guayacol siempre resulté en e rango de 1930-

2080 nkat/mL extracto enzimatico a40°Cy pH 5,0.
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3.3.11.2. Determinacion de la actividad enzimatica especifica

Se determiné la actividad enzimética especifica del extracto (nkat/mg proteina). Se
calcul 6 determinando el contenido de nitrégeno total Kjeldhal y multiplicandolo por un factor 6,25
para convertirlo a proteinas.

El contenido de nitrégeno total Kjeldhal en el extracto fue de 1,72.10° g N/mL, y por lo
tanto, la concentracién de proteinas fue de 10,75 mg proteinas/mL extracto enzimatico.

Asi, laactividad especifica fue de 193 nkat/mg proteina.

3.3.12. M éodo fenol/sulfurico para la cuantificacion del almidén catiénico

Este método consiste en colocar en tubos de ensayo 1 mL de la solucién acuosa cuya
concentracion de azlcares se desea determinar y 1 mL de fenol 5% (p/v). Luego, desde un
dispenser se agregan rgpidamente 5 mL de H,SO, concentrado (95,5 - 96,5 %). Se agita, se dgjaen
reposo 10 min, luego se vuelve a agitar, y se coloca en un bafio a 23-30°C por 20 min. La
generacion de color se mide por espectrofotometria a 490 nm. Para convertir los azlicares a
amidon se multiplica por 0,899 (relacion: PM monomero del amidon/ PM glucosa) -

La curva de calibrado se realizé con soluciones estandares de glucosa en NaCl 10°N a
distitintas concentraciones (Figura 3.13). El blanco se realiz6 de la misma manera excepto que se
agrego a los tubos de ensayo 1 mL de solucion de NaCl 10N en lugar de 1 mL de solucién de

glucosa.
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Figura 3.13. Curvade calibrado de glucosa. Seindicaen lagréficalalineade
regresiony el coeficiente de determinacion.

Observacion: Las determinaciones de extractivos, holocelulosa, contenido de lignina y caracterizacion de la
lignina aidada se realizaron en la Universidad Federal de Parana, Curitiba, Brasil en € marco del
proyecto en cooperacion SECyT-CAPES. La DQO se determiné en el INGAR, Santa Fe, Argentina. La SCT
serealizd en INTI Celulosa 'y Papel, Bs.As.
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	Scallan y Grignon (1979) encontraron que los iones que más prevalecen en las pulpas químicas son los iones calcio y magnesio y concluyeron que es posible que los iones monovalentes sean desplazados durante el lavado de las pulpas por los iones divalentes presentes en el agua de canilla. 
	Tabla 3.1. Características generales del agua utilizada para la formación de las hojas de ensayo.
	Conductividad
	165 - 225 (S/cm
	Valor de pH
	8,0 – 8,5
	Contenido de Naa
	15-17 ppm
	Contenido de Caa
	13-15 ppm
	Contenido de Fe
	Menor a 0,1 ppm
	   a Determinado por absorción atómica.
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