CAPITULO 1: INTRODUCCION Y OBJETIVOS

RESUMEN

En este capitulo se realiza una introducciéon general a los temas clave de la presente
tesis. En el mismo se plantea la utilizacion de fibras de lino para la fabricacion de
papel, el blanqueo quimico de pastas no madereras, la utilizacion de procesos de
blanqueo TCF, y concretamente, el uso de la biotecnologia para mejorar secuencias
de blanqueo TCF. Asimismo, se analizan los diferentes sistemas enzimaticos que se
aplican y su forma de actuacién. Finalmente, se describen el planteamiento y los
objetivos de trabajo de la tesis.

1.1 INTRODUCCION

En los ultimos afios la produccién de papel ha aumentado y las expectativas hacia el
futuro indican que seguird en aumento. Para poder hacer frente a este incremento es
necesaria la utilizacion de nuevas materias primas y un aumento en la productividad y
rendimiento de los procesos, sin que eso cree problemas para el medio ambiente. La
aparicion de leyes mas restrictivas sobre los procesos industriales con el objetivo de
minimizar el impacto ambiental, lleva a la introduccién de cambios y a la utilizacion de
nueva tecnologias en muchas areas industriales. La industria papelera es uno de
estos sectores que ha sufrido numerosos cambios en las tres ultimas décadas,
centrados especialmente en la seccidon de blanqueo de pastas, debido a la utilizacién
de cloro y la formacién de compuestos organoclorados (AOX) durante el proceso. Las
presiones medioambientales impulsan el blanqueo de pastas mundial, en primer lugar,
hacia la produccién de pastas blanqueadas segun secuencias ECF (Elemental
Chlorine Free) y en segundo lugar, a la produccion de pastas blanqueadas segun
secuencias TCF (Totally Chlorine Free).

La produccion de pasta TCF va en aumento debido a las regulaciones
medioambientales tanto para disminuir las descargas de organoclorados como por la
necesidad del cierre de la planta de blanqueo a través del reciclado de los filtrados. La
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recirculacion completa es dificil con secuencias en las que se utilicen cloro o derivados
de éste por sus efectos corrosivos en los equipos, por lo que las secuencias TCF
presentan un alto potencial para la reutilizacion de los filtrados en el ciclo de
recuperacion (Barascud et al. 1995;Cates et al. 1995;Johansson and Clark 1995).

Por otro lado, la utilizaciéon de fibras no madereras para la fabricacion de pastas y
papeles en paises industrializados se basa en la fabricacion de pastas de alta calidad
para producir papeles de alto valor anadido. Particularmente, dentro de las plantas
anuales, las fibras de lino proporcionan papeles finos, resistentes y permanentes. Las
cocciones que se realizan a las plantas anuales son, normalmente, cocciones mas
suaves que las convencionales en madera, como un proceso con hidréxido de sodio y
antraquinona. El blanqueo mediante secuencias ECF no comporta graves
complicaciones, sin embargo, el problema radica en blanquear este tipo de pastas
mediante secuencias TCF. El empleo del ozono para este fin, o la aplicacion de
técnicas biotecnolégicas permiten blanquear estas fibras mas facilmente.
Concretamente, para el caso de plantas anuales no existen muchos estudios en los
que se apliquen enzimas oxidativas, por lo que se encuentran todavia menos trabajos
sobre el blanqueo enzimatico de pasta de lino (Da Silva et al. 1997;Garcia
2003;Giovannozzi-Sermanni 1997;Martinez et al. 2000).

111 ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE MATERIALES
LIGNOCELULOSICOS

1.1.1.1 Constituyentes de la pasta de papel

Los constituyentes quimicos mayoritarios presentes en la pasta son los hidratos de
carbono (celulosa y hemicelulosas) y la lignina.

La celulosa es un polimero lineal, cuya unidad basica es la D-glucosa que se enlaza
sucesivamente a través de un enlace glucosidico en la configuracion B (1-4), dando
lugar a la unidad de celobiosa que es la unidad mas pequefia que se repite
exactamente en la cadena polimérica (Fig. 1-1).
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Fig. 1-1. Molécula de celobiosa en la cadena de celulosa.
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Las moléculas de celulosa tienden a formar enlaces por puentes de hidrégeno intra e
intermoleculares, y su presencia influye en la morfologia, rigidez, orientacion,
resistencia y reactividad de las cadenas celulésicas. Son los enlaces de hidrégeno
intermoleculares los que permiten una estructura fibrilar ordenada, es decir, de una
alta cristalinidad. Las zonas de elevada cristalinidad son dificiles de penetrar por
disolventes y reactivos, al contrario que las zonas relativamente mas desordenadas
(amorfas), que son mas accesibles y susceptibles a todas las reacciones quimicas, y
que ademas favorecen el hinchamiento, el alargamiento y la flexibilidad de la fibra
(Garcia Hortal 2007;Martinez et al. 2000). En la pared celular, las cadenas de celulosa
se agregan formando las microfibrillas, que es el elemento base de los materiales
celulésicos. Las dimensiones de estas microfibrillas varian en funcién de su origen y
su posicion dentro de la pared celular.

Las propiedades de los materiales celuldsicos estan relacionadas con el grado de
polimerizacion de la molécula de celulosa (DP). La resistencia del papel es debida en
parte a la resistencia individual de las cadenas de celulosa, que disminuye si éstas se
degradan. Durante el blanqueo de la pasta se pretende eliminar el color que dan otros
componentes (lignina), pero se puede producir una degradacion de la celulosa, que se
traduce en una disminucion del rendimiento y en una posible disminucion de las
propiedades fisicas y mecanicas de la fibra. Esta degradacion puede ser de tipo
hidrolitico, oxidante, alcalino, térmico, microbiolégico o mecanico.

Las hemicelulosas son polisacaridos quimicamente heterogéneos, constituidos por
combinaciones de monosacaridos de cinco carbonos (xilosa y arabinosa) y seis
carbonos (glucosa, manosa y galactosa) enlazados no uniformemente. Algunas
hemicelulosas estan asociadas a la porcién celuldsica, mientras que otras lo estan con
la lignina. Actian como matriz soporte para las microfibrillas de celulosa en la pared
celular, y ademas son de menor peso molecular, mas accesibles, mas facilmente
degradables y mas faciles de disolver que la celulosa. Al mismo tiempo, son amorfas y
muy hidrofilicas, por lo cual tienen un papel importante en la capacidad de absorber
agua durante la operacién de refinado, promoviendo la fibrilacion interna de la fibra y
mejorando las propiedades fisico mecanicas que dependen del area de enlace
interfibras (Annergren 1996;Dence and Reeve 1996).

La lignina es muy diferente estructuralmente de la celulosa y de las hemicelulosas. Es
un polimero fendlico, muy ramificado, tridimensional y amorfo, cuyo principal papel es
el de actuar como material incrustante entre la lamina media y las paredes de la fibra.
Tiene un caracter muy hidrofébico, por lo que su presencia en las pastas inhibe la
absorcién de agua, el hinchamiento de la fibra y dificulta el refinado. Su cantidad y
distribucién a través de las paredes celulares difiere segun sus origenes, asi, por
ejemplo, las coniferas poseen un mayor porcentaje de lignina que las frondosas.
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La estructura basica de la lignina difiere entre coniferas y frondosas. En las coniferas,
la estructura predominante que se repite se conoce como la unidad Guayacilo (G), la
cual contiene un unico grupo metoxilo en el anillo fenilpropano. En las frondosas, la
lignina es un copolimero o mezcla entre unidades Guayacilo y Siringilo (S),
conteniendo ésta ultima dos grupos metoxilo por nucleo fenilpropano (Parham 1983)
(Fig. 1-2). Asimismo, es conocido que las unidades S son mas reactivas que las
unidades G, por lo tanto, la lignina en que predominen las unidades S serd mas facil
de eliminar (del Rio et al. 2001;Dence and Reeve 1996). Como consecuencia, la
lignina de la madera de coniferas se elimina con mayor dificultad. La lignina de las
fibras de origen no maderero es mas similar a la lignina de coniferas o a la de
frondosas segun las unidades que predominen (G o una mezcla de Sy G).
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Fig. 1-2. Unidades de lignina Guayacilo (G) y Siringilo (S).

Las células vegetales poseen paredes celulares que contienen microfibrillas de
celulosa formando el esqueleto, que a su vez esta rodeado de otras sustancias que
acttan como matriz (hemicelulosas) y material incrustante (lignina). EI modelo
generalizado de la organizacion tipica de la pared celular se muestra en la Fig. 1-3.
Las fibras estan constituidas de varias capas: pared primaria (P), pared secundaria
externa (S1), pared secundaria media (S2) y pared secundaria interna (S3). En las
células maduras, la parte interna esta vacia y se denomina lumen. Las diferentes
capas difieren respecto a su espesor, estructura, composicién quimica y orientacion
de las microfibrillas con respecto al eje de la fibra (deJong et al. 1999;Rydholm 1967).
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Matrix of Lignin
and Hemicellulose

Fig. 1-3. Configuracion de la madera (a). Células adyacentes (b), S1, S2, S3 paredes
secundarias, P pared primaria, ML lamina media. Distribucién de lignina, hemicelulosa y
celulosa en la pared secundaria (Kirk and Cullen 1998).

La lignina que se encuentra en la lamina media, se elimina en gran parte en el proceso
de coccion, donde se individualizan las fibras. La lignina residual de la fibra a
blanquear se localiza principalmente en la pared secundaria media (S2), al constituir
ésta la porcion principal de la pared celular (Parham 1983).

1.1.1.2 Materia prima no maderera: pasta de lino

Durante casi 2000 afios el papel se ha fabricado con fibras celulésicas derivadas de
fibras madereras y no madereras. Es conocido que el consumo mundial de fibras
madereras es mucho mayor que el consumo de fibras de origen no maderero. Sin
embargo, si se tienen en cuenta las diferencias geograficas, se observa que en paises
en vias de desarrollo las plantas anuales son la mayor fuente de fibra para la
fabricacion de papel (Moore 1996).
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En 1970, la capacidad mundial para la produccion de pasta de papel a partir de fibras
no madereras fue de tan sélo un 6,7 % del total. No obstante, desde entonces ha
tenido lugar un aumento importante en la produccién de pastas no madereras.
Durante 1993, la capacidad total de pasta para papel a partir de fibras anuales alcanzo
el 10,6% del total y en 1998, fue un 11,5 % del total. Desde 1970 hasta ahora, la
capacidad de produccién de fibras de plantas no madereras ha aumentado en el
mundo a un ritmo de dos a tres veces superior al de fibras de madera (Atchinson
1998). Actualmente, la utilizacion de especies no madereras en paises industrializados
se basa en la fabricacion de papeles especiales de alto valor anadido (papel de
seguridad, papel moneda...). Hay tres tipos de fibras no madereras para papel:
subproductos de la agricultura como trigo, arroz y azucar, cosechas como kenaf,
cafiamo industrial, lino o plantas salvajes como canas y hierbas. La ventaja que
ofrecen las fibras no madereras es el bajo contenido en lignina y el inconveniente es
su alto contenido en silice (Pande 1998). En los paises occidentales existe una
creciente necesidad de considerar estrategias alternativas en el sector agricola, no
s6lo enfocadas a la industria alimentaria sino también a otros sectores industriales
como son el papelero y el textil (Abramovitz and Matton 1999;Moore 1996). En Europa
se mantiene una tendencia de incremento en la demanda de papel en general, y
especialmente de algunos tipos particulares de papel. Por otro lado, el consumidor
esta cada vez mas interesado en la posibilidad de disponer de papeles obtenidos a
partir de métodos no contaminantes, o en los que se ha sustituido la fibra virgen por
fibra reciclada o fibra no maderera. Las mejoras en la utilizacion de plantas anuales
podrian contribuir a preservar y mantener el medio ambiente haciendo posible
conseguir una mayor proporcion de estas materias primas en la fabricacion total de
pasta de papel (Croon 1995;Jeyasingam 1998;Jeyasingam 2000). Ademas, se sabe
que utilizando una combinacién adecuada de fibras no madereras se puede fabricar
cualquier tipo de papel (Garcia Hortal 2007).

Dentro de las plantas anuales, el lino es una planta anual herbacea originaria de Asia
que se cultiva por su alto contenido en fibras. De las 150 especies del género Linum,
s6lo una, Linum usitatissimum, proporciona fibras utiles comercialmente. La planta,
cuando se cultiva por sus fibras y no por sus semillas, se siembra densamente para
evitar las ramificaciones en el tallo que crece hasta una altura de 0,9-1,2 m. Las fibras
liberianas o corticales de lino (de la corteza) son las utilizadas tradicionalmente en la
industria textil y constituyen soélo el 30% del vegetal (Garcia Hortal 2007;McGovern et
al. 1987). Estas fibras son interesantes para la industria papelera, y proporcionan
buenas propiedades de resistencia a los papeles fabricados a partir de la pasta, pero,
como desventaja tienen un coste muy elevado, por lo que en la industria papelera se
utilizan junto con una pequefa proporcion de fibras del lefio (lo que se denominan
industrialmente “pajas” del lino) y de este modo se abarata el coste de la materia
prima. El vegetal original de la tesis contiene un 15 % de fibras lefiosas o “pajas”,
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siendo el resto fibras liberianas. La longitud de las fibras liberianas varia entre 10 y 55
mm y el ancho entre 12 y 30 um (Jakson 2000;McGovern et al. 1987). En cambio, las
fibras lefiosas son mas parecidas morfolégicamente a las fibras de frondosas, con una
longitud entre 0,05 y 0,5 mm y anchura entre 10 y 30 um. Su contenido en lignina es
mucho mayor, lo que las hace mas dificilmente blanqueables que las fibras de la
corteza o textiles (Garcia Hortal 2007;van Roekel et al. 1999).

Las fibras de lino proporcionan unos papeles densos, resistentes y permanentes,
ideales para papeles especiales como bolsas de té, papel moneda o papel registro
permanente de alta calidad. Ademas tienen menor contenido en lignina que las fibras
madereras (del Rio et al. 2001), por lo que pueden ser pasteadas con tratamientos
alcalinos suaves. La lignina de lino muestra un predominio de unidades Guayacilo (del
Rio et al. 2007), lo que indica que la composicion de su lignina es mas similar a la de
pastas de coniferas. El proceso de coccién mas utilizado es el proceso con hidréxido
de sodio y antraquinona (NaOH-AQ). La operacién de refinado para preparar estas
fibras para la fabricacion del papel consume una gran cantidad de energia (Garcia
Hortal 2007;Moore 1996), y ésta es necesaria para obtener papeles finos. Por otro
lado, una dificultad afiadida al trabajar con este tipo de fibras es su tendencia a
adherirse o enredarse unas con otras, lo que dificulta su manipulacién tanto en los
procesos industriales como en el laboratorio.

1.1.1.3 Materia prima maderera: pasta de eucalipto

La pasta de eucalipto (Eucalyptus sp.) pertenece a las frondosas (“hardwood”). Las
fibras de frondosas, en comparacion con las de coniferas, son cortas, de pared gruesa
y lumen estrecho (Garcia Hortal 2007). La industria de pastas presenta un consumo
elevado de eucalipto (1,6 millones de toneladas anuales). Ademas, esta pasta tiene un
gran interés estratégico para Espafa en la Union Europea, ya que es de crecimiento
rapido (10-14 afios) y de elevada productividad, y su madera es de alta calidad, lo que
le confiere unas propiedades especiales al producto final.

La pasta de eucalipto presenta la siguiente composicién quimica (Sjostréom 1993) en
tanto por ciento de peso seco de madera: 51,3 % de celulosa; 1,4 % de glucomanano;
19,9% de xilano; 3,9% de otros carbohidratos; 21,9 % de lignina y 1,3 % de
extractivos. Tiene una proporcidon elevada de unidades Siringilo frente a unidades
Guayacilo (Ibarra et al. 2007a), que se relaciona con la facilidad de blanqueo. Se
caracteriza por contener una gran cantidad de xilanos, que forman parte de las
hemicelulosas presentes en las fibras celulésicas (Grant 1992;Senior and Hamilton
1992). En la Fig. 1-4 se muestra la estructura del xilano.
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COCH:
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Fig. 1-4. Estructura del xilano.
Acidos hexenurénicos

Las pastas de frondosas, entre ellas la pasta de eucalipto, se caracterizan por
contener una gran cantidad de acidos hexenurénicos (HexA). Los HexA se forman
durante la coccion kraft donde el acido 4-O-metilglucurénico presente en los xilanos se
convierte en su correspondiente acido insaturado hexenurénico (acido 4-deoxi-B-L-
threo-hex-4-enopiranosilurénico) por la pérdida del metanol tal como se muestra en la
Fig. 1-5 (Buchert et al. 1995;Teleman et al. 1995).

La importancia de la presencia de los grupos HexA radica en la influencia que estos
tienen en el proceso de blanqueo y en las propiedades finales de la pasta. Los HexA
tienen los siguientes efectos: contribucion al indice kappa (Gellersted and Li
1996;Vuorinen et al. 1996), consumo de reactivos de blanqueo (Jiang and Van Lierop
2000), participacion en la retencion de iones metalicos (Vuorinen et al. 1996),
contribucion a la reversién del grado de blanco (Sevastyanova et al. 2006),
contribucién a la formacion de acido oxalico (Elsander et al. 2000). Por este motivo
ultimamente han aparecido investigaciones sobre métodos de eliminacién de estos
grupos HexA.
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Fig. 1-5. Formacién del acido hexenurénico (HexA) y si destruccion mediante hidrélisis u
oxidacion (Roncero 2001).

1.1.2 BLANQUEO QUIMICO TCF: OZONO

Obtener pastas TCF implica la utilizacion de reactivos quimicos sin compuestos
clorados como el oxigeno o el perdxido de hidrégeno. Sin embargo, la combinacién de
estos reactivos no es suficiente para obtener la misma eficiencia que en la cloracién,
en cambio, el empleo de ozono como agente deslignificante de blanqueo aparece
como una buena alternativa (Lachenal and Nguyen 1994).

El blanqueo TCF requiere una entrada de pasta de bajo indice kappa (10-12) para
obtener las mejores propiedades fisicas y Opticas debido a la degradacion de las fibras
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durante el blanqueo, aunque se pueden obtener blancuras de 89 %ISO sin pérdida de
rendimiento. En la pasta TCF blanqueada la cantidad de lignina residual que
permanece en la pasta es superior a la de las pasta ECF por lo que se debe
establecer este residuo para minimizar el amarillamiento después de la produccion.

El ozono es un reactivo muy oxidante, que debido a su inestabilidad debe ser
generado en el lugar donde va a ser aplicado. Es un gas toxico a bajas
concentraciones y tiene un olor caracteristico. Reacciona directamente con la mayor
parte de la materia organica, incluyendo los compuestos lignocelulésicos. Su potencial
de oxidacién solo es excedido por el del fluor y el oxigeno atdomico. (Dence and Reeve
1996). El ozono reacciona con la mayoria de grupos quimicos presentes en la lignina
residual, pero su tendencia a reaccionar con los hidratos de carbono, causa una
reducciéon importante de la viscosidad y como consecuencia, también de la
selectividad del proceso, por lo que se debe aplicar a dosis bajas. El ozono es menos
selectivo hacia la lignina que otros reactivos de blanqueo, tales como el diéxido de
cloro, el oxigeno y el perdxido de hidrogeno. La degradacién de los hidratos de
carbono es el resultado de la formacién de grupos funcionales carbonilo y carboxilo,
que posteriormente, en un medio alcalino pueden inducir a la rotura de la cadena
celulésica por la reacciéon B-eliminacion. Por este motivo, una reduccion de la pasta
ozonizada con un fuerte agente reductor como el borohidruro de sodio (NaBH,)
convierte los grupos sensibles al alcali en grupos hidroxilo estables, evitando asi, la
rotura de la cadena de celulosa (Dence and Reeve 1996).

Estos problemas asociados al blanqueo y los altos costes de instalacién tienden a
dificultar su aplicacién en el blanqueo TCF. La etapa de blanqueo con ozono, aun se
encuentra en proceso de investigacion, y aunque se aplica industrialmente en algunas
empresas, todavia requiere estudios de la selectividad del proceso. El blanqueo a
través de secuencias TCF utilizando reactivos quimicos como el oxigeno o el peréxido
de hidrégeno no es novedoso en fibras de origen no maderero. Sin embargo, la
utilizacion de ozono supone una nueva oportunidad de mejora del blanqueo TCF.

1.1.3 BIOTECNOLOGIA EN LA INDUSTRIA PAPELERA

La lignocelulosa, el mayor componente de la biomasa, consiste en tres tipos de
polimeros (celulosa, hemicelulosa y lignina). Una gran variedad de hongos y bacterias
pueden fragmentar estas macromoléculas utilizando una bateria de enzimas
hidroliticas o oxidativas (Pérez et al. 2002). Las enzimas son catalizadores proteicos
producidos a partir de organismos vivos. Aceleran la velocidad de las reacciones
quimicas y son altamente especificos del tipo de reaccion que catalizan. Se clasifican
en seis clases: oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas.
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El actual interés de la aplicacion de biotecnologia en los procesos de fabricacion de
pasta y papel es consecuencia de las posibilidades que ofrecen los tratamientos
biolégicos en cuanto a las restricciones ambientales mencionadas anteriormente. La
aplicacion en el area de blanqueo parece muy prometedora, concretamente se estudié
ampliamente en el caso de las enzimas xilanasas y se ha llegado a su implantacion
industrial obteniendo un ahorro de reactivos de blanqueo, que repercute en una
reduccion de costes y en una reduccion del contenido de compuestos halogenados en
el vertido (Jean et al. 1994;Manji 2005a;Manji 2005b;Popovici et al. 2004;Tolan and
Thibault 1997;Tolan and Collins 2004;Van der Brught et al. 2002;Vicufa et al.
1997;Yee and Tolan 1997).

1.1.3.1 Enzima oxidativa: lacasa

Durante las dos ultimas décadas, se ha incrementado exponencialmente el nimero de
publicaciones cientificas referentes a la biodegradacién de la lignina. El propésito final
de muchos de estos estudios es el potencial de aplicaciéon de enzimas y organismos
en la degradacion preferente de la lignina (ligninoliticos) en procesos no
contaminantes para la fabricacion de pasta y papel (llamados procesos de
“biopasteado” y de “bioblanqueo”). A partir de hongos de podredumbre blanca pueden
obtenerse enzimas ligninoliticas -lignina peroxidasa (LiP), manganeso-peroxidasa
(MnP) y lacasa- junto con oxidasas que producen H,O, -como la gioxal oxidasa (GOX)
y la aril-alcohol oxidasa (AAO)- y reductasas asociadas al micelio (Aleksandrova et al.
2000;Crestini and Argyropoulos 2001). La caracterizacién de este tipo de enzimas
ligninoliticas abrid6 un nuevo y prometedor campo de aplicacion en el blanqueo de
pastas.

La lacasa es una enzima tipica de los hongos de podredumbre blanca. La enzima
presenta cuatro iones de cobre por molécula, uno de los cuales (tipo 1) esta implicado
en la oxidacion de los substratos mientras el resto (tipos 2 y 3) participan en el
transporte de electrones hasta el oxigeno. Su bajo potencial redox sélo le permite
oxidar los compuestos fendlicos. Sin embargo, en presencia de mediadores redox son
capaces de oxidar unidades no fendlicas. Entre las aplicaciones de la lacasa se
encuentra la deslignificacion, produccion de etanol, analisis de drogas, clarificaciéon de
vino, bioremediacion, eliminacién de triclorofenol, oxidacién de compuestos alcalinos,
efluentes industriales coloreados, decolorizacién de colorantes y degradacion de
herbicidas (Ibarra 2006;Mayer and Staples 2002).

Las enzimas del tipo oxidativas (lacasas, MnP vy lignina peroxidasas), estudiadas por
muchos autores en los ultimos veinte afos, sugieren mejoras en el blanqueo de
pastas kraft y ahorro de reactivos (Call and Micke 1997;Paice et al. 1995;Viikari
2000). El bioblanqueo con este tipo de enzimas se encuentra aun en fase de
desarrollo, pero, en algunos casos, esta cerca su implementacioén industrial (Eriksson
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2000). Particularmente, las enzimas lacasas, que necesitan la presencia de un
mediador para su actuacién, son las mas prometedoras (Paice et al. 2002;Viikari
2000). Es lo que se denomina el sistema lacasa mediador, en el cual la enzima oxida
un mediador quimico que, a su vez, oxida la lignina. El elevado coste y los potenciales
problemas de contaminacion de los mediadores han llevado a los investigadores a
focalizar sus estudios en la busqueda de mediadores alternativos y en su recuperacion
(Wong et al. 1999). El sistema lacasa mediador permite desarrollar secuencias de
blanqueo TCF, sustituir la etapa de deslignificacién con oxigeno o la de ozono, ahorrar
reactivos, blanquear la pasta y reducir el indice kappa. En la literatura de la ultima
década se demuestra que existen muy buenas perspectivas en el blanqueo de pasta
aplicando tanto MnP, como lacasas en presencia de mediadores (Bajpai
1999;Bourbonnais et al. 1997;Camarero et al. 2004;Chakar and Ragauskas
2000a;Chakar and Ragauskas 2000b;lbarra et al. 2006;lbarra et al. 2007b;Nelson et
al. 1998;Paice et al. 1995).

En cuanto al mecanismo de oxidacién de la lacasa, las enzimas necesitan la presencia
de oxigeno para actuar, de manera que: la lacasa reduce el oxigeno molecular a agua,
oxidandose, después ella se reduce oxidando la lignina presente en la pasta (Fig. 1-6).
Este mecanismo es capaz de oxidar soélo los grupos fendlicos de la lignina, por lo que
es poco efectivo. Un inconveniente adicional es el limitado acceso de la lacasa a la
lignina de la pared celular, debido a su gran peso molecular (Bourbonnais and Paice
1995). Por este motivo es necesaria la presencia de un mediador, el cual es un
compuesto de bajo peso molecular que es capaz de difundirse en la fibra y reaccionar
con las fracciones de lignina (fendlicas y no fendlicas), y asi deslignificar la pasta
(Freudenreich et al. 1998). El modo de actuaciéon en presencia del mediador es: la
lacasa reduce el oxigeno molecular a agua, oxidandose, después ella se reduce
oxidando el mediador que a su vez oxida la lignina presente en la pasta (Fig. 1-7).
Este segundo mecanismo es capaz de oxidar tanto los grupos fendlicos como los no
fendlicos de la lignina residual, por lo que es mas eficaz que el anterior. Los
mediadores mas utilizados en la literatura son el ABTS (2,2-azinobis-(3)-
etilbenzitiazolina-6-sulfonato) y el HBT (1-hidroxibenzotriazol) (Fig. 1-8). Aunque en
estos momentos se estudia la aplicacion de mediadores naturales, derivados de la
lignina (Fillat et al. 2007).

Lignina, Lacasa 02
(residuos fendliccs)

Lignina Lacasa, H.0

Fig. 1-6. Mecanismo de actuacion de la lacasa sobre la lignina.
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Lignina MediadorgyX Lacasa X 02
Mediador H20

Ligninaox Lacasaox

Fig. 1-7. Mecanismo de actuacion del sistema lacasa mediador sobre la lignina.

Co O™

Fig. 1-8. Formula quimica de los mediadores HBT y ABTS.

El potencial redox de las lacasas es muy variable, y normalmente el valor esta entre
400 mV y 800 mV. Este valor es suficiente para oxidar al mediador a través de la
abstraccion de un electrén (Camarero et al. 2007;Fabbrini et al. 2002). Sin embargo,
lacasas que provienen de diferentes fuentes, oxidan en grados diferentes a los
mismos compuestos modelos de lignina. La efectividad de un sistema lacasa-
mediador para degradar la lignina depende de las propiedades de la lacasa, del
mediador, y de su combinacion (Li et al. 1999). En cuanto a los mediadores, aquellos
con grupos funcionales N-OH, como el caso del HBT, se oxidan a su radical
correspondiente en el tratamiento con la lacasa, por lo tanto existe un mecanismo via
radicales en el sistema lacasa-mediador. Es conocido que el HBT se convierte
parcialmente a BT (benzotriazol) en las condiciones del sistema lacasa-mediador
(Bourbonnais et al. 1997;Potthast et al. 2001;Sealey and Ragauskas 1998) y dicho
compuesto actia como oxidante transfiriendo un atomo de oxigeno a la lignina. Segun
varios autores, en los sistemas lacasa-mediador se forman especies radicales de
oxigeno que actuan sobre la lignina (Crestini and Argyropoulos 2001) y también sobre
los hidratos de carbono produciendo su oxidacién; como también se observa en los
tratamientos con ozono (Garcia et al. 2003;Roncero 2001).
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1.1.3.2 Enzima hidrolitica: xilanasa

Las xilanasas son hidrolasas que catalizan la hidrélisis de xilanos que forman parte de
las hemicelulosas presentes en las fibras celuldésicas. Estas hemicelulosas se
encuentran, en cierta forma, en una situacion intermedia entre las cadenas ordenadas
de celulosa y la fraccion amorfa de lignina. El efecto positivo de la xilanasa se atribuye
a la eliminacién de estos xilanos, haciendo que desaparezca la union existente entre
celulosa y lignina, por lo que al encontrarse mas libre ésta ultima facilita su eliminacién
en posteriores etapas de blanqueo. En anteriores trabajos se demostré que el
pretratamiento de pastas kraft con xilanasa era efectivo, aumentando tanto la
deslignificacion como la blancura, ademas de reducir la cantidad de cloro necesaria en
las siguientes etapas de blanqueo (Herpdel et al. 2002;Viikari et al. 1986). Varias
enzimas parecen estar relacionadas en la degradacion de xilanos y atacan de
diferente manera las cadenas de xilanos (Clarke et al. 1997;Ninawe and Kuhad
2006;Teixeira Duarte et al. 2003), por lo que las xilanasas tienen diferentes
capacidades de influir en el blanqueo (Elegir et al. 1995). El beneficio de la aplicacion
de xilanasas depende del tipo de secuencia de blanqueo utilizada, asi como también
del contenido en lignina residual de la pasta (Viikari 2000).

Se han propuesto distintas hipoétesis para explicar el mecanismo de actuacién de la
xilanasa en el blanqueo de pastas, tales como:

Lignina atrapada fisicamente

Durante el periodo de calentamiento de la coccion kraft, cuando la concentraciéon de
alcali es elevada, parte de los xilanos se disuelven en las lejias de coccion. Como
durante la coccion la concentracién de alcali disminuye igual que el pH, cadenas
cortas de xilanos precipitan de una forma mas o menos cristalina en la superficie de
las fibras de celulosa. Los depésitos de xilano pueden atrapar la lignina residual en la
superficie de las fibras provocando una disminucion de la accesibilidad de la pared de
la fibra. La eliminacion de xilano precipitado facilita tanto la difusion de la lignina hacia
el exterior de la matriz de la fibra, como permite la accesibilidad de los quimicos. Esta
eliminaciéon de xilano formaria poros parecidos a los de las macromoléculas
eliminadas (Wong et al. 1997a).

Complejos lignina-xilano

El xilano reprecipitado puede estar quimicamente enlazado a la lignina residual de la
pasta; los enlaces lignina-carbohidrato en la pasta kraft impiden la eliminacién de esta
lignina residual. La eliminacion de la parte de carbohidrato del complejo lignina-xilano
facilita la deslignificacion por eliminacién del componente de lignina o por la reduccion
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en el tamafio de las macromoléculas que contienen lignina residual (Wong et al.
1997a).

Cromoforos provenientes de los xilanos

Durante la coccion kraft, la xilosa y las macromoléculas de xilanos se modifican y se
forman estructuras coloreadas con enlaces dobles y algunos grupos &acido 4-O-
metilglucurénicos presentes en los xilanos se convierten al correspondiente acido
hexenurénico insaturado (HexA) por eliminacién de metanol. Los HexA aumentan el
numero kappa, consumen reactivos de blanqueo, retienen iones metalicos, favorecen
el amarillamiento de la pasta y contribuyen a la formacion de acido oxalico (Roncero et
al. 2003;Wong et al. 1997a). El tratamiento con xilanasa podria eliminar estos
compuestos cromoéforos (Garg et al. 1996;Jeffries et al. 1999;Wong et al. 1997b) asi
como disminuir el contenido en acidos hexenurénicos (Elegir et al. 1995;Valls et al.
2005;Viikari 2000).

Hinchamiento de fibra

Las interacciones de adsorcion entre la celulosa y el xilano contribuyen a la integridad
de las fibras de pasta. La eliminacion de xilano accesible a xilanasa puede abrir la
estructura de la fibra. Este hinchamiento generaria poros mas grandes que las
moléculas de xilano eliminadas (Wong et al. 1997a).

La combinacién de estos factores permite que el tratamiento con xilanasa en el
blanqueo de pastas produzca un aumento de la deslignificacion y de la blancura
(Roncero et al. 2005;Siles et al. 1996;Valls et al. 2005), un ahorro de agentes de
blanqueo (Popovici et al. 2004;Robles et al. 2006;Roncero et al. 2000;Siles et al.
1996;Torres et al. 2000) y una reduccién del contenido en compuestos halogenados
en el efluente (Buchert et al. 1994;Maniji 2005a;Siles et al. 1996).

Los factores que afectan a la eficiencia de un tratamiento con xilanasa estan
asociados a las propiedades de la enzima (tipo, actividad, pH 6ptimo, temperatura
6ptima, capacidad de penetracion), a las caracteristicas de la pasta (contenido en
lignina, secuencia de blanqueo, accesibilidad al substrato, composicion del substrato)
y otros como la consistencia de la pasta, concentracion de sales, la adecuada
dispersion de la enzima y el tiempo de reaccion (Beg et al. 2001;Clarke et al. 1997).
En un principio, las aplicaciones de enzimas se realizaron a pH acidos. Durante la
coccion kraft y la deslignficacion con oxigeno, los pH son alcalinos y las temperaturas
elevadas, lo que lleva a los productores de enzimas a desarrollar formulaciones en las
que fueran estables a estos pH y temperaturas para poder ser aplicadas en
condiciones mas préximas a las industriales (Beg et al. 2001;Van der Brught et al.
2002). Las condiciones Optimas de aplicacién de las xilanasas son, pH entre 4 y 9,
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temperatura entre 40 y 75 °C y tiempo de reaccion entre 15 min y 2 h (Beg et al.
2001;Tolan and Thibault 2000).

1.2 OBJETIVOS

En esta tesis se pretende realizar el estudio de la aplicacion de enzimas en el
blanqueo de pastas madereras y no madereras. Se han estudiado dos materias
primas diferentes; el lino, por la alta calidad de sus fibras, y el eucalipto, por su interés
estratégico. En la Fig. 1-9 se muestra el esquema de la tesis.

Estudio del sistema lacasa mediador en pasta de lino

En primer lugar se estudia el equipo piloto de blanqueo con ozono que se dispone en
el laboratorio. Se mejora su funcionamiento para la realizaciéon de blanqueos de pasta.
Se realiza el estudio comparativo de un blanqueo de pasta de lino, quimico con ozono,
que ya se utiliza industrialmente, con un blanqueo bioquimico con el sistema lacasa
mediador, todavia en fase experimental.

La segunda parte de la tesis se dedica al estudio del sistema lacasa mediador en
pasta de lino: la influencia de la adicion de oxigeno y el tiempo en las propiedades de
las pastas y la optimizacion de las variables de proceso del sistema enzimatico en
diversas secuencias de bioblanqueo. Asi como también, se estudian las propiedades
de los efluentes del proceso.

Aplicacion de xilanasas en pasta de eucalipto

En la tercera parte de la tesis se evalua la aplicaciéon industrial, en el blanqueo de
pasta de eucalipto, de una etapa de tratamiento enzimatico con xilanasas en la linea
de blanqueo de la fabrica de pasta y papel de Jacarei de Votoratim Celulose e Papel
(Brasil).

En cuanto a los beneficios obtenidos en esta tesis, éstos repercutiran, en primer lugar,
en el sector de fabricantes de pasta de papel para papeles especiales y de alto valor
afadido, para la obtencion de pastas con procesos de blanqueo menos contaminantes
y mas respetuosos con el medio ambiente. También repercutiran en las empresas
fabricantes de equipos de ozonizacibn y en las empresas fabricantes y
suministradoras de enzimas del tipo lacasas, xilanasas y de los mediadores.
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Fig. 1-9. Esquema general de la tesis doctoral.
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1.21 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS SECUENCIAS QUIMICA Y
BIOQUIMICA

La tecnologia para la implantacién del ozono en un proceso industrial es mucho mas
compleja que la del sistema lacasa-mediador. Aunque en este ultimo caso todavia
existen algunos inconvenientes como puede ser el coste de las enzimas y los
mediadores y la potencial toxicidad asociada a algunos mediadores, de manera que
se requieren estudios de optimizacién de procesos y de evaluacion de la posible
contaminacion de efluentes.

Este estudio se centra en el desarrollo de secuencias TCF para blanquear pasta de
lino, por un lado con agentes quimicos y por otro, incluyendo la aplicaciéon del sistema
lacasa mediador. El objetivo del trabajo es el estudio comparativo de dos tipos de
blanqueo TCF sobre pasta de lino, uno de ellos utilizando reactivos quimicos (ozono) y
el otro bioquimico (lacasa). Se pretende realizar una comparacion de las propiedades
de las pastas y los efluentes obtenidos.

1.2.2 ESTUDIO DE SECUENCIAS DE BIOBLANQUEO CON EL SISTEMA
LACASA MEDIADOR

Se realiza un estudio cinético del blanqueo con el sistema lacasa mediador en las
propiedades de la pasta, indice kappa, blancura y coordenadas cromaticas, a tiempos
largos de tratamiento a presion atmosférica. Asi como un estudio de la degradacién de
carbohidratos a partir de la medida de la viscosidad. También se estudia la influencia
de la adicion de oxigeno y de la concentracion de oxigeno disuelto en el medio
durante el tratamiento en las propiedades de las pastas y los efluentes de proceso.

Por otro lado, se pretende determinar la influencia de las variables de proceso del
sistema lacasa mediador (etapa L) en las propiedades de las pastas y los efluentes
después de cada una de las etapas de las secuencias de blanqueo LE, LP, LRE vy
LRP. Para ello se realiza un plan estadistico secuencial de cuatro variables (dosis de
lacasa, dosis de mediador, tiempo de actuacion y presion de oxigeno en el reactor)
basado en un disefo factorial.

La caracterizacion de los efluentes del sistema lacasa mediador es relevante debido a
los problemas de contaminacion asociados a los efluentes industriales de blanqueo y
también debido a la posibilidad de cierre de circuitos de blanqueo que ofrecen las
secuencias TCF. No se han encontrado estudios en la bibliografia que describan las
propiedades de estos efluentes, por lo que el estudio es novedoso.
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1.2.3 ESTUDIO DE LA APLICACION DE XILANASAS

El objetivo de este proyecto es la aplicacion de una etapa de tratamiento enzimatico
con xilanasas en la linea de blanqueo de pasta de la unidad de Jacarei de Votoratim
Celulose e Papel (Brasil). En primer lugar se identifica el punto de posible aplicacién
del tratamiento con xilanasas en la secuencia de blanqueo. Posteriormente se
pretende determinar qué enzima, entre las nueve xilanasas comerciales de las que se
dispone, es la mas efectiva a una temperatura y pH proximos a los del punto de
aplicacion. Una vez seleccionadas las enzimas, se estudia la influencia del pH y de la
presencia de licor negro en la efectividad de los biotratamientos.

Finalmente se realiza el estudio de la influencia del tratamiento enzimatico, a pH 9,5,
temperatura de 80 °C, tiempo de retencion de 60 min y con una cierta cantidad de licor
negro, después de cada etapa de blanqueo en la secuencia industrial OXAZDP. Asi
como también, el posible ahorro de reactivo dioxido de cloro en la etapa D que
proporciona la realizacidon de un tratamiento enzimatico. Las condiciones de cada una
de las etapas de blanqueo de la secuencia son las que se usan en la linea de fibras B
de la empresa. Se realiza el refino de las pastas obtenidas al final de la secuencia y se
estudia la influencia de la etapa enzimatica en las propiedades fisicas de los papeles
obtenidos a partir de estas pastas.
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