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RESUMEN

El papel un producto que se fabrica con fibras de celulosa de la madera, las
materias primas usadas para este fin son conocidas como maderas pulpables,
generalmente duras o blandas. Algunas opciones diferentes a estas maderas
son las plantas anuales dentro de las cuales esta el bagazo que se obtiene de la
cafia, la paja que sale del arroz, el yute, entre otras. Para que este proceso se
lleve a cabo se realiza un pulpeo quimico que consiste en extraer la lignina de
las fibras usando temperatura, presiéon y reactivos quimicos como la sosa o
hidréxido de sodio (NaOH) y el sulfuro de sodio (NazS), entre otros.

El bagazo de cafa de azdcar es un material lignocelulésico constituido
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. Se obtiene como
subproducto o residuo agroindustrial en los ingenios después de la extraccion
del jugo de la cafia de azticar y representa aproximadamente entre el 25% y el
40% del total de la materia procesada.

En la industria papelera se emplea bagazo de cafia para la obtencién de
pulpas, las cuales son tratadas quimicamente a altas temperaturas durante
tiempos moderados, lo que ocasiona la formaciéon de residuos muy
contaminantes. Estos excedentes pueden ser mitigados aplicando
tratamientos enzimaticos (biopulpeo) al bagazo, haciendo que la carga
quimica sea menor y que los residuos resultantes se degraden maés facilmente.
El biopulpeo es la aplicacion de métodos biotecnolégicos para la fabricaciéon
de pasta de papel utilizando enzimas producidas por microorganismos en
una etapa anterior al proceso de pulpeo, haciendo que el consumo energético
sea menor que el requerido en el pulpeo quimico sin pretratamiento.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de tres enzimas comerciales
diferentes, Lacasa, Xilanasa y Endoglucanasa, sobre las condiciones del pulpeo
alcalino de bagazo de cafia para la obtencién de pulpa quimica.

La experimentaciéon con enzimas en procesos previos al biopulpeo es una
practica con pocos antecedentes en la literatura, y por la inherente
incertidumbre de éxito en su uso para este tipo de aplicaciones, la
dosificacién y tiempo de contacto asi como sus niveles de aplicacién fueron
establecidos a partir la literatura disponible, la informacién de fichas técnicas
o la experiencia de uso en centros de investigacion. Los resultados para las
enzimas fueron analizados mediante técnicas estadisticas como: disefio de
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experimentos, andlisis exploratorio, diagrama biplot y analisis gréfico,
metodologias ampliamente usadas en procesos quimicos. Consecuentemente,
cada uno de los productos fue adicionado de forma independiente en la etapa
del biopulpeo, y se hizo control de su dosificacién y tiempo de contacto con la
fibra.

Una vez culminado el procesamiento, se caracterizé el bagazo de cafa
desmedulado, considerando las normas TAPPI (Technical Association of the
Pulp and Paper Industry): Extraibles Organicos (TAPPI T-264-om-97),
Extraibles Acuosos (TAPPI T-207-om-93), Lignina Klason (TAPPI T-207-om-
88), Porcentaje de Cenizas (TAPPI T-211-om-93) y Ntimero Kappa (TAPPI T-
236-om-85). La caracterizacion de la materia prima se realiz6 antes y después
del proceso de pulpeo alcalino, para establecer los rendimientos de las
pulpas.

Teniendo como muestra de control un rendimiento de coccién para la pulpa
sin tratamiento equivalente al 81.5%, la pulpa tratada con Lacasa presenté un
85.36% de eficiencia, mientras que el uso de Xilanasa arrojo 89.58% vy la
Endoglucanasa un 87.58%.

Adicionalmente, para medir la pertinencia y aplicabilidad del bagazo en
procesos papeleros, se caracterizaron la longitud de ruptura y la drenabilidad
mediante el grado Schopper-Riegler (°SR). En ese caso la longitud de ruptura
del papel sin tratamiento fue de 5417m (°SR: 27), con Xilanasa de 4664m (°SR:
28), usando Lacasa fue de 5053m (°SR: 37) y empleando Endoglucanasa se
obtuvo 5504m (°SR: 22).

Los resultados reflejan un desempefio apropiado de las enzimas comerciales
en el proceso de biopulpeo realizado debido a que se obtienen mejoras en las
propiedades papeleras, lo cual permite sitios més asequibles para los
reactivos a la hora de la coccién y que se traduce en un ahorro de tiempo y
dinero a la hora de efectuar el pulpeo quimico.

Palabras Clave: Bagazo de catia, biopulpeo, tratamiento enzimitico, Lacasa,
Xilanasa, Endoglucanasa.
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ABSTRACT

Paper is made with cellulose fibers present in wood. Raw materials used for
this purpose are known as pulpwood timber, which generally are hard or soft
woods. Different options to these woods are annual plants such as sugarcane
bagasse, rice straw, jute, among others. For this process to be carried out, a
chemical pulping which involves removing the lignin from the fibers using
chemical reagents, temperature and pressure is performed. Some reactants
used in the pulping are: sosa or sodium hydroxide (NaOH), sodium sulfide
(NazS), among others.

Sugarcane bagasse is a lignocellulosic material consisting mainly of cellulose,
hemicellulose and lignin. It is obtained as a by-product or agro residue that
comes from mills after sugar cane’s juice extraction, and represents
approximately between 25% and 40% of the processed material.

In the paper industry bagasse is used for the production of pulps, which are
chemically treated at high temperatures during moderate times, causing the
formation of highly polluting waste. These surpluses can be mitigated by
applying enzymatic treatments (biopulping) to the bagasse, reducing the
chemical load and making the residues easier to be degraded. Biopulping is
the application of biotechnological methods to the manufacture of pulp and
paper and it is accomplished through the use of microbial enzymes as a
pretreatment before pulping, thus reducing the energy consumption
compared to the required one in the chemical pulping.

The objective of this study was to evaluate the effect of using three different
commercial enzymes: Lacasse, Xylanase and Endoglucanase, on the alkaline
pulping conditions of sugarcane bagasse for the production of chemical pulp.
Because the amount of experimental literature is limited, and due to the
inherent uncertainty of success in its use for this type of application, dosage,
contact time, and application levels were established from the available
literature, information from data sheets or from the experience of research
centers. Therefore, results for some enzymes were analyzed using statistical
techniques such as design of experiments, exploratory analysis, biplot
diagram and graphical analysis; methodologies widely used in chemical
processes. Consequently, each product was independently added in the step
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of biopulping, by controlling specific dosage and time of contact with the
tiber; then, a chemical pulping was performed.

Once the process was completed, depithing sugarcane bagasse was
characterized by using the TAPPI standards (Technical Association of the
Pulp and Paper Industry): Extractable Organic (TAPPI T-264-om-97),
Removable Aqueous (TAPPI T-207-om-93), Klason Lignin (TAPPI T-207-om-
88), percentage of ash (TAPPI T-211-om-93) and Kappa Number (TAPPI T-
236-om-85). Characterization of the raw material was performed before and
after the alkaline pulping process in order to establish the yield of the pulps.
Taking as control cooking yield for non-treated pulp 81.5%, the treated pulp
with Laccase yields 85.36% of efficiency, while the use of Xylanase sheds
89.58%, and 87.58% for Endoglucanase.

Additionally, the breaking length and drainability were characterized, by
means of the Schopper-Riegler degree (°SR), in order to measure the
relevance and applicability of sugarcane bagasse in papermaking processes.
In our case the breaking length of the untreated paper was 5417m (°SR 27),
4664m for the pulp treated with Xylanase (°SR 28) 5053m, Laccase (°SR 37) and
5504m obtained with Endogluconase (°SR: 22).

The commercial enzymes show a good performance in biopulping process,
because the paper properties were improved, allowing more available
reactive sites, reflected in saving time and money.

Keywords: Bagasse, biopulping, enzymatic treatment, laccase, xylanase.
endoglacase
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1. INTRODUCCION

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que catalizan reacciones
quimicas, siempre que sean termodindmicamente posibles; debido a que las
enzimas son extremadamente especificas frente a sus sustratos y a que
normalmente acttian en condiciones suaves de temperatura y presién tienen una
amplia aplicabilidad industrial. Algunas enzimas son usadas comercialmente, en
la sintesis de antibidticos y productos domésticos de limpieza. Ademas, son
ampliamente utilizadas en la fabricacion de alimentos o producciéon de
biocombustibles (Alonso, Bond, & Dumesic, 2010).

Estas enzimas también pueden ser usadas en la etapa previa al pulpeo quimico.
Algunas de ellas son la lacasa, la xilanasa y la endoglucanasa. Las lacasas son enzimas
pertenecientes al grupo de las oxidasas de cobre azul. Por su parte las xilanasas son
enzimas que catalizan la hidrdlisis de xilanos que forman parte de las
hemicelulosas presentes en las fibras celulésicas. Estas hemicelulosas se
encuentran, en cierta forma, en una situacion intermedia entre las cadenas
ordenadas de celulosa y la fracciéon amorfa de lignina.

Otras enzimas empleadas en el bipulpeo son las endoglucanasas (1,4- f-D-glucan
4-glucanohidrolasas), que producen wuna disminucion en el grado de
polimerizacién de la celulosa, por cortes al azar de la cadena glucosidica,
produciendo glucosa, celobiosa (disacaridos) y celotriosa (trisacdridos). Los
sustratos sobre los que acttan las endoglucanasas incluyen carboximetilcelulosa,
celulosa amorfa, celooligosacaridos; que no atacan de forma significativa a la
celulosa cristalina (Barreto 2008).

Esta investigacion pretende determinar cual de las tres enzimas mencionadas es la
que mejora las propiedades de las pulpas de forma significativa, para ello se
realizan biopulpeos mediante la aplicaciéon independiente de lacasa, xilanasa y
endoglucanasa a diferentes muestras de fibras de bagazo de cafia. Se evaltaan las
propiedades de las pastas (nimero kappa, extraibles, lignina Klason, entre otros);
posteriormente la pasta es usada para la fabricacion de papel, material al que se le
miden sus caracteristicas fisicas y mecdnicas mediante pruebas TAPPI (el grado
Schopper-Riegler (TAPPI T-227-om-94), el nimero Kappa (TAPPI T-236-om-85), la
longitud de ruptura (TAPPI T-404-om-87), el factor de estallido (TAPPI T-403-om-
85), el factor de rasgado (TAPPI T-414-om-88), la porosidad Gurley (TAPPI T-460-
om-11), la cohesion interna o internal bond strenght (TAPPI T-569-om-09) y el
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analisis morfologico de las fibras ) a fin de comparar la efectividad de cada enzima
y su contribucién a las propiedades obtenidas, asi como el posible impacto
ambiental de cada proceso empleado.

La estructura del documento estd definida de la siguiente manera: el primer
capitulo incluye los conceptos basicos de la producciéon de papel asi como las
nociones preliminares que sustentan la utilizacién de excedentes industriales (en
este caso el bagazo de cafia de azucar). Posteriormente se incluye un estado del
arte de la cadena productiva involucrada en el proceso; esto es, el uso de la cafia de
azucar, el bagazo y las diferentes opciones de procesamiento para la produccién de
papel (pulpeo mecénico, quimico y termomecénico). Esta seccién ademas incluye
una descripcion de las enzimas empleadas en el biopulpeo asi como sus
mecanismos de acciéon y como éstos pueden ser adaptados para su uso en
biopulpeo de bagazo de cafia. La seccién tres, materiales y métodos, incluye la
caracterizacion quimica del bagazo de cafia y los detalles de procesamiento
empleados en el biopulpeo asi como el pulpeo alcalino. Aqui se describen cada
uno de los procesos quimicos empleados como la producciéon a escala de
laboratorio usada para la obtencién de papel. La seccién cuatro contiene los
resultados del biopulpeo, las propiedades de pulpa obtenidas con cada enzima y
las propiedades de calidad del papel fabricado. Por ultimo se presentan las
conclusiones y las recomendaciones para investigaciones futuras.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1. Proceso de fabricaciéon de papel

El papel se fabrica con las fibras de celulosa que hay en la madera o biomasa en
general. Las materias primas usadas para este fin son conocidas como maderas
pulpables, que generalmente son maderas blandas como la picea, el pino, el abeto
y el alerce y también maderas duras como el eucaliptus y el abedul (Biermann,
1996). Cuando éstas son usadas por primera vez reciben el nombre de fibra virgen
y cuando se hace a través del reciclaje, es decir que se recupera el papel y se vuelve
a utilizar como materia prima para fabricaciéon de papel, recibe el nombre de fibra
reciclada o secundaria. Pero en realidad se trata de la misma fibra en momentos
diferentes de su ciclo de vida (ASPAPEL 2010).

El proceso con fibra virgen se inicia con trozos de madera que provienen de los
bosques talados, los cuales entran a la fabrica en donde son sometidos a una
separacion de la cdscara y la corteza. Luego la madera es picada en pequenas
partes o astillas y se acumula en grandes pilas a la espera de ser utilizadas (Figura
1).

Cocdo de madera
con productos
) qusmicos,

(o]
0

o)
o

pulpa de celulosa )

ex suspensiiny a R —
mecladode |

colorantes o i

secado de papel
&

Figura 1. Proceso esquematico para la produccién de papel (ASPAPEL 2010).
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Las astillas son sumergidas en un licor compuesto de agua y otros productos
quimicos, sulfitos 0 sosa cdustica para separar las fibras de la madera y obtener
pasta de celulosa o pulpa quimica a alta temperatura (130°C y 179°C); a esta etapa
se le conoce técnicamente como pulpeo. Aqui también se obtienen lignina y
hemicelulosa, sustancias que se reciclan y se aprovechan en otras etapas del
proceso (Sanjudn 2003). La lignina es un polimero con uniones tridimensionales
cruzadas y para extraerla es necesario romper los enlaces covalentes que existen
entre ella y las hemicelulosas; ademads, debe degradarse parcialmente a fragmentos
de bajo peso molecular para ser soluble en el medio de pulpeo (deslignificacion)
(Ek 2009Db).

Luego, la pasta de celulosa se deposita en otros tambores donde se agregan
productos quimicos para blanquearlas, tales como didéxido de cloro, oxigeno,
peroxido, y sosa caustica. Esto permitira tener un papel mas blanco, segtn el tipo
de producto al que vaya destinado. Alternativamente existe el proceso Kraft o
pulpeo al sulfato que emplea hidréxido de sodio (NaOH) y sulfuro de sodio (Nax2S)
y que corresponde al proceso de produccién mas usado en la industria papelera
mundial (Biermann 1996). La pulpa también puede ser producida a partir de papel
de desecho y es usada mayoritariamente para hacer papel sanitario, de periédicos
o material de embalaje.

La fabricacion del papel se realiza en un sistema constituido por una tela sin fin
que gira a gran velocidad, accionada por un conjunto de rodillos mecanicos. Sobre
esta tela cae una mezcla de fibras que forman una capa que pasa por rodillos que la
succionan y la secan, dando forma al papel; luego éste se rebobina y almacena
(Figura 2).

WE I l']lil!hﬂ'

AV LA o

Figura 2. Fabricacion de papel (Howard 1990)
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A nivel de laboratorio, se fabrica papel en un formador de hojas isotrépico, como
se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Equipo para la fabricacién de papel a escala de laboratorio

2.2. Principales componentes de las fibras naturales

La madera y los vegetales papeleros son materiales extremadamente heterogéneos
cuya composicién quimica, anatomia y propiedades fisicas varian dentro de
amplios limites. Los componentes quimicos presentes en la madera y las fibras
naturales se pueden clasificar en dos grandes categorias: (Garcia Hortal, J., 1993)

i) Constituyentes mayoritarios de la pared celular : Hidratos de carbono
(celulosa y hemicelulosas) y lignina
ii) ii) Constituyentes minoritarios de la pared y sustancias extraibles:

Insolubles (sustancias minerales, protéicas y pécticas) y extractivos
(terpenos, acidos resinicos, acidos grasos, fenoles, insaponificables)

2.2.1. Celulosa

Es el componente principal de todas las células vegetales, el que determina el
caracter de la fibra y permite su utilizacion en la fabricaciéon de papel. Es un
polimero completamente lineal cuya unidad monomérica es la D-glucosa que se
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enlaza sucesivamente a través de un enlace glucosidico en la configuracion beta.
Estructuralmente, la unidad mas pequefia que se repite exactamente en la cadena
es la celobiosa (Garcia Hortal, J., 1993).

2.2.2. Hemicelulosas

Polisacdaridos mas complejos que la celulosa, quimicamente heterogéneos,
constituidos por combinaciones de monosacaridos diferentes (de cinco carbonos:
xilosa, arabinosa; de seis carbonos: glucosa, manosa y galactosa). Las
hemicelulosas acttian como matriz de soporte para las microfibrillas de celulosa en
la pared celular.

En las hemicelulosas se encuentran los xilanos son un tipo de hemicelulosas y es
un polisacarido constituido por una cadena lineal de residuos de xilosa y diversas
ramificaciones y sustituciones. El xilano es el polisacarido mas abundante después
de la celulosa. La corteza de los &rboles y la paja contienen hasta 30% de xilano, la
madera de coniferas 7-12% y la de arboles de hojas caducas 20-25%. La cadena
consta de 30-100 unidades de p-D-xilopiranosa con enlaces 1,4-glicosidicos.
Algunos xilanos también presentan monémeros de arabinosa, glucosa, galactosa y

glucuronato en ramas laterales unidas al C3 de la xilosa (Ek, Gellerstedt, &
Henriksson, 2009).

El xilano es el componente mayoritario de la hemicelulosa. Las hemicelulosas
consisten en polimeros de pentosas —xilosa, arabinosa—, hexosas —glucosa,
manosa, galactosa—, o dacidos urénicos —glucurénico, galacturénico—. Son
substancias de soporte o de almacenamiento en las plantas.

El xilano es degradado méas rapidamente que la celulosa. La -1,4-endoxilanasa y la
B-xilosidasa son las enzimas responsables de la hidroélisis de la cadena principal.
Representan los principales componentes del sistema xilanolitico, produce xilosa,
xilobiosa y oligobmeros de 2 a 6 unidades. Muchos organismos producen
exoenzimas capaces de degradarla. En los suelos neutros o alcalinos predominan
Bacillus, Sporocytophaga, Clostridium y otras bacterias, y en los 4cidos, los hongos
tilamentosos.

2.2.3. Lignina

La lignina es un polimero aromético y amorfo que se encuentra en la pared celular
de las plantas lefiosas. Es la responsable de la unién entre las fibras de celulosa y
hemicelulosa. La Figura 4b muestra esquematicamente la lignina (material de
color rosa) y los filamentos de celulosa y hemicelulosa (color café).
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Figura 4a. Esquema de la lignina, 4b. Diagrama esquematico de la lignina (Ek et al., 2009)
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La lignina es uno de los compuestos biologicos de mas dificil biodegradacién. Solo
las bacterias y los hongos son capaces de biodegradarla (y solo después de mucho
tiempo y en las condiciones adecuadas). Se caracteriza por ser un complejo
aromético (no carbohidrato) del que existen muchos polimeros estructurales
(ligninas). Resulta conveniente utilizar el término lignina en un sentido colectivo
para sefialar la fraccién lignina de la fibra. Después de los polisacaridos, la lignina
es el polimero orgdnico mas abundante en el mundo vegetal. Es importante
destacar que es el iinico compuesto no polisacarido que se conoce (Ek et al. 2009).

La molécula de lignina presenta un elevado peso molecular, que resulta de la
uniéon de varios &cidos y alcoholes fenilpropilicos (cumarilico, coniferilico y
sinapilico). El acoplamiento aleatorio de estos radicales da origen a una estructura
tridimensional, amorfa, caracteristica del polimero de la lignina.

La lignina es bastante compleja en relacion a su estructura y heterogeneidad, razén
por la cual no es posible describir una estructura definida para ella; sin embargo, se
han propuesto numerosos modelos que representan su estructura. Es insoluble en
acidos y soluble en 4lcalis fuertes como el hidréxido de sodio. Este polimero, que
aumenta de manera ostensible en la pared celular de la planta con el curso de la
maduracion, es resistente a la degradacién bacteriana, y su contenido en fibra
reduce la digestibilidad de los polisacaridos fibrosos.

2.2.4. Factores que inciden en la degradacion de componentes de la fibra y su posterior
procesamiento

Durante la degradacién de la pared celular de las plantas, las interacciones entre el
polimero de la lignina y las enzimas o productos de bajo peso molecular
implicados en su degradacién no se producen al azar. En primer lugar, el ataque a
la lignina en la pared celular se ve limitado por condicionantes fisicos derivados de
la estructura relativamente compacta de la matriz lignocelulésica y por
condicionantes quimicos derivados de las uniones covalentes entre los diferentes
polimeros vegetales que limitan la penetracién y la actividad de las enzimas y de
los compuestos de bajo peso molecular involucrados en la degradaciéon. En
segundo lugar, resulta l6gico imaginar que las enzimas que forman parte del
sistema enzimatico responsable de la degradacién de la lignina, no se encuentran
libres en el medio extracelular sino inmovilizadas en la vaina extracelular que
rodea al micelio (Figura 5), de forma que su accién conjunta resulta optimizada
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(Polef 2006). En este sentido el polisacdrido extracelular secretado por el hongo
parece desempefiar un importante papel al ser responsable de la inmovilizacién de
las enzimas, tal como ha sido demostrado mediante immunolocalizacion, asi como
de la fijaciéon en forma de glicésidos de los productos aromaticos derivados de la
degradacion de la lignina que podrian repolimerizarse sobre la pared celular
(Gutiérrez, Suarez & Martinez 1996). Finalmente, las enzimas intracelulares
participan en reacciones rédox de productos aromaticos de bajo peso molecular.

Las deshidrogenasas miceliares parecen desempefiar un importante papel en la
reduccion de compuestos de tipo quinona que son téxicos y muestran tendencia a
la repolimerizacién. Por otra parte, el catabolismo de los productos arométicos de
bajo peso molecular en los basidiomicetos, tiene lugar a través de reacciones
enziméticas intracelulares.

A pesar del hecho que varios aspectos del esquema planteado requieren ser
investigados, diferentes evidencias, en particular los pobres resultados obtenidos
en los ensayos de despolimerizaciéon enzimatica de la lignina en sistemas
homogéneos, apoyan la existencia de un sistema natural complejo y
compartimentado (incluyendo, al menos, la pared vegetal, la vaina miceliar, y el
medio intracelular) que facilita la accién conjunta de las enzimas ligninoliticas y
orienta las reacciones de oxidacion de la lignina en el sentido de la degradacion.

En este contexto el uso de hongos es una opcién que ha sido usada en el pasado.
No obstante, estos poseen un crecimiento lento (dos a cuatro semanas) y llevan
consigo la pérdida del rendimiento debido a la degradacién de los polisacaridos,
ademds de la degradaciéon de la lignina. Una alternativa para superar este
inconveniente es el uso de enzimas aisladas. Los tratamientos enzimaticos solo
tardan unas pocas horas, tiempo relativamente corto tomando como referencia el
lapso de varios dias requerido por los hongos. Esto hace que el proceso de

biopulpeo pueda ser usado a escala industrial y econémicamente factible (Zhao et
al. 2002).

10
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Vaina de polisacarido

Parad axterior

Citoplasma

Figura 5. Esquema de una hifa fangica, con su vaina de polisacarido creciendo sobre un sustrato sé6lido
(Velazquez 2014).

2.3. Pulpeo

Las fibras de celulosa dan resistencia a la madera son separadas mediante el
proceso de pulpeo. Esta dispersion puede lograrse de distintas maneras. La
madera puede ser triturada mecanicamente y luego humedecida. Este tipo de
pastas producidas mecanicamente se destinan a la produccién de papeles que no
tienen grandes requerimientos de resistencia, como papeles de peridédico. También
puede ser triturada usando vapor, generando las llamadas pulpas termomecanicas.
Si ademdas se agregan sustancias quimicas, se obtienen las llamadas pulpas
quimicotermomecénicas (Figura 6).

a) b)
Figura 6. Tipos de pastas obtenidas mediante pulpeo a) Pasta Mecanica. b) Pasta Quimica (Villar 1999)

11



|/ Universidad
BB _Pontificia
Bolivariana

Cualquiera que sea el método usado, el éxito del proceso (coccion satisfactoria o
rechazo de la coccién) se mide a través de la impregnacion y difusion de los
materiales diluyentes al interior del material fibroso. La impregnacién depende
del tamafio de los poros del material fibroso y de las fuerzas capilares, mientras
que la difusion esta regulada sé6lo por el area total de los poros. Una vez concluida
esta etapa, ocurre la adsorciéon de los iones del reactivo en la superficie de los
constituyentes quimicos del material fibroso (Ek 2009b).

Tal como se explicé en la seccién 2.2.1, una vez se dan las condiciones para el
desarrollo de la reaccién, es posible fragmentar la macromolécula de la lignina a
través de los enlaces éter de los carbonos o y B que la componen. Sin embargo,
cuando hay una coccién en medio alcalino, las reacciones de deslignificaciéon no
son Unicas, y de manera simultdnea se llevan a cabo la despolimerizaciéon de los
polisacaridos (hemicelulosas) y la saponificacion de grasas y ceras (extraibles). Al
concluir la reaccién los productos sufren una desorcién ocurriendo un transporte
de los productos de la reaccioén al exterior del material fibroso, quedando disueltos
los componentes de la fibra en el licor (Baldrian, 2006).

Este liquido, llamado licor negro, estd compuesto por los reactivos presentes en la
coccién que no alcanzan a reaccionar, ademds de lignina, celulosa solubilizada,
hemicelulosas, aceites vegetales y sales de &cidos grasos que se forman en el
digestor, asi como otras cargas inorganicas (Ortiz 2009). Este licor presenta valores
altos de pH (12 a 13) y ademas exhibe una alta DQO (Demanda Quimica de
Oxigeno), alrededor de 70.000 mg O2/L, lo que hace que sea un residuo altamente
contaminante (Pérez, Delgado, & Gonzalez 2011).

El rendimiento logrado en la degradacion de las fibras a través de este proceso
quimico se mide estableciendo una relaciéon entre la masa original de la fibra antes
y después del tratamiento. Para ello, una vez finalizada la coccién, se separa la
pulpa del licor residual. La pasta se lava con agua para eliminar el licor residual
mientras que el licor negro se capta en evaporadores para su posterior utilizacién
como subproducto del proceso (Baldrian 2006).

Las variables de este proceso, que tienen mads influencia en las propiedades de la
pulpa, son la cantidad de reactivos inorganicos, el tiempo y la temperatura de
coccidén asi como el tipo, tamafio y calidad de la materia prima fibrosa obtenida.

Por su parte, la cantidad de reactivos inorganicos determina la cantidad de lignina
removida. No obstante, una alta cantidad de reactivos puede degradar
carbohidratos como la celulosa; por el contrario, si este valor es bajo, evidencia que

12
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la disolucién de lignina fue limitada. Es por esta razén que la dosificacion de
reactivos se establece en funcién de la cantidad de lignina que se desea eliminar.

Por otro lado, en el control y reacciones del proceso de coccién se tienen en cuenta
el tiempo y la temperatura. Estas pueden ser manejadas conjuntamente mediante
el hidromédulo o “Factor H”. Este valor indica la velocidad relativa de la
disolucién de lignina. La dependencia de la temperatura del factor H es bastante
alta debido al efecto de ésta en la deslignificacion. Atn una diferencia de un par de
grados en la temperatura de coccién puede hacer una gran diferencia en la calidad
de la pulpa. El factor H o Hidromédulo se define como la relacion entre la cantidad
de licor y el material fibroso (en base seca) que se alimenta al digestor (Sanjuan
2003).

2.3.1. Pulpeo mecdnico

El pulpeo mecanico es un proceso de desfibrado tnicamente mecanico. Por ello en
este proceso se elimina poca cantidad de lignina y hemicelulosas por lo que se
logran los rendimientos mas elevados, superando el 90% (Aguilar-Rivera 2011).
Existen dos tipos de procesos para obtener dicha pasta: el desfibrador de muelas y
los refinadores de discos. En los desfibradores de muelas como se muestra en la
Figura 7, los troncos o astillas de la madera se prensan con una rueda moledora.
Esta abrasion separa los haces de fibras dando lugar a hilos individuales pero la
lignina no se degrada y mantiene unidas dichas fibras por lo que se dan los altos
rendimientos.

Figura 7. Desfibrador de muelas (Sandas & Lonnberg, 1990)
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Por otra parte, en los refinadores de discos (Figura 8) las virutas de la madera,
después de mezclarse con un gran volumen de agua, son introducidas entre dos
discos giratorios para su separacion. Aunque en este caso el rendimiento es
ligeramente inferior que en el desfibrador de muelas, la pasta obtenida tiene una
calidad superior respecto a las propiedades fisicomecanicas.

Figura 8. Desfibrador de discos (Sandas & Lonnberg, 1990)

Actualmente existe otro tipo de pulpeo que estd tomando fuerza, es el pulpeo
termo-mecénico (TMP, por sus siglas en inglés). En este proceso las virutas de la
madera se introducen en un digestor, mezcladas con agua. En el digestor se realiza
un tratamiento con vapor y presién que suaviza las fibras y facilita la desfibracion
mecanica posterior (Ek 2009a).

En la unidad de procesamiento termomecénico (Figura 9) las astillas de madera se
someten a vapor de agua a presiones de entre 6 y 10kg/cm?, lo que corresponde a
una temperatura de entre 165 y 185°C. Si se consigue acoplar perfectamente la
seccion de vaporizado con el refinador mecéanico, el proceso de refinado tendra
lugar a las mismas condiciones de presion y temperatura. En estas condiciones la
lignina se debilita enormemente y las fibras quedan casi totalmente separadas. Las
fibras separadas a estas temperaturas no solo no sufren dafio alguno, sino que
quedan recubiertas con una delgada capa de lignina, depositada tras el
enfriamiento, que las endurece. Este recubrimiento crea una superficie suave en la
fibra, lo que produce que cualquier intento de fibrilacion resulte muy dificil, por lo
que este proceso no es adecuado para la obtencion de papel, pues la cohesividad
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entre fibras es baja. No obstante la hace 6ptima para la fabricaciéon de tableros para
construccion, pues la resistencia individual de las fibras es muy alta, gracias a la
resistencia transferida por la capa de lignina. Para la obtencién de papel a partir de
este proceso no puede sobrepasarse la temperatura de transicion vitrea de la
lignina (Matias 2005).

Valvula
giratoria -
Suministro de vapor

g k4 / Tubo vaporizador
yaY %D .

Valvula
giratoria

Alimentador con
hélice gemelas

Refinador de doble
disco giratorio

Figura 9. Sistema de produccién termomecanico de pulpa (Zanutti 2006)

Los papeles que se obtienen por tratamiento mecanico se caracterizan por su
tendencia a amarillear (debido a la presencia de lignina en las mismas), un elevado
volumen especifico y alta opacidad (Sandas & Lonnberg 1990).

2.3.2. Pulpeo quimico

En el pulpeo quimico la coccién de las fibras se desarrolla en dos etapas, la primera
es una rampa de aumento de la temperatura donde se impregnan los reactivos y la
segunda, a temperatura constante, en donde se genera la separacion de los
compuestos deseados. En la coccion, se da la penetracion del licor en las cavidades
porosas de la materia prima fibrosa y la difusiéon de los reactivos presentes en el
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licor. La velocidad de penetraciéon depende del gradiente de presion existente en el
sistema y es comparativamente rdpida, mientras que la difusion estd controlada
por la concentraciéon de los reactivos disueltos y ocurre mas lentamente (Urias
1996). Todo este proceso se lleva a cabo en recipientes llamados digestores.

El pulpeo quimico puede realizarse por varias técnicas, en las que se emplea sosa
caustica (sosa), bisulfitos y sulfatos. El proceso a la sosa se utiliza generalmente
para el pulpeo de materias primas no lefiosas que por sus caracteristicas requieren
un menor tiempo de coccién que el de la madera, como por ejemplo el bagazo de
cafia, paja de cereales y sisal, entre otros (Sanjuan 2003). Este proceso consiste en
someter la pulpa a un proceso de coccién con la sosa caustica en una proporcion
entre el 10% al 15%, referido al material fibroso en base seca, vapor saturado a una
temperatura de 160 a 170°C y tiempos de coccién entre 2 y 5 horas.

El procedimiento al sulfato (también llamado pulpeo Kraft), es de los mas exitosos
y usados en la industria por la notable fuerza que adquieren las pulpas respecto a
otras tecnologias. Ademés, el pulpeo Kraft puede utilizarse tanto en maderas duras
como suaves y tolera contaminantes como las resinas de la madera. Esta técnica
consigue una reduccion de los niveles de lignina hasta el 90% alcanzando asi un
alto nivel de blanqueado sin degradacién de la pulpa. En él se utilizan agentes
quimicos como NaOH y NaxS, compuestos que tienen la ventaja de ser econémicos
y ser féciles de recuperar. Las temperaturas de los procesos Kraft oscilan entre los
140°Cy 190°Cy se desarrollan en rangos de tiempo entre las dos y tres horas.

De manera similar es posible emplear otra técnica quimica, procedimiento al
bisulfito, que generalmente es utilizado para pulpas no resinosas. Este se basa en
soluciones de 4cido sulfuroso (H2503) y de ion bisulfito (HSO3) para degradar los
enlaces de lignina de las fibras de la madera; se desarrolla en autoclaves verticales
de gran capacidad donde se afiade la solucién de bisulfito a temperaturas entre los
110°C y 130°C y por un tiempo entre 12 y 16 horas.

Las maderas duras emplean concentraciones que van desde el 20% al 25% de
NaOH, para el pulpeo de bagazo de cafa se requieren valores entre el 2.5% y 10%.
Esto se debe a que la lignina presente en el bagazo de cafia es mucho maés reactiva
al tener mas unidades de guayacilo e hidroxifenil y ser mas sensible al ataque
alcalino (Ek 2009a).
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2.3.3. Biopulpeo

La industria papelera en su btsqueda de una produccién sostenible que conserve
el medio ambiente ha incluido la biotecnologia para transferir conocimientos en la
producciéon de pulpa (biopulpeo), blanqueo de pulpa Kraft (bioblanqueo),
eliminaciéon del pitch y de stickies. Algunas de estas aplicaciones, como la
eliminacién del pitch o el blanqueo mejorado con xilanasas, ya se han probado en
la industria. Otras, como el biopulpeo plantean atin dudas sobre su viabilidad.

Se sabe que los principales responsables de la pudricién natural de la madera son
los hongos. Sus diferentes especies pueden atacar la madera de formas variadas,
pero se han identificado tres tipos de pudricién que se conocen como pudricién
blanda, parda y blanca. La primera de ellas esta producida principalmente por
hongos ascomicetos y deuteromicetos; se da en condiciones de elevada humedad y
se caracteriza por la aparicion de micelio en la pared secundaria de la fibra de
cavidades cilindricas. El nombre deriva del reblandecimiento producido en la
superficie de la madera. Los hongos degradan la celulosa y hemicelulosas y su
modo de actuacion es el ataque superficial de las fibras y su penetracién hacia el
interior una vez destruida la primera capa (Ek 2009b).

La pudricién parda es causada por hongos de los géneros Lentinus y Phellinus,
entre otros. Degradan la celulosa y las hemicelulosas y dejan casi inalterada la
lignina o provocan en ella degradaciones como la desmetoxilaciéon de sus anillos
fendlicos. El enriquecimiento en lignina hace que la madera tome el color pardo
que da nombre a esta clase de pudricién. Las hifas de estos hongos se encuentran
en el lumen de la fibra desde donde pueden penetrar a otra fibra contigua a través
de las punteaduras o por perforaciones causadas por su efecto. El modo de ataque
es por tanto desde la pared secundaria hacia la primaria y es mas frecuente en las
especies coniferas (Villar 2008).

La pudricién blanca, causada principalmente por hongos basidiomicetos, afecta a
todos los componentes mayoritarios de la madera: celulosa, hemicelulosas y
lignina y con preferencia a las maderas de especies frondosas (angiospermas). Este
tipo de pudricién es la que centra el mayor interés del biopulpeo, en especial con
aquellos hongos que muestren un comportamiento mas selectivo, degradando
lignina y dejando lo mas inalteradas posible las cadenas de polisacaridos.

La principal conclusion a extraer de este proceso natural es la posibilidad de que
los hongos de pudricién blanca degraden la lignina, aunque se habra de procurar
que el ataque se produzca de forma selectiva para no dafiar la estructura de la
celulosa y permitir su uso papelero. Por ello conviene diferenciar entre los hongos
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de podredumbre blanca que degradan a la vez la celulosa y la lignina, como
Phanerochaete chrysosporium y aquellos otros que degradan preferentemente lignina.
Entre estos ultimos se encuentran especies de los géneros Pleurotus, Ganoderma,
Phellinus e Inonotus. Este tipo de hongos degrada la lignina a través de reacciones
oxidativas cuyo resultado final es la despolimerizacién. Los productos de bajo peso
molecular que se liberan pueden a su vez ser metabolizados hasta el maximo grado
de oxidacion: CO, y H20O (Gongalves, Moriya & Saad 2008).

Su selectividad para degradar lignina ha despertado el interés de los que buscan
un pulpeo o blanqueo por medios biol6gicos, ya que ésta se debe a la producciéon
de las enzimas Mn peroxidasa y lignina peroxidasa. En la naturaleza la lignina es
degradada por enzimas como las lacasas, celulasas, xilanasas, entre otras, que son
producidas por los hongos de podredumbre blanca, algunos de ellos son: Coriolus
hirsutus, Coriolus pubescens, Trametes versicolor, Bjerkandera adusta y Phellinus
hirsutus; este proceso de degradacién con microorganismos o con enzimas
comerciales se conoce como biopulpeo (Ramos, Young & Zudiga 2001).

La mayoria de los hongos en su ataque a la lignina también degradan la celulosa y
hemicelulosa, pero ciertas especies y bajo ciertas condiciones presentan
selectividad hacia la degradacion de lignina (Sampedro, Carbajo & Villar 2011),
donde ésta es catalizadora de la oxidacion de fenoles y polifenoles a aminas
aromaticas.

Este proceso, que ocurre de forma natural, ha sido aprovechado en la produccién
de pulpa para papel, facilitando el proceso de pulpeo por la capacidad de estos
microorganismos para despolimerizar la lignina y degradar extractivos lipofilicos,
dejando la celulosa y hemicelulosa intactas; en el caso del uso directo de enzimas,
las mas usadas son las xilanasas, éstas tienden a degradar los enlaces quimicos que
unen la lignina a las fibras facilitando asi su remocion (Villar 2008).

El biopulpeo, puede mejorar las condiciones de las pastas en cuanto a blancura,
indice de rasgado, entre otras propiedades. Akhtar y colaboradores realizaron
estudios donde trataron material lignocelulésico de pino con hongos de pudricién
blanca bajo condiciones controladas, facilitando la etapa de pulpeo, y encontraron
que usando Coriolus hirsutus alcanzaron un porcentaje de blancura del 41.4% con
respecto al control del 45% (el control es material lignoceluldsico sin tratamiento
por microorganismos). Del mismo modo se logré un indice de desgarro de
3mNm?/g con respecto al control de 4mNm?/g (Akhtar & Kirk 1995).

Las ventajas del biopulpeo incluyen la reduccién de energia en la refinaciéon de la
pasta de hasta un 66% para maderas de especies frondosas, entre el 30% y el 35%
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para especies coniferas y hasta un 27% para especies no maderables. Con relacién
al tiempo de proceso y el numero Kappa se logra una disminucién de hasta el 40%
y el 55.25% respectivamente, lo que reduce el impacto ambiental en la elaboracion
de pulpa y los costos de fabricacién (Ramos et al. 2001). Otros efectos positivos del
biopulpeo son el aumento de la deslignificaciéon y la reduccién del tiempo de
coccion posterior al biopulpeo (Villar 2008).

2.3.4. Blanqueo

La etapa de blanqueo se aplica para eliminar las sustancias cromoéforas que puedan
dar color a las fibras, con el fin de conseguir un indice de blanco superior. Esta
transformacién se hace con el fin de mejorar la apariencia fisica del papel y se
puede hacer de tres formas diferentes. La primera de ellas supone el uso de cloro
elemental, siendo por tanto el sistema mads toxico. Estd prohibido en la Unién
Europea y se ha reducido mucho en el resto del mundo: en 1990 se usaba en un
94.5% de pasta quimica blanqueada y en 2005 en un 10.5%. Por otra parte se
emplea didxido de cloro siendo la técnica mdas usada en la actualidad, esto es, en
84% de la pasta quimica a nivel mundial, y se identifica por las siglas ECF.
Finalmente el procedimiento sin cloro, en el cual el agente blanqueador suele ser
agua oxigenada e hidrosulfito s6dico (un quimico no téxico). Se identifica por las
siglas TCF en el caso del papel virgen y PCF en el caso del reciclado. Atun es el
sistema mds minoritario: 5.5% en todo el mundo. Los fabricantes dedicados
exclusivamente a fabricar papel reciclado suelen blanquear sin cloro, o bien no
blanquear (Zanutti 2006).

Mayoritariamente, la industria papelera considera que el método ECF genera un
nivel de contaminantes suficientemente bajo como para ser considerado no
peligroso. Ademas de evitar el uso de cloro, el método TCF requiere menos agua,
esta agua se puede reutilizar dentro del proceso y es mas facil (y menos costoso
energéticamente) tratar las aguas residuales. Quizas la industria es reticente a
abandonar del todo el cloro en parte para ahorrarse el coste de reconvertir las
instalaciones y en parte por presiones de la industria quimica (Urias 1996).

Segun la plataforma PulpWatch, una iniciativa formada por la organizaciones
Environmental Paper Network y Borealis Centre for Environment and Trade
Research, en los paises mediterrdneos se encuentran ubicadas diez empresas
papeleras, concretamente en Marruecos, Portugal, Andorra, Espafia y Francia. De
todas ellas, s6lo dos utilizan procesos totalmente libres de cloro (TCF o PCF); tres
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utilizan técnicas ECF mejoradas, y las cinco restantes siguen utilizando antiguas
tecnologias ECF para blanquear la pasta (Pulp Watch 2014).

2.4. Enzimas empleadas en el biopulpeo

Como se describié en la introducciéon, las enzimas son moléculas de naturaleza
proteica que catalizan reacciones quimicas, siempre que sean termodindmicamente
posibles: una enzima hace que una reaccién quimica que es energéticamente
posible, pero que transcurre a una velocidad muy baja, sea cinéticamente
favorable, es decir, transcurra a mayor velocidad (Stryer 1998).

Otras enzimas empleadas en el bipulpeo son las endoglucanasas (1,4- f-D-glucan
4-glucanohidrolasas), que producen wuna disminucion en el grado de
polimerizaciéon de la celulosa, por cortes al azar de la cadena glucosidica,
produciendo glucosa, celobiosa (disacaridos) y celotriosa (trisacdridos). Los
sustratos sobre los que acttan las endoglucanasas incluyen carboximetilcelulosa,
celulosa amorfa, celooligosacaridos; que no atacan de forma significativa a la
celulosa cristalina (Barreto 2008), dado que estas enzimas reducen el grado de
polimerizacién de la celulosa y se puede utilizar para simular la accién del pulpeo,
de ahi el nombre de biopulpeo.

La celulosa es atacada inicialmente por la endoglucanasa, la cual se liga al azar
sobre las microfibrillas de celulosa en regiones amorfas, produciendo hidrélisis de
los enlaces B-1,4-glucosidicos, generando asi mdaltiples sitios de ataque para las
exo-1,4- B-D-glucanasas, las que acttian sobre los extremos no reductores de la
cadena, rompiendo una unidad de celobiosa. Existe una cooperacion continuada
entre la acciéon de ambas enzimas y la de la B-glucosidasa, la cual acttia sobre la
celobiosa o también sobre pequefios oligémeros, produciéndose asi moléculas de
glucosa.

2.5. Parametros basicos de las propiedades de la pulpa y el papel

Las normas TAPPI (Technical Association of the Pulp and Paper Industry), son
normas desarrolladas de los estdndares ANSI (American National Standars
Institute) que aseguran que los productos cumplen con las mejores practicas de la
industria de Pulpa y Papel.

En la Tabla 1 se muestran las normas TAPPI empleadas en la caracterizacion de las
fibras, pulpa y papel que se realizaron en esta investigacion.
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Tabla 1. Descripcién de las normas TAPPI
Medio d Norma Tappi
A;éll?si: Analisis No. PP Descripcién
Reti lventes 1 tanci anicas d
Extraibles orgénicos  T-264-om-97 etira con solventes as.sus ancias organicas de
las fibras
Extraibles actosos  T-207-om-93 Retira con agua caliente ¥as sustancias solubles
de las fibras
Determina la lignina insoluble en acido presente
Fibras Lignina Klason T-207-om-88 & ; P
en las fibras
Porcen.taje de T-211-0m-93 Determinail el material inorgén.ico no
cenizas combustible presente en las fibras
Ntimero Kappa T-236-0m-85 Es una indica?cic’).n del conte.nido residual de
lignina en las fibras
Grado Sch
Pulpa r O, ©1oppet T-227-om-94 Es el grado de drenabilidad de las pulpas
Riegler
. Es la longitud maxima, de drea de la seccién
Longitud de L
¢ T-404-om-87 transversal, que puede ser suspendida sin
ruptura
P ruptura bajo su peso en tensiéon
Esl i6n hidrostati i
Factor de estallido  T-403-om-85 sla pre510n. idrostéatica necesaria para
producir la ruptura del papel
Factor de rasgado T-414-0m-88 Es la capacidad de un papel para re?is’fir ala
Papel ruptura cuando se somete a un jalén

Es el tiempo en el que un volumen de aire
Porosidad Gurley T-460-om-11 (100mL) atraviesa el papel a una presiéon
controlada y en un area determinada
Se mide la resistencia de adhesién al
Cohesion interna T-569-om-09 cizallamiento de una probeta, de area definida,
unida al equipo mediante un adhesivo

2.6. Rendimientos tipicos en la fabricacion del papel

La industria de la pulpa y el papel utiliza sobrantes de los aserraderos, ramas,
copas de arboles y materiales descartados en los procesos de criba. La madera
talada del bosque incluye dos partes bien diferenciadas: una interna, compuesta
por fibra de celulosa de gran utilidad, y una capa externa de corteza. La corteza
reduciria la calidad del papel si se mantuviera en el proceso de fabricaciéon de
pasta, por lo que se extrae antes de iniciar este proceso. La corteza constituye un
importante biocombustible (Robles 2012).

A partir de aqui, la madera descortezada puede seguir distintas rutas en la
produccién de pulpa papelera. La pulpa mecanica puede elaborarse siguiendo
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diferentes métodos que emplean aproximadamente el 98% del volumen de la
madera en la produccién de una pulpa de alta opacidad. La pasta quimica se
elabora, como se mencion6 anteriormente, extrayendo la lignina de la madera. Al
eliminar la lignina, el rendimiento del volumen de madera disminuye entre el 45%
al 65% resultando en fibras de buena resistencia y baja opacidad en papel (Robles,
J., 2012). Esto significa que para elaborar una tonelada de pulpa quimica
blanqueada se requieren 120.000 litros de agua, alrededor de 20 arboles de una
plantacion o su equivalente, 4.8 metros ctibicos de madera, y 1.2Megavatios/hora
de electricidad (Andi 2010). Los rendimientos de acuerdo a los diferentes
procesos de manufactura se pueden ver en la Figura 10.

Rendimiento

" Rendimiento

HEE

Figura 10. Rendimientos tipicos en el procesamiento de papel (Grant 1996)

2.7.  Impacto ambiental

Las fabricas de pulpa y papel emplean grandes cantidades de agua durante el
proceso de preparacién de la madera mediante la remocién himeda de la corteza.
Esta es la manera mas eficiente de quitar la corteza, disminuir las pérdidas de
madera y mitigar la cantidad de tierra. Los parametros mds importantes que se
relacionan con el control de la contaminacién durante la remocién hiimeda de la
corteza son los sélidos totales suspendidos, la demanda bioquimica de
oxigeno(DBO), el pH, el color, y la toxicidad (Banco Mundial 1991).
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Al utilizar fibras no ligniferas, como paja, rafia brava y bagazo, se elimina el
problema de la corteza, pero se requiere un pretratamiento de lavado para
eliminar la tierra, arena, y la médula del bagazo. Todos los diferentes procesos de
reduccion a pulpa generan corrientes sustanciales de aguas servidas, que tienen
que ser tratadas y tanto como sea posible, recicladas; la mayoria de los procesos
producen contaminacion atmosférica (Grant 1996).

Los impactos negativos sobre el medio ambiente (ej. la degradaciéon de los
bosques naturales y tropicales), como resultado del uso de los recursos ligniferos
para alimentar las fébricas, ha causado graves problemas de erosion del suelo,
manejo de cuencas hidrogréficas y pérdida o degradacion del habitat forestal. Al
convertir los bosques al monocultivo, las plagas pueden expandirse
incontrolablemente. Este método requiere pesticidas y/o herbicidas, los mismos
que causan efectos toxicolégicos en los organismos beneficiosos (Banco Mundial
1991). Una alternativa emergente que permitiria reducir la deforestacién supone
el uso de residuos agroindustriales, es decir incluir en la elaboracion de las
pulpas fibras de cereales, pajas o bagazo de cafia (Carrere 2008).

El bagazo de cafia de azucar (Figura 11) es un material lignoceluldsico
constituido principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. Se obtiene como
subproducto o residuo agroindustrial en los ingenios, después de la extracciéon
del jugo de la cafa de aztcar y representa aproximadamente entre el 25% y el 40
% del total de la materia procesada (Triana et. al. 1992).
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Figura 11. Bagazo de cafia de azicar. a) Residuo agroindustrial. b) Composicién (Alonso, Bond, & Dumesic
2010).

En Colombia, en el afio 2013 se obtuvieron 6.47 millones de toneladas de bagazo de
cafa (Asocafia 2014), que es usado principalmente para la obtencién de energia, la
realizacion de suplementos nutricionales para rumiantes y la elaboracion de
pulpas en la industria papelera.

Su procesamiento para la producciéon de papel se hace de manera anédloga al de la
madera y también trae consigo la formacion de residuos que afectan al medio
ambiente (Asocafia 2011). El tratamiento enzimaético realizado en las fibras de
bagazo de cafia, previo al pulpeo quimico, pretende reducir la carga contaminante
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en un 40% y los tiempos de residencia en el pulpeo quimico en un 33.5%. Este
proceso mitiga las cargas contaminantes de los efluentes e indirectamente la
deforestacion y extincion de las especies (Carrere 2008).

La inclusién de fibras alternativas en la industria papelera, como las provenientes
de bagazo de cafia, constituyen un importante factor en el area ambiental. Al ser
estas fibras residuos de otros procesos, se estaria dando valor agregado a los
mismos, evitando su disposicion en rellenos o sitios inapropiados y la
contaminaciéon de fuentes subterraneas o emisiones de gases, generados por la
descomposiciéon de dichos residuos que se producen al estar en contacto con el
ambiente (Pachon, Tovar & Martinez 2005).

2.8. Cana de azacar

La cafia de azucar (Saccharum officinarum) es una graminea tropical, un pasto
gigante emparentado con el sorgo y el maiz en cuyo tallo se forma y acumula un
jugo rico en sacarosa. La sacarosa es sintetizada por la cafia a partir de la
fotosintesis, constituye el cultivo de mayor importancia desde el punto de vista de
la producciéon azucarera, ademads representa una actividad productiva y posee
varios subproductos, entre ellos la produccién de energia eléctrica derivada de la
combustion del bagazo, alcohol de diferentes grados como carburante o
farmacéutico (Triana et. al. 1992).

La parte esencial para la producciéon de aztcar lo constituye el tallo, dividido en
nudos y entrenudos. El largo de los entrenudos cambia segtin las variedades y el
desarrollo de la planta. El tallo esta compuesto por una parte sélida llamada fibra y
una parte liquida, el jugo, que contiene agua y sacarosa, Figura 12.
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Figura 12. Tallo de cafia de azicar (Portocarrero, E., 2002).

En la fibra y en el jugo también se encuentran otras sustancias como agua, sacarosa
y fibra tal como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Principales componentes del tallo de cafia de azicar.

Componente % del tallo
Agua 73-75
Sacarosa 8-15
Fibra 11-16

Fuente: (Portocarrero 2002)

La proporcién de cada componente varia de acuerdo con la variedad de la cafia,
edad, madurez, clima, suelo, método de cultivo, abonos, lluvias, riegos, etc. La
sacarosa del jugo es cristalizada en el proceso industrial como azacar y la fibra
constituye el bagazo una vez molida la cafia. Otros constituyentes en cantidades
menores se encuentran en la Tabla 3 (Portocarrero 2002)
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Tabla 3. Otros constituyentes de la cafia presentes en el jugo.

Componente % del jugo
Glucosa 0.2-0.6
Fructosa 0.2-0.6

Sales 0.3-0.8
Acidos organicos 0.1-0.8
Otros 0.3-0.8

Fuente: (Portocarrero 2002)

En Colombia, para el afio 2011 se estim6 un rendimiento de 92 toneladas de cafa
por hectarea plantada (ASOCANA. Asociacién de Cultivadores de Cafia de Aztcar
de Colombia, 2011b); el &rea total cultivada de cafia de azacar fue de 171.421
hectareas, 78% de las cuales se encontraron en el departamento del Valle del
Cauca, el 19% en Cauca, 1.6% en Risaralda y 1.3% en Caldas (CENICANA, 2011).
Se observd un crecimiento sostenido entre 2.8% y el 3.8% en las hectdreas
plantadas de cafia de azticar (OBSERVATORIO AGROCADENAS, 2011) y el pais
ocup¢ el puesto 11 entre los mayores productores de azticar del mundo con 1.05
millones de toneladas exportadas por afio; adicionalmente, la introducciéon de
cultivos de cafia de aztcar para la produccion de etanol carburante convierte al
pais en el cuarto productor de bioetanol de América luego de Estados Unidos,
Brasil y Canadda. La mezcla promedio de gasolina y etanol para Colombia llega al
8,5%; si adoptaran medidas similares a las de Brasil, pais donde la mezcla
obligatoria para la gasolina est4 entre 20% y 25% de etanol (Embajada de Brasil en
Colombia 2011), y se cuentan con vehiculos que utilizan tinicamente el etanol como
combustible, se podria tener una industria alcoholera con una capacidad 6 veces
mayor a la actual (Asocafia, 2011).

En Colombia el principal uso de esta planta va dirigido a la produccién de aztcar.
Dentro de los productos que pueden ser obtenidos a partir de la cafia de aztcar
estan: aztcar crudo, refinado y blanco, empleados en el consumo directo, la
industria de alimentos y sucroquimica, produccién de alcoholes, entre otros. Como
productos intermedios estan: bagazo, cachaza, melaza entre otros, destinados a la
produccion de papel, como abono de plantas y alimentacién animal
respectivamente (Fernandez 2000).
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2.9. Bagazo de cafia de aztcar

De los subproductos de la cafia, el bagazo es de los de mayor interés debido a su
utilizaciéon como combustible (poder calorifico de 18.322 k] /kg) y la posibilidad de
obtener otros productos de alto valor agregado, como en la produccién de pulpa
para papel. En Colombia, de las seis millones de toneladas de bagazo producidas
al afio por los ingenios, un 85% es utilizado como combustible y el restante 15% es
materia prima para la industria productora de papeles local. Se espera, que con el
desarrollo de nuevas tecnologias para calderas que queman bagazo y las buenas
précticas de manufactura se pueda obtener hasta un 30% de bagazo excedente si se
compara con el bagazo necesario para abastecer de energia a las plantas de
produccion de aztcar y etanol (Asociacion de Cultivadores de Cafia de Aztcar de
Colombia, 2011).

El bagazo de cafia estd compuesto quimicamente por celulosa 45%, pentosanos
25%, lignina Klason 20.7% y otros componentes que se encuentran en bajas
concentraciones como los extraibles (en solventes 2.7%) y sustancias inorganicas
(cenizas 2.6%) (Sanjudn 1997).

En las Tabla 4 y Tabla 5 se presenta la composicién quimica para el bagazo integral
y para sus dos principales fracciones constituyentes, la fraccion fibrosa y la
médula.
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Tabla 4. Composiciéon quimica porcentual del bagazo de caiia

Constituyente Bagazo Integral (%)  Fraccion Fibrosa (%)  Fraccion Médula (%)

Celulosa 45 47.7 41.2
Pentosanos 25 25 25

Lignina Klason 20.7 19 21.7
Extractos alcohol-benceno 2.7 24 29
Solubles agua caliente 41 3.4 4.3
Solubles agua fria 22 22 3
Solubles NaOH al 1% 34.9 32 36
Cenizas 2.6 1.4 5.5

Fuente: (Sanjuan 2003)

Tabla 5. Componentes del bagazo de cafia

Componentes

% de bagazo (base seca)

Polisacaridos facilmente hidrolizables 28.8+0.4
Furfural potencial 152+04
Polisacaridos dificilmente hidrolizables 439+1.3
Lignina 203+14
Humedad 10.2+0.2
Cenizas 2.13 £0.07
Cenizas activas 0.46 £0.03
Extraibles con alcohol-benceno 276 £0.13
Reductores solubles en agua caliente 0.5
Analisis de los monosacaridos (%)
Xilosa 85
Polisacaridos facilmente Arabinosa 6
hidrolizables Glucosa 6
Galactosa 2
Polisacaridos dificilmente Glucosa 90
hidrolizables Xilosa 10

Fuente: (Sanjaan 2003)
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El contenido de holocelulosa (celulosa y hemicelulosa) en el bagazo desmedulado,
fraccion fibrosa, es similar al de las maderas duras, exhibiendo rendimientos
similares en la produccién de pulpa. Los polisacaridos presentes en el bagazo de
cafia son altos debido a la presencia de un gran contenido D-xilanas, formadas por
unidades de D-xilosas, sustituidas por grupos acetilos y 4cidos urénicos metilados.

El bagazo tiene un contenido de aproximadamente el 75% de la lignina de las
maderas duras y esta caracteristica hace apto el material para la industria papelera
(Sanjudn 2003). Ademas exhibe rendimientos similares en la produccién de pulpa
como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Composiciéon quimica de algunas maderas

Extraibles Extraibles L.
) . Lignina Alfa
Cultivo en agua EtOH/ Cenizas Holocelulosa Pentosanos

Klason celulosa

caliente  Benceno

Bagazo 3.78 2.7 2.6 20.7 - 25 45
Arce Rojo
(Hardwood)
Abedul

Amarillo 2 2 0.7 21 73 23 47
(Hardwood)
Eucalipto
(Hardwood)
Olmo
americano 3 2 0.4 22 73 17 50

(Hardwood)
Abeto
Subalpino 3 3 0.5 29 67 9 46
(Softwood)
Picea
Engelman 2 2 0.2 28 69 10 43
(Softwood)
Cedro
blanco del
norte
(Softwood)
Pino blanco
del este 4 4 0.2 27 68 8 45
(Softwood)

3 2 0.4 21 77 18 47

7 4 0.2 22 72 14 49

Fuente: (Rowell 1984)
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2.10. Biopulpeo de bagazo de cafia

El biolpulpeo del bagazo de cafia pretende atacar a las moléculas de la fibra con
microorganismos y/o enzimas para modificar su estructura molecular.
Dependiendo del tipo de especie de microorganismo o de enzima empleado y de
su comportamiento, se han obtenido diversos resultados en el pasado.

Suchada Ujjin traté bagazo fresco con dos especies de hongos de pudricién blanca
(Phanerochaete sordida y Ganoderma sp) a temperatura ambiente durante cuatro
semanas. En su investigacion encontré que el bagazo cuenta con los nutrientes
necesarios para el adecuado desarrollo de los hongos, por lo que los niveles de
lignina se reducen en un 30.7% para la fibra tratada con Phanerochaete.
Comparativamente encontré que la actividad de este hongo fue mayor para el
Ganoderma (Suchada 2011).

De manera similar, Ramos y colaboradores trataron bagazo con Ceriporiopsis
subvermispora y xilanasa durante 2 semanas a 27°C con un 70% de humedad
relativa. Posteriormente, realizaron una coccién con NaOH al 5% a 130°C durante
20 minutos. Luego se realizé un desfibrado a un 7% de consistencia hasta 60°SR
(Grados Schopper-Riegler) en un refinador de discos de 30 cm (Ramos, Gonzélez &
Zuniga 2001). Esta investigacion reporté una mejora en el rendimiento del proceso,
evidenciado en una reduccién en un 4% en el tratamiento con el hongo (85%) y un
6% en el procedimiento con la enzima (83%), comparado respecto a la muestra de
control (89%). Adicionalmente, se analiz6 el contenido de lignina antes y después
del tratamiento con el hongo y ésta present6é una reducciéon de 23.4% mientras que
los extraibles disminuyeron 18.6%. Esto se debe a que el hongo produce
manganeso peroxidasa (MnP) y Lacasa (Lac), dos fenoloxidasas que inician el
ataque al polimero de lignina por una sola etapa de oxidacion de electrones, lo que
ocasiona también, el descenso en el rendimiento. Por otra parte, en el caso del
tratamiento con la enzima, el rendimiento se redujo aproximadamente un 2%,
comparado con el tratamiento del hongo. Los autores ademdas no reportan
reduccion en el contenido de lignina por lo que el tratamiento de la enzima y el
hongo combinados, reducen solo el contenido de xilano. Este resultado se puede
atribuir a la acciéon de la enzima, que al eliminar el xilano de la superficie de las
fibras, consigue una mayor permeabilidad para degradar los enlaces lignina-
carbohidrato.
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Asimismo, las propiedades papeleras de la pulpa, indice de tracciéon (38mN/g) e
indice de rasgado (4.3 mN.m?/g), fueron comparativamente més altas cuando el
bagazo se traté previamente con el hongo.

A modo de comparacion, otros indices de traccién obtenidos para la fabricacion de
pasta biomecéanica han sido reportados en la literatura. Materiales como el Yute
arrojaron valores de 18 mN/g mientras que el Kenaf alcanz6 los 17 nM/ g, el pino
30 mN/g vy el dlamo 32 mN/g (Sanadi, Caulfield & Rowell 1995).

Igualmente Ramos y colaboradores midieron indices generales de traccion en
pulpa obtenida a partir de dlamo biomecénico, reportando valores superiores a los
obtenidos usando madera triturada de pino (Ramos et al., 2001).La inclusién de
etapas de biopulpeo permite reducir el consumo de energia para la pulpa tratada
con el hongo hasta un 28% y para la pulpa procesada con enzima se logra una la
reducciéon de hasta el 33%, comparado los resultados con la muestra de control.
Este resultado se ve reflejado en las operaciones de desfibrado y refinado como se
muestra en las siguientes investigaciones.

Sabharwal y colaboradores lograron un ahorro de energia del 27.7% para la
fabricacién de pasta biomecédnica de kenaf y un 25.0% de ahorro para la fabricacion
de pasta biomecéanica de yute con pretratamiento en ambos casos con hongo. En el
caso de la madera, los ahorros energéticos se situaron en un rango entre el 20.0% y
el 37.0% para las diferentes especies de madera y diversos tratamientos de hongos
(Bajpai, 1999).

Por su parte, el biopulpeo de bagazo de cafia y la accién de las enzimas sobre las
fibras trae consigo reducciones de reactivos en las digestiones y consumos
energéticos menores. El autor Saad y sus colaboradores reportaron una reduccién
de reactivos de digestion (21.5 % en peso), durante el proceso de fabricaciéon de
pulpas papeleras a partir de bagazo de cafia de aztcar, empleando micelio fangico.

De igual manera Gongalves y sus colaboradores trabajaron con cepas de Panus
tigrinus en bagazo de cafia de aztcar durante diez dias en una fermentacién en
estado semisoélido a 30°C. La produccién de manganeso peroxidasa (MnP), lignina
peroxidasa (LiP) y lacasa (Lac) por hongos se correlacionaron con la eficiencia del
proceso de deslignificacion en bagazo después de la fabricacion de pasta
organosolv con &cido acético. Los andlisis de FTIR en las pulpas de bagazo
indicaron una correlacién entre la modificacién de la lignina y las propiedades de
la pulpa, de tal manera que cuanta mds modificacion de lignina hay, las
propiedades de la pulpa mejoran. El efecto del tratamiento fue evaluado por la
relacion entre la viscosidad y el namero Kappa, cuanto mayor sea el valor, mejores
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las propiedades papeleras de las pulpas. Esto se debe a la accién de las MnP y Lac
ya que a mayor accion de éstas menor niimero Kappa, reduciendo el contenido de
lignina y aumentando la viscosidad de las pulpas por el incremento de proteccion
de la fibra (Gongalves & Benar 1998).

En relacion a la aplicabilidad de xilanasa en pulpas de bagazo de cafia de aztcar y
la posibilidad de recuperar esta enzima, Gongalves y coinvestigadores evaluaron
una xilanasa comercial (Pulpzyme HC) sobre la pulpa, la recuperaron y la aplicaron
en tres ciclos de proceso. Ademads, analizaron un proceso combinado de fabricaciéon
de pulpas, como el pretratamiento de hongos en la fibra y la fabricacién de pasta
acetosolv. La cantidad de la enzima recuperada en el primer tratamiento fue de
aproximadamente 7% de la carga inicial de la enzima, después del segundo
tratamiento no fue posible la recuperaciéon de la enzima. Varios factores
interfirieron en la recuperacion de la xilanasa, tales como tipo de pasta, medio de
tratamiento (tamponado o acuoso) y la metodologia empleada en la recuperacion
de la enzima. Una etapa de extraccion alcalina se llevé a cabo para verificar la
accion de Pulpzyme en pulpas enzimaticas tratadas, debido a la concentraciéon de
NaOH (3% NaOH, 65°C y 30 minutos) utilizado en las etapas no se observé ningtin
cambio en los ntimeros de Kappa y viscosidad de las pulpas (Gongalves et al.
2008).

33



| 4 Universidad
BB _Pontificia
Bolivariana

3. TRATAMIENTOS ENZIMATICOS

Enzimas de diferentes tipos son las encargadas de la degradacion de los
componentes de la madera. Asi, el comportamiento de los hongos que degradan la
madera, como de pudricién blanca o parda esta relacionado con su capacidad para
producir distintos tipos de enzimas.

3.1. Xilanasa

Las hemicelulosas son los polisacdridos mas abundantes tras la celulosa y dentro
de ellas, los xilanos son los predominantes aunque su proporcion difiere mucho
segin las especies y en particular si se trata de especies coniferas (del 7 al 12% del
peso de la madera) o de latifoliadas (del 15% y el 30%) (Kumar, Verma &
Satyanarayana 2013).

3.1.1. Estructura del xilano

Los xilanos estan formados predominantemente por grupos de p-D-xilopiranosa,
unidos mediante enlaces entre los carbonos 1 y 4 de dos unidades consecutivas.
Anadidos a esta cadena lineal, y anclados en los carbonos C2 o C3, se encuentran
grupos acetilo, unidades de arabinosa y acido f-metilglucurénico. La presencia de
estos sustituyentes difiere de unas especies a otras. En las angiospermas
(glucuronoxilanos) hay abundancia de grupos acetilos, presencia de unidades de
acido B-metilglucurénico pero no se encuentra arabinosa. En las gimnospermas,
los xilanos (arabinoglucuronoxilanos) carecen de grupos acetilos pero tienen
sustituyentes de arabinosa y acido B-metilglucurénico. El resultado final es una
cadena ramificada con un eje compuesto de unidades de xilosa.
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Figura 13. Hemicelulosa: -xilosa- p(1,4)-manosa- (1,4)-glucosa- a(1,3)-galactosa

3.1.2. Enzimas xilanodegradantes

La compleja estructura de los xilanos hace que su degradacién enzimatica no
pueda realizarse por un tnico tipo de enzimas. Un grupo de ellas realizan una
labor sinérgica para llevar estos polisacdridos hasta compuestos de bajo peso
molecular. Las endoxilanasas (endo-1,4-B-xilanasa) rompen los enlaces
glicosidicos en el interior de la estructura principal del xilano, de forma analoga a
como acttian las endoglucanasas sobre las moléculas de celulosa. A diferencia de
éstas, las endoxilanasas no operan de forma aleatoria sino dependiendo de factores
como el grado de ramificacion del xilano, su grado de polimerizacién y la
presencia de sustituyentes (Kondo & Sakai 1994). Cuando el xilano ha reducido su
grado de polimerizacién, las P-D-xilosidasas pueden actuar, ya sea sobre
oligédmeros o sobre unidades de xilobiosa, liberando un monémero de xilosa (B-D-
xilopiranosa). Cuanto mayor sea el peso molecular del sustrato mayores seran las
dificultades para las xilosidasas, pero si en el medio hay presentes endoxilanasas,
las xilosidasas pueden conseguir, aunque indirectamente, la degradaciéon de
xilanos de alto peso molecular. Esto es asi porque la degradacion de los xilanos por
las endoxilanasas esta inhibida por la presencia de oligémeros de bajo peso
molecular. Estos ultimos, pueden a su vez ser hidrolizados por xilosidasas,
activandose entonces la degradacién de los xilanos de alto peso molecular por las
endoxilanasas. Los oligobmeros que dejan en el medio las endoxilanasas son ya
sustratos adecuados para las xilosidasas (Ek 2009b).

Las xilanasas se encuentran en una amplia variedad de organismos: bacterias,
hongos, algas marinas y animales, siendo los hongos los que mas producen
xilanasas extracelulares (Villar 2008).
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Junto a estos dos tipos de enzimas se han encontrado otras que contribuyen a la
degradacion de los xilanos. Las acetilxilanoesterasas eliminan los grupos acetilo de
la cadena de xilano y facilitan la actuaciéon de las endoxilanasas. Las arabinasas y
B-glucuronidasas eliminan respectivamente unidades de L-arabinosa y acidos
glucurénicos del xilano. Ademads, las acido ferulicoesterasa y acido p-
cumaricesterasa rompen enlaces éster entre estos acidos y unidades de arabinosa
(Corral & Villasefior 2006).

3.1.3. Endo-1,4-f-xilansas

Las endo-1,4- beta-xilanasas (1,4-3-D-xilano xilohidrolasas; EC 3.2.1.8) son el grupo
mads importante de enzimas xilano degradantes, estas enzimas escinden los enlaces
glucosidicos internos de la columna vertebral de heteroxilano, resultando en una
reduccion del grado de polimerizaciéon (DP) del sustrato. El ataque del sustrato no
es al azar y depende de la duracién y el grado de ramificaciéon del mismo o la
presencia de sustituyentes especificos. Aunque las endo-enzimas sélo acttan en
secuencias ininterrumpidas, hay ejemplos de endoxilanasas de escision de la
cadena principal s6lo en la vecindad inmediata de una region sustituida (Corral &
Villasefior 2006).

3.1.4. Mecanismo

La Figura 14. Accion de las xilanasas muestra la estructura del xiloglucano, presente
en las maderas duras y blandas, y el sitio especifico de accién de las xilanasas: 1,4-f
xilanasa, o-D-glucoronidasa y a-arabinofuranosidasa.

HO:C O a-D-glucuronidasa
CHy0~ //

OWT Qv g/ AN

\\
endo-14-8 0 R
xilanasa L/ - -
- HOCH; a-arabinofuranosidasa

HO

Figura 14. Accion de las xilanasas (Bastawde, 1992)
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Por otro lado, ciertas endoxilanasas, escinden la cadena principal, pero lo hacen
solo después de la liberacion previa de arabinosa; estas enzimas, endoxilanasas, se
han diferenciado segtn los productos finales que se liberan de la hidrdlisis de
xilano por ejemplo, xilosa, xilobiosa y xilotriosa, y/o arabinosa. Por lo tanto, las
xilanasas pueden clasificarse como no desramificadora (sin liberacion de
arabinosa) o desramificante (liberacion de arabinosa). Muchos organismos son
capaces de producir ambos tipos de xilanasas, dando como resultado la maxima
eficiencia de la hidrélisis de xilano (Bastawde 1992).

3.1.5. Fuente de produccion de xilanasa

Cada tipo de xilanasas se ha encontrado en una amplia variedad de organismos,
incluyendo bacterias marinas y terrestres, las bacterias del rumen, hongos, algas,
protozoos, caracoles, crustaceos, insectos, plantas terrestres marinos y sus semillas.
Sin embargo, los hongos filamentosos son productores particularmente
interesantes de xilanasas desde un punto de vista industrial, ya que pueden
excretar enzimas xilano-degradantes en el medio, eliminando la necesidad de
disrupcién celular antes de la purificaciéon (Sunna & Antranikian 1997) (Polizeli et
al. 2005).

Ademas, los niveles de xilanasa a partir de cultivos de hongos filamentosos son
tipicamente mucho mas altos que los de la levadura o bacterias. Por otra parte,
ademads de las xilanasas, los hongos producen varias enzimas auxiliares requeridas
para la degradacién del xilano sustituido.

La mayoria de los fabricantes producen estas enzimas mediante fermentacion
sumergida (SMF)generando alrededor del 90% de las xilanasas que se venden en
todo el mundo (Polizeli et al. 2005).

Las preparaciones de xilanasa comerciales de fuentes flingicas son fabricadas por
empresas de todo el mundo, como se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Ejemplos de preparaciones comerciales que contienen xilanasa
Compaiiia Producto Cepa Aplicaciones
Altech (USA) Allzym PT Aspergillus niger Alimentacién animal
Altech (USA) Fibrozyme Aspergillus nigerand Alimentacién animal
A F tical . . Industria f éuti
mano arr’naceu ica Amano 90 Aspergillus niger ndus rlla arma.c,eu icay
(Japoén) alimentacién
I dientes Dani ) , Supl t es del
ngre 1.en es Danisco Grindazym PF Aspergillus niger uplementos para av
(Dinamarca) corral y cerdos
Produccién de harina de
Gamma Chemie Trichoderma

(Alemania)

Genecor International
(Finlandia)

Ciba-Geiby (Suiza)

Bioindustria Hankyo
(Japon)
Iogen (Canada)

Novozymes (Dinamarca)
Primalco Biotecnologia
(Finlandia)

Quest International
(Irlanda)

Rohm GmbH (Alemania)

Seikagaku Corporation
(Japoén)

Shin Nihon Chemical
(Japon)
Enzimas Solvay
(Alemania)
Stern-Enzym GmbH
(Alemania)

Gammafeed X

Multifect XL
Irgazyme 40
Xylanase 250

Xylanase GS35
Bio-Feed-Plus

Ecopulp X-200
Bioxylanase

Rohalasa 7118

Sin nombre
comercial

Sumizyme X

Solvay
pentosana

Stemzym HC 46

longibrachiatum

Trichoderma
longibrachiatum
Trichoderma
longibrachiatum

Trichoderma viride

Trichoderma reesei
Humicola insolens

Trichoderma reesei

Trichoderma reesei

Aspergillus sp. And
Tricoderma sp.

Trichoderma sp.
Trichoderma koningii
Trichoderma reesei

Trichoderma reesei

trigo, panaderia y fabricacién
de cerveza

Industria de alimentacion

Industria de pulpa y papel y
alimentacién animal
Panaderia y macerado de
frutas y verduras
Blanqueo y limpieza de
pulpa y alimentaciéon animal
Alimentacién animal
Mejoras en el blanqueo de
pulpas Kraft
Produccién de cerveza y
alimentacién animal
Reduccién de la viscosidad
en el procesado de almidén
Estudios de la estructura de
los carbohidratos
Manufactura de extractos de
setas y vegetales.

Panaderia

Panaderia

Fuente: (Loera Corral & Villasefior-Ortega, 2006)

3.1.6. Aplicaciones de la xilanasa

Entre las aplicaciones importantes de los sistemas de enzimas xilanoliticas esta la

elucidacion de las

estructuras

de xilanos

complejos,

como, furfural vy

xilitol;productos finales de la degradacion del xilano muy apreciados para

aplicaciones comerciales (Paraj6é & Dominguez 1998).
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Algunas aplicaciones actuales se han mencionado en la Tabla 7. Las xilanasas
pueden ser aplicadas en la industria de pulpa y papel para blanqueo (eliminacién
de la lignina) de la pulpa kraft, para la modificacién de pulpa en la fabricacién de
papel y para el reciclaje de papel. Todos estos son ejemplos de lo que se considera
la aplicacion biotecnolégica mas importante de estas enzimas hoy en dia, de hecho,
el 30% de las patentes concedidas en EE.UU. estan relacionadas con xilanasas que
se utilizan en procesos de bioblanqueo ((OPA), 2015).

La mayoria de los estudios sobre el efecto de xilanasas en preblanqueo de pulpa se
han llevado a cabo con enzimas preparadas a partir de Trichoderma sp. Los
preblanqueos de pulpa enzimatica resultaron en una reduccién de 20% a 30% de
cloro requerido (Viikari, Kantelinen & Linko 1994). Otro producto quimico que
puede ser disminuido o eliminado por tratamiento con xilanasa es hipoclorito, esto
es importante ya que el cloroformo es un subproducto del uso de hipoclorito
(Farrell & Skerker, 1991).

Las xilanasas, en conjuncién con las enzimas celuloliticas, pueden considerarse
para la conversion de materiales lignocelul6sicos, especialmente residuos
producidos por la agricultura y la silvicultura, para generar productos de mayor
valor, como combustibles y otros productos quimicos. Aunque para esta finalidad
son mas empleados los tratamientos con acido.

Las xilanasas se han utilizado para propésitos hidroliticos mas especificos, tales
como la produccién de oligosacaridos aislados de xilanos que luego se utilizan
como aditivos alimentarios funcionales o edulcorantes alternativos con
propiedades beneficiosas (Pellerin, Samain & Debeire 1991).

La hidrolisis de xilanos también puede ser importante en la industria cervecera y la
produccién de zumos de frutas. Un resumen de las aplicaciones reportadas de
enzimas xilanoliticas tomadas de (Sunna & Antranikian 1997) y (Polizeli et al. 2005)
se enumeran a continuacion:

* La extraccién de jugos, sabores, especias, aceites y pigmentos.

* Aclarado de zumos y vinos.

* Producciéon de xilanos modificados como agentes de carga para el
procesamiento de alimentos.

* Conversion de xilanos en productos monoméricos para su conversion en
edulcorante (xilitol) o sabores.

* Modificaciéon de harina de cereal a fin de aumentar el volumen, textura y
endurecimiento propiedades del pan.
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* Disolucion de los tejidos celulares y las pectinas de lino, cadfiamo, yute, sisal
y estopa.

* Refinacién de pulpas de disolucion para la producciéon de rayén viscosa,
celulosa ésteres y éteres de celulosa.

* Sacarificacion de desechos y residuos agricolas y forestales para
fermentaciéon para la produccién de combustibles y materias primas
quimicas.

Cabe sefialar que la mayoria de las aplicaciones no requieren enzimas altamente
purificadas. De hecho, algunas aplicaciones se ven reforzadas por la presencia de
otras actividades enzimaticas,a excepciéon de algunas aplicaciones en el industria
del papel y la pulpa, donde la existencia de celulasas puede dafiar las fibras de la
pulpa (Wong & Saddler 1993; Subramaniyan & Prema 2002 ).

Diferentes autores proponen dosis y tiempos para los tratamientos de biopulpeo,
en la Tabla 8 se muestran diferentes estudios con xilanasas, sus dosis y sus
resultados.
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Tabla 8. Estudios de tratamientos realizados con xilanasa
Tipo d Dosi
Autores 1p(.) € os1s Tiempo  Resultados Titulo
enzima empleada
Longitud de
ruptura:
p Bl 1
Soltanali, S. 5902m; Indice baagr;ciieczgiﬁ;iiz:;
Ziaie- 2a3 de estallido:
18 UI 6xido de hidré
Shirkolaee, Cartazyme 6al8Ul/g horas 3.66kN/g; perdxido ? i ?ofgeno
Y indice de (Soltanali & Ziaie-
. ndic
Shirkolaee, 2007).
rasgado:
6.00mNm?/g
Indice d
" 1c-e’ © Pulpeo biomecanico y
traccion: bioquimico en bagazo
34.3Nm/g; qcon el hon og
Ramos, J. 15 UI/g* Indice de . g
B Irgazyme 40- . 2 . Ceriporiopsis
Gonzalez, X il xilanasa semanas estallido: subvermispora
ilan
M. et al. xranasa comercial 1.75kN/g; . P _y
o tratamiento con xilanasa
Indice de .
comercial (Ramos et al.,
rasgado: 2001)
4.2mNm?/g '
Indice de
ion: 39.92
Xilanasa del tracc1on/ 39,9 Incremento en las
i i Nm/g; Indice ropiedades de pulpa
microorgani
Zhao, J. Li, croorgans 6a8 de estallido: prop ) ] pup
mo 4Ul/g de paja de trigo usando
X. etal. . horas  2.9kPam?/g; .
Aspergillus c xilanasa (Zhao et al.,
. Indice de
niger 2002).
rasgado:
6.92mNm?/g
Paja de trigo:
Indice de
traccion: 37.0
Nm/g; Indice  Aplicacién de xilanasas
Chauhan, S. X?Ianasa de'l 1ci)er$\slfrj:j/(; bla;;’::; aeie;fj;; no
microorganis .
h h 20 UI 3 h
c c])Sunctl Ilr mo Bacillus /8 oras Paja de arroz: maderables (Chauhan,
y, B-etak coagulans Indice de Choudhury, Singh, &

traccion: 41.5
Nm/g; indice
de rasgado:
72mNm?/g.

Ghosh, 2006).
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3.2. Lacasa

Las lacasas ofrecen mayor estabilidad y la posibilidad de utilizar la enzima en su
forma inmovilizada. La mayor parte de los sustratos de lacasa son una variedad de
compuestos fendlicos, y su reactividad puede ampliarse por medio de mediadores
tales como 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6 sulfonato) (ABTS) y 1-
hidroxibenzotriazol (HBT), estos mediadores modifican la reactividad hacia otros
sustratos que la lacasa sola no puede oxidar.

La produccién de lacasa puede ser estimulada considerablemente por la presencia
de inductores (principalmente compuestos aromaticos o fendélicos relacionados con
lignina o lignina derivados) como alcohol veratrilico (Mansur, Suarez & Gonzélez
1997), 2,5-xilidina (Eggert, Temp & Eriksson 1996), guayacol (Skorobogat,
Stepanova & Yaropolov 1996), acido galico y acido ferulico (Fortina, Manachini &
Gennaro, 1996), el etanol (Battan, Sharma & Kuhad 2007) y el cobre (Palmieri,
Giardina & Sannia 2000).

Ademas, las lacasas pueden utilizarse en una gran variedad de procesos,
principalmente relacionados a la biorremediaciéon tales como deslignificacion de
pulpas (Bourbonnais, Paice & Yaguchi 1995), decoloracién y la desintoxicacion de
colorantes textiles (Kandelbauer, Maute & Gubitz, 2004), biorremediaciéon de
compuestos xenobiéticos (Mougin, Kollmann & Jolivalt 2002), el tratamiento de las
aguas residuales (Raghukumar 2000) y tratamiento de otros contaminantes como
los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) (Rama et al. 1998).

3.2.1. Estructura de la lignina

Los hongos ligninoliticos hacen uso de una gama completa de hidrolasas, éstas son
capaces de producir monosacaridos en grandes cantidades a partir de los
polisacaridos de la madera. Sin embargo, cuando estos componentes forman un
complejo con la lignina, son resistentes a la ruptura hidrolitica (Leonowicz et al.,
1999). La lignocelulosa es compacta, en el complejo de la parte cristalina. Los
componentes de polisacdridos forman microfibras y estin densamente
empaquetados en capas de lignina, lo que les protege contra la actividad hidrolitica
de enzimas y otros factores externos y también sirve como un estabilizador de la
compleja estructura (Fengel 1971).

Al estar ampliamente distribuido en la naturaleza, la lignina es el segundo
polimero natural (después de la celulosa) mas abundante presente y el material
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aromatico mas abundante que representa aproximadamente el 40% de la energia
solar almacenado en las plantas.

3.2.2. Enzimas que degradan la lignina

Para la degradaciéon de la lignina los grupos de enzimas involucrados son
diferentes a los que provocan la degradacion de las cadenas de polisacaridos,
peroxidasas y lacasas. Las lacasas (Lac), enzimas de tipo fenol oxidasa, usan el
oxigeno molecular como sustrato y lo reducen hasta agua. En cambio, las
peroxidasas: lignina peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP) emplean el
peroxido de hidrégeno como aceptor final de electrones. En la degradacion de la
lignina por peroxidasas es esencial la presencia en el medio de perdxido de
hidrégeno, que a su vez es generado por la actividad de enzimas glioxal oxidasa,
glucosa oxidasa y aril alcohol oxidasa (Tkacz & Lange 2004). La LiP es una
enzima oxidante inespecifica que cataliza la oxidacién de compuestos aromaéticos
fendlicos y no fendlicos. En la lignina provoca la oxidaciéon del anillo bencénico,
que continda con la evolucién de la forma oxidada hacia la ruptura de enlaces C-C,
apertura del anillo aromético, desmetilacion o la formacién de quinonas. La MnP
tiene un efecto similar al de la LiP, pero se trata de una enzima oxidante mas suave
que solo acttia sobre unidades fenoélicas. En principio se consideré que jugaba un
papel secundario en la degradacion de la lignina; sin embargo, tiene una ventaja
afadida ya que el oxidante que entra en contacto con la lignina es el manganeso en

su forma oxidada, que puede llegar hasta zonas inaccesibles para las enzimas (Ek
2009b).

Analogamente, las lacasas (p-difenol oxigeno reductasa) son enzimas de tipo
fenoloxidasa, que contienen generalmente cuatro &tomos de cobre en su estructura.
Se encuentran particularmente en los hongos de podredumbre blanca. Estas se
incluyen dentro del grupo de las “oxidasas azules” (el cobre les confiere un color
azul intenso) que incluye, ademds de la lacasa, la ascorbato oxidasa y la
ceruloplasmina. De entre las mas de doscientas enzimas (oxigenasas y oxidasas)
que usan oxigeno molecular como sustrato, solo seis son capaces de reducir el Oza
agua, entre las que se incluye la lacasa (Bajpai, 2011). La oxidacién de sustratos por
parte de las lacasas es un proceso en el que se toman, secuencialmente, cuatro
electrones para reducir una molécula de Oz a agua. La enzima toma esos electrones
de una amplia variedad de compuestos fenodlicos, e incluso no fenoélicos. Los
distintos atomos de cobre de la enzima son los aceptores intermediarios de los
electrones en su paso desde el sustrato hacia la molécula de oxigeno. Se produce,
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ademds, un complejo intercambio de electrones entre los distintos tipos de cobre
(denominados I, II y III).

El volumen de la enzima lacasa es un condicionante para su ataque sobre la
madera. Se ha supuesto entonces que dicho ataque solo tiene lugar en la superficie
de las fibras, la tnica zona accesible a la enzima. En la degradaciéon natural, este
ataque ocurre ademas en la superficie del lumen de las fibras, ya que esta regién es
la via de avance de los hongos de pudriciéon blanca. Otro modo de actuacién
propuesto es la cooperaciéon de la enzima con mediadores, compuestos de bajo
peso molecular que accederian y oxidarian la lignina fuera del alcance de la
enzima. La presencia de estos mediadores puede ser el resultado de procesos
metabolicos del hongo o proceder del exterior del sistema tal y como ocurre en el
proceso de bioblanqueo conocido como LMS (laccase mediator system). Entre los
mediadores naturales cabe citar el alcohol veratrilico, oxalato, malato o fumarato,
entre el segundo grupo se ha probado con éxito el uso de 2-hidroxibenzotriazol
(HBT) o el del &cido 2,2-azinobis-3-etilben- zotiazolin sulfénico (ABTS) (Saad et al.
2008).

3.2.3. Fuente de produccion de lacasa

Las lacasas se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas superiores, tales
como Rhus vernicifera, Rhus suceddneos, Lactarius piperatus y Prunus persica. También
estan presentes en hongos tales como Polyporus versicolor A, B, Pleurotus, Pholiata,
Podospora anserina, Neurospora crassa, Aspergillus nidulans y Pyricularia oryzae
(Gardiol & Harte 1998). Aunque las enzimas lacasas estan ampliamente
distribuidas en las plantas y los hongos, la actividad de lacasa se ha reportado sélo
en algunas bacterias, incluyendo lipoferum Azospirillum, Marinomonas mediterranea,
Streptomyces griseus, y Bacillus subtilis (Givaudan et al. 1993)(Hullo & Verstraete
2001).

En las plantas superiores, las lacasas estan involucrados en la lignificacion de los
tejidos del xilema (LaFayette, Eriksson, & Dean 1999); sin embargo, varias
funciones se han reportado para lacasas fangicas.. En los basidiomicetos de
pudriciéon blanca Trametes versicolor, Lentinus edodes, y Pleurotus ostreatus, las lacasa
estan implicadas en la degradacion de la lignina (Crestini & Argyropoulos, 1998).

La lacasa de Pycnoporus cinnabarinus funciona tanto en degradacion de la lignina
como en la biosintesis de acido cinnabéarico, un antimicrobiano con actividad en
contra de especies bacterianas (Eggert, Temp & Eriksson 1997).
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Las isoenzimas de lacasa producidas por hongos son del tipo extracelular e
intracelular. Hay esencialmente tres posibles funciones que le hayan sido
atribuidas a lacasas fungicas (1) la formacién de pigmentos, (2) degradacion de la
lignina, y (3) la desintoxicacién (Solomon, Sundaram & Machonkin 1996).

3.2.4. Mecanismo (sitio activo, reaccion, ciclo catalitico)

La lacasa contiene cuatro atomos de cobre, los cuales han sido clasificados de
acuerdo con sus caracteristicas de resonancia paramagnética electrénica en: tipo 1
(T1) o azul, tipo 2 (T2) o normal y tipo 3 (T3) o sitio de cobre binuclear (acoplado),
donde los cobres se acoplan antiferromagnéticamente a través de un puente. La
Figura 18 muestra el sitio activo de la lacasa. El cobre tipo 1 es coordinado con dos
enlaces de histidina y dos azufres, uno de la metionina y otro de la cisteina. El
centro tipo 2 es tri-coordinado con dos enlaces con histidinas y agua. El tipo 3 esta
tetra-coordinado, teniendo tres enlaces con histidinas y puentes de hidrégeno

-~ “,' - Cadena peptidica
J /\>~ TS o
::&'l'.: - \" K(“—cu,-sk ,

D~~»-c( |

Cadena peptlidica

Vv
Sitio trninuclear

Figura 15. Sitio activo de lacasa (Satyanarayana, Johri, & Prakash 2012).

La enzima lacasa oxida sustratos mediante la eliminacién de un electréon cada vez,
lo que genera radicales libres que se pueden polimerizar. La enzima guarda
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electrones de sus reacciones de oxidacién individuales y llega a su estado reducido
con cuatro electrones por lo que la enzima puede transferir estos electrones al
oxigeno molecular para formar agua.

El cobre T1 es el aceptor de electrones primario, y al menos uno de los dos
electrones requeridos para reducir el sitio T3, aceptor de un par electrénico,
proviene de este sitio. La velocidad de reacciéon de Cu T1 es el paso limitante de la
velocidad de reacciéon total. El cobre T2 es necesario para la oxidacion aerobia del
sitio reducido de T3, ademds permite a T3 actuar como un aceptor de dos
electrones. El papel del Cu T2 no se especifica en detalle, tal vez participa en la
transferencia de uno de los electrones necesarios para reducir el sitio T3.

En el mecanismo catalitico de las lacasas, se ha sugerido que el cobre Tipo 2
estabiliza un intermediario en la reducciéon de Oz a H2O; esto indica que el tipo 2 de
cobre es parte del sitio reduccion de O en la enzima. Se ha sugerido que la
inhibicién de la enzima a un valor de pH elevado, es debido a la formacién de un
complejo de cobre T2-OH. Este ion cobre no puede permitir la reduccién del cobre
T3 hasta que el OH- se ha disociado o se convierta en una molécula de agua. A
valores de pH bajos, una de las moléculas de agua formadas en la enzima reducida
de re-oxidacion parece estar unida al sitio de cobre T2. Estudios de lacasas ftiingicas
muestran que el agua es un aglutinante intercambiable para el sitio T2.

En la Figura 16 se presenta el ciclo catalitico de lacasa, que muestra el mecanismo
propuesto para la reduccion y reoxidacion de los sitios de cobre. El sustrato reduce
el sitio T1 en el "intermediario nativo”, que luego transfiere el electrén al claster
trinuclear. Se muestran dos posibles mecanismos para la reducciéon de la
agrupacion trinuclear: A) los sitios de T1 y T2 juntos para reducir el par de T3 y B)
cada uno de los sitios de cobre en el claster trinuclear se reducen secuencialmente
por la transferencia de electrones desde el sitio T1, en cuyo caso el sitio T3 ya no
actta como un aceptor de dos electrones. Una reduccion lenta del “Intermediario

nativo” conduce a la forma completamente oxidada (Satyanarayana, Johri &
Prakash 2012).
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3.2.5. Mediadores que amplian el rango de accion de la enzima

Algunos mediadores son 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), 1
hidroxibenzotriazol (HBT), benzotriazol (BT), Remazol brillante azul (RBB),
clorpromazina (CPZ), promazina (PZ), 1-nitroso-2-naftol-3,6- acido disulfénico
(NNDS) y acido-naftalenosulfénico-3-nitroso-1 4-hidroxi (HNNs). Sus estructuras
se muestran en la Figura 17.

Los mediadores ABTS y HBT son aquellos que se han usado mas en procesos tales
como deslignificacion de la pulpa (Bourbonnais, Paice, Freiermuth, Bodie, &
Borneman, 1997), decoloracién y desintoxicacion de tintes textiles (Reyes, Pickard,
& Vazquez-Duhalt, 1999), la degradacion de contaminantes organicos
recalcitrantes como hidrocarburos aromaéticos policiclicos (HAP) (Mansur et al.
1997).

47



|/ Universidad
N _Pontificia
Bolivariana

0 NH2

HO,S s s SO, H N N SO ;Na
S \Y
>:H-N=< W N ©‘ $0,CH,CH,050 ;Na

N N N’ N’

1 1 1 1

CH,CH,  CH,CH, OH H O HN

2,2’azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6sulfonic acid) 1-hydroxybenzotriazole benzotriazole remazol brilliant blue
\ SO.H
f”zCHzCHz“(CHslz CH,CH,CH,N(CH;),  HO,S SO, H 3
" “ I!l ©©
OH N
s i on O
H
S 0
chlorpromazine promazine 1-nitroso-2-naphthol-3,6-disulfonic acid 2-nitroso-1-naphthol-4-sulfonic acid

Figura 17. Estructuras de algunos mediadores de lacasa (Bourbonnais et al. 1997)

El sistema lacasa mediador (LMS) podria desempefiar un papel importante a la
vista de procesos de blanqueo alternativos en la industria de pulpa y papel.
Bourbonnais y colaboradores encontraron que el rango de substrato de la lacasa
puede extenderse a subunidades no fenélicas de la lignina mediante la inclusion de
un mediador, como ABTS.

La deslignificacion de pasta Kraft se ha reportado con lacasa y 1-
hidroxibenzotriazol (HBT), después del tratamiento repetido con lacasa-ABTS
seguido por extraccion alcalina. Bourbonnais y otros han encontrado diferencias
significativas en la reactividad entre las lacasas de diferentes hongos cuando son
probadas para la deslignificacion de pulpa en presencia de los mediadores ABTS y
HBT. Sin embargo, todas las lacasas fueron capaces de deslignificar pulpa en la
presencia de cualquier mediador, aunque la extensiéon de la deslignificaciéon y
desmetilacion eran bastante variable. En general, la desmetilacion de pulpas por
lacasas en presencia de HBT fue mucho menor que la desmetilacién de pulpas por
lacasas en presencia de ABTS. Sin embargo, la tendencia general que surgi6 es que
todas las lacasas fungicas probadas son mas susceptibles a la desactivacion en
presencia de HBT que en presencia de ABTS. Sus resultados muestran que ABTS y
HBT tienen una capacidad similar para promover la deslignificaciéon de la pulpa
kraft.

(Majcherczyk, Johannes, & Hiittermann 1998) usan lacasa de Trametes versicolor en
presencia de HBT para oxidar hidrocarburo policiclico aromatico (PAH). Los
autores obtiene que el grado de oxidacion fue bajo pero de aproximadamente el
10% y se encontré para ocho PAH adicionales: acenafteno, fluoranteno, pireno,
benzo [a] antraceno, criseno, benzo [b] fluoranteno aumento de la oxidacion de la
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HAP: acenaftileno, acenafteno, fluoreno, antraceno, benzo [a] pireno, perileno y se
eliminaron casi completamente de la mezcla de reacciéon. La oxidaciéon de pireno y
benzo [a] antraceno aumenté de un 8% y 6% sin un mediador a 48% y 53% en
presencia de HBT.

Reyes y colaboradores examinaron el hongo inmovilizado Coriolopsis gallica
durante ciclos repetidos de decoloraciéon del tinte y el efecto de HBT, como un
mediador radical, se utilizé para ampliar el nimero de decolorado del tinte en
textiles. Los colorantes empleados tenian diferentes estructuras quimicas,
incluyendo antraquinonas, oxazinas, ftalocianinas y compuestos azoicos.

3.2.6. Aplicaciones de la lacasa

Las lacasas pueden emplearse en deslignificaciéon de pulpa (Bourbonnais et al.
1995) (Eriksson, Blanchette, & Ander 2012), blanqueo de tintes textiles (Wong & Yu
1999), la desintoxicacion de aguas residuales (Raghukumar, 2000), la
desintoxicacion de xenobiéticos (Mougin et al., 2002), la fabricacién de detergentes
y la transformacién de antibiéticos y esteroides (Cohen, Persky, & Hadar 2002).

Diferentes autores proponen dosis y tiempos para los tratamientos de biopulpeo,
en la Tabla 9 se muestran diferentes estudios con lacasas, sus dosis y sus resultados:
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Tabla 9. Estudios de tratamientos realizados con lacasa
. Dosis . p
Autores Origen Tiempo Resultados Titulo
empleada
Longitud de Deslignificacion
ruptura: 5000m; L
fndice de enzimatica de
Bourbonnais, Trametes 5Ul/g, 2h tallido pulpa Kraft usando
oras esta :
R. Paice, M. versicolor 1% ABTS . lacasa y ABTS
3.45kN/g; Indice
(Bourbonnaus
de rasgado: 1996)
22.45mNm?/g '
Porcentaje de
L . Factores que
lignina oxidado:
57% en oulpa afectan la
Suurnakki, A. . 5a20 5a60 o P -p activaciéon de
T. hirsuta . Kraft ; Dosis
Oksanen, T. Ul/g minutos sptima: 15U1/ pulpas con lacasa
optima:
t'p , timog (Suurnakki et al.
iempo 6p :
2010).
30 min )
Dosis 6ptima:
160U1/ g; ti )
o /& tiempo Modificaciéon de
6ptimo: 20 horas; ulpa de papel
Indice de coi‘u pado rSCiEIado
Chen, Y. Wan, Trametes 40 a 240 4a20 tracciéon: 125 cor% ol sistema
J. etal. versicolor Ul/g horas mN/g; Indice de
. lacasa
estallido: 0.449 .
KPa m2/g; indice mediador(HBT)
& (Chen et al. 2012).
de rasgado:
7.32mNm?/g
Estudio de |
Nmero Kappa: e fcacion
Oudia, A. 14.5; Lignina de pul ga raft con
e
Mészaros, E.  Polyporus pinsitus ~ 15Ul/ g 2 horas klason: 0.9% PP
lacasa (ABTS)
etal. Blancura ISO:

50.7%

(Oudia, Mészaros &
Jakab 2007).
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3.3. Endoglucanasa

Las endoglucanasas (endo-1,4-B-D-glucanasa) son capaces de actuar sobre la
estructura cristalina de la celulosa fragmentando en dos la cadena mediante un
ataque que se puede producir en cualquier posicion de la cadena lineal. Las
exoglucanasas (exo-1,4-B-D-glucanasa) atacan las cadenas de celulosa pero
exclusivamente por uno de sus extremos. Liberan una molécula de celobiosa, por
lo que reducen en dos unidades la longitud de la cadena. La accion previa de las
endoglucanasas, fragmentando las moléculas de celulosa, hace que las
exoglucanasas tengan mas grupos terminales por donde atacar esa cadena de
celulosa. Por tltimo, cada molécula de celobiosa liberada por las exoglucanasas se
puede romper por las B-1,4-glucosidasas en dos moléculas de glucosa (Villar
2008).

3.3.1. Mecanismo

Los hongos de pudricién blanca producen un complejo de enzimas celuloliticas
que consta de: endoglucanasa, exoglucanasa y celobiasa, las cuales trabajan
sinérgicamente (Bégum & Lemaire, 1996).

* Endoglucanasas (1,4- f-D-glucan 4-glucanohidrolasas), que producen una
disminucién en el grado de polimerizacion de la celulosa, por cortes al azar
de la cadena glucosidica, produciendo glucosa, celobiosa (disacaridos) y
celotriosa (trisacaridos). Los sustratos sobre los que actdan las
endoglucanasas  incluyen  carboximetilcelulosa, celulosa  amorfa,
celooligosacaridos; que no atacan de forma significativa a la celulosa
cristalina (Barreto, S., 2008).

* Exoglucanasas, producen principalmente rupturas secuenciales en la
molécula de celulosa a partir de un extremo no reductor liberado y estan
representadas por dos grupos de enzimas: exocelobiohidrolasas o
celobiohidrolasas (CBH) (1,4- B-D-glucan celobiohidrolasas) que liberan
unidades de celobiosa a partir de un extremo no reductor vy
exoglucohidrolasas (1,4- B-D-glucan glucohidrolasas) que liberan unidades
de glucosa a partir del extremo no reductor liberado e incluyen también
actividad de las celobiohidrolasas produciendo celobiosa por ataque en el
extremo no reductor del polimero. Las celobiohidrolasas son las que se
hallan mas frecuentemente (Angelo 2004).
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* B-glucosidasas (B-D- glucésido glucohidrolasas), que hidrolizan celobiosa y
otros B-1,4-oligoglucésidos de cadena corta, para formar glucosa (Moore, D.,
1998).

La celulosa es atacada inicialmente por la endoglucanasa, la cual se liga al azar
sobre las microfibrillas de celulosa en regiones amorfas, produciendo hidrélisis de
los enlaces B-1,4-glucosidicos, generando asi mdaltiples sitios de ataque para las
exo-1,4- B-D-glucanasas, las que acttian sobre los extremos no reductores de la
cadena, rompiendo una unidad de celobiosa. Existe una cooperaciéon continuada
entre la acciéon de ambas enzimas y la de la B-glucosidasa, la cual acttia sobre la
celobiosa o también sobre pequefios oligomeros, produciéndose asi moléculas de
glucosa. El resultado de la accién de estas tres actividades enzimaticas es la
degradacion sinérgica de la celulosa como se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Accion de las celulasas (Barreto, S., 2008)

Los hongos de pudricién marrén utilizan un sistema celulolitico bien diferenciado
del sistema hidrolitico de los hongos de pudricién blanca. Estos pueden
depolimerizar celulosa rapidamente a través de un mecanismo que involucra a la
endoglucanasa y a factores no proteicos, entre ellos H.O2 y Fe*? , ya que producen
endoglucanasas y B-glucosidasas, pero aparentemente no producen exoglucansas
(Coughlan & Ljungdahl 1998).
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4. MATERIALES Y METODOS

En la Figura 19 se presenta un diagrama en el cual se muestra la metodologia
utilizada en este trabajo. A continuacion se realiza la descripcién de cada etapa del

proceso.
* Actividad Enzimatica
Lacasa
* Actividad Enzimatica
Xilanasa
: - 5% Na
oty Tratamiento 6 sz‘u NaOH
*+ 0.1%AQ
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Figura 19. Diagrama del proceso realizado

4.1. Caracterizacion quimica de la materia prima (bagazo de cafia)

Se caracteriz6 el bagazo de cafia desmedulado mediante normas estandarizadas
TAPPI, cuantificando: extraibles orgénicos (TAPPI T-264-om-97), extraibles
acuosos (TAPPI T-207-om-93), lignina Klason (TAPPI T-207-om-88), porcentaje de
cenizas (TAPPI T-211-om-93) y numero Kappa (TAPPI T-236-om-85). La
caracterizacion se realiz6 a la materia prima antes y después del proceso de pulpeo
alcalino, para establecer los rendimientos de las pulpas.
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4.2. Actividades enzimaticas

Se determinaron las actividades enzimaticas por medio de ensayos quimicos para
cuantificar las cinéticas enzimaticas. Este procedimiento se realizé con el fin de
saber la actividad real de las enzimas empleadas en el ensayo, con los valores de
actividad obtenidos se calcularon las cantidades de enzimas requeridas en cada
tratamiento.

Para la lacasa, se determind la actividad monitorizando la oxidacién de ABTS
(Acido  2,2-azino-bis(3-etylbenzotiazoline-6-sulphonico) a 420 nm. La
cuantificacion se realiz6 adicionando 10 pL de la solucién que contiene la enzima, 5
nL de solucién tampén de acetato de sodio 100 mM y pH 4 y 400 pL del reactivo
ABTS 1 mM. La reaccién se realizé durante 1 minuto. La oxidacién del ABTS se
siguié6 por el incremento en la absorbancia a 420 nm y 25 °C. La actividad
enzimatica de la lacasa esta definida como la cantidad de enzima requerida para
oxidar una micromol de ABTS por minuto a 25°C y pH 4 (Agudelo & Mufioz 2013).

Para la xilanasa, se determiné la actividad midiendo aztcares reductores por la
reaccion con acido dinitrosalicilico (DNS, por sus siglas en inglés), a 540 nm. La
cuantificacion se realiz6 diluyendo 10 pL de la solucién que contiene la enzima en
un volumen final de 2000 pL en solucion de fosfato de sodio 50 mM, pH 7.6 y 0.5%
(w/v). La actividad enzimatica de la xilanasa esta definida como la cantidad de

enzima requerida para producir una micromol de aztcar reductor por minuto a 50
°Cy pH?7.6. (Bendl et al., 2008).

4.3. Biopulpeo

El biopulpeo se realiz6 evaluando dos enzimas comerciales sobre el bagazo de
cafia, lacasa y xilanasa. Se cuantific6 la actividad de las enzimas utilizando el
método propuesto por (Bendl & Woolridge 2008) como se mencioné en el numeral
anterior.

De acuerdo a la bibliografia revisada se tomaron dos valores (maximo y minimo)
para las dosis y los tiempos de duraciéon del biopulpeo, como se muestra en la
Tabla 10 (Rico Campos, 2010) (Zhao et al., 2002).
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Tabla 10. Dosis y tiempos del biopulpeo para cada enzima
Enzi Dosis minima Dosis maxima Tiempo minimo Tiempo méaximo
nzima . .

(Ulg) (Ulg) (min) (min)

Lacasa 3.0 15.0 60.0 240.0

Xilanasa 5.0 20.0 60.0 240.0

Se realiz6, un andlisis estadistico de los datos para lacasa y xilanasa como se
explica en detalle en el siguiente numeral.

En el biopulpeo, ademés de la lacasa y la xilanasa se evaluaron las propiedades
papeleras con endoglucanasa comercial proporcionada por LC Paper. Las
condiciones fueron proporcionadas por el grupo de investigacion LEPAMAP
(Gonzélez et al., 2013).

4.4. Analisis estadistico y grafico de los datos

Se realiz6, inicialmente, un disefio de experimentos de seleccién 22 con punto
central y tres repeticiones y sus variables respuesta, extraibles organicos (%),
acuosos (%) y lignina Klason (%). De este disefio se obtienen las tablas ANOVA y
las R? para cada variable respuesta.

Debido a que no se logré el ajuste esperado de los datos se realiz6 una
comparacién de los datos usando el software Codapack mediante un andlisis
exploratorio de datos (Pawlosky, Egozcue & Tolosana 2015). Este analisis se llevé a
cabo con la colaboracién del Departamento de informética y matemaética aplicada
de la Universidad de Girona.

En el andlisis se emple6 el diagrama biplot, que es una representacién gréfica de
datos multivariantes, que muestra la distribucién conjunta de tres o mas variables.
El biplot aproxima la distribucién de una muestra multivariante en un espacio de
dimensién reducida, normalmente de dimensién dos, y superpone sobre la misma,
representaciones de las variables sobre las que se mide la muestra. Las
representaciones de las variables son normalmente vectores, y coinciden con las
direcciones en las que mejor se muestra el cambio individual de cada variable
(Varela & Blazquez 2002). En lugar de considerar cada una de las variables
separadamente (andlisis univariado), se construye un nimero (generalmente
reducido) de nuevas variables sintéticas de tal manera que estas nuevas variables
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contengan una alta proporciéon de la informacién contenida en el conjunto de
variables originales (Pinzén, L.M., 2012).

Para realizar el diagrama biplot se requiere modificar los datos a una
transformaciéon log-cociente, donde, dada una composicién con D partes, la
transformacién log cociente centrada (clr) de X € §” a Z & R” se define como:

ln( al ),ln( % ),...,ln( *p )
g(X) g(X) g(X

donde g(X) esla media geométrica de las D componentes de X (Casceres 2015).

t

Z=clr(X)=

Finalmente se realiz6 el andlisis grafico donde se presenta un grafico de piramides
que relaciona las tres variables del efecto de las dosis de lacasa (Ul/g) y los
tiempos (minutos) sobre los extraibles orgénicos (%), extraibles acuosos (%) y
lignina Klason (%), respectivamente.

Se busca con estas graficas observar los efectos del tratamiento y analizarlos para
cada una de las enzimas de acuerdo al efecto que producen en las fibras.

4.5. Pulpeo alcalino

Las fibras pretratadas se introdujeron en un digestor con NaOH 6.25% a una
temperatura de 160°C durante 30 minutos. Luego se llevé la pulpa a una
suspension al 1% aproximadamente, se procedi6 a la formacién y secado de hojas
de pasta. Posteriormente se evaluaron en las hojas factores como el rendimiento
del pulpeo alcalino, el grado Schopper-Riegler (TAPPI T-227-om-94), el niimero
Kappa (TAPPI T-236-om-85), la longitud de ruptura (TAPPI T-404-om-87), el factor
de estallido (TAPPI T-403-om-85), el factor de rasgado (TAPPI T-414-om-88), la
porosidad Gurley (TAPPI T-460-om-11), la cohesion interna o internal bond strenght
(TAPPI T-569-om-09) y el andlisis morfologico de las fibras para obtener el
diametro, la longitud y el porcentaje de finos de las fibras.

57



| 4 Universidad
N _Pontificia
Bolivariana

5. ANALISIS DE RESULTADOS

En primer lugar se realiz6 una caracterizacion previa de la fibra, una cuantificacion
de las actividades enziméticas y la determinacién de las condiciones de operacion.
Posteriormente, se realiz6 el biopulpeo y el pulpeo quimico con las enzimas
comerciales lacasa, xilanasa y endoglucanasa sobre el bagazo de cafia. Finalmente,
para constatar su efecto, se evaluaron las propiedades papeleras de las pulpas
obtenidas.

5.1. Caracterizacién quimica del bagazo de cafia

La composicién quimica de la madera y desechos agricolas es principalmente
celulosa, hemicelulosa y lignina, y pequefias cantidades de otros componentes
quimicos tales como resina, acidos grasos, triglicéridos, esteroles y ésteres
generalmente clasificados como extractivos (Johansson, 2002).

El bagazo de cafia desmedulado se caracteriz6 mediante Normas TAPPI, en la
Tabla 11 se reportan los resultados obtenidos y la comparaciéon con los valores
reportados por otros autores para la fracciéon fibrosa del bagazo o bagazo
desmedulado, la médula representa del 18% al 20% del bagazo de cafia.

Tabla 11. Caracterizacién quimica del bagazo de cafia

Bagazo desmedulado

Composicién Quimica experimental Fraccién fibrosa* Faccion médula*
Cenizas totales (%) 1.84 1.4 5.5
Extraibles orgéanicos (%) 11.9 24 29
Extraibles acuosos (%) 159 9.02 7.3
Lignina Klason (%) 17.1 19 21.7
Holocelulosa (%) 53.26 68.18 36.5

Fuente: (Sanjudn &Patt 2001)
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Como se refleja en la Tabla 11 el bagazo desmedulado presenta una composiciéon
similar a los valores obtenidos en la literatura, siendo el contenido de extraibles
orgénicos y acuosos mayor para el bagazo experimental, esto puede deberse a que
la fibra experimental puede contener trazas de médula; comparando con otros
autores el valor de cenizas para el bagazo desmedulado es 0.44% mas con respecto
a la fraccion fibrosa y 3.66% mayor para la fraccion médula, en extraibles
orgéanicos el valor experimental estd 9.5% por encima del reportado para la fracciéon
fibrosa y 17.1% por debajo comparado con la médula; para extraibles acuosos el
valor experimental se sitta 6.88% y 8.6% por encima de la fraccién fibrosa y la
médula, respectivamente; en cuanto a la lignina Klason experimentalmente se
obtiene un valor 1.9% por debajo de la fraccién fibrosa y 4.6% de la médula.

5.2. Actividades enziméticas

Se determinaron las actividades enzimaticas de las enzimas, lacasa y xilanasa, de
acuerdo a la metodologia propuesta por Daza (2013).

Las principales desventajas del pretratamiento con hongos, es el lento crecimiento
de los éstos (2 a 4 semanas) y la pérdida del rendimiento debido a la degradacién
de los polisacaridos, junto con la degradacion de la lignina durante el tratamiento
con hongos. Para superar estos problemas es de interés utilizar enzimas aisladas.
Una de las ventajas del tratamiento enzimético es que se tarda s6lo unas pocas
horas, un menor tiempo comparado con los tiempos requeridos en el tratamiento
con hongos. Esto hace que el biopulpeo industrial pueda ser econémicamente
factible (Zhao et al. 2002).

La dosis de enzima debe buscarse para cada caso particular. En este caso se tiene
una actividad de 28 UI/ g de enzima para la lacasa y de 13.5 UI/ g de enzima para
la xilanasa, estas actividades se emplearon en el calculo de los gramos de enzima
utilizados en los tratamientos de las fibras. Este dato permite saber cuantos gramos
de enzima se deberan pesar para garantizar que la actividad enzimatica esté en un
intervalo de 1 a 5 Ul por gramo de pulpa (de acuerdo a especificaciones del
fabricante) y ademds garantizar consistencias de la pulpa en torno al 10%,
asegurando una mezcla eficaz de las pulpas con los reactivos.

59



| 4 Universidad
N _Pontificia
Bolivariana

5.3. Determinacion de las condiciones de operacion

Se realiz6, inicialmente, un disefio de experimentos de selecciéon 22 con punto
central y tres repeticiones para la lacasa y xilanasa, las variables respuesta fueron,
extraibles organicos (%), acuosos (%) y lignina Klason (%). De este disefio se
obtuvieron las tablas ANOVA y las R? para cada variable respuesta.

La endoglucanasa se evaltio tnicamente en las propiedades papeleras debido a
que las dosis y tiempos de tratamiento fueron halladas en investigaciones
anteriores por el grupo LEPAMARP y estan establecidas (Gonzalez et al., 2013a).

Analizando las tablas ANOVA vy los valores de R? para cada variable respuesta, se
obtiene que el 79.22% (que es el R?> maximo obtenido) del modelo explica la
variabilidad de los datos, por lo que se propone su analisis de forma gréfica.

En la Tabla 12 se muestran las tablas ANOVA realizadas en el disefio de
experimentos usando el software Statgraphics.

Tabla 12. Analisis ANOVA y R2? para lacasa y xilanasa

Anilisis de varianza para extraibles organicos en Lacasa

Fuente CSul:zllfajlis GL Clﬁgg?jo Razén-F Valor-P
A:Dosis 1.728 1.000 1.728 21.770 0.002
B:Tiempo 0.213 1.000 0.213 2.690 0.145
AB 0.212 1.000 0.212 2.670 0.146
Falta de ajuste 0.041 1.000 0.041 0.520 0.494
Error puro 0.556 7.000 0.079 T -
Total (corr.) 2.748 11.000 T T Tem-
R-cuadrada (%) 78.282 M- C--- C--- ‘-

Analisis de Varianza para Extraibles Acuosos en Lacasa

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados GL Medio Razoén-F Valor-P
A:Dosis 2174 1.000 2174 2.930 0.138
B:Tiempo 2.590 1.000 2.590 3.500 0.111
AB 7.331 1.000 7.331 9.890 0.020
Falta de ajuste 0.183 1.000 0.183 0.250 0.637
Error puro 4.446 6.000 0.741 - -
Total (corr.) 16.387 10.000 -—- -—- ---
R-cuadrada (%) 71.751 - -—- -—- ---
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Tabla 12: Continuacién

Anilisis de Varianza para Lignina Klason en Lacasa

Fuente Cifgfajis GL Cﬁjéijo Razén-F Valor-P
A:Dosis 8.371 1.000 8.371 7.940 0.031
B:Tiempo 9.158 1.000 9.158 8.680 0.026
AB 7.437 1.000 7.437 7.050 0.038
Falta de ajuste 0.826 1.000 0.826 0.780 0.410
Error puro 6.327 6.000 1.055 - -
Total (corr.) 2.232 10.000 --- --- -—
R-cuadrada (%) 67.956 -— -— -— -—
Analisis de Varianza para Extraibles Acuosos en Xilanasa
Fuente CSul:zlljajzs GL C;ZS;?:O Razén-F Valor-P
A:Tiempo 0.949 1.000 0.949 1.260 0.299
B:Dosis 20.638 1.000 20.638 27.330 0.001
AB 3.233 1.000 3.233 4.280 0.077
Falta de ajuste 0.975 1.000 0.975 1.290 0.293
Error puro 5.287 7.000 0.755 - -
Total (corr.) 30.137 11.000 - - -
R-cuadrada (%) 79.223 - - - -—-
Analisis de Varianza para Extraibles Organicos en Xilanasa
Fuente CSul:zlljajzs GL Cﬁjé?jo Razén-F Valor-P
A:Tiempo 4521 1.000 4.521 5.980 0.040
B:Dosis 7.423 1.000 7.423 9.810 0.014
AB 0.286 1.000 0.286 0.380 0.556
Falta de ajuste 4.435 1.000 4.435 5.860 0.042
Error puro 6.053 8.000 0.757 - ---
Total (corr.) 21.297 12.000 --- --- ---
R-cuadrada (%) 50.754 - - - -
Anilisis de Varianza para Lignina Klason en Xilanasa
Fuente Suma de GL Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
A:Tiempo 27.121 1.000 27.121 8.540 0.019
B:Dosis 0.410 1.000 0.410 0.130 0.729
AB 4.066 1.000 4.066 1.280 0.291
Falta de ajuste 0.005 1.000 0.005 0.000 0.970
Error puro 25.401 8.000 3.175 - -
Total (corr.) 56.760 12.000 --- - -—
R-cuadrada (%) 55.240 -— - - -—
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De acuerdo a lo observado en las tablas ANOVA y sus R cuadrados, se puede decir
que las regresiones no se aproximan lo suficiente al 100%, esto se debe a que los
datos no se ajustan satisfactoriamente a los modelos por lo que se aplican otras
exploraciones estadisticas para estudiar el experimento caso de estudio.

5.3.1. Analisis estadistico:

En la Figura 20 y la Tabla 13 se muestran el grafico biplot y el andlisis de
componentes principales para los datos obtenidos, usando el software Codapack
(Egozcue & Tolosana 2011), alli se muestra el andlisis de variabilidad de los
tratamientos, por medio de la matriz de varianzas de los logcocientes simples, el
biplot que muestra una proyeccion de los datos y de las variables clr (definicién en
el numeral 4.4 del documento) centradas (Egozcue & Pawlowsky 2011).
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Figura 20. Grafico biplot
Codigo Descripcion
X Xilanasa
L Lacasa
C Control
clrO Clr E. Orgéanicos
clr A Clr. E. Acuosos
crL Clr. Lignina Klason
clr W** "=100-A-O-L
**Se creo la variable solo para efectos estadisticos
Tabla 13. Componentes principales de los tratamientos
. Prop.
clr.O clr.L clr W Cum. Prop
Exp.
PC1 0.3259 0.2997 -8643 0.6386
PC2 -0.4694 0.8109 0.0078 0.9332
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El grafico muestra la proyecciéon XY de los datos, ya que es la que mas varianza
aporta con respecto a las otras proyecciones, XZ, YZ; hay diferencias de W con la
media geométrica de las demads variables O, A y L. La independencia de los rayos,
es decir que no se presente superposicion, es importante en este tipo de gréfico lo
que se ve reflejado en la tabla con valores adecuados para las variables.

Las dispersiones de las medias en el grafico pueden reunirse en dos subgrupos,
unos a la izquierda, correspondientes a la xilanasa y otros a la derecha de lacasa.
Esto confirma que las dos enzimas actian de manera diferente. Mientras que la
xilanasa realiza su actividad enzimatica atacando a los xilanos, las lacasas
intervienen los enlaces correspondientes a la lignina (Rico Campos, 2010).

La superposicién de los ejes clr.A y clr.O en la proyeccion XY sugiere que las lineas
en el grafico estan asociados entre si, comportamiento que se debe a que estas dos
extracciones se realizan de manera secuencial, esto es, primero se realiza la
extraccion con organicos y luego con acuosos.

La Tabla 13 por su parte, muestra las componentes principales donde se observa
un 93.32% de variabilidad representada, lo que indica la adecuada confiabilidad de
los datos. Asimismo, la tabla presenta la particion de los datos observada entre los
valores cercanos a cero y los signos de cada valor.

Se puede obtener del andlisis realizado que los datos tienen una alta variabilidad
debido a que el tratamiento se realiza directamente sobre la fibra, sin tratamientos
previos, por lo que el acceso de la enzima en ellas es més tortuoso y también que el

tratamiento podria requerir una agresividad mayor que la estudiada (Wang et al.,
2014).

La ubicacién y dispersiéon de los puntos en el grafico biplot refleja una alta
variabilidad en los resultados de cada tratamiento. El uso de enzimas de manera
directa sobre las fibras del bagazo, sin realizar en ellas un tratamiento previo
(como un blanqueo o un refinado), limita el acceso de la enzima a su estructura
quimica, haciendo mas tortuoso su accionar (Martin-Sampedro, Eugenio, & Villar,
2012).

5.3.2. Analisis grdfico:

El analisis gréafico busca evaluar de manera analitica los resultados obtenidos
directamente del tratamiento con enzimas. Este tratamiento con enzimas busca que
se reduzcan las concentraciones de extraibles orgénicos y acuosos; esto se logra
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gracias a que la xilanasa rompe los enlaces glicosidicos internos del heteroxilano
que se encuentra en las fibras liberando estos compuestos (Bastawde, 1992).

La lignina Klason también se ve afectada, se reduce, ya que la lacasa oxida los
compuestos fenodlicos presentes en la lignina degradando la misma.

Se caracteriz6 quimicamente el bagazo desmedulado (ver apartado 4.1.)
obteniendo como valores experimentales de control: extraibles organicos 11.9%,
extraibles acuosos 15.9% y lignina Klason 17.1%. Estos valores seran usados como
valores de referencia para el analisis.

Lacasa

En la Figura 21 se presenta el gréfico de pirdmides en tres dimensiones que
relaciona las tres variables del efecto de las dosis de lacasa (profundidad del
grafico) y los tiempos (sobre el ancho del grafico) sobre los extraibles organicos
(EO), extraibles acuosos (EA) y lignina Klason (LK) obtenidos, respectivamente.
Queda representado asi de manera grafica el valor de la variable (EO, EA o LK) de
acuerdo a las condiciones de operacion (dosis y tiempo), buscando la combinacién
de condiciones que favorezcan la reduccion en la variable (E.O., E.A. o L.K)).

Lacasa (% E.O)

s

Extraibles organicos

Dosis (Ul/g)

t{min)
b
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Extraibles acuosos (%)

Lignina Klason (%5)

El grafico de extraibles organicos muestra que para la mayor dosis (15Ul/g) y el
mayor tiempo (240 min) se presenta un 5.14%, 5.55% y 7.07% menos de extraibles

18(

t (min)

t (min)

Lacasa (% E.A)

Dosis (Ul/g)

Lacasa (% L.K)

Dosis (Ul/g)

Figura 21. Evaluacion de lacasa sobre las fibras

orgéanicos, acuosos y lignina Klason, respectivamente, comparado con el control.

El volumen de la enzima lacasa es un condicionante para su ataque sobre
materiales lignoceluldsicos. Se ha supuesto entonces que dicho ataque sélo tiene
lugar en la superficie de las fibras, la tinica zona accesible a la enzima. En la
degradacion natural, este ataque ocurre ademads en la superficie del lumen de las
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fibras, ya que esta region es la via de ataque de la enzima. Otro modo de actuacién
es la cooperacion de la enzima con mediadores, compuestos de bajo peso
molecular que accederian y oxidarian la lignina fuera del alcance de la enzima lo
que hace que se amplie el rango de funcionamiento de la misma; este modo de
actuacion se debe también a que a mayor tiempo de tratamiento se garantiza la
accion del mediador y existe una mayor oxidaciéon de compuestos fendlicos por
accion de la lacasa; es por esto que se obtiene una reduccion del 7.07% para la
lignina Klason para el mayor tiempo de contacto y la mayor dosis de enzima (Saad
et al. 2008; Corral &Villasefior 2006).

Se sabe que el tratamiento enzimético elimina la mayoria de los triglicéridos,
ésteres de esteroles y glicosidicos esteroidales. También el sistema lacasa-mediador
elimina en gran parte, los dcidos grasos, que son eliminados en menor medida que
los otros compuestos lipofilicos, estos compuestos pertenecen a los extraibles
orgéanicos que se reducen un 5.14% con respecto al control (Rico Campos, 2010).

En la Figura 22 se presentan las barras de error de los datos obtenidos.

Lacasa (% E.O) Lacasa (% O.A)

10.5 17.5

12.45
7.48 7.02 7.16 7.18 6.76 10.96 1170 10.87

7 1 . 1 1 1 14 I I I 1 10.35

10.5

35
35
0 0

60min, 3Ul/  60min, 150min, 240min, 240min, 60min, 3Ul/  60min, 150min, 240min, 240min,
g 15Ul/g 9ul/g 3Ul/g 15Ul/g g 15Ul/g 9ul/g 3Ul/g 15Ul/g

Lacasa (% L.K)

11.32 11.02
14 10.84
10.46 I 10.03

s gl ml g

35

0
60min, 3Ul/  60min, 150min, 240min, 240min,
g 15Ul/g 9ul/g 3Ul/g 15Ul/g

Figura 22. Barras de error para lacasa
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Las barras representan las desviaciones estdndar de los datos obtenidos, donde los
cambios entre datos de las diferentes dosis y tiempos son reducidos debido a que
la accion de las enzimas sobre la fibra sin tratamientos previos puede ser de dificil
acceso para las enzimas, por lo que la literatura emplea microorganismos y/o
tratamientos previos a la pulpa (como pulpeos quimicos, blanqueos por etapas,
entre otros) lo que hace que las fibras sean més accesibles y se logre la penetracion
de las enzimas (Ramos et al. 2001).

Xilanasa

En la Figura 23 se presenta el grafico de pirdmides en tres dimensiones que
relaciona las tres variables del efecto de las dosis de xilanasa (profundidad del
grafico) y los tiempos (sobre el ancho del grafico) sobre los extraibles organicos
(EO), extraibles acuosos (EA) y lignina Klason (LK) obtenidos, respectivamente.
Queda representado asi de manera grafica el valor de la variable (EO, EA o LK) de
acuerdo a las condiciones de operacion (dosis y tiempo), buscando la combinacién
de condiciones que favorezcan la reduccion en la variable (E.O., E.A. o L.K)).
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Figura 23. Evaluacioén de xilanasa sobre las fibras

El grafico de extraibles organicos muestra que para la menor dosis (5UI/g) y el
menor tiempo (60 min) se presentan un 1.41%, 1.45% y 1.18% menos de extraibles
orgéanicos (EO), acuosos (EA) y lignina Klason (LK), respectivamente, comparado
con el control. Se selecciond este tratamiento debido a que fue el que presenté la
mayor reducciéon de EA, EO y LK con respecto a los demés.
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Este efecto se debe a que se rompen enlaces glucosidicos internos de la columna
vertebral del heteroxilano por acciéon de la xilanasa formando oligémeros o
azucares de bajo peso molecular que pueden ser extraidos en agua, tal como se
describi6 en el mecanismo del numeral 3.1.5 de la enzima. Las xilanasas atacan la
unién lignina-carbohidrato haciendo que pequefias fracciones de lignina sean
solubles en los extraibles organicos y en la lignina Klason (Corral & Villasefior
2006).

El ataque del sustrato por la xilanasa no es aleatorio y depende de la duracién y el
grado de ramificacion del mismo o la presencia de sustituyentes especificos, ahi las
hemicelulosas, que se definen como la fracciéon de las paredes celulares vegetales
que permanecen después de la eliminacién de celulosa y pectina, pueden
removerse del material fibroso o del tejido deslignificado por extraccion con alcali
o agua. Aunque las endo-enzimas (xilanasas) actian soélo en secuencias
ininterrumpidas, estas también escinden la cadena principal sélo en la proximidad
inmediata de una region sustituida (Corral & Villasefior 2006).

Las barras de error de la Figura 24 representan las desviaciones estdndar de los
datos obtenidos, donde los cambios entre datos de las diferentes dosis y tiempos
son, al igual que para lacasa, reducidos debido a que la accién de las enzimas sobre
la fibra sin tratamientos previos puede ser de dificil acceso para las enzimas, por lo
que la literatura emplea microorganismos y/o tratamientos previos a la pulpa
(como pulpeos quimicos, blanqueos en etapas, entre otros) lo que hace que las
fibras sean mas accesibles y lograr la penetraciéon de las enzimas (Ramos et al.
2001).
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Figura 24. Barras de error para xilanasa

5.4. Biopulpeo y pulpeo quimico

Es bien sabido que los extractivos de madera, resinas y grupos acetilo son
responsables de consumo de alcali en la fase inicial de la fabricacion de pasta Kraft.
La alta eliminacién de extractivos durante la biodegradaciéon debe proporcionar
cierta reduccion en el dlcali necesario para la coccion. La eliminacion de extractivos
puede resultar en canales de resina sin obstaculos, facilitando la penetracién del
licor y la reducciéon del consumo de alcali activo por componentes que no son
lignina. En realidad se ha reportado beneficio para astillas de madera, asi como
para las virutas de madera en un tratamiento con hongos no degradadores de
lignina (Ferraz &Mendonga 2002).

En este estudio, se aplicé un biopulpeo a las fibras y seguidamente un pulpeo a la
sosa; como tratamiento enzimatico ademas de la lacasa y la xilanasa se evalu6 la

71



|/ Universidad
N _Pontificia
Bolivariana

endoglucanasa proporcionada por LC Paper con las condiciones escogidas por el
grupo LEPAMAP (Gonzélez et al. 2013b).

En la Tabla 14 se muestran las condiciones seleccionadas para el tratamiento con
cada una de las enzimas basadas en el disefio de experimentos. Las dosis obtenidas
se hallaron de acuerdo al andlisis de datos experimental realizado y a la
bibliografia encontrada de biopulpeo para lacasa y xilanasa (Bendl et al. 2008), y en
el caso de la endoglucanasa se siguieron las recomendaciones del proveedor.

Tabla 14. Condiciones de operacién

Enzima Dosis Tiempo Temperatura pH
Lacasa 15UI/g* 240 minutos 30°C 4

Xilanasa 5UI/g* 60 minutos 50°C 7.6

Endoglucanasa 84 Ul/g* 30 minutos 60°C 4.8

*Gramos de pulpa seca

5.4.1. Condiciones de pulpeo y rendimientos

Se muestran en la Tabla 15 las condiciones del tratamiento quimico realizado en
todas las pulpas tratadas con las enzimas comerciales, lacasa, xilanasa y
endoglucanasa, y otra pulpa como control para determinar los efectos de las
enzimas. FEstas son condiciones tipicas para obtencion de pulpas
quimitermomecdanicas, comtinmente usadas para residuos agroindustriales (Mutjé,
Pelach & Jiménez 2005).

Los residuos agroforestales normalmente se emplean para la produccién de
papeles de embalaje o tipo flutting y se intenta obtener el maximo rendimiento
para evitar otros residuos y evitar la contaminacién. Con el uso de enzimas se
intenta aumentar el rendimiento de las cocciones y mantener o mejorar las
propiedades papeleras de los mismos.
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Tabla 15. Condiciones del pulpeo quimico

Tipo de coccion Quimicotermo-mecéanica
Hidromédulo 6:1
Temperatura (°C) 160
Tiempo (min) 30
%NaOH 6.25
%Antraquinona 0.1

Los resultados de los rendimientos obtenidos del tratamiento enzimatico y el
pulpeo quimico se muestran en la Figura 25.

100 89.58 87.58
815 85.36

80

Rendimiento (%)

Sin Tratamiento Lacasa Xilanasa Endogluconasa
Tratamiento

Figura 25. Rendimientos del pulpeo

Otros autores (Akhtar, Attridge & Kirk 1995) emplean en los tratamientos hongos
de pudricién blanca que producen enzimas como manganeso peroxidasa, lignino-
peroxidasa y lacasa por lo que los resultados de los tratamientos pueden ser
diferentes al utilizar solo una enzima como en esta investigaciéon. Los autores
(Ramos et al.,, 2001) presentan un descenso del rendimiento a causa de las
diferentes enzimas que atacan varias sustancias de las fibras y después de dias de
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tratamiento, en esta investigacion, una Gnica enzima actta especificamente en una
parte de la fibra por lo cual el rendimiento no cambia significativamente.

El rendimiento de la coccién y la propiedad de longitud de ruptura estin muy
asociados y generalmente cuanto menor es el rendimiento de la coccién mayor
longitud de ruptura tendrd el papel ya que se degrada la lignina y quedan las
fibras mas libres para entrelazarse.

Al efectuar una coccién con agentes quimicos se degradan los enlaces aril-éter, aril-
alquil y alquil-alquil en las moléculas de lignina por lo que el rendimiento de la
cocciéon es menor. En la Figura 26 se muestran dichos enlaces.

—t—
/ l
HCOH

R N
aril-alquil——__ 0O

Figura 26. Principales enlaces presentes en las moléculas de lignina (Villar, 2008)

Se analiz6 cada tratamiento en funcién del namero Kappa. El nimero Kappa
indica la deslignificacion de la pulpa, en esta investigacion, todos los rendimientos
de las pulpas estdan por encima del 80% por lo que la relacion entre el nimero
Kappa y la lignina residual no es lineal y solo da una aproximacién sobre ésta (Li &
Gellerstedt 1997).

La Figura 27 muestra el nimero Kappa de cada una de las pulpas.
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Figura 27. Numeros Kappa de pulpas tratadas

Para el nimero Kappa, cuanto menor sea el valor, menor es la cantidad de lignina
presente en las pulpas; esto se debe a la accién de las manganeso peroxidasas
(MnP) y lacasas (Lac), ya que a mayor acciéon de las enzimas se aumenta la
deslignificacién causada por éstas.

Los tratamientos con enzimas consiguen aumentar el rendimiento de la coccién
respecto al de la coccién sin tratamiento pero no consiguen eliminar la lignina,
debido a la complejidad de la molécula; se consigue atacar algunos enlaces y
reducir su peso molecular aunque atn quede presente en la fibra.

Asimismo, la adicién del sistema lacas-mediador en el material sin tratamientos
previos puede causar un incremento en el niimero kappa, esto se puede evidenciar
por la dificultad de permear las fibras (Sampedro, Eugenio & Villar 2012).

5.4.2. Propiedades de la pulpa obtenida en el biopulpeo.

Para la caracterizacion de las pulpas se determinaron las propiedades papeleras
tales como, grado Schopper-Riegler, morfologia de las fibras (longitud, didmetro y
porcentaje de finos), resistencia a tracciéon (fuerza maxima y longitud de ruptura),
ensayo de delaminacién interna (Scott), indice Mullen, rasgado y porosidad
Gurley. Los resultados obtenidos se muestran en la

Tabla 16.
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Tabla 16. Propiedades papeleras de la pulpa para lacasa, xilanasa y Endoglucanasa
Sch Resistenciaala Resistencia a la
T
Muestra c1oppe Gramaje (g/fm?) Espesor (um) Longitud (mm) Finos (%) Diametro (um) ruptura
(°SR) ruptura (kN/m)
(N/15mm)

Sin Tratamiento 27.30+0.4 75.55+0.9 0.15+0.01 0.78+0.01 21.90+0.3 23.60+0.1 60.2243.7 4.01+0.3

Lacasa 37.30+1.8 76.32+1.0 0.15+0.1 0.64+0.1 33.20+3.9 24.00£0.1 56.75+1.5 3.7840.1

Xilanasa 26.8.0+1.8 76.84+0.62 0.15+0.1 0.7610.1 24.30.+£0.6 23.70.02 52.6945.4 2.81+1.6

Endoglucanasa 21.5040.7 75.94+1.1 0.15+0.1 0.82+0.1 17.70+£0.4 24.00£0.1 61.50+3.4 4.10+0.2

Indi . Indi Indi
Muest tnd1cta’de Longitud de  Estallido Indice Mullen N?ulllZZ Rasgado Rasgado raI;g::o Porosidad
uestra raccion

ruptura (m kg/cm? 1000.(kg/cm?)/(g/m? mN F Gurley(s
Ny TP m)  (eglemd)  (1000(cgemd/g/m) ot E o (mN) € Nm2e) y(s)
Sin Tratamiento 53.14+3.31  5417.00+337.6  1.76%0.1 23.35+0.2 2.29+0.1 356.50£10.9  36.40+1.1 4.70+0.2 73.00+12.6
Lacasa 49.82+1.4 5019.00+137 1.4240.1 18.734+1.2 1.84+0.1 319.5439.5 32.614.0 42+04 74.8+10.0
Xilanasa 37.01421.1  4664.00+481.1  1.43+0.1 18.82+0.7 1.85+0.1 361.70£25.2  36.90+2.6 4.70£0.3 44.10£6.3
Endoglucanasa  53.99+2.9 5504.00£301.9  1.68+0.1 22.17+0.8 2.17+0.1 369.60+40.9  37.70+4.2 4.90+0.6 30.10+6.8
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Se observa en la Figura 28 la evolucién de los biopulpeos aplicados en
cuanto a longitud de ruptura y grado Schopper.
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Longitud de Ruptura (m) ——°SR

Figura 28. Longitud de ruptura y grado Schopper de las pulpas tratadas

A continuacién se analizan las propiedades obtenidas para cada tipo de
enzima aplicada en el biopulpeo

5.4.3. Propiedades de la pulpa obtenida en el ensayo con xilanasa.

El biopulpeo con xilanasa se usa principalmente para atacar las xilanas de las
hemicelulosas de las fibras y degradar los enlaces quimicos que unen la
lignina a la madera. Las xilanasas proporcionan la posibilidad de eliminar
selectivamente hasta 20% de xilano en pulpa Kraft (Atik, Imamoglu &
Bermek 2006).

La evaluacion del efecto de la xilanasa respecto a la fibra sin tratamiento se
realiz6 a partir de las propiedades papeleras mostradas en la Tabla 16.

La longitud de ruptura es una de las propiedades mas importantes del papel
y predice si el papel es 0 no apto para el uso que se le quiere dar. En este caso
la longitud de ruptura del papel sin tratamiento es de 5417 m y una vez
aplicado el tratamiento con xilanasa es de 4664 m. La reducciéon del 14% de la
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longitud de ruptura, con respecto a la pulpa sin tratamiento, indica que si se
quiere aumentar esa propiedad hasta los 5400 m se necesita o bien una
coccién menos agresiva, ya que el uso de la enzima es limitada porque puede
degradar en exceso la fibra, o bien un tratamiento posterior a la coccién; como
la xilanasa acttia sobre las hemicelulosas de la pared primaria (mds rica en
xiloglucanos) puede que facilite un posterior tratamiento, ya sea con un
refino mecénico, la aplicacion de nanofibras de celulosa (CNF) o un
biorefinado. Al dejar mas f4cil la entrada a las capas internas de la fibra, éstas
tienen mas capacidad de hidratacion lo que implica una mejora para el refino
mecanico o también para que diferentes enzimas traten las paredes interiores
con un biorefinado posterior.

Por su parte, el grado Schopper no presenta variaciones significativas. En
cuanto a las demas propiedades, indice Mullen, rasgado y porosidad, no se
presentaron diferencias significativas.

Esto significa que el pretratamiento con xilanasa no sélo puede mejorar la
aptitud al pulpeo de la fibra, sino también disminuir el consumo de sosa
durante la coccidon. Es decir, el tratamiento de la fibra con xilanasa antes de la
fabricacion de pastas podria reducir la carga de sosa requerida para lograr el
mismo nivel de deslignificacién (Zhao et al. 2002)

5.4.4. Propiedades de la pulpa obtenida en el ensayo con lacasa.

La aplicacion del sistema Lacasa-Mediador promueve buenas propiedades de
tracciéon que se debe al hinchamiento y la unién entre las fibras (Chen et al.
2012).

En esta investigacion se tiene que la longitud de ruptura del papel tratado
con lacasa es de 5053 m, 400 m inferior a la fibra sin tratamiento. El objetivo
de la lacasa es romper la molécula de lignina en moléculas mas pequefias
produciendo pérdidas en la resistencia mecénica y un abuso de ella ocasiona
una disminucién de las propiedades como la longitud de ruptura, entre otras.

Respecto el grado Schopper, aunque la longitud disminuya, éste aumenta
hasta un valor de 37 puntos, 11 mas que la fibra sin tratamiento provocando
asi una disminucién de la drenabilidad de la suspension fibrosa. Esta
disminucién puede ser provocada por el aumento del porcentaje de finos de
la suspension, diferente a lo que sucede con la xilanasa donde la formacién de
finos no es apreciable como efecto del tratamiento. Partiendo de un
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porcentaje de 21.88% sobre la fibra sin tratar, una vez tratada estos llegan
hasta el 33.23% con el correspondiente incremento del grado Schopper-
Riegler.

Los tratamientos con la enzima lacasa y los mediadores naturales no mejoran,
significativamente, las condiciones evaluadas en papel, este hecho podria
deberse a que el mediador se queda unido o retenido en la pasta (Rico 2010).

5.4.5. Propiedades de la pulpa para el ensayo con endoglucanasa.

Se encontr6é que la longitud de ruptura se mantiene en los 5500 m (incluso
sube 100 m), por lo que se puede decir que la aplicacién de endoglucanasa
consigue una reduccion en los costes energéticos (por que se pueden bajar las
condiciones de operacién y mantener las propiedades papeleras) de la
coccion de la pulpa manteniendo las propiedades papeleras mas importantes.

Ademas la drenabilidad de la suspension fibrosa aumenta considerablemente
pasando de un grado Schopper de 27 hasta uno de 22, lo que mejora la
fabricaciéon de papel a nivel industrial. Compardndolo con el porcentaje de
finos también se ve una disminucién: 17.7% de finos con endoglucanasa
respecto a los 21.88% de la pulpa sin tratamiento; esta es la caracteristica
principal por la cual se explica la reduccién del °SR en esta pulpa. La
endoglucanasa, a su vez, es capaz de actuar sobre la estructura cristalina de la
celulosa reduciendo la cantidad de celulosa amorfa; el ataque se puede
producir en cualquier posicion de la cadena lineal produciendo un
incremento de las propiedades mecanicas de la pulpa, viéndose reflejado en
el leve aumento de la propiedad (Ek 2009b). La Endoglucanasa consigue
aumentar el rendimiento y mantener la propiedad de la longitud de ruptura,
que es uno de los objetivos de esta investigacion.

5.4.6. Analisis estadistico de algunas porpiedades papeleras.

Se realiz6 el andlisis estadistico para observar el efecto del biopulpeo sobre las
pulpas obtenidas, evaluando las propiedades papeleras de mayor relevancia,
longitud de ruptura e indice Mullen.

Se observan los resultados para longitud de ruptura en la Figura 29.
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Figura 29. Grafico de las medias para longitud de ruptura por tratamiento.

Este grafico muestra diferentes estadisticos de longitud de ruptura para cada
uno de los tratamientos. La intencién principal del andlisis de varianza de un
factor es la de comparar las medias de los diferentes tratamientos. Se observa
ademas, que tanto la xilanasa como la lacasa reducen la longitud de ruptura,
comparados con el ensayo sin pretratamiento enzimatico y la endoglucanasa
mantiene estable la propiedad. Esto se debe a la acciéon de las enzimas
presentes en cada tratamiento, en el caso de lacasa y xilanasa, éstas degradan
enlaces de las fibras (fenodlicos, no fendlicos y glucosidicos, respectivamente)
lo que causa dafio en la estructura de la misma y se ve en la reduccién de la
propiedad, la endoglucanasa a su vez, es capaz de actuar sobre la estructura
cristalina de la celulosa reduciendo la cantidad de celulosa amorfa; el ataque
se puede producir en cualquier posicion de la cadena lineal produciendo un
incremento de las propiedades mecanicas de la pulpa, viéndose reflejado en
el leve aumento de la propiedad (Ek, M, 2009b).

El anélisis estadistico descompone la varianza de la longitud de ruptura en
dos componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de
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grupos. La razén F, que en este caso fue igual a 6.33, es el cociente entre el
estimado entre grupos y el estimado dentro de grupos.

Los resultados para indice Mullen se observan en la Figura 30.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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|
—
|

Endoglucanasa Lacasa Sintratamiento Xilanasa
Tratamiento

Figura 30. Grafico de las medias para indice Mullen por tratamiento.

Este grafico muestra las diferentes estadisticas del indice Mullen (resistencia
al estallido) para cada uno de los cuatro tratamientos. El comportamiento del
indice Mullen estd relacionado con el comportamiento de la longitud de
ruptura. En este caso, la lacasa y la xilanasa tienen una reduccién de la
propiedad de estallido similar a la reduccién que sufren con la longitud de
ruptura; y la endoglucanasa se mantiene cerca del valor de la pulpa sin
tratamiento. Los valores del indice Mullen son maés bajos, y una leve
diferencia se ve reflejada en el andlisis estadistico, ya que la longitud de
ruptura de la endoglucanasa consigue subir levemente y que en ésta esté
ligeramente por debajo.
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6. CONCLUSIONES

* Se realizo la caracterizacion quimica del bagazo desmedulado
obteniendo un valor para: cenizas totales 1.84%, extraibles orgénicos 11.9%,
extraibles acuosos 15.9% y lignina Klason 17.1%. Las actividades enzimaticas
obtenidas fueron de 28Ul/ g para la lacasa y de 13.5Ul/ g para la xilanasa.

*  Los rangos seleccionados para las dosis y los tiempos estdn dentro de
los valores de la literatura, la complejidad y el tamafio de la seleccion se
determina de acuerdo a la cantidad de experimentos que se quiera realizar.
Las dosis y tiempos del biopulpeo halladas mediante el analisis grafico de los
datos para lacasa son: 15UI/g por 240 minutos; para xilanasa: 5 UI/g por 60
min; y para endoglucanasa: 84UI/g por 30 minutos.

*  El biopulpeo de la fibra con las enzimas xilanasa y lacasa consigue un
aumento de los rendimientos del pulpeo quimico en un 8.08% y 3.86%
respectivamente aplicando las mismas condiciones de tiempo, temperatura y
agentes quimicos respecto al de la fibra sin tratamiento o control.

. Se realizd una evaluacién de las propiedades papeleras obteniendo
mayor rendimiento para la xilanasa (89.58%), una mayor longitud de ruptura
para endoglucanasa (5839 metros) y un menor grado Schopper (21.5°); esta
enzima, endoglucanasa, consigue con el biopulpeo aumentar el rendimiento
respecto a la coccién sin tratamiento en un 6.08% y ademds mantener las
propiedades fisicomecanicas de la pulpa.

. La accién de las enzimas comerciales en el proceso de biopulpeo es
apropiado ya que al verse la mejora en las propiedades papeleras, esto
traduce que el biopulpeo hace mas asequibles los reactivos quimicos a la hora
de la coccién, que representa un ahorro en tiempo y reactivos a la hora de
realizar el pulpeo quimico.
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7. RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

. Se propone para futuros trabajos realizar biopulpeos ampliando los
rangos de tiempos y dosis, ademas probando la accién de otras casas
comerciales en cuanto a las enzimas, lo que conlleva a un estudio mas amplio
que el que se requeria en esta investigacion a nivel de maestria.

. El tratamiento con enzimas podria mejorarse con tratamientos
posteriores como refino mecanico, la aplicacién de CNF o un biorefinado con
enzimas. La reduccién de las propiedades fisicoquimicas no implica que la
pulpa pierda utilidad, siendo necesario ampliar el estudio tanto en los
tratamientos enzimaéticos como las condiciones del pulpeo.

83



|/ Universidad

Pontificia

i Bolivariana

8. REFERENCIAS

Agudelo, J. E., Merchan, Z. T. D., Zapata, N. J. G., & Muioz, O. Y. M. (2013).
Evaluacion de las enzimas celuloliticas producidas por hongos nativos
mediante fermentacion en estado sdlido (SSF) utilizando residuos de
cosecha de cana de azucar. Revista Colombiana de Biotecnologia, 15(1),
108-117.

Aguilar-Rivera, N. (2011). Efecto del almacenamiento de bagazo de cafia en
las propiedades fisicas de celulosa grado papel. Ingenieria, Investigacion Y
Tecnologia, 12(2), 189-197.

Akhtar, M., Attridge, M. C., Koning, J. W., Jr, & Kirk, T. K. (1995, October 24).
Method of pulping wood chips with a fungi using sulfite salt-treated wood

chips. Retrieved from http://www.google.com/patents/US5460697

Aliaga Casceres, |. (2015). El Uso del Tiempo Aplicacion de los Datos
Composicionales Asimétricos. Revista Varianza, 1.

Alonso, D. M., Bond, J. Q., & Dumesic, J. A. (2010). Catalytic conversion of
biomass to  biofuels. Green  Chemistry, 12(9), 1493-1513.
http://doi.org/10.1039/C004654J

ANGELO, A. (2004). Enzimas hidroliticas. Fungos: Uma Introducdo a
Biologia, Bioquimica E Biotecnologia, 263—285.

ASOCANA. (2011). Cogeneracion: Ejemplo de energia alternativa, amigable
y sostenible. ASOCANA. Asociacion de Cultivadores de Cafia de Azlcar de
Colombia. Retrieved from

http://www.eldulcesabordelprogreso.com/home/contentDetail/idCntnt/74
ASOCANA. (2014). Informe del Sector Azucarero 2013-2014.

ASPAPEL. (2010). ElI papel, cémo se hace. Retrieved from

http://www.aspapel.es/el-papel/como-se-hace

84



wa |/ {Iniversidad
g\ _Pontificia
i Bolivariana

Atik, C., Imamoglu, S., & Bermek, H. (2006). Impact of xylanase pre-
treatment on peroxide bleaching stage of biokraft pulp. International
Biodeterioration & Biodegradation, 58(1), 22-26.
http://doi.org/10.1016/j.ibiod.2006.04.003

Banco Mundial. (1991). Lineamientos para la Evaluacion Ambiental en
Proyectos Energéticos e Industriales. Departamento de Medio Ambiente.

Barreto, S. (2008). Actividad enzimatica, degradacion de residuos solidos
organicos y generacion de biomasa util del macromiceto Grifola Frondosa.

Universidad Nacional de Colombia.

Bastawde, K. B. (1992). Xylan structure, microbial xylanases, and their mode
of action. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 8(4), 353-368.
http://doi.org/10.1007/BF01198746

Battan, B., Sharma, J., Dhiman, S. S., & Kuhad, R. C. (2007). Enhanced
production of cellulase-free thermostable xylanase by Bacillus pumilus ASH
and its potential application in paper industry. Enzyme and Microbial
Technology, 41(6-7), 733-739.
http://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2007.06.006

Bégum, P., & Lemaire, M. (1996). The Cellulosome: An Exocellular,
Multiprotein Complex Specialized in Cellulose Degradation. Critical Reviews
in Biochemistry and Molecular Biology, 31(3), 201-236.
http://doi.org/10.3109/10409239609106584

Bendl, R. F., Kandel, J. M., Amodeo, K. D., Ryder, A. M., & Woolridge, E. M.
(2008). Characterization of the oxidative inactivation of xylanase by laccase
and a redox mediator. Enzyme and Microbial Technology, 43(2), 149-156.
http://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2007.11.010

Biermann, C. J. (1996). Handbook of Pulping and Papermaking. Academic
Press.

Bourbonnais, R., Paice, M. G., Freiermuth, B., Bodie, E., & Borneman, S.

85



|/ Universidad

Pontificia

PB
i Bolivariana

(1997). Reactivities of various mediators and laccases with kraft pulp and
lignin model compounds. Applied and Environmental Microbiology, 63(12),
4627-4632.

Bourbonnais, R., Paice, M. G., Reid, I. D., Lanthier, P., & Yaguchi, M. (1995).
Lignin oxidation by laccase isozymes from Trametes versicolor and role of the
mediator 2,2’-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) in kraft lignin
depolymerization. Applied and Environmental Microbiology, 61(5), 1876—
1880.

BOURBONNAUS, R. (1996). Enzymatic Delignification of Kraft Pulp Using
Laccase and a Mediator. TAPPI J., 79, 199-204.

Carbajo Garcia, J. M., & Carbajo Garcia, J. M. (2015, August 5). Utilizacion
de hongos de podredumbre blanca en la produccion de pasta de celulosa de
alto  rendimiento  (info:eu-repo/semantics/doctoralThesis).  Universidad
Complutense de Madrid, Madrid. Retrieved from http://eprints.ucm.es/32794/

Cardenas, E., & Guadalupe, E. (2012, November 7). Estudio de la generacion
de extractos enzimaticos con actividad celulolitica y ligninolitica, obtenidos
durante la produccion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896 en
rastrojo de maiz (Thesis). QUITO/EPN/2012. Retrieved from
http://bibdigital.epn.edu.ec/handle/15000/5157

Chauhan, S., Choudhury, B., Singh, S. N., & Ghosh, P. (2006). Application of
xylanase enzyme of Bacillus coagulans as a prebleaching agent on non-
woody pulps. Process Biochemistry, 41(1), 226-231.
http://doi.org/10.1016/j.procbio.2005.06.003

Chen, Y., Wan, J., Ma, Y., Tang, B., Han, W., & Ragauskas, A. J. (2012).
Modification of old corrugated container pulp with laccase and laccase—
mediator system. Bioresource Technology, 110, 297-301.
http://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.12.120

Cohen, R., Persky, L., & Hadar, Y. (2002). Biotechnological applications and

86



|/ Universidad

Pontificia

PB
i Bolivariana

potential of wood-degrading mushrooms of the genus Pleurotus. Applied
Microbiology and Biotechnology, 58(5), 582-594.
http://doi.org/10.1007/s00253-002-0930-y

Garcia Hortal, J. (1993). Constituyentes fibrosos de pastas y papeles:
morfologia, analisis microscopico. Retrieved from
https://dialnet.unirioja.es/servlet/libro?codigo=128605

Corral, O. L., & Villasefior-Ortega, F. (2006). Xylanases. http://doi.org/81-
7736-269-0

Coughlan, M. P, & Ljungdahl, L. G. (1998). Comparative biochemistry of
fungal and bacterial cellulolytic enzyme systems. FEMS Symposium-
Federation of European Microbiological Societies.

Crestini, C., & Argyropoulos, D. S. (1998). The early oxidative biodegradation
steps of residual kraft lignin models with laccase. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 6(11), 2161-2169. http://doi.org/10.1016/S0968-0896(98)00173-4

Eggert, C., Temp, U., & Eriksson, K. E. (1996). The ligninolytic system of the
white rot fungus Pycnoporus cinnabarinus: purification and characterization of

the laccase. Applied and Environmental Microbiology, 62(4), 1151-1158.

Eggert, C., Temp, U., & Eriksson, K.-E. L. (1997). Laccase is essential for
lignin degradation by the white-rot fungus Pycnoporus cinnabarinus. FEBS
Letters, 407(1), 89-92. http://doi.org/10.1016/S0014-5793(97)00301-3

Egozcue, J. J., & Pawlowsky-Glahn, V. (2011). Analisis composicional de
datos en Ciencias Geoambientales. Retrieved from http://dugi-
doc.udg.edu//handle/10256/8992

Egozcue, Juan José, & Tolosana-Delgado, Raimon. (2011). Codapack 2.0:

stand-alone, multiplatform compositional software.

Ek, M., Gellerstedt, G., & Henriksson, G. (2009). Volume 1 Wood Chemistry
and Wood Biotechnology. Berlin, Boston: De Gruyter. Retrieved from
http://www.degruyter.com/view/product/40488

87



|/ Universidad

Pontificia

i Bolivariana

Eriksson, K.-E. L., Blanchette, R., & Ander, P. (2012). Microbial and
Enzymatic Degradation of Wood and Wood Components. Springer Science &

Business Media.

Evaluacion de las enzimas celuloliticas producidas por hongosnativos
mediante fermentacion en estado sdlido (SSF) utilizando residuos de
cosecha de cafa de azucar | Daza Merchan | Revista Colombiana de
Biotecnologia. (n.d.). Retrieved August 3, 2015, from
http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/article/view/30844/41
968

Farrell, R. L., & Skerker, P. S. (1991). Chlorine-free bleaching with cartazyme
HS treatment. Progress  in Biotechnology. Retrieved from
http://agris.fao.org/agris-search/search.do?recordID=US201301767585

Fengel, D. (1971). Ideas on the ultrastructural organization of the cell wall
components. Journal of Polymer Science Part C: Polymer Symposia, 36(1),
383-392. http://doi.org/10.1002/polc.5070360127

Ferraz, A., Guerra, A., Souza-Cruz, P. B., & Mendonga, R. (2002). Attempts
to correlate biopulping benefits with changes in the chemical structure of
wood components and enzymes produced during the wood biotreatment with
Ceriporiopsis subvermispora. In L. V. and R. Lantto (Ed.), Progress in
Biotechnology (Vol. 21, pp. 73-80). Elsevier. Retrieved from
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921042302800090

Fortina, M. G., Acquati, A., Rossi, P., Manachini, P. L., & Gennaro, C. D.
(1996). Production of laccase byBotrytis cinerea and fermentation studies
with strain F226. Journal of Industrial Microbiology, 17(2), 69-72.
http://doi.org/10.1007/BF01570044

Gardiol A.E., Hernandez R.J, & Harte B.R. (1998). Device for detecting

oxygen with oxidase.

Givaudan, A., Effosse, A., Faure, D., Potier, P., Bouillant, M.-L., & Bally, R.

88



wa |/ {Iniversidad
g\ _Pontificia
i Bolivariana

(1993). Polyphenol oxidase in Azospirillum lipoferum isolated from rice
rhizosphere: Evidence for laccase activity in non-motile strains of Azospirillum
lipoferum. FEMS Microbiology Letters, 108(2), 205-210.
http://doi.org/10.1111/j.1574-6968.1993.tb06100.x

Gonzalez, |., Vilaseca, F., Alcala, M., Pelach, M. A., Boufi, S., & Mutje, P.
(2013a). Effect of the combination of biobeating and NFC on the physico-
mechanical properties of paper. Cellulose, 20(3), 1425-1435.
http://doi.org/10.1007/s10570-013-9927-1

Gonzalez, |., Vilaseca, F., Alcala, M., Pelach, M. A., Boufi, S., & Mutje, P.
(2013b). Effect of the combination of biobeating and NFC on the physico-
mechanical properties of paper. Cellulose, 20(3), 1425-1435.
http://doi.org/10.1007/s10570-013-9927-1

Grant, J. (1996). A laboratory handbook of pulp and paper manufacture
(México Cotinental).

Gutiérrez Suarez, A., & Martinez, A. T. (1996). Mecanismos de
biodegradacion de la lignina. Retrieved from
http://digital.csic.es/handle/10261/71580

Howard, R. C. (1990). The effects of recycling on paper quality. Journal of
Pulp and Paper Science, 16(5), J143—J149.

Hullo, M.-F., Moszer, I., Danchin, A., & Martin-Verstraete, I. (2001). CotA of
Bacillus subtilis Is a Copper-Dependent Laccase. Journal of Bacteriology,
183(18), 5426-5430. http://doi.org/10.1128/JB.183.18.5426-5430.2001

Johansson, L.-S. (2002). Monitoring Fibre Surfaces with XPS in Papermaking
Processes. Microchimica Acta, 138(3-4), 217-223.
http://doi.org/10.1007/s006040200025

Kandelbauer, A., Maute, O., Kessler, R. W., Erlacher, A., & Gubitz, G. M.
(2004). Study of dye decolorization in an immobilized laccase enzyme-reactor

using online spectroscopy. Biotechnology and Bioengineering, 87(4), 552—

89



wa |/ {Iniversidad
g\ _Pontificia
i Bolivariana

563. http://doi.org/10.1002/bit.20162
LaFayette, P. R., Eriksson, K.-E. L., & Dean, J. F. D. (1999). Characterization

and heterologous expression of laccase cDNAs from xylem tissues of yellow-
poplar (Liriodendron tulipifera). Plant Molecular Biology, 40(1), 23-35.
http://doi.org/10.1023/A:1026437406859

Leonowicz, A., Matuszewska, A., Luterek, J., Ziegenhagen, D., Wojtas-
Wasilewska, M., Cho, N.-S., ... Rogalski, J. (1999). Biodegradation of Lignin
by White Rot Fungi. Fungal Genetics and Biology, 27(2-3), 175-185.
http://doi.org/10.1006/fgbi.1999.1150

Loera Corral, O., & Villasefior-Ortega, F. (2006). Xylanases., 305-322.

Majcherczyk, A., Johannes, C., & Huttermann, A. (1998). Oxidation of
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) by Laccase of Trametes Versicolor.
Enzyme and Microbial Technology, 22(5), 335-341.
http://doi.org/10.1016/S0141-0229(97)00199-3

Mansur, M., Suarez, T., Fernandez-Larrea, J. B., Brizuela, M. A., & Gonzalez,
A. E. (1997). Identification of a laccase gene family in the new lignin-
degrading basidiomycete CECT 20197. Applied and Environmental
Microbiology, 63(7), 2637—2646.

Marques, G. (2010). Valorizacion de productos agroforestales para la
fabricacion de pasta de papel: Caracterizacion quimica y modificacion
estructural de sus constituyentes organicos durante los procesos de coccion
y blanqueo 'y aplicaciones  biotecnoldgicas. Retrieved  from
http://digital.csic.es/handle/10261/66248

Martin-Sampedro, R., Eugenio, M. E., & Villar, J. C. (2012). Effect of steam
explosion and enzymatic pre-treatments on pulping and bleaching of
Hesperaloe  funifera. = Bioresource  Technology, 111, 460-467.
http://doi.org/10.1016/j.biortech.2012.02.024

Matias. (2005, December 28). Produccién de pasta termomecanica [Text].

90



|/ Universidad

Pontificia

PB
i Bolivariana

Retrieved December 18, 2015, from

http://www.textoscientificos.com/papel/pulpa/pasta-termomecanica

Moore, D. (1998). Tolerance of imprecision in fungal morphogenesis.
Proceedings of the Fourth Meeting on the Genetics and Cellular Biology of
Basidiomycetes, 13—-19.

Mougin, C., Kollmann, A., & Jolivalt, C. (2002). Enhanced production of
laccase in the fungus Trametes versicolor by the addition of xenobiotics.
Biotechnology Letters, 24(2), 139-142.
http://doi.org/10.1023/A:1013802713266

(OPA), U. O. of P. A. (2015). United States Patent and Trademark Office.
Retrieved December 26, 2015, from http://www.uspto.gov/

Ortiz Rivera, A. L. (2009). Tratamiento por acidificacion controlada del licor
negro derivado del bagazo de cafia para la recuperacion de lignina y
reduccion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) (Thesis). Universidad
Tecnologica de Pereira. Retrieved from
http://repositorio.utp.edu.co/dspace/handle/11059/1462

Oudia, A., Mészaros, E., Simdes, R., Queiroz, J., & Jakab, E. (2007).
Pyrolysis-GC/MS and TG/MS study of mediated laccase biodelignification of
Eucalyptus globulus kraft pulp. Journal of Analytical and Applied Pyrolysis,
78(2), 233—242. http://doi.org/10.1016/j.jaap.2006.07.003

Palmieri, G., Giardina, P., Bianco, C., Fontanella, B., & Sannia, G. (2000).
Copper Induction of Laccase Isoenzymes in the Ligninolytic Fungus Pleurotus
ostreatus. Applied and Environmental Microbiology, 66(3), 920-924.
http://doi.org/10.1128/AEM.66.3.920-924.2000

Paraj6, J. C., Dominguez, H., & Dominguez, J. (1998). Biotechnological
production of xylitol. Part 1: Interest of xylitol and fundamentals of its
biosynthesis. Bioresource Technology, 65(3), 191-201.
http://doi.org/10.1016/S0960-8524(98)00038-8

91



|/ Universidad

Pontificia

PB
i Bolivariana

Pawlosky, Vera, Egozcue, Juan José, & Tolosana-Delgado, Raimon. (2015).

Modeling and Analysis of Compositional Data (Wiley).

Pellerin, P., Gosselin, M., Lepoutre, J.-P., Samain, E., & Debeire, P. (1991).
Enzymic production of oligosaccharides from corncob xylan. Enzyme and
Microbial ~ Technology, 13(8), 617-621. http://doi.org/10.1016/0141-
0229(91)90074-K

Pérez, N. A., Delgado, L. A, & Gonzalez, J. C. (2011). ESTUDIO
TERMODINAMICO DEL PROCESO DE ADSORCION DE IONES DE Ni Y V
POR PARTE DE LIGNINAS PRECIPITADAS DEL LICOR NEGRO KRAFT (
THERMODYNAMIC EVALUATION OF THE Ni AND V ADSORPTION
PROCESS BY PRECIPITATED LIGNINS FROM KRAFT BLACK LIQUOR ).

Revista Latinoamericana de Metalurgia y Materiales, 0(0), 168—181.

Pinzén, L.M. (2012). Biplot consenso para analisis de tablas multiples.

Ediciones Universidad de Salamanca.

P. O. L. E. F. (2006). Produccion de enzimas ligninoliticas con hongos
basidiomicetos cultivados sobre materiales lignocelulésicos. Vitae, 13 (2),
61-67.

Polizeli, M. L. T. M., Rizzatti, A. C. S., Monti, R., Terenzi, H. F., Jorge, J. A., &
Amorim, D. S. (2005). Xylanases from fungi: properties and industrial
applications. Applied Microbiology and Biotechnology, 67(5), 577-591.
http://doi.org/10.1007/s00253-005-1904-7

Portocarrero, E. (2002). Manual de produccion de carfia de azucar

(Saccharum officinarum L.). Universidad de Zamorano.

Pulp  Watch. (2014). Empresas papeleras. Retrieved from
http://pw.environmentalpaper.org/

Raghukumar, C. (2000). Fungi from marine habitats: an application in
bioremediation. Mycological Research, 104(10), 1222—-1226. http://doi.org/null

Rama, R., Mougin, C., Boyer, F.-D., Kollmann, A., Malosse, C., & Sigoillot, J.-

92



|/ Universidad

Pontificia

PB
i Bolivariana

C. (1998). Biotransformation of bezo[a]pyrene in bench scale reactor using
laccase of Pycnoporus cinnabarinus. Biotechnology Letters, 20(12), 1101-
1104. http://doi.org/10.1023/A:1005387016390

Ramos, J., Gonzalez, M., Ramirez, F., Young, R., & Zuhiga, V. (2001).
Biomechanical and biochemical pulping of sugarcane bagasse with
Ceriporiopsis subvermispora fungal and xylanase pretreatments. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 49(3), 1180—1186.

Reyes, P., Pickard, M. A.,, & Vazquez-Duhalt, R. (1999).
Hydroxybenzotriazole increases the range of textile dyes decolorized by
immobilized laccase.  Biotechnology  Letters, 21(10), 875-880.
http://doi.org/10.1023/A:1005502906890

Rico Campos, A. (2010). Tratamientos enzimaticos con lacasas y mediadores
naturales para la eliminacion de lignina y lipidos presentes en pastas de
celulosa. Retrieved from http://digital.csic.es/handle/10261/66258

Robles, J. (2012). ESTUDIO DE FACTIBILIDAD PARA LA
IMPLEMENTACION DE UN DEPOSITO INDUSTRIAL, ORIENTADO A LA
ELABORACION DE PAPEL KRAFT Y SUS DERIVADOS EN LA CIUDAD DE
MACHALA (Tesis Doctoral).

Rowell, R. (1984). The chemistry of solid wood., x + 614pp.

Saad, M. B. W., Oliveira, L. R. M., Candido, R. G., Quintana, G., Rocha, G. J.
M., & Gongalves, A. R. (2008). Preliminary studies on fungal treatment of
sugarcane straw for organosolv pulping. Enzyme and Microbial Technology,
43(2), 220-225. http://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2008.03.006

Sanadi, A. R., Caulfield, D. F., Jacobson, R. E., & Rowell, R. M. (1995).
Renewable Agricultural Fibers as Reinforcing Fillers in Plastics: Mechanical
Properties of Kenaf Fiber-Polypropylene Composites. Industrial &
Engineering Chemistry Research, 34(5), 1889-1896.
http://doi.org/10.1021/ie00044a041

93



wa |/ {Iniversidad
g\ _Pontificia
i Bolivariana

Sandas, E., & Lonnberg, B. (1990). Effects of pulpstone grits in wood
grinding. II: Two-size grit mixture (various proportions). Paperi Ja Puu, 72(8),
765-771.

Sanjuan, R., Anzaldo, J., Vargas, J., Turrado, J., & Patt, R. (2001).
Morphological and Chemical Composition of Pith and Fibers from Mexican
Sugarcane Bagasse. Holz Als Roh- Und Werkstoff, 59(6), 447-450.
http://doi.org/10.1007/s001070100236

Satyanarayana, T., Johri, B. N., & Prakash, A. (2012). Microorganisms in
Sustainable Agriculture and Biotechnology. Springer Science & Business
Media.

Skorobogat’ko, O. V, Stepanova, E. V, Gavrilova, V. P., & Yaropolov, A. |.
(1996). Effects of inducers on the synthesis of extracellular laccase by
Coriolus hirsutus, a basidial fungus. Applied Biochemistry and Microbiology,
35(5), 473-476.

Solomon, E. I., Sundaram, U. M., & Machonkin, T. E. (1996). Multicopper
Oxidases and Oxygenases. Chemical Reviews, 96(7), 2563-2606.
http://doi.org/10.1021/cr9500460

Soltanali, S., & Ziaie-Shirkolaee, Y. (2007). Biobleaching of Bagasse Pulp
with Xylanase Enzymes and Hydrogen Peroxide. [ranian Journal of
Biotechnology, 5(3), 170-177.

Stryer, L. (1998). Bioquimica. Universidad del Rosario.

Sunna, A., & Antranikian, G. (1997). Xylanolytic Enzymes from Fungi and
Bacteria. Critical  Reviews in  Biotechnology, 17(1), 39-67.
http://doi.org/10.3109/07388559709146606

Suurnakki, A., Oksanen, T., Orlandi, M., Zoia, L., Canevali, C., & Viikari, L.
(2010). Factors affecting the activation of pulps with laccase. Enzyme and
Microbial Technology, 46(3-4), 153-158.
http://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2009.11.009

94



|/ Universidad

Pontificia

PB
i Bolivariana

Urias, J. C. T. (1996). Determinacién de los indices de calidad de pulpa para

papel de 132 maderas latifoliadas.

Varela, M., Vicente-Villardon, J. L., & Blazquez, A. (2002). Los métodos biplot
como herramienta de analisis de interaccién de orden superior en un modelo
lineal/bilineal. Retrieved from http://agris.fao.org/agris-
search/search.do?recordiID=CU2010400003

Viikari, L., Kantelinen, A., Sundquist, J., & Linko, M. (1994). Xylanases in
bleaching: From an idea to the industry. FEMS Microbiology Reviews, 13(2—
3), 335-350. http://doi.org/http://dx.doi.org/

Villar, J. (2008). Biotecnologia aplicada a la fabricacion de pulpa y papel.
Panorama de La Inductria de La Celulosa, 308-313.

Wang, W., Mozuch, M. D., Sabo, R. C., Kersten, P., Zhu, J. Y., & Jin, Y.
(2014). Production of cellulose nanofibrils from bleached eucalyptus fibers by
hyperthermostable endoglucanase treatment and subsequent
microfluidization. Cellulose, 22(1), 351-361. http://doi.org/10.1007/s10570-
014-0465-2

Wong, K. K., & Saddler, J. N. (1993). Applications of hemicellulases in the
food, feed, and pulp and paper industries. Hemicellulose and Hemicellulases,
4,127-143.

Wong, Y., & Yu, J. (1999). Laccase-catalyzed decolorization of synthetic
dyes. Water Research, 33(16), 3512-3520. http://doi.org/10.1016/S0043-
1354(99)00066-4

ZANUTTINI, M. (2006). PULPADO DE MUY ALTO RENDIMIENTO.

Zhao, J., Li, X,, Qu, Y., & Gao, P. (2002). Xylanase pretreatment leads to
enhanced soda pulping of wheat straw. Enzyme and Microbial Technology,
30(6), 734—740. http://doi.org/10.1016/S0141-0229(02)00050-9

95



