Capitol 1

Introduccio i objectius

RESUM

En aquest capitol es realitza una introduccié general als temes clau
de la present tesi. Es planteja la importancia de la utilitzacié de
pasta d'eucaliptus aixi com de potenciar el blanqueig d’aquesta
pasta mitjancant tecnologies netes. Concretament, l'aplicacié de
nous metodes biotecnologics amb xilanases i lacases semblen ser
molt prometedors. Es planteja també la importancia dels acids
hexenuronics en aquestes pastes i I'interés que representa la seva
eliminacid de les pastes. Finalment, es descriuen el plantejament de
treball i els objectius de la Tesi.

1.1 INTRODUCCIO

La Unié Europea és el segon productor mundial de pasta de paper, representant la
cadena fusta-pasta-impressio al voltant del 10% de la nostra activitat industrial (Cepi,
2001).

Cada any es fabriquen al mon 367 milions de tones de paper, casi la mateixa quantitat
gue es consumeix (366, milions de tones). A |'estat Espanyol, cada ciutada consumeix
183 kg de paper i se'n fabriquen 5,7 milions de tones. La xifres de consum pels
Europeus és de 132 kg anuals i de casi 110 milions de tones produides cada any. Hi
ha 131 empreses que fabriquen paper o pasta de paper a Espanya, que facturen .100
milions d’euros I'any i que donen feina a 18.000 treballadors. Aquestes xifres posen de
relleu la importancia del sector industrial del paper per a la societat tant des del punt
de vista economic, social com mediambiental. A Espanya, durant els Ultims anys, la
produccié de paper ha crescut significativament. A més, el consum de paper esta
estretament lligat a I'activitat economica d’un pais.

La fabricacié de pasta de paper consisteix en la separacio de les fibres de cel'lulosa,
que es troben enganxades per la lamina mitja composta fonamentalment de lignina
utilitzant métodes mecanics i/o o quimics (Fengel i Wegener, 198 ; Sjostrom, 1993). El
procés de fabricacid de pasta de paper és conegut com a pastejat o coccid. La coccid
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kraft es realitza a condicions alcalines, utilitzant per exemple sulfur sodic i hidroxid
sodic. Aquest tipus de coccid és el més estés a nivell mundial (més del 50% del total
de pasta) ja que permet obtenir pastes amb una gran resisténcia, tot i que amb menor
rendiment (al voltant del 50% del material inicial), a partir de diferents tipus de fustes
incloent I'eucaliptus (Garcia Hortal i Colom, 1992; Santos et a/., 1997).

1.2 PASTA D’EUCALIPTUS

La pasta d’eucaliptus pertany a les frondoses (“hardwood”). Aquest terme s‘aplica als
arbres de fulles amples i en general, caduques (latifolies, caducifolies): pollancre
(Populus sp.), bedoll (Betula sp.), faig (Fagus sp.), roure (Quercus sp.), eucaliptus
(Eucalyptus sp.), etc...

Les fibres de frondoses, en comparacié amb les fibres de coniferes, sén curtes, de
paret gruixuda i lumen estret (Garcia Hortal, 2007). Generalment, les frondoses
proporcionen papers menys resistents que les coniferes, perd milloren la formacié de
la fulla, llisor, volum especific i opacitat (aplicacid interessant en qualitats d'impressio).

Les pastes kraft d'Eucalyptus globulus van ser satisfactoriament introduides al mercat
fa més de 0 anys i els fabricadors de paper van reconéixer que aquesta nova pasta
de frondosa era molt especial. La seva produccid total és de 10 milions de tones per
any i l'increment anual és del 6%, dues vegades més que per la pasta en general.
L'interés de la indUstria de pasta i paper per aquesta fibra s’esta incrementant degut a
les seves excel'lents caracteristiques per a obtenir paper d’impressio i escriptura,
paper tissu, etc...

La indUstria espanyola té un elevat volum de produccié de pasta d'eucaliptus (1,6
milions de tones anuals). A més, aquesta pasta és de gran interés estratégic per
Espanya a la Unidé Europea, ja que és de rapid creixement i elevada productivitat, i la
seva fusta és d’alta qualitat el qué li confereix unes propietats especials al producte
final. D'altra banda, se sap que extenses masses forestals com les d'eucaliptus de
Galicia contribueixen significativament a la fixaci6 de CO,, reduint per tant les
emissions globals de CO, a I'atmosfera i contribuint aixi a la disminucié de l'efecte
hivernacle.

1.2.1 Constituents quimics majoritaris

Els constituents quimics majoritaris presents a la pasta son hidrats de carboni
(cel'lulosa i hemicel*luloses) i la lignina.
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La cel*lulosa és un polimer lineal, la unitat basica de la qual és la D-glucosa que
s'enllaca successivament a través d’'un enllag glucosidic en la configuracié B (1- ),
donant lloc a la unitat de cel'lobiosa que és la unitat més petita que es repeteix
exactament a la cadena polimerica (Figura 1-1). Les molécules de cel*lulosa tendeixen
a formar enllagos per ponts d’hidrogen intra- i intermoleculars, i la seva preséncia
influeix en la morfologia, rigidesa, orientacid, resisténcia i reactivitat de les cadenes
cel*lulosiques. Son els enllagos d’hidrogen intermoleculars els que permeten una
estructura fibril*lar ordenada, és a dir, d’'una alta cristal*linitat. Les zones d'elevada
cristallinitat son dificils de penetrar per dissolvents i reactius, al contrari que les zones
relativament més desordenades (amorfes), que son més accessibles i susceptibles a
totes les reaccions quimiques, i que a més afavoreixen l'inflament, I'allargament i la
flexibilitat de la fibra (Annergren, 1996; Garcia Hortal, 2007).

Unitat cel 'Iobiosa —

H (w
\ Gz
(.H;UH

H ”

0] &

H
HO 7§ OH ! "H,OH
y Ol ﬁ/

o |
CH,0H '

Cel*lulosa

Figura 1-1. Molécula de cel*lobiosa a la cadena de cel‘lulosa

A la paret cel'lular, les cadenes de cel*lulosa s'agreguen formant les microfibril-les, que
és l'element base dels materials cel*lulosics. Les dimensions d'aquestes microfibril*les
varien en funcié del seu origen i la seva posicid dins la paret cellular.

Les propietats dels materials cel'lulosics estan relacionades amb el grau de
polimeritzacié de la molécula de cel'lulosa (DP). La resisténcia al paper és deguda en
part a la resisténcia individual de les cadenes de cel*lulosa, que disminueix si aquestes
es degraden. Durant el blanqueig de la pasta es pretén eliminar el color que donen
altres components (lignina), pero es pot produir una degradacié de la cel'lulosa, que
es tradueix en una disminucié del rendiment i en una possible disminucid de les
propietats fisiques i mecaniques de la fibra. Aquesta degradacid pot ser de tipus
hidrolitica, oxidant, alcalina, térmica, microbiologica o mecanica (Reeve, 1996).

Les hemicel'luloses son polisacarids quimicament heterogenis, constituits per
combinacions de monosacarids de cinc carbonis (xilosa i arabinosa) i sis carbonis
(glucosa, manosa i galactosa) enllagats no uniformement. Algunes hemicel-luloses
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estan associades a la porcid cel'lulosica mentre que altres ho estan amb la lignina.
Actuen com a matriu de suport per a les microfibril-les de cel*lulosa a la paret cel-lular,
i @ més son de menor pes molecular, més accessibles, més facilment degradables i
més facils de dissoldre que la cel'lulosa. Al mateix temps, sén amorfes i molt
hidrofil-liques, i per tant tenen un paper important en la capacitat d’absorbir aigua
durant l'operacio de refinat, promovent la fibril-lacié interna de la fibra i millorant les
propietats fisicomecaniques que depenen de I'area d’enllag interfibres (Reeve, 1996).

La lignina molt diferent estructuralment de la cel*lulosa i de les hemicel‘luloses. Es un
polimer aromatic format per la condensacié oxidativa de precursors fenolics, molt
ramificat, tridimensional i amorf, el paper principal del qual és el dactuar com a
material incrustant entre lamina mitja i les parets de la fibra. Té un caracter molt
hidrofobic, pel qué la seva preséncia en les pastes inhibeix l'absorcié d‘aigua,
I'inflament de la fibra i dificulta el refinatge. La seva quantitat i distribucié a través de
les parets cel*lulars difereix segons els seus origens, aixi, per exemple, les coniferes
presenten un major percentatge de lignina que les frondoses. A la Figura 1-2 es
mostra la complexitat de I'estructura de la lignina, d’'una fusta de frondoses.
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Figura 1-2. Estructura quimica de la lignina de frondoses formada per diferents tipus
de subestructures (Nimz, 197 )



Introduccid

L'estructura basica de la lignina difereix entre coniferes i frondoses. En les coniferes,
I'estructura predominant que es repeteix es coneix com la unitat Guaiacil (G), la qual
conté un Unic grup metoxil a I'anell fenilpropa i deriva de I'alcohol coniferilic. En les
frondoses, la lignina és un copolimer o mescla entre unitats Guaiacil i Siringil (S),
contenint aquesta Ultima dos grups metoxil per nucli fenilpropa i derivat de I'alcohol
sinapilic (Parham, 1983; Higuchi, 1985). Aixi mateix, és conegut que les unitats S son
més reactives que les unitats G, per tant, les lignines en les que predominin S seran
més facils d’eliminar (Dence, 1996; del Rio et a/,, 2001).

Durant la coccié kraft s’allibera una lignina degradada, anomenada lignina kraft,
mentre que la lignina residual que queda a la pasta kraft ha sofert reaccions d’oxidacié
i és la responsable del color fosc d’aquestes pastes. Per aquest motiu, per a I'obtencid
de papers i escriptura i altres és necessari eliminar la lignina residual mitjangant un
procés de blanqueig. A la Figura 1-3 es mostra un esquema simplificat de I'estructura
de la lignina d'eucaliptus d’una pasta al final d’'una seqiiéncia de blanqueig TCF amb
una etapa amb el sistema lacasa-mediador (Ibarra, 2006).

OH

Figura 1-3. Model estructural simplificat de la lignina residual a la pasta kraft
d’E.globulus després del blanqueig TCF incloent una etapa L. S’inclouen les unitats S
(1ialtres) i G (3 i altres) (Ibarra, 2006).
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Les céllules vegetals posseeixen parets cel-lulars que contenen microfibril-les de
cel'lulosa formant I'esquelet, que a la vegada esta rodejat daltres substancies que
actuen com a matriu (hemicel'luloses) i material incrustant (lignina). El model
generalitzat de 'organitzacié tipica de la paret cel*lular es mostra a la Figura 1- . Les
fibres estan constituides de varies capes: paret primaria (P), paret secundaria externa
(Sy), paret secundaria mitja (S,) i paret secundaria interna (S;). En les cél'lules
madures, la part interna esta buida i es denomina lumen. Les diferents capes
difereixen respecte al seu espessor, estructura, composicié quimica i orientacié de les
microfibril:les en respecte a I'eix de la fibra. La lignina que es troba a la lamina mitja,
s'elimina en gran part en el procés de coccid, on s'individualitzen les fibres. La lignina
residual de la fibra a blanquejar es localitza principalment a la paret secundaria mitja
(S,), al constituir aquesta la porcio principal de la paret cel*lular (Parham, 1983).

Lumen

Lamina
mitja

Figura 1- . Estructura simplificada de la paret d’una cél*lula (Rydholm, 1967)

A la Figura 1-5 es mostra la representacid esquematica de les relacions entre els
principals constituents de la paret secundaria (cel*lulosa, lignina i hemicel-lulosa) d’'una
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angiosperma herbacia. Es mostren les microfibril‘les de cel*lulosa immerses en una
matriu de lignina en la que també s’inclou I'hemicel*lulosa. Les unions entre aquests
polimers es completen mitjangant ponts intermoleculars formats pels acids p
hidroxicinamics (Bidlack et al., 1992).

3 °©D'Q __%_ e patlER — ﬂ@

Enllagos d'H  cel*lulosa  lignina hemicel-lulosa ponts

hemicellulosa

pCA: acid p-cumaric FA: acid ferdlic  SA: acid sinaptic

Figura 1-5. Polisacarids i lignina de la paret cel'lular de les plantes: relacio i
estructura molecular de la lignina, hemicel'lulosa i cel*lulosa (Bidlack et a/., 1992)

La fusta d'eucaliptus té la seglient composicid quimica (Sjostrom, 1993), en tant per
cent de pes sec de la fusta: 51,3% de cel'lulosa; 1, % de glucomana; 19,9% de xila;
3,9% d'altres carbohidrats; 21,9% de lignina i 1,3% d'extractius. Es caracteritza per
contenir gran quantitat de xilans els quals formen part de les hemicel'luloses
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presents en les fibres cel-lulosiques (Grant, 1992; Senior i Hamilton, 1992 (a)). A la
Figura 1-6 es mostra I'estructura d’una molécula de xila amb les seves ramificacions.
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Figura 1-6. Esquema de I'estructura d’'una molécula de xila i les seves ramificacions

Els extractius de la fusta son aquells compostos que son extrets de la fusta amb
solvents organics i sén importants ja que causen problemes ambientals i de produccid
durant la fabricacid de pastes i papers. Aixi, els coneguts diposits de “pitch” tenen
I'origen en els components lipofilics de la matéria prima (fusta) que no son afectats
durant els processos de coccid i blanqueig.

1.3 BLANQUEIG DE PASTES

L'aparicid en els dltims anys de noves legislacions reguladores dels processos
contaminants és conseqilieéncia de la nova conscienciacié ecologica i mediambiental de
la societat. Aquesta preocupacid mediambiental recolzada per les noves lleis esta
pressionant a les indUstries que es veuen forcades a realitzar canvis, adaptacions i/o
millores dels seus processos, amb la finalitat d’aconseguir processos més respectuosos
amb el medi ambient, amb un menor impacte mediambiental; és a dir, processos de
produccio sostenible.
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En concret la indlstria paperera ha estat moltes vegades motiu de controvérsies i ha
aparegut com l'objectiu de moltes accions ecologistes. Aquesta pressio exercida tant
per a la societat com per a la nova legislacid mediambiental també ha suposat canvis
importants en tal sector.

Respecte a les innovacions realitzades per a la industria paperera, la planta de
blanqueig de pasta ha estat la que més modificacions ha dut a terme, ja que de fet és
la seccid del procés d'obtencié de pasta i paper la que major contaminacié provoca.
L'objectiu del procés de blanqueig és incrementar la blancor de la pasta per eliminacié
o modificacié de la residual i els seus productes de degradacié (Fengel i Wegener,
198 ). A la decada dels setanta, la indUstria paperera va acceptar I'efecte negatiu que
I'ts del clor com agent de blanqueig té en el medi ambient, i els seus esforcos es van
centrar en la reduccidé del volum dels efluents generats en les etapes oxidants o en la
seva eliminacié total, mitjancant el seu reciclat cap a la caldera de recuperacio.
Aquests intents van resultar fallits pels efectes corrosius que el clor presenta sobre els
equips del procés. Tot i aixi, la pressié ambiental exercida per a disminuir o eliminar la
formacid de compostos organoclorats (AOX), d’elevada toxicitat, durant els processos
de blanqueig ha conduit a una substitucid total del clor pel dioxid de clor, a un major
Us de la deslignificacid amb oxigen o a un major consum de peroxid d’hidrogen i d'ozo
(van Lierop et al., 1996), donant lloc a I'aparicié de nous productes en el mercat tals
com les pastes ECF (Elemental Chlorine Free) i les pastes TCF (Totally Chlorine Free).

La utilitzacié de la biotecnologia en el blanqueig de pasta de paper ha suscitat una
gran atencid, aconseguint-se en els Ultims anys resultats de gran interés. L Us
d’enzims com les xilanases determina una molt important millora tecnologica degut a
que el seu Us potencia l'efecte blanquejant dels agents quimics, permetent un
important estalvi dels mateixos i, més important, disminuint notablement la generacio
de contaminants en el procés de blanqueig (Roncero et al,, 2005; Amin, 2006). D’altra
banda, la utilitzacié de lacases a través del sistema lacasa-mediador constitueix una
nova generacio d'enzims diferent a les xilanases ja que aquest actua directament sobre
la lignina de la pasta. El sistema lacasa-mediador permet desenvolupar seqiiencies de
blanqueig TCF, substituir I'etapa de deslignificacid amb oxigen o la d’ozo, estalviar
reactius, blanquejar la pasta i reduir I'index kappa (Bajpai et a/., 200 ).

1. ACIDS HEXENURONICS (HEXA)

Les pastes de frondoses, entre elles la pasta d'eucaliptus, es caracteritzen per a
contenir gran quantitat d’acids hexenuronics (HexA). Els HexA es formen durant la
coccio kraft on l'acid -O-metilglucuronic present en els xilans es converteix en el seu
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corresponent  insaturat

acid  hexenuronic

(acid -deoxi-B-L-threo-hex- -

enopiranosiluronic) per la péerdua del metanol tal com es mostra a la Figura 1-7,
(Buchert et al., 1995; Teleman et a/, 1995; Jiang et al., 2000; Daniel et al, 2003;
Shatalov i Pereira, 200 ; Danielsson et a/., 2006; Johansson i Germgard, 2006).
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Figura 1-7. Formacio dels acids hexenuronics (HexA) i la seva destruccio mitjancant
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La importancia de la preséncia de grups HexA radica en la influéncia que aquests
tenen en el procés de blanqueig i en les propietats finals de la pasta. Es conegut que
els HexA tenen els seglients efectes:

1-

Contribucié a l'index kappa: els HexA contribueixen en el meétode
estandard de determinacié de l'index kappa el qual es realitza amb
permanganat potassic a condicions acides. El consum de permanganat és una
mesura indirecta de la quantitat de lignina present a la pasta. El permanganat
potassic reacciona amb els dobles enllagos carboni-carboni sota condicions
acides, de manera que també pot reaccionar amb els HexA per oxidacid
donant lloc a una mesura erronia del contingut en lignina d'una pasta
(Gellerstedt i Li, 1996; Allison et al, 1999; Vuorinen et al, 1999; Li i
Gellerstedt, 2002; Costa i Colodette, 2007)

Consum de reactius de blanqueig: els HexA consumeixen una quantitat
important d'agents quimics durant el blanqueig ja que degut a la seva
naturalesa insaturada, l'acid hexenuronic és capag de reaccionar amb la
majoria d'agents electrofilics de blanqueig, particularment aquells que siguin
acids com el clor, el dioxid de clor, 1'0z0 i els peracids (Bergnor-Gidnert et al.,
1998; Vuorinen et al, 1999; Jiang et al., 2000; Torngren, 2002; Malinen i
Nhan, 2006).

Participacio en la retencio de ions metal'lics: certs ions metal'lics
presents a la pasta catalitzen la descomposicié d'alguns agents de blanqueig,
com per exemple el peroxid d’hidrogen. Degut a la seva estructura quimica,
els acids HexA tenen un fort efecte quelant, inclis major que el seu propi
precursor, I'acid metilglucuronic. A més, s'ha demostrat que son els dominants
de la capacitat quelant de les pastes kraft. Per tant, els HexA poden contribuir
a que existeixi un elevat contingut de ions metal'lics a la pasta, amb el
conseqiient efecte negatiu en els resultats del blanqueig (Vuorinen et al,
1996; Devenyns et al., 1998).

Contribucio a la reversio del grau de blanc: I'estabilitat a la blancor és un
factor especialment important en el mercat de la pasta d'eucaliptus amb
elevada blancor. Diversos treballs suggereixen que I'envelliment esta relacionat
amb la quantitat d'HexA presents a la pasta blanquejada (Vuorinen et al.,
1999; Granstrom et al., 2002; Sevastyanova et al, 2006; Kawae i Uchida,
2005; Forsstrom et al., 2007).
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5- Contribucié a la formacié d'acid oxalic: I'acid oxalic pot formar facilment
cristalls solids d’oxalat calcic, que poden precipitar (la solubilitat d’oxalat calcic
és molt baixa) i donar lloc a seriosos problemes d'incrustacions en el circuit del
procés. Alguns autors consideren que part de la formacié d‘acid oxalic és
també deguda al contingut en acids HexA (Vuorinen et al., 1997; Bergnor-
Gidnert et al.,, 1998; Siltala et a/., 1998; Elsander et a/., 2000).

Per aquest motiu Ultimament han aparegut investigacions sobre metodes d’eliminacié
d’'aquests grups HexA. Els acids hexenuronics poden ser eliminats mitjancant una
acida que altres enllagos dels sucres, degut a la localitzacié especifica del doble enllag.
Amb I'hidrolisi acida els HexA es converteixen als acids 2-furanoic i formic, i al 5-
carboxi-2-furanoaldehid (Figura 1-7). Com ja s’ha comentat, a causa de la preséncia
del doble enllag, els HexA també poden destruir-se mitjancant oxidants electrofilics tals
com el clor, el didxid de clor, I'0z6 i els peracids, donant lloc a diferents productes de
reaccié depenent del reactiu utilitzat (Figura 1-7).

1.5 APLICACIO DE XILANASES EN EL BLANQUEIG

Les xilanases sén enzims hidrolitics que catalitzen la hidrolisi dels xilans. Els xilans son
heteropolisacarids complexes que comprenen B-1, -unions d’unitat de D-xilopiranosa
que son altament substituits. La biodegradacid del xila, el qual és un abundant
polisacarid a la naturalesa és un procés complex que requereix la coordinada acci6 de
varis enzims (Figura 1-8), entre els quals les -1, -endoxilanases, trencant enllagos
interns en l'enllag B-1, -xilosa tenen el paper principal (Beg et a/., 2001).

Durant la coccid alcalina de la fusta, cadenes curtes de xilans precipiten en una forma
més o menys cristal’lina a la superficie de les fibres de cel'lulosa, provocant una
disminucio de l'accessibilitat de la paret de la fibra. Hi ha varies teories sobre la forma
d’actuacié de la xilanasa sobre les pastes (Pham et al., 1995; Wong et al., 1997(b);
Shah et al.,, 2000), pero el seu efecte positiu en general s'atribueix a I'eliminacié dels
xilans que formen part de les hemicel'luloses presents a les fibres cel*lulosiques i que
es troben, en certa manera, en una situacid intermedia entre les cadenes ordenades
de cel'lulosa i la fraccid amorfa de la lignina. A I'eliminar aquests xilans desapareix la
unié existent entre la cel'lulosa i la lignina, pel qué al trobar-se aquesta Ultima més
lliure, es facilita la seva eliminacid en les posteriors etapes de blanqueig (Paice et al.,
1992; Turner et al., 1992; Kantelinen et al., 1993; Pham et a/., 1995; Roncero et al,,
2000; Torres et al, 2000; Roncero et al, 2003; Shatalov i Pereira, 2007). Un
pretractament amb xilanasa pot permetre estalvis en dioxid de clor (Bajpai et al,
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199 ; Vicufa et al, 1997 i Torres et al, 2000; Madlala et a/., 2001), el que resulta
molt important actualment degut a les creixent restriccions mediambientals ja que una
disminucié del dioxid de clor comportaria una disminucié del nivell d’AOX dels efluents
(Senior i Hamilton, 1992 (b); Jean et al., 199 i Aumont et a/., 1996).

XILA H'im . a-D-Glucuronidases Acetilxila esterases
HAGOr = I
. m "X"V\\ o J \* oot
3
1’/- = . | HO -h,_,[, —~~ -0 HO - «-\_\_
TUM HO 7 %0\ oy ) “'M\ -""h|.0 3
ow_ | o - f £
ron = - ‘““I \\ |
HJ—[ :—' \ Xilanases
| M CHOH  on |
0.,\\\&,/'0 ‘ .’.
L \‘-»..\ a-L-Arabinofuranosidases XILOBIOSA
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N i e HO—F e f
| | IO&M”\A,:; o
Hm_/\;\\%ﬁ / o A

B-Xilosidases

Figura 1-8. Enzims necessaris per a la degradacio del xila i llocs sobre els que actuen

Un tema important relacionat en |'Us de xilanases per l'indUstria paperera, és saber si
tots els tipus d'enzims tenen la capacitat de funcionar com a potenciadors del
blanqueig, o bé si aquesta propietat és restringida només a un petit nombre de
xilanases. Les xilanases primerament van ser classificades en dos grups segons la
familia de glicosil hidrolases: les de la familia 10 i les de la familia 11 (Gilkes et a/,,
1991; Henrissat i Bairoch, 1996). Les xilanases de la familia 10 sén més llargues, més
complexes i més diverses mentre que les de la familia 11 sén més petites, més
consistents en estructura i més especifiques de xila. Tanmateix, també s’han trobat
xilanases que pertanyen a la familia 5 (Keen et a/, 1996; Collins et a/., 2005). No
esta clar quina de les families és més eficient per a ser aplicada en el blanqueig de
pastes. S'han fet varis estudis amb xilanases de la familia 10 i 11 com a potenciadores
del blanqueig, on es diu que diferents families de xilanases tenen diferents habilitats
en el blanqueig i diferent manera d'actuar sobre el polimer de xila (Elegir et a/,, 1995;
Biely et a/., 1997; Clarke et al., 1997; Kolenova et al., 2006) perd no hi ha estudis
publicats en el blanqueig de pastes utilitzant xilanases de la familia 5.

Nombrosos estudis sobre xilanases i I'aplicacié d’aquestes en el blanqueig de pastes
han fet que la seva implantacié industrial sigui simple i economicament
factible ja que per a I'etapa de pretractament enzimatic amb xilanasa es pot aprofitar
la torre d'alta densitat. Actualment, gran nombre de fabriques d’Europa, Nord América,
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Sud America i Japd utilitzen la tecnologia a base de xilanases per a blanquejar de
forma continua (Jean et al, 199 ; Tolan et al, 1996; Yee i Tolan, 1997; Tolan i
Spence, 1997; Tolan i Thibault, 1997; Vicufia et a/., 1997 i Popovici et al., 200 )i a
Espanya s’ha realitzat algun assaig a planta (Turner et a/., 1992). Varis productes de
paper que inclouen paper de revista i paper tissue i que han estat tractats
enzimaticament s’han introduit satisfactoriament al mercat (Viikari ef a/., 199 ).

Un aspecte molt innovador relacionat en I'is de xilanases és que aquestes podrien
reduir el contingut en acids hexenuronics (HexA) de les pastes. Les xilanases
actuarien sobre la pasta hidrolitzant els xilans més accessibles de la superficie de la
fibra els quals s’haurien format durant la coccié kraft. Aquests xilans contenen acids
HexA, per tant, eliminant aquests xilans juntament amb ells també s’eliminarien HexA.

1.6 APLICACIO DE LACASES EN EL BLANQUEIG

Les lacases son oxidoreductasses ligninolitiques que necessiten la preseéncia d'oxigen
per actuar i oxidar els grups fendlics de la lignina. El seu potencial redox no és gaire
elevat el qué limita la seva capacitat oxidativa i a més, el seu gran pes molecular li fa
dificil 'accés a la lignina de la paret cel*lular (Bourbonnais i Paice, 1995). Per aquest
motiu és necessaria la preséncia d’'un mediador que és un compost de baix pes
molecular que actua com intermediari redox i la seva forma oxidada és capac de
difondre’s a la fibra i reaccionar amb les fraccions fenoliques i no fenoliques de la
lignina i aixi deslignificar la pasta (Freudenreich, et a/, 1998) formant el conegut
sistema lacasa-mediador (L) (Figura 1-9).

Lignina Mediador gy Lacasa o,

Ligninagy Mediador Lacasaox H,0

Figura 1-9. Sistema lacasa-mediador

L'efectivitat d’'un sistema lacasa-mediador per a degradar lignina depén de les
propietats de la lacasa, del mediador i de la seva combinacié (Li, et a., 1999). Els
mediadors amb grups funcionals N-OH s‘oxiden al seu radical corresponent (NO-) en el
tractament amb lacasa el qual és el responsable de l'alta oxidacié de la lignina
(Rochefort, et al, 200 ). Tanmateix, la seva naturalesa de radical causa alguns
problemes d’estabilitat el qué limita el seu Us en la deslignificacio ja que pot atacar la
lacasa provocant una disminucid en la seva activitat (Amann, 1997). Aquesta
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inactivacio de la lacasa per part de la forma oxidada dels mediadors depén del
mediador utilitzat (Li, et a/, 1999) i representa un inconvenient pel sistema lacasa-
mediador.

Un altre dels problemes que presenta el sistema lacasa-mediador és I'elevat cost i la
potencial toxicitat dels mediadors i per aquest motiu s'esta impulsant la recerca de
nous mediadors més barats i més respectuosos pel medi ambient. L'ABTS (2,2"-
azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonat)) va ser el primer mediador utilitzat capag de
deslignificar la pasta (Bourbonnais i Paice, 1992) pero actualment han estat estudiats
altres tipus de mediadors, sent els que contenen un grup funcional N-OH els
mediadors de la lacasa més efectius descrits (Xu, et a/, 2000). Entre ells, 'HBT (1-
hidroxibenzotriazol) sembla ser el més eficac descrit fins el moment (Garcia et al.,
2003; Camarero et al., 200 ; Sigoillot et a/., 2005), (Figura 1-10).

O
b {

ABTS

X "\\

| g 0
NA
HBT ‘\\}OH ,"I NHA

s

Figura 1-10. Estructura quimica de diferents mediadors de la lacasa

Recentment s'ha descobert I'N-hidroxiacetanilida (NHA) que és un mediador sintétic,
potencialment més barat i menys toxic que I'HBT, i, igual que aquest Ultim, pertany al
grup de mediadors amb un grup funcional N-OH (Figura 1-10). La seva efectivitat en
deslignificar la pasta ha estat demostrada (Chakar i Ragauskas, 2000; Xu et a/., 2001).

La utilitzacié de lacases en el blanqueig de pastes esta en fases de desenvolupament,
tot i que s’han fet alguns assajos a escala pilot. El problema que tenen és la seva
limitada capacitat oxidativa i que necessiten un mediador.

Recentment, la tirosinasa de P.sanguineus ha estat purificada i caracteritzada
(Halaouli et al., 2005) i s’ha aconseguit produir en Aspergillus Niger aconseguint que
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I'enzim sigui secretat en quantitat important al medi extracel'lular dels cultius d’
A.niger, la qual cosa facilita els estudis moleculars i el seu aillament per a les
aplicacions biotecnologiques (Halaouli et a/., 2006). Degut a les similituds que presenta
la tirosinasa amb la lacasa (les dues es troben entre les oxidases que contenen coure)
es vol estudiar la potencial aplicacié d’aquest enzim per a blanquejar la pasta per tal
de descobrir nous sistemes enzimatics.

1.7 OBJECTIUS DE LA TESI I PLANTEJAMENT DE TREBALL

La present tesi s'emmarca dins d’'una de les linees d'investigacié del Departament
d’Enginyeria Téxtil i Paperera, de la Universitat Politécnica de Catalunya, encaminada a
I’Aplicacio de la Biotecnologia per al Blanqueig de Pastes.

Es parteix de l'interés de blanquejar pasta kraft d'eucaliptus, de gran interés estrategic
per Espanya i del desenvolupament de nous processos de blanqueig utilitzant nous
metodes biotecnologics amb la finalitat d’obtenir papers de caracteristiques similars als
convencionals disminuint el nivell contaminant en el blanqueig.

Basant-se en les consideracions anteriorment exposades, |‘'objectiu principal
d’aquesta tesi és:

Millorar el blanqueig de la pasta kraft d’eucaliptus mitjancant el
desenvolupament de noves seqiiéncies ECF i TCF amb xilanases i lacases
que augmentin la rendibilitat i efectivitat del procés

Altres objectius particulars de la tesi son:

Millorar una seqiiéncia industrial de blanqueig ECF (DEopD;) amb una etapa
de pretractament amb xilanasa (X)

e Descobrir noves xilanases bacterianes amb activitat potenciadora del blanqueig

e Estudi de I'efectivitat d’una xilanasa de la familia 5 de les glicosil hidrolases en
el blanqueig de pastes

e Efecte de les xilanases en els acids hexenuronics de les pastes
e Efecte de les xilanases en les propietats dels efluents

e Estudi de l'efecte de les xilanases en la morfologia de les fibres, en el refi i en
les propietats fisiques dels papers
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Optimitzar les condicions d'aplicacié del sistema lacasa-mediador (L),
Efecte del pretractament X en potenciar I'efecte del tractament L

Efecte del tractament L sobre els acids hexenuronics, la lignina i la viscositat
de les pastes aixi com sobre els esterols

Aplicaci6 de mediadors alternatius a I'HBT com I'NHA i recerca de nous
mediadors naturals de la lacasa

Avaluacié de la tirosinasa per a blanquejar i deslignificar la pasta

Evolucié dels acids hexenuronics al llarg dels diferents processos i efecte
d’aquests en I'index kappa de les pastes

Novetat i rellevancia:

L'elevat volum de produccié de pasta d'eucaliptus per la indUstria espanyola i
la notable millora mediambiental que laplicacid de noves tecnologies
enzimatiques pot causar

Aplicacié d'una xilanasa de la familia 5 de les glicosil hidrolases, ja que només
recentment han estat descrites xilansases d’aquesta familia. No existeix fins el
moment cap assaig paperer amb xilanases d‘aquesta familia enzimatica.

L'aplicacid de plans experimentals per a optimitzar el sistema mediador en
pastes d'eucaliptus

Efecte del pretractament enzimatic amb xilanasa en potenciar el tractament
amb el sistema lacasa-mediador

Aplicacié de mediadors alternatius i recerca de nous sistemes enzimatics per a
blanquejar i deslignificar la pasta

Efecte dels diferents tractaments enzimatics amb xilanases i lacases en
I'eliminacié d’'HexA de les pastes

Primerament es realitza un escrutini de diferents xilanases (X) noves i comercials en
seqliencies ECF i TCF de blanqueig. Un cop identificades les millors xilanases aquestes
s'apliquen en una seqiiéncia complerta ECF XDEopD; on s’analitzen les diferents
propietats de les pastes i efluents. Seguidament la millor xilanasa nova s'aplica en una
seqliencia TCF incloent una etapa amb el sistema lacasa-mediador (L). S'optimitzen les
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condicions del tractament L utilitzant I'HBT com a mediador al mateix temps que
s'avalua l'efecte beneficids de I'etapa de pretractament X. Per Ultim s’avalua I'NHA en
el tractament L aixi com l'aplicacié de la tirosinasa. Especial importancia es dona a
I'evolucio dels acids hexenuronics al llarg dels diferents tractaments.
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