Capitol 3

Efecte d'una nova xilanasa i de dues
comercials en potenciar el blanqueig en
seqiieéncies XD i XP. Selectivitat de les etapes
DiP

RESUM

Una xilanasa nova i dues comercials s'apliquen a la pasta kraft d’Eucalyptus globulus
deslignificada amb oxigen en seqiiéncies XD i XP. S'avalua l'efectivitat d'aquestes
xilanases en les propietats de les pastes i per cromatografia en capa fina dels efluents
en comparaciéo amb la seqliéncia del blanc. La xilanasa comercial X¢ és la més efectiva
en potenciar la deslignificacid i blanqueig per part del didoxid de clor i el peroxid
d’hidrogen i aquesta efectivitat es relaciona amb la major accié d’aquesta sobre el
polimer de xila. Es compara l'efectivitat dels dos agents de blanqueig (D i P) tant pel
qué fa a les propietats de les pastes com pel qué fa als OXE utilitzats per a cada
reactiu i els resultats porten a escollir la seqgliéncia XD com la més selectiva per a
estudiar els pretractaments enzimatics amb xilanases.

3.1 INTRODUCCIO

Degut a l'aparicio en els ultims anys de noves legislacions reguladores dels processos
contaminants, la planta de blanqueig de les industries papereres ha hagut de dur a
terme diferents modificacions ja que els productes quimics clorats provoquen una gran
contaminacié degut a la formacié d’AOX que van a parar als efluents (Colom et al,,
2001; Freire et al., 2003 i 2004).

La utilitzacié de la biotecnologia en el blanqueig de pasta de paper ha suscitat una
gran atencio, 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 la seva aplicacié potencia l'efecte blanquejant dels agents quimics tant en
seqliencies ECF (Siles et al.,, 1996; Vidal et a/., 1997) com TCF (Roncero et a/., 1996;
Vidal et al., 1998), permetent un important estalvi dels mateixos (Torres et al., 2000) i,
més important, disminuint notablement la generacié de contaminants en el procés de
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blanqueig (Amin, 2006). A més, la incorporacié de xilanases en una fabrica de pastes
és simple i economicament factible (Maddern et a/, 1993; Tolan i Spence, 1997) ja
que es pot introduir a la seqiiéncia de blanqueig sense haver de fer grans inversions
en fabrica i algunes fabriques ja I'han incorporat amb resultats satisfactoris (Popovici
et al., 2004).

La xilanasa és un enzim que catalitza la degradacié dels xilans. Hi ha varies teories
sobre la forma d‘actuacid 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
cellulosiques i que es troben, en certa manera, en una situacié intermédia entre les
cadenes ordenades de cel*lulosa i la fracci6 amorfa de la lignina. A I'eliminar aquests
xilans desapareix la unié existent entre la cel-lulosa i la lignina, pel que al trobar-se
aquesta ultima més lliure, es facilita la seva eliminacié en les posteriors etapes de
blanqueig (Turner et al., 1992; Pham et a/., 1995).

La capacitat de blanqueig no és general entre les xilanases havent-se descrit notables
diferéncies entre diferents enzims xilanolitics (Patel et a/, 1993; Biely et al, 1997;
Clarke et al, 1997) i a més, la eficiéncia d’'una determinada xilanasa depén del tipus
de pasta utilitzada. Cal destacar que I'especie fustera utilitzada majoritariament per a
la indUstria paperera espanyola és d'eucaliptus, el que fa interessant estudiar-ne
I'aplicacié de xilanases. Per tal d‘aconseguir una correcta implantacié d’enzims en el
procés de blanqueig de la pasta d’eucaliptus es fa necessari un estudi sistematic de
I'aplicabilitat de diferents tipus de xilanases.

L'objectiu d’aquest capitol és realitzar un analisi d'actuacié d’'una nova xilanasa de
laboratori i de dues xilanases comercials, realitzant posteriorment a l'etapa de
pretractament enzimatic una etapa de blanqueig acida amb dioxid de clor o bé una
etapa de blanqueig alcalina amb peroxid d’hidrogen. Paral‘lelament es duen a terme
controls de pasta blanquejada sense enzim. S'estudia la influéncia del tractament
enzimatic en les propietats de les pastes d’index kappa, blancor i viscositat aixi com de
la cromatografia en capa fina dels efluents i finalment s'avalua I'efectivitat dels dos
agents de blanqueig tant pel qué fa a les propietats de les pastes com als equivalents
d’oxidacié (OXE) utilitzats per a cada reactiu.
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3.2 MATERIALS I METODES
3.2.1 Matéria prima

La matéria prima utilitzada en aquest capitol és pasta kraft d'Fucalyptus globulus,
deslignificada amb oxigen. Es de procedéncia industrial i produida per I'empresa
Torraspapel, S.A. Les caracteristiques inicials d'aquesta pasta son les que s'indiquen a
la Taula 3-1.

Taula 3-1. Propietats de la pasta inicial

Pasta inicial
Index kappa 9,2
Blancor (%IS0) 50,2
Viscositat (mL/g) 958+24

3.2.2 Enzims

La xilanasa nova utilitzada és la xilanasa X, que correspon a la Xyn B de Paenibacillus
barcinonensis la qual ha estat clonada i caracteritzada pel Departament de
Microbiologia de la Universitat de Barcelona a partir d'una soca bacteriana amb elevat
poder xilanolitic (Blanco et a/, 1996; Gallardo et a/, 2003; Sanchez et al., 2005;
Gallardo et al, 2007). Aquest enzim defineix un nou tipus de xilanasa que té com a
tret distintiu la seva localitzacio intracel*lular, fet que la diferencia clarament de la
resta de xilanases descrites fins el moment, les quals son secretades a |'exterior del
microorganisme productor.

Les dues xilanases comercials utilitzades han estat subministrades per Buckmann
Laboratories Ibérica S.A. i son les xilanases Xg (BZM 2511) i Xc (BZM 2514). Al
laboratori de la UB s’han desenvolupat les seves condicions d‘aplicacid les quals
resulten ser de gran interés pel blanqueig de les pastes d’eucaliptus.

Al laboratori de la UB s’ha mesurat l'activitat d’aquests enzims mitjancant el metode
Somogy-Nelson que consisteix en incubar el substrat a les seves condicions d‘aplicacid
en la pasta i mesurar el sucre reductor alliberat; també es mesura I'activitat residual al
cap de dues hores d'emmagatzemat a condicions d'assaig.

3.2.3 Blanqueig

Les seqliencies de blanqueig realitzades sén XD (ECF) i XP (TCF), on:

e X: Pretractament enzimatic amb xilanasa



Capitol 3

¢ D: Blanqueig amb dioxid de clor
e P: Blanqueig amb perdxid d’hidrogen

Les condicions d’aplicaci6 d’aquestes etapes es detallen a continuacio. L'equip i
metodica utilitzats s’especifiquen al Capitol 2 (Materials i Métodes).

3.2.3.1 Segqiiéncies de blanqueig

Per tal d'assegurar-se que els efectes en les propietats de les pastes sén deguts
Unicament a l'enzim i no a les condicions del propi tractament, és necessari fer
paral‘lelament als tractaments enzimatics un blanc (X;) que consisteix en realitzar una
etapa X a les mateixes condicions del tractament enzimatic (consisténcia, temps,
tampo, temperatura, pH) pero sense afegir-hi I'enzim; la resta d’etapes es fan igual
per blanc i enzim. Tal com es mostra a la Taula 3-2, les condicions d'aplicacio a I'etapa
X sén diferents per a cada xilanasa, la qual cosa fa necessari realitzar una seqiiéncia
del blanc per a cada enzim. Per tant, tenint en compte que es disposa de tres
xilanases, que per a cadascuna s'ha de realitzar un blanc, que es realitza també un
blanc amb Escherichia coli (E.coli) i que sén dues les seqiiencies a estudiar en cada
cas (XD i XP), son 14 les seqiiéncies que s'han realitzat.

Degut a que els tractaments del blanc provoquen canvis en les propietats de les pastes
que depenen de les condicions de tractament, cada tractament amb xilanasa s’ha de
comparar amb el seu blanc corresponent la qual cosa dificulta la comparacié de
resultats entre xilanases. Per tal de facilitar la interpretacié de resultats s’igualen tots
els blancs en un de sol, és a dir, s’escull un blanc comu per a tots els tractaments, es
calcula per a totes les propietats de les pastes la diferéncia amb el seu blanc
corresponent i aquesta diferéncia es resta del blanc comu. Aixi doncs, les seqiiéncies
estudiades queden en les seglients:

e XoD i XqP: seqiiéncies del blanc a on a I'etapa X no se li afegeix I'enzim.

¢ XoecD 1 XoecP: sequiéncies del blanc amb F£.coli a on a I'etapa X se li afegeix
I'extracte enzimatic X;4 sense activitat xilanasa.

e X;aD i X;5P: tractaments amb la xilanasa nova X, a dosi d'una unitat per
gram de pasta seca

e X;gD i X;gP: tractaments amb la xilanasa comercial Xz a dosi d'una unitat
per gram de pasta seca

o X;cD i XycP: tractaments amb la xilanasa comercial Xc a dosi d'una unitat
per gram de pasta seca

on esta referenciat en cada cas el tipus de tractament aplicat a I'etapa X, sent el
primer subindex la dosi d’enzim utilitzada (0 en cas del blanc i 1 al afegir-hi enzim) i el
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segon subindex I'enzim utilitzat (Xa, Xg 0 Xc). Una unitat d’enzim és definida com la
quantitat d’enzim requerida per a produir 1 umol de grups aldehid per minut.

3.2.3.2 Pretractament enzimatic amb xilanasa (X)

Les condicions d‘aplicacié de I'etapa X depenen de l'enzim utilitzat en cada cas i es
mostren especificades a la Taula 3-2.

Taula 3-2. Caracteristiques i condicions d’aplicacio de les xilanases utilitzades

Dosi Temp Tampo Temps
Tract. H Cons (%
Wigps) | o | M| (somm (h) (%)
Xo 0 40-70 6-8 Tris-HCl/fosfat
Xas ! o0 8 Tris-HCI 2 10
Xic 1 70
Xia 1 40 8 Fosfat

3.2.3.3 Etapa de blanqueig amb dioxid de clor (D)

L'etapa D es realitza al 10% de consisténcia, a una temperatura de 56°C durant 60
minuts al 3% de dioxid de clor sps com a clor actiu.

3.2.3.4 Etapa de blanqueig amb peroxid d'hidrogen (P)

L'etapa P es realitza al 5% de consisténcia, a 90°C de temperatura, durant 120 minuts,
al 3% sps de peroxid d’'hidrogen, a I'1,5% sps de NaOH, a I'1% sps de DTPA i al 0,2%
sps de MgSO,.

3.2.4 Caracteritzacio de les pastes

Per a la caracteritzacid de les pastes s’ha determinat l'index kappa, la blancor i la
viscositat segons la normativa ISO corresponent, especificada al capitol 2 (Materials i
Métodes). Aquestes propietats son mesurades de cada seqiéncia després de cada
etapa de blanqueig per tal d'estudiar I'evolucié del procés i poder comparar les pastes
tractades enzimaticament amb les pastes del blanc.

A partir de lindex kappa s'ha calculat el percentatge de decrement d'lk o
deslignificacio segons I' Eq. 3-1.

Deslignificacié (%) = Ik'I_—ka *100 Eq. 3-1
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on,
Iki= index kappa de la pasta inicial

Iks= index kappa després de cada etapa (X, D o P)
3.2.5 Caracteritzacio dels efluents

Per a la caracteritzacié dels efluents, s'ha mesurat el pH final, el dioxid de clor residual
a l'etapa D, el peroxid d’hidrogen residual a I'etapa P i la cromatografia en capa fina
dels efluents de cada etapa segons la normativa corresponent especificada al capitol 2.

Per a la cromatografia en capa fina, a cada extrem de la placa s’hi aplica una mescla
de patrons que inclou un patro de xiloses (X1, X2, X3 i X4), de glucoses (G1, G2, G3,
G4 i G5) i d'acids urodnics (Ur), i a la banda central i a la segona fila de I'extrem dret
s’hi aplica un patré d'acids uronics sol. Al centre s’hi apliquen les diferents mostres,
cadascuna per duplicat.

3.2.6 Determinacio de l'activitat enzimatica

La majoria de fabriques de pasta actuen a condicions de pH alcali, altes temperatures i
temps curts de retencié el que ha portat al desenvolupament d’enzims que actuin en
aquestes condicions (Loutfi, 1993). Les condicions optimes d'aplicacié de les tres
xilanases utilitzades s’han determinat préviament al laboratori i resulten ser de gran
interés per a ser aplicades industrialment ja que actuen a pH alcali i a altes
temperatures. Per tal de veure l'activitat xilanasa al cap de les 2 hores de tractament,
s’ha determinat l'activitat d'aquestes xilanases en les condicions d’aplicacidé sobre la
pasta a temps inicial i al cap de 2 hores d'incubacié de I'enzim en les condicions
d’assaig determinades per a cadascuna tal com es mostra a la Taula 3-3; en aquesta
taula s'observa que I'activitat de les dues xilanases comercials és bastant més alta que
la de la xilanasa nova X,. D'altra banda, les dues xilanases comercials Xg i X¢ perden
activitat al cap de dues hores de tractament, sobretot la X¢ la qual es queda sense
activitat al final del tractament, mentre que la xilanasa nova X, es manté estable al cap
de dues hores de tractament, i aquesta caracteristica la podria fer interessant per a la
reutilitzacio de I'enzim.
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Taula 3-3. Activitat enzimatica determinada a la UB dels enzims a les condicions de

tractament
. pmol/mL
ACtIYItat (U/mlf) (alliberades del substrat després de 2 h
Assaigs de 15 min . L - .
d'incubacid en les condicions d'assaig)
Residual després de 2 Teorics Reals
EXU/mL h d'incubacioé a (segons activitat en (alliberats en 2 h
condicions d'assaig assajos de 15 min) d'incubacio)
Xa | pH 8/ 40°C 33 33,5 (100%) 3975 3706 (93%)
Xz | pH 8/ 60°C 4085 3183 (78%) 490202 285554 (58%)
Xc | pH 6/ 70°C 4477 0 (0%) 537261 198391 (37%)

3.3 RESULTATS I DISCUSSIO

Primerament s'analitza |'efecte de cada pretractament amb xilanasa en les propietats
de les pastes i efluents sempre en comparacié amb els efectes que es produeixen a la
sequiéncia del blanc. Seguidament s'avalua la selectivitat de les etapes D i P tant pel
gue fa a les propietats de les pastes com pel qué fa als OXE consumits en cada etapa.

3.3.1 Efecte de les xilanases en les propietats de les pastes

Els resultats en les propietats d’index kappa i blancor de les pastes després de les
etapes X, D i P es mostren a la Taula 3-4.

Taula 3-4. index kappa i blancor de les experiéncies realitzades després de cada

etapa
X XD Xp
LBl LBl . Bl
Tk oeisoy | ™ (oeisoy| i (on1s0)

Xo 85 | 471 36 | 742 68 | 699
Xoec | 85 | 471 36 | 745 69 | 699
X1a 82 | 47,6 38 | 744 69 | 687
X1s 79 | 47,9 36 | 756 71 1 715
Xie | 81 | 486 29 | 752 60 | 732

Cal destacar que quan es comenten els efectes de les xilanases en aquestes propietats
sempre es fa en relacid a la seqiéncia del blanc; en treballs anteriors (Siles et al.,
1996; Torres et al., 2000) també s'avaluen els efectes de xilanases noves i comercials
en el blanqueig ECF de pastes d’eucaliptus pero els resultats es comparen amb una
seqliencia control on no es realitza I'etapa Xo. Segons els resultats obtinguts, s‘observa

3-7



Capitol 3

que el tractament X, també produeix efectes en les propietats de les pastes i efluents
el que fa necessari realitzar aquest tractament per tal d’assegurar-se que els efectes
son deguts a la xilanasa i no a les condicions del propi tractament. També s’han
realitzat blancs amb I'extracte d’E.co/i per a comprovar que l'extracte en el qual es
subministra la xilanasa X, no produeix efectes en les pastes i efluents.

3.3.1.1 Efecte de les xilanases en l'index kappa de les pastes

A la Figura 3-1 (a) estan representats els resultats d'index kappa després de cada
etapa de la seqiiéncia del blanc i de les seqiiencies amb les tres xilanases.

(a) (b)
X0 EX1A B X1B [ X1C EX1A EX1B [X1C
107] 107
F = g\c’, 81
© 87 7T U.'l P
v Eeg 2l © %
< R Znl 2 4] kA4
0 44 R E S ]
© = Ee] - g
.= Eeg Zrh £ A
Eog Zh S Hl
21 FLA Eﬂ,a = #
So8 Ze < %
L B 2nl 0 ;
0+ :
Inical X XD XP

(c)
BX1A BEX1B ©IX1C

Augment Bl (%IS0)

Figura 3-1. index kappa de la pasta inicial i de cada seqiiéncia de blanqueig després
de cada etapa (a). Augment en deslignificacio (b) i en blancor (c) dels tractaments
amb xilanasa respecte la seqiiéncia del blanc
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Després de I'etapa X, els tres tractaments on s’hi ha afegit xilanasa presenten un index
kappa inferior al blanc, sent el valor més baix el corresponent al tractament amb la
xilanasa comercial Xg. Tanmateix, després de les etapes D i P, només amb la xilanasa
Xc I'index kappa al qué s'arriba és inferior al que s'assoleix amb la seqliéncia del blanc.

Aquests mateixos resultats s'expressen en augment en deslignificacid que produeix
cada xilanasa en comparacid6 amb la seqliéncia del blanc (és a dir, es calcula la
deslignificacid respecte la pasta inicial després de cada etapa i tractament i dels
tractaments amb xilanasa se li resta la deslignificacid que es produeix en el blanc) tal
com es mostra a la Figura 3-1 (b). En una etapa X, els tres tractaments amb xilanasa
augmenten la deslignificacid veient-se el major efecte a I'aplicar la xilanasa Xz on la
deslignificacié augmenta un 6%; el segueix la xilanasa Xc amb un augment del 4% i
per ultim la xilanasa nova X, que l'augmenta un 3%. La finalitat d’aplicar un
pretractament amb xilanasa no és que a la mateixa etapa X es produeixi deslignificacid
sind que es potencii I'efecte dels reactius en posteriors etapes de blanqueig, el fet que
augmenti la deslignificacié en aquesta etapa pot ser degut a que les xilanases hagin
hidrolitzat xilans que continguin acids hexenuronics els quals és conegut que
contribueixen a l'index kappa (Li i Gellerstedt, 1997), o bé xilans que formin part de
complexes lignina-xila (Wong et a/, 1997(b)). D'altra banda, després de les etapes D i
P (seqiiencies XD i XP), la deslignificacio de les seqiiéncies amb xilanasa només es veu
incrementada respecte el blanc a l'aplicar el pretractament amb la xilanasa comercial
Xc (3% a l'etapa D, i 5% a l'etapa P), i es pot dir que és degut a que a I'haver quedat
la fibra més accessible després del tractament Xic, els reactius de blanqueig hi han
penetrat millor.

3.3.1.2 Efecte de les xilanases en la blancor de les pastes

Els resultats de blancor de les pastes (Taula 3-4) demostren que un pretractament
enzimatic amb xilanasa fa augmentar la blancor de les pastes, efecte que depén de la
xilanasa utilitzada. A la Figura 3-1 (c) es mostra I'augment de blancor (%ISO) de les
sequiéncies tractades amb xilanasa respecte la seqiiéncia del blanc, i s'observa que una
etapa de pretractament enzimatic (X) provoca un augment en la blancor de la pasta
tant a I'aplicar la xilanasa nova X, com les dues xilanases comercials Xg i Xc, tot i que
el major augment es dona a l'aplicar la xilanasa comercial X¢ (1,5%IS0). Aquest
augment de blancor produit degut a I'efecte de les xilanases ja havia estat observat
per altres autors (Wong et al, 1997(a)) i pot ser degut tant per a I'eliminacidé de
lignina que es produiria degut a la hidrolisi de xila que formaria part de complexes
lignina-xila (ja que en el polimer de xila particules residuals de lignina es troben
rodejades i atrapades (Bajpai, 2004)), com també podria ser degut a l'alliberacié de
compostos colorejats dels hidrats de carboni que és conegut que es formen durant la
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coccio kraft (Mateo, 2004). Aquests resultats van lligats amb els resultats obtinguts en
index kappa, per tant es pot dir que aquests productes que s'eliminen a l'etapa X son
productes que contribueixen a I'index kappa i que donen color a les pastes.

Després de I'etapa D (seqiiéncia XD) les tres seqliéncies amb xilanasa segueixen tenint
una blancor superior al blanc tot i que en el cas de I'’XaD i I’XcD aquesta diferéncia de
blancor és superior després de I'etapa X. La seqliéncia XgD és la que presenta la major
blancor i al contrari que en les altres dues la diferéncia de blancor respecte el blanc
després de I'etapa D és major que la diferéncia de blancor després de I'etapa X.

Després de l'etapa P (seqliencia XP) el tractament amb la xilanasa nova (XaP) ja no
presenta una blancor superior al blanc sind que aquesta és inferior. D'altra banda, les
dues seqiiéncies on s’han aplicat les xilanases comercials (XgP i XcP) presenten la
major diferéncia de blancor respecte el blanc en comparacid amb les seqiiéncies X i
XD, veient-se el major efecte en I’XcP on la blancor és 3,3%IS0O superior al blanc.

Una etapa de pretractament amb xilanasa es relaciona com una etapa potenciadora
del blanqueig on els seus efectes es veuen més en posteriors etapes de blanqueig més
que a la mateixa etapa. Segons els resultats obtinguts, la xilanasa nova X, provoca
disminuci6 de I'index kappa i augment de blancor a I'etapa X pero aquest efecte queda
atenuat després de les etapes D i P, per tant, en les condicions aplicades d'aquesta
xilanasa i en les propietats mesurades, tot i que sembla que produeix algun efecte
sobre la pasta a I'etapa X, no es pot dir que tingui un efecte potenciador del blanqueig.

Pel qué fa a la xilanasa comercial Xz passa el mateix que I’X, en la propietat d'index
kappa ja que al tractar la pasta amb aquesta xilanasa, només després de l'etapa X
s'observa un Ik inferior al blanc. En canvi, segons la blancor si que es pot dir que hi ha
un efecte potenciador del blanqueig ja que després de les etapes D i P la diferéncia de
blancor respecte el blanc és superior que després de I'etapa X.

Per Ultim, la xilanasa Xc que resulta ser la més eficient de les tres en millorar les
propietats d’index kappa i blancor conjuntament, provoca millora d’aquestes propietats
després de l'etapa X igual que les altres dues, i a més, també augmenta la diferéncia
d'Tk respecte el blanc després de les etapes D i P i de blancor després de I'etapa P. Per
tant, a I'aplicar a la pasta la xilanasa X, els agents de blanqueig dioxid de clor i
peroxid d’hidrogen penetren millor a l'interior de la fibra produint una eliminacié de
lignina (o d'altres productes que contribueixen a index kappa) i conseqiientment un
augment de blancor, veient-se aquest efecte més pronunciat després de I'etapa P que
després de I'etapa D.
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3.3.1.3 Efecte de les xilanases en la viscositat de les pastes

A la Taula 3-5 es mostren els resultats de viscositat de les pastes de cada seqiiéncia i
després de cada etapa. Després de I'etapa X, no varia la viscositat de les pastes ni en
el tractament del blanc (Xp) ni en els tractaments amb xilanases (el pretractament
enzimatic Xz presenta una viscositat lleugerament superior al blanc perd que estaria
dins de linterval de confianga de la mesura). Aquests resultats indiquen que les
xilanases utilitzades son especifiques de xila i no presenten activitat cel'lulasa, el que
representa una caracteristica important per a una xilanasa ja que no interessa que
degradi cel'lulosa per no produir una caiguda drastica de les propietats finals del
paper. Després de l'etapa D no hi ha diferéncies en la viscositat entre tractaments i
després de l'etapa P, només en el tractament X;sP s‘observa una viscositat
lleugerament superior a la resta de tractaments. En general, es pot dir que els
pretractaments enzimatics amb xilanasa no disminueixen la viscositat de les pastes ni
després de l'etapa X ni després de les etapes D i P la qual cosa també havia estat
observada en treballs anteriors (Roncero et al., 1996; Siles et al., 1996; Vidal et al.,
1997; Torres et al., 2000).

Taula 3-5. Viscositat de les pastes

Viscositat (mL/g)
X XD XP
Xo 981430 980+22 848+15
Xoec | 1004+22 985+20 878+33
Xia | 989%20 994+17 899+12
Xig | 1001+£10 1001+3 846+15
Xic 97747 998+21 843+30

3.3.2 Efecte de I'extracte d’ E.coli

Com es pot observar a la Taula 3-4 i a la Taula 3-5, també es mostren els resultats
d’index kappa, blancor i viscositat de la sequéncia tractada amb l'extracte d'E.coli
(Xoec)- El motiu de realitzar aquest blanc és per tal d’assegurar-se que l'extracte en el
qual es subministra la xilanasa no produeix efectes en les pastes i efluents ja que quan
es produeixen xilanases, es fa créixer el microorganisme que la produeix (£.coli en el
nostre cas) varis dies en fermentadors i durant aquest temps el microorganisme
secreta enzims en el medi de cultiu; posteriorment, la massa cel*lular la qual conté un
liquid ric en xilanasa, s'extreu, es concentra i se’n determina |'activitat xilanasa. Aquest
liquid és el que s'utilitza per a realitzar el pretractament enzimatic amb xilanasa, pero6 a
part de contenir xilanasa, també conté |'extracte cel*lular el qual podria influir en els
resultats. El tractament Xpec consisteix en un blanc que es realitza afegint |'extracte
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d’E.coli en el que es troba la xilanasa nova X, pero sense activitat xilanasa, per tal
d’assegurar-se que els altres components de I'extracte no influeixen en els resultats.

Aquest blanc no s’ha tingut en compte al comentar els resultats en apartats anteriors
ja que no presenta diferencies amb els resultats de la seqliéncia del blanc (Xy). Es
confirma que la presencia de I'extracte d’E.col/i no afecta a les propietats de la pasta,
per tant, en posteriors estudis no caldra realitzar el blanc amb £.coli,

3.3.3 Efecte de les xilanases en els efluents

Per a la caracteritzacié dels efluents, s’ha mesurat el dioxid de clor residual a I'etapa D
i el peroxid d’hidrogen residual a l'etapa P aixi com la cromatografia en capa fina
després de cada etapa. Gairebé la totalitat del dioxid de clor i del peroxid d’hidrogen es
consumeix durant el tractament ja que el residual de cada reactiu és al voltant del
0,02% en els dos casos, sense haver-hi diferéncies significatives entre tractaments.

3.3.3.1 Cromatografia en capa fina

S’ha realitzat la cromatografia en capa fina dels efluents després de les etapes X, D i P,
perd en les quantitats aplicades en la cromatografia en capa fina, només s'hi observen
marques després de |'etapa X, tal com es mostra a la Figura 3-2. En aquesta figura
s'observa que als efluents que corresponen als tractaments del blanc (X;) hi apareixen
marques corresponents a la xilobiosa (X2), a la xilotriosa (X3), a acids uronics (Ur) de
diferent pes molecular i altres oligosacarids de més alt pes molecular. El motiu que en
els blancs s'observin aquests compostos pot ser degut a que la pasta utilitzada prové
d’'una deslignificaci6 amb oxigen realitzada a fabrica i productes eliminats durant
aquesta etapa haurien quedat a la pasta degut a un rentat deficient i en les condicions
de tractament del blanc s’haurien dissolt i passat als efluents.

Aquest fet dificulta la interpretacié de resultats sobre I'actuacié de les xilanases, ja que
en principi, si la xilanasa ha actuat hidrolitzant el polimer de xila és d’esperar trobar els
productes d'aquesta hidrolisi als efluents, perd si en el blanc també es troben aquests
productes no es pot dir si son 0 no a causa de I'actuacié de la xilanasa. Tot i axi, en el
cas del tractament X4 i Xig, s'observa el mateix patrd de productes que al blanc, perod
les marques son lleugerament més intenses en presencia de xilanasa el qual indica que
aquestes xilanases han actuat sobre el xila de la pasta. En els resultats d'index kappa i
blancor d'aquestes xilanases després de I'etapa X també es produia algun efecte, el
qual s’ha dit que era degut a l'eliminacid de xilans amb grups cromofors o bé de
complexes lignina-xila.
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Figura 3-2. Cromatografia en capa fina dels efluents de I'etapa X (1: Inicial; 2-3: Xia;
4-5: Xo; 6-7: Xoec; 8-9: Xip; 10-11: Xo; 12-13: X;¢; 14-15: Xo)

En els tractaments on s'ha aplicat la xilanasa X: s'observen diferéncies més
significatives respecte les marques que apareixen en el tractament del blanc ja que
aquestes son clarament més intenses, entre elles la xilotriosa (X3) i la xilobiosa (X2); a
més, apareixen marques corresponents a la xilotetraosa (X4) que no s'observen en cap
més altre tractament. Aquests productes alliberats son conseqiiéncia de la hidrolisi del
polimer de xila per part de la xilanasa Xc que han passat als efluents; d‘altra banda,
Paice et al., (1992) diuen que I'acci6 de les xilanases provoca una despolimeritzacié del
xila perd que no necessariament implica la solubilitzacié de fragments del xila. La
manera d'accid i els productes alliberats per un tractament amb xilanasa no segueixen
unes pautes generals sind que depenen de cada xilanasa (Patel et al., 1993; Clarke et
al, 1997). Els productes alliberats per la xilanasa Xc son xilobiosa, xilotriosa,
xilotetraosa i altres productes de més alt pes molecular, a més, cal destacar que no
apareix la xilosa i per tant es pot dir que exhibeix un patro tipic d'una endo-xilanasa.

Segons els resultats de cromatografia en capa fina, la xilanasa comercial X¢ és la que
millor actua hidrolitzant el polimer de xila, i també és la que potencia més el blanqueig
atenent a les propietats de les pastes d'index kappa i blancor. Es pot dir per tant, que
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la presencia de xilans dissolts en els efluents és una manera d‘avaluar la futura
efectivitat d'una xilanasa sobre la pasta, el qual va d'acord amb la teoria que la
xilanasa hidrolitza xilans de la superficie de la fibra i I'eliminacié d’aquests xilans facilita
I'accié d'agents de blanqueig com el dioxid de clor o el peroxid d’hidrogen.

3.3.4 Efectivitat de les etapes de blanqueig (D i P)

En els apartats anteriors s’ha comentat I'efecte de cada tractament amb xilanasa
respecte la seqiéencia del blanc per tal d'identificar la xilanasa més efectiva en
potenciar el blanqueig, perd un altre dels objectius d’aquest capitol també és escollir
I'etapa més selectiva entre una etapa acida amb dioxid de clor i una etapa alcalina
amb peroxid d'hidrogen per a realitzar posteriors estudis sobre el pretractament
enzimatic. En les etapes de blanqueig el qué es vol aconseguir és disminuir al maxim
I'ilndex kappa i incrementar la blancor sense que es degradi la cel*lulosa de la pasta, és
a dir, sense que en disminueixi la viscositat. Per tal d'avaluar la selectivitat de les
sequiéncies XD i XP, primerament es tenen en compte aquestes tres propietats de les
pastes i seguidament es comparen els dos agents de blanqueig oxidatius (dioxid de
clor i peroxid d’hidrogen) mitjancant els OXE consumits en aquestes etapes i
relacionant-los amb les propietats d'index kappa i blancor.

3.3.4.1 Selectivitat de les seqiiéncies XD i XP segons les propietats de les
pastes

A la Figura 3-3 (a-c) s’han representat graficament els valors d'index kappa vs.
blancor, index kappa vs. viscositat i blancor vs. viscositat respectivament. S'observa
que es poden separar clarament les tres etapes (X, XD i XP) segons aquestes
propietats, i a simple vista es pot dir que en les pastes XD s’‘obté un Ik clarament
inferior a les pastes XP i una blancor lleugerament superior. A més, el dioxid de clor és
un agent bastant selectiu per a la lignina ja que no ha degradat la cel*lulosa tal com
mostra la viscositat d’aquestes pastes la qual és la mateixa que a I'etapa X; pel peroxid
d’hidrogen no es pot dir el mateix ja que les pastes XP presenten totes una viscositat
lleugerament inferior indicant que s’ha produit degradacié de la cel'lulosa. D'aquestes
figures també es pot dir que els diferents tractaments amb xilanases tenen tots la
mateixa tendéncia front els agents de blanqueig.

Si es comparen els dos agents de blanqueig en quant a la deslignificacid que
produeixen, es pot dir que després d'haver realitzat I'etapa X a les pastes, el dioxid de
clor produeix una deslignificacié al voltant del 50%, mentre que a |'etapa P és bastant
inferior (del 16%). Pel que fa a la blancor els dos agents de blanqueig produeixen un
efecte semblant tot i ser lleugerament superior a I'etapa D que augmenta la blancor un
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27%]IS0 front el 23%ISO produit durant I'etapa P. Per Ultim, la viscositat de la pasta
no es veu afectada per l'etapa D mentre que a l'etapa P disminueix 80 mL/g
aproximadament.
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Figura 3-3. index kappa vs. blancor (a), index kappa vs. viscositat (b) i blancor vs.
viscositat (c) de totes les experiéncies realitzades

Aquesta forma d‘actuacié dels dos agents de blanqueig va d‘acord amb el que esta
descrit a la bibliografia on es diu que el dioxid de clor és un agent de blanqueig molt
selectiu i un potent oxidant que reacciona amb els grups fenolics i no fendlics de la
lignina, assolint elevades deslignificacions sense degradar la cel lulosa
considerablement (Garcia Hortal et a/, 1984; Dence, 1996) i que la seva manera
d’actuar sobre la lignina és produint I'obertura dels seus anells aromatics (Lachenal i
Chirat, 1999). D'altra banda, és conegut que el peroxid d’hidrogen presenta afinitat
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pels grups cromofors de la pasta, el que es tradueix principalment en augment de
blancor. Aquest es descomposa en radicals segons I'Eq. 3-2 on |'espécie activa és
I'HOO" que blanqueja sense degradar, pero si es descompon pot formar O, el qual pot
induir la formacid de radicals que actuarien sobre els hidrats de carboni; també
provocaria l'obertura dels anells fenolics de la lignina degut a I'atac del radical -OH
sobre els grups fenolats (Lachenal i Chirat, 1999).

2H,0, ='OH + HOO+H,0 Eq. 3-2

Aixi doncs, si es compara el fet d'aplicar una etapa D o una etapa P a les pastes
després d’una etapa X, tot i que l'increment de blancor és semblant en les dues, amb
una etapa D s'aconsegueix una deslignificacié del 30% superior a l'etapa P i no
provoca una degradacié de la cel'lulosa de la pasta.

3.3.4.2 Avaluacio de l'efectivitat dels agents de blanqueig mitjancant la
utilitzaciéo d’'OXE

El terme OXE o equivalent d'oxidacid permet comparar etapes en les que intervenen
agents de blanqueig oxidatius a igualtat de potencial d'oxidacid. Un OXE es defineix
com la quantitat de substancia que rep un mol d'electrons quan la substancia és
reduida (Grundelius, 1993; Sixta et al., 1994; Reeve, 1996). Coneixent els OXE aplicats
en diferents etapes de blanqueig i determinant la blancor i l'index kappa assolits, es
pot calcular I'efectivitat dels agents que intervenen. A la Taula 3-6 s‘adjunten els OXE
totals aplicats en les diferents etapes, els quals posteriorment s’utilitzen per a calcular
I'efectivitat en funcié dels OXE de cada etapa de blanqueig. No es tenen en compte ni
el dioxid de clor ni el peroxid d’hidrogen residual al calcular aquests OXE ja que son
tan baixos que no influeixen en el resultat.

Taula 3-6. Calcul dels OXE de les etapes de blanqueig
Agent de blanqueig | Dosi (%sps) | Kg/tps | OXE/Kg reactiu | OXE/tps
Dioxid de clor 3 30 74,12 2223,6
Peroxid d’'hidrogen 3 30 58,79 1763,7

Per tal de calcular I'efectivitat en funcié dels OXE s'utilitzen les Eq. 3-3 i Eq. 3-4, en les
quals es divideix la variacid d’'index kappa o blancor entre els OXE aplicats a cada
etapa, Efcy OXE i Efcg OXE respectivament. Aquestes expressions no consideren la
variacid de la viscositat, pel qué s’ha de tenir en compte que l'efectivitat presentada és
independent de la degradacié que pateix la cel*lulosa.
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Ik etapa anterior — Ik etapa

Efcy, OXE =

OXE

Bl etapa — Bl etapa anterior

Efcg OXE =

OXE

*100

*100

Eq. 3-3

Eq. 34

A la Taula 3-7 es mostren els resultats obtinguts a partir d’aquestes equacions els
quals estan representats graficament a la Figura 3-4.

Taula 3-7. Efectivitat en disminuir I'index kappa o en augmentar la blancor de cada
etapa de blanqueig respecte els OXE

0,3

0,2

Efc Ik OXE

0,1

X1A  yiB

Efc Bl OXE

Efcy OXE Efcg OXE
D P D P
Xo 022 | 0,10 | 1,22 | 1,29
Xia | 0,20 | 0,08 | 1,21 | 1,20
X | 0,20 | 0,04 | 1,25 | 1,34
Xie | 0,23 | 0,12 | 1,20 | 1,39
(a) (b)

X0

X1C

Figura 3-4. Efectivitat en disminuir I'index kappa (a) o en augmentar la blancor (b)
de cada etapa de blanqueig respecte els OXE

Els resultats mostren que una etapa D disminueix molt més l'index kappa per
equivalent d’oxidacio aplicat en comparacié amb el peroxid d’hidrogen, pero pel qué fa
a la blancor els dos reactius actuen molt semblant, tenint un efecte lleugerament
superior el peroxid d’hidrogen. Aquests resultats van d'acord en el qué s’ha comentat
anteriorment sobre el peroxid d'hidrogen on es diu que és un agent més blanquejant
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que deslignificant, ja que ara es demostra que els OXE aplicats a una etapa P milloren
considerablement la blancor perd eliminen poca lignina tal com també ha estat
observat per de la Rosa, (2003) en el blanqueig de pastes de kenaf.

3.4 CONCLUSIONS

En aquest capitol s’ha avaluat una xilanasa nova i dues xilanases comercials aplicades
en una etapa de pretractament enzimatic X sobre pasta kraft d’eucaliputs
deslignificada amb oxigen avaluant els efectes que aquestes produeixen en les
propietats de les pastes d’'index kappa, blancor i viscositat aixi com en els oligosacarids
dissolts en els efluents (analitzats per cromatografia en capa fina) en comparacié amb
una seqiencia control. Les propietats de les pastes s’han avaluat tant després de
I'etapa X com després de les etapes D i P obtenint pastes blanquejades a partir de
sequéncies XD i XP.

Els resultats demostren que la xilanasa nova (X,) produeix efectes en les propietats de
les pastes a l'etapa X els quals estan relacionats amb I'eliminacié de xilans, perd no
potencia l'efecte blanquejant en les etapes D i P. La xilanasa comercial Xz produeix
efectes a I'etapa X també relacionats amb I'eliminacié de xilans i a més també potencia
I'efecte de les etapes D i P en augmentar la blancor. Per Ultim, la xilanasa comercial Xc
resulta ser la xilanasa més efectiva de les tres ja que produeix efectes en les
propietats de les pastes després de l'etapa X i a més potencia l'efecte blanquejant de
les seglients etapes tant en deslignificar com en blanquejar la pasta. L'estudi per
cromatografia en capa fina dels efluents relaciona la major efectivitat de la xilanasa Xc
amb la major accié hidrolitzant el polimer de xila. Una particularitat important de les
tres xilanases és que son especifiques de xila ja que no afecten a la viscositat de les
pastes. Daltra banda, el fet que els efectes no siguin molt pronunciats, suggereix que
en posteriors estudis enzimatics s’hagi d’augmentar la seva dosi d’aplicacid sobre la
pasta.

Al comparar l'efectivitat d’una etapa acida amb dioxid de clor (D) i d'una etapa alcalina
amb peroxid d’hidrogen (P), s'observa en quant a les propietats d’index kappa, blancor
i viscositat que I'etapa D és una etapa més selectiva ja que d’una banda no afecta a la
viscositat de les pastes i d'altra banda produeix un 30% més de deslignificacié que
I'etapa P. A igualtat d'OXE, en una etapa D s'’elimina lignina i s'augmenta blancor,
mentre que en una etapa P s'augmenta blancor pero elimina poca lignina. Els efectes
dels pretractaments amb xilanasa, tot i que es veuen lleugerament més intensificats
després de l'etapa P, després de I'etapa D també es veuen clarament el qué porta a
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decidir que en posteriors assaigs d’analisi d’actuacié de xilanases s'utilitzi la seqiiéncia
XD.
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