Capitol 6

Avaluacio de noves xilanases de les families
11 i 5 en una seqiiencia complerta ECF de
blanqueig

RESUM

Dues xilanases noves bacterianes pertanyents a les families 11 i 5 s'apliquen
individualment i conjuntament en una seqléncia complerta ECF de blanqueig
XDEopD;. S'avaluen els efectes de les xilanases al llarg de la seqiiéncia de blanqueig
en les propietats de les pastes i dels efluents donant especial importancia a I'evolucid
del contingut en acids hexenuronics de les pastes. Els efectes de les xilanases es
comparen amb la seqiiéncia del blanc X,DEopD; i amb la seqiiéncia DEopD;. Els
resultats en les propietats de les pastes demostren que les dues xilanases potencien la
deslignificacid i blanqueig de la pasta kraft d’eucaliptus i augmenten I'eliminacié d’acids
hexenuronics sense veure's afectada la viscositat de la pasta. D'altra banda, també
augmenten els xilans dissolts en els efluents aixi com I'absorbancia, la DQO i el color.
Al ser aplicades les dues xilanases conjuntament s‘observa un efecte sinergic després
de la primera etapa amb dioxid de clor. Per Ultim, s‘observa que les dues xilanases
produeixen canvis en la morfologia de les fibres i no deterioren les propietats finals
dels papers.

6.1 INTRODUCCIO

Al capitol anterior s’han avaluat quatre xilanases bacterianes noves en la seqiiéncia de
blanqueig XDP i s’ha observat que la xilanasa X que pertany a la familia 11 de les
glicosil hidrolases és la més efectiva tant en millorar les propietats de les pastes
d’index kappa i blancor com en reduir el contingut en acids hexenuronics i augmentar
la quantitat de productes alliberats als efluents com xilans, lignina i HexA. D'altra
banda, també s’ha demostrat que la xilanasa X; que pertany a la familia 5 també
produeix lleugers efectes en les propietats mesurades el que la fa especialment
interessant ja que no hi ha estudis anteriors sobre l'aplicacié biotecnologica amb
xilanases d'aquesta familia en el blanqueig de pastes. A més, també es veu la
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necessitat d'augmentar la dosi d’enzim aplicada per tal de veure millor els efectes de
les xilanases.

Els microorgansimes que degraden xila normalment produeixen gran quantitat de
xilanases pertanyents a les diferents families de glicosil hidrolases 10 i 11, que es creu
gue es combinen sinérgicament per a trencar el polimer de xila en les parets cel*lulars
de les plantes i en alguns treballs anteriors s'avalua la possibilitat que diferents
xilanases actuin sinérgicament sobre les pastes (Elegir, et al, 1995; Clarke et al.,
1997), en general les xilanases més efectives en potenciar el blanqueig pertanyen a la
familia 11 tot i que en algun cas s’observa un efecte sinérgic combinant dues xilanases
de la familia 10. Les xilanases Xg i X; han estat aillades a partir de la mateixa soca
bacteriana Bacillus sp. BP-7 (Lépez et al., 1998; Gallardo et a/., 2004; Gallardo, 2007) i
es creu que si les dues s'apliquen conjuntament sobre la pasta podrien tenir un efecte
sinérgic ja que al pertanyer al mateix microorganisme podrien tenir un efecte sinérgic
en degradar el xila en el seu habitat natural.

Al capitol 4 s’ha observat que si s'afegeix una etapa X abans de la seqiiéncia de
blanqueig DEopD; utilitzant la xilanasa comercial Xc s'aconsegueix augmentar la
deslignificacié i la blancor de la pasta final blanquejada sense quedar afectada la
viscositat de la pasta, al mateix temps que s’han avaluat els efectes en les propietats
dels efluents i en el refi i propietats fisiques dels papers.

En aquest capitol s'avala l'efecte de les dues xilanases noves Xg i X; en la mateixa
seqliencia complerta de blanqueig XDEopD; tant aplicades individualment com
conjuntament per tal de veure si existeix un efecte sinérgic entre les dues. S'avaluen
els efectes en les propietats de les pastes i efluents al llarg de la seqliéncia de
blanqueig i es dona especial importancia en I'evolucid dels acids hexenuronics al llarg
de la sequiéncia i a I'efecte que el tractament amb xilanasa els provoca. De les pastes
blanquejades s'analitzen els efectes en la morfologia de les fibres, en les
caracteristiques del refi aixi com en les propietats fisiques dels papers.

6.2 MATERIALS I METODES
6.2.1 Mateéria prima

La matéria prima utilitzada en aquest capitol és pasta kraft d’eucaliptus (Eucalyptus
globulus), deslignificada amb oxigen. Es de procedéncia industrial, produida per
I'empresa Torraspapel, S.A. i ha estat rentada al laboratori amb tampd Tris-HCl pH7
durant 30 minuts (correspon a la pasta 2 utilitzada al capitol anterior). Les
caracteristiques inicials d’aquesta pasta son les que s'indiquen a la Taula 6-1.
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Taula 6-1. Propietats inicials de la pasta

index kappa 8,0
Blancor (%IS0) 51,1
Viscositat (mL/g) 972420
HexA* (pmol/gps) 38,8+0,7

*HexA: contingut en acids hexenuronics de la pasta

6.2.2 Enzims

Els enzims utilitzats son dues xilanases noves clonades i caracteritzades al
Departament de Microbiologia de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona
a partir de la soca bacteriana Bacillus sp. BP-7 i han estat referenciades com Xg i X;.
L'X; pertany a la familia 11 de les glicosil hidrolases i la X; a la familia 5. Al capitol 2 de
Materials i Métodes s’especifiquen les caracteristiques de cadascuna.

6.2.3 Seqiiéncia de blanqueig

Les seqliencies de blanqueig ECF estudiades son del tipus XDEopD; i DEopD; on:

X: Pretractament enzimatic amb xilanasa

D: Etapa de blanqueig amb dioxid de clor

Eop: Etapa d'extraccid alcalina amb oxigen i peroxid
D,: Segona etapa de blanqueig amb dioxid de clor

Per tal d'assegurar-se que els efectes en les propietats de les pastes son 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,
tampd, temperatura i pH) per6 sense afegir-hi I'enzim. La resta d'etapes es fan igual
per blanc i enzim.

Son cinc les seqiiencies de blanqueig que s’han realitzat:

e XoDEopD;: seqiiéncia del blanc on a I'etapa X no se li afegeix I'enzim

e XsgDEopD;: seqliencia amb la xilanasa Xg a dosi de 3 unitats per gps

e Xs;DEopD;: seqliéncia amb la xilanasa X; a dosi de 3 unitats per gps

¢ Xs.3DEopD;: seqiiencia amb les xilanases X i X; a dosi de 3 unitats per gps
cadascuna

¢ DEopD;: seqliéncia utilitzada actualment a la indUstria sense el blanc X,. Es
referencia com a B
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on esta referenciat en cada cas el tipus de tractament aplicat a I'etapa X (dosi d’enzim
i tipus d’enzim) sent el primer subindex la dosi d’enzim utilitzada (0 en cas del blanci 3
0 3+3 al afegir-hi enzims) i el segon subindex I'enzim utilitzat (X, X;). Una unitat
d’enzim és definida com la quantitat d’enzim requerida per a produir 1 umol de grups

aldehid per minut.

Les condicions d‘aplicacié de I'etapa X es mostren especificades a la Taula 6-2.

Taula 6-2. Caracteristiques i condicions d’aplicacio de les xilanases utilitzades

Dosi Temp. Tampo Temps
Tract H Cons (%
Wigps) | c) | " | somm) | (n) (%)
Xo 0
X 3 50 7 Tris-HCl 10
X33
X343 343

Les condicions d‘aplicacio de les etapes de blanqueig D, Eop i D; s'indiquen a la Taula
6-3. L'equip i metodica utilitzats s'especifiquen detalladament al Capitol 2 (Materials i

Metodes).

Taula 6-3. Condicions d'aplicacio de les diferents etapes de blanqueig

D Eop D,
Consisténcia (% sps*) 10 10 10
Temperatura (°C) 56 70 65
Temps (min) 60 65 215
H,0, (% sps*) - 0,3 -
NaOH (% sps*) - 1,1 -
ClO, (% sps* com Cl, actiu) 3 - 1,5
0, (Kg/Tad) - 5 -
pH 1,2 11,7 22

*sps: sobre pasta seca

**tad : tones secades a l'aire

6.2.4 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 indicada al capitol 2 i el contingut en
acids hexenuronics (HexA) segons el métode proposat per Gellerstedt i Li el 1996 i
modificat posteriorment, el qual es basa en I'analisi per espectroscopia UV (Chai et al.,
2001). Aquestes propietats son mesurades al llarg de cada seqliéncia després de cada

6-4




Aplicacid de noves xilanases

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 l'index kappa s’ha calculat la deslignificacié o percentatge de disminucié
d’index kappa respecte la pasta inicial segons I’ Eq. 6-1 i a partir del contingut en HexA
s’ha calculat I'eliminacié d’HexA respecte la pasta inicial segons I'Eq. 6-2.

Deslignificacio (%) = % *100 Eqg. 6-1
i
Eliminacié d'HexA (%) = oA ~HEXAr 4159 Eq. 6-2
HeXAi

on,
Ik; i HexA;= index kappa o contingut en HexA de la pasta inicial

Tk¢ i HexA¢= index kappa o contingut en HexA de la pasta després de cada etapa (X; D;
Eop o Dy)

6.2.5 Caracteritzacio dels efluents

Per a la caracteritzacié dels efluents s’ha realitzat la cromatografia en capa fina de les
etapes X i D, un espectre d'absorbancia de l'etapa X i s’ha determinat la DQO i Color
de totes les seqliencies al llarg de les etapes de blanqueig. Les metodologies seguides
en cada cas es troben descrites al capitol 2 (Materials i Métodes).

6.2.6 Analisi de les fibres per microscopia electronica d’escombrat
(SEM)

S’ha realitzat un estudi de microscopia electronica d’escombrat mitjancant un
microscopi Stereoscan S-260 Leica Cambridge, 25 kV. Sutilitza un Detector BSE
(scintillator backscattered detector), el qual permet identificar la composicié elemental
de la mostra analitzada a través d'un sistema de microanalisi de raigs X (EDX), 260-ix|
LINK, Leica Cambridge. L'estudi microscopi es realitza de les 3 pastes finals
blanquejades X,DEopD;, XssDEopD; i Xs;EopD1. Les fotografies son fetes a 1200
augments per a Xp i X3g i @ 1220 augments per a Xs;, Aquest estudi s’ha realitzat per
Torraspapel S.A.
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6.2.7 Refi de les pastes i propietats dels papers

Les pastes blanquejades segons les seqiieéncies X,DEopD;, X3sDEopD; i X3;DEopD;,
s’han refinat a diferents revolucions mitjangant un moli PFI. De la pasta refinada es
mesura la resisténcia al drenatge pel métode Schopper-Riegler aixi com lindex de
retencié d'aigua (IRA) i el consum especific. Amb les pastes sense refinar i refinades a
diferents revolucions es realitzen 10 fulles per tal de determinar el gramatge,
I'espessor i volum especific, aixi com les seglients propietats fisiques dels papers:
permeabilitat Bendtsen, index de rebentament, index d’estripada i longitud de ruptura,
segons les normatives corresponents indicades al Capitol 2 (Materials i Métodes).

6.3 RESULTATS I DISCUSSIO

Primerament s'avaluen els efectes de les xilanases tant aplicades individualment com
conjuntament en les propietats de les pastes d'index kappa, blancor, viscositat i acids
hexenuronics tant a I'etapa enzimatica com al llarg de la seqiiéncia de blanqueig. Els
resultats es comparen amb la seqiiéncia del blanc X,DEopD; i amb la seqiéncia
DEopD;. Seguidament s'avaluen els efectes en les propietats dels efluents de
cromatografia en capa fina, absorbancia, DQO i Color. Finalment, s'avalua la
possibilitat del possible efecte sinérgic entre les dues xilanases aixi com els efectes que
les xilanases produeixen en la morfologia de les fibres per SEM al final de la seqiiencia
de blanqueig.

A la Taula 6-4 es mostren els resultats d’index kappa i blancor de totes les seqgiiéncies
al llarg de les etapes de blanqueig.

Taula 6-4. Propietats de les pastes d’index kappa i blancor al llarg de la seqiiéncia de

blanqueig
X D Eop D,
Bl Bl Bl Bl
Ik Ik Ik Ik
(%IS0) (%IS0) (%IS0) (%IS0)

Xo |79 51,8 3,5 75,3 2,9 85,9 0,8 89,3
X3¢ | 7,9 54,4 3,2 77,8 2,2 86,9 0,5 90,4
X3 | 7,8 52,3 3,3 75,8 2,7 86,6 0,7 89,4
X343 | 7,5 54,9 2,7 77,2 2,1 88,2 0,6 90,3
B - - 3,5 75,5 2,8 85,2 0,9 88,6

Abans d‘avaluar els efectes que les xilanases produeixen a la seqliéncia de blanqueig
s’han representat graficament els resultats d’index kappa vs. blancor de totes les
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experiéncies tal com es mostra a la Figura 6-1. En aquesta figura s'observa d'una
banda que les dues propietats estan relacionades on una disminucié en l'index kappa
implica un augment en la blancor i d'altra banda que les diferents etapes de blanqueig
queden ben delimitades. La primera etapa de dioxid de clor és la que més efecte
produeix tant en disminuir lindex kappa (60%) com en augmentar la blancor
(23%IS0) el que indica que el dioxid de clor és un agent de blanqueig tant
deslignificant com blanquejant tal com s’ha comentat al capitol 3. L'etapa d’extraccio
alcalina amb oxigen i peroxid (Eop) és una etapa que blanqueja més que deslignifica ja
que I'Ik disminueix un 9 % i la blancor augmenta un 11%ISO. La segona etapa de
dioxid de clor no produeix tant efecte com la primera pero tot i aixi la deslignificacid
que produeix és del 23% i 'augment de blancor del 3%IS0.
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=
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40 60 80 100
Blancor (%IS0)

Figura 6-1. index kappa vs. blancor de tots els tractaments després de cada etapa

A la Figura 6-1 també s’observa que dins d'una mateixa etapa hi ha diferéncies entre
tractaments que son degudes a I'efecte del pretractament enzimatic amb les diferents
xilanases. Cal destacar que la seqliéncia DEopD; (B) presenta unes propietats d‘index
kappa i blancor molt semblants a la seqtiéncia X,DEopD; i per aquest motiu no es té
en compte a I'hora de comentar els resultats. Al capitol 4, on també s’ha realitzat
aquest mateix estudi utilitzant una xilanasa comercial s’ha vist que si que hi havia
diferéncies entre aquestes dues sequéncies, el motiu és que la pasta utilitzada al
capitol 4 no havia estat rentada mentre que en aquest capitol la pasta que s'utilitza si
gue ha estat rentada al laboratori.
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6.3.1 Efecte de les xilanases en lI'index kappa de les pastes al llarg de
la seqiiéncia de blanqueig

L'objectiu d’aplicar un pretractament amb xilanasa sobre les pastes és que s'alliberin
els xilans que han quedat dipositats sobre les fibres durant la coccid kraft i que
taponen l'accés dels reactius de blanqueig al seu interior (Roncero et &/, 2000). Els
resultats d'index kappa de les pastes (Taula 6-4) mostren que després de |'etapa X les
xilanases aplicades individualment no produeixen efecte perd si que provoguen una
disminucid en ITk aplicades conjuntament. Els resultats aplicant les xilanases
individualment no corresponen amb el capitol anterior on aquestes xilanases s’han
aplicat a dosi inferior i I'Tk disminuia lleugerament després d‘aquesta etapa. Al llarg de
les etapes D, Eop i D, els tres tractaments amb xilanasa fan disminuir I'lk de la pasta,
I'X3¢ produeix sempre més efecte que I'X3;i en el tractament X3,3 és quan s‘obtenen els
menors valors en Ik.

S’ha calculat el tant per cent de deslignificacid respecte la pasta inicial de cada
seqliencia de blanqueig i després de cada etapa i del resultat obtingut de les
seqiiencies amb tractament enzimatic se li resta I'efecte que es produeix en la
seqliencia del blanc amb X, d‘aquesta manera s’obté l'augment en deslignificacid
produit per I'efecte de cada xilanasa (Figura 6-2 (a)).

(a) (b)
BX3G HEX3] OX3+3 BEX3G BEX3] OX3+3
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Figura 6-2. Efecte dels pretractaments amb xilanasa en augmentar la deslignificacio
(a) i la blancor (b) al llarg de la seqiiéncia de blanqueig
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Durant l'etapa X, només en el tractament X3,3 es produeix un augment en la
deslignificacié de la pasta significatiu (del 5%) que pot ser produit per I'eliminacié de
xilans que continguin bé acids hexenuronics o bé porcions de lignina atrapada i que
s'alliberen juntament amb aquests. Després de les etapes D i Eop els tres tractaments
amb xilanasa produeixen efectes significatius en augmentar la deslignificacié, amb I'’X3g
el maxim efecte es produeix després de I'etapa Eop (8,8%), mentre que amb I'X5; en
les dues etapes l'efecte és el mateix i del 2,5%; el tractament amb les dues xilanases
combinades (X3.3) és el que produeix més efectes i augmenta la deslignificacid un
10% en les dues etapes. En aquestes dues etapes (D i Eop) es pot dir que el major
efecte en deslignificar la pasta en les pastes pretractades és degut a que la fibra ha
gquedat més accessible a la penetracid dels reactius degut a I'eliminacid de xilans a
I'etapa X els quals en taponaven l'accés. Per Ultim, després de |'etapa D, els efectes de
les xilanases disminueixen i gairebé s'igualen amb la seqiiéncia del blanc; cal destacar
que la deslignificacid que es produeix al final de la seqiiéncia X,DEopD; és del 90%, i
I'k al que s'arriba és molt baix per ser disminuit i igual que s’ha obtingut en el capitol
4, aquest pot ser el motiu pel qual l'efecte de les xilanases es veu atenuat. De tota
manera, els tractaments Xz i X3,3 produeixen un augment en deslignificacié del 3,8% i
del 2,5% respectivament.

Al capitol 4 on s’ha aplicat una xilanasa comercial, s’ha obtingut un maxim augment en
deslignificacié del 8% després de l'etapa X i que disminuia al llarg de la seqliéncia de
blanqueig. Al aplicar les xilanases noves el maxim efecte s'observa en les etapes D i
Eop on en I'X5 s'arriba al 8,8% i a '’X3.3 al 10%. Per tant, es pot dir que el tractament
amb xilanases noves que s’ha realitzat és comparable a un tractament amb xilanasa
comercial. En treballs anteriors també s'obté un efecte positiu en disminuir I'lk al
aplicar una xilanasa nova (Torres et al., 2000) i una comercial (Siles et al., 1996; Vidal
et al., 1997) al llarg d'una seqiiéncia ECF de blanqueig en pastes d’eucaliputs.

6.3.2 Efecte de les xilanases en la blancor de les pastes al llarg de la
seqiiencia de blanqueig

Igual que en lindex kappa, s’ha mesurat I'augment en blancor de les seqliéncies on
s’hi ha afegit xilanasa en comparacié amb la seqliéncia del blanc després de cada
etapa (Figura 6-2 (b)) a partir dels resultats de la Taula 6-4. S'observa que els tres
tractaments amb xilanasa fan augmentar la blancor de les pastes, tant durant la
mateixa etapa enzimatica com al llarg de les segiients etapes de blanqueig. Durant
I'etapa X, on les xilanases aplicades individualment no produeixen deslignificacio pero
si aplicades conjuntament, la blancor és augmentada en tots els tractaments i el
maxim efecte (3,1%ISO) es produeix en el tractament Xs.s;. Cal destacar que el
tractament Xsg no produeix efectes en I'Ik i en canvi 'augment en blancor és elevat
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(2,6%]IS0) el que pot ser degut a I'eliminacié de xilans amb grups comofors que no
contribueixen a l'index kappa (Wong et a/., 1997 (a i b)), en canvi, en el tractament
X343 €ls productes que s’eliminen també contribueixen a I'index kappa.

Després de les etapes D i Eop també la blancor es veu augmentada en tots els casos
tot i que l'efecte no és superior al que es produeix a l'etapa X com passa en la
deslignificacid. L'augment en blancor que produeix I'Xs3; després de l'etapa D és
semblant al de l'etapa X i després de les etapes Eop i D; l'efecte disminueix. L'Xs;
produeix també el mateix efecte després de I'etapa D que de l'etapa X i després de
I'etapa Eop l'efecte augmenta lleugerament i és on es veu el maxim efecte d’aquesta
xilanasa en augmentar la blancor (0,7%IS0O) ja que després de l'etapa D; gairebé
s'iguala amb el blanc. L'augment de blancor que produeix el tractament Xs,3 després
de les etapes D i Eop és inferior al que es produeix després de |'etapa X i després de
I'etapa D; I'efecte disminueix encara més.

Al capitol 4 s'ha vist que la xilanasa comercial X; no augmenta la blancor a l'etapa X
pero si al llarg de les etapes de blanqueig i s'arriba al maxim a l'etapa Eop amb un
augment de blancor del 3,2%ISO. Al aplicar les xilanases noves s'assoleixen augments
semblants de blancor, tot i que el maxim es produeix a la mateixa etapa X, el que
suggereix que el tipus de xilans o compostos cromofors que s’eliminen a l'etapa
enzimatica son diferents entre xilanases. En Torres et a4/, 2000 també s’observa un
augment de la blancor en les pastes pretractades amb xilanasa al llarg de la seqliéncia
de blanqueig.

Igual que passa en la deslignificacid, al final de la seqliencia els efectes de les
xilanases queden atenuats, el que es justifica amb els alts valors de blancor assolits en
la mateixa sequiéncia del blanc (89,3%IS0) que son dificils de ser superats.

La xilanasa Xg aplicada a dosi de 3U/gps en aquest capitol produeix més efecte que al
capitol anterior on la dosi aplicada ha estat de 2U/gps mentre que la X; produeix
efectes semblants. Quan les dues xilanases son aplicades conjuntament en el
tractament Xs,3 és quan es produeixen més efectes en deslignificar i blanquejar la
pasta el que indica que les dues produeixen efectes sobre la pasta, a |'apartat 6.3.8
s’avalua la possibilitat d’'un efecte sinérgic entre les dues.

6.3.3 Efecte de les xilanases en la viscositat de les pastes al llarg de
la seqiiéncia de blanqueig

A la Taula 6-5 es mostren els resultats de viscositat de les pastes de cada sequiéncia al
llarg de les etapes de blanqueig. La viscositat no es veu afectada a I'etapa X degut a
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I'efecte de les xilanases, el que indica que les xilanases utilitzades son especifiques de
xilans i no presenten activitat cellulasa el qual representa una caracteristica
interessant per una xilanasa ja que no es veuran afectades les propietats finals dels
papers.

Al llarg de la seqiiéncia de blanqueig la viscositat de les pastes no és afectada per les
etapes de dioxid de clor pero si que disminueix en tots els tractaments a |'etapa Eop,
aquests resultats corresponen amb la literatura on es parla de la forma d‘actuar
d’'aquests dos agents sobre les pastes (Garcia Hortal et al, 1984; Dence, 1996;
Lachenal i Chirat, 1999) i es diu que el dioxid de clor és un agent bastant selectiu per
la lignina i no ataca als carbohidrats de la pasta mentre que en una extraccié alcalina
amb oxigen i peroxid, el peroxid es pot descompondre i formar oxigen que reacciona
amb la lignina i ell es descompon formant el radical hidroxil que reacciona igual amb la
lignina que amb els hidrats de carboni, atacant la cel*lulosa i afectant aixi la viscositat
de la pasta. Resultats semblants en la viscositat de les pastes s'observen en Torres et
ar., 2000.

Taula 6-5. Viscositat dels diferents tractaments al llarg de la seqiiéncia de blanqueig
X D Eop D,
Xo | 997£59 | 994+30 | 909+16 | 924+10
X3 | 986+31 | 994+21 | 909+10 | 928+12
X33 | 961+42 | 936+44 | 871+26 | 86856
X343 | 991410 | 972435 | 883+0 | 850425
B - 960+5 | 894+50 | 780+10

6.3.4 Efecte de les xilanases en el contingut en acids hexenuronics
(HexA) de les pastes al llarg de la seqiiéncia de blanqueig

Els acids hexenuronics es formen durant la coccié alcalina de la fusta on part dels acids
4-O-metilglucuronics presents en els xilans es converteixen amb el seu corresponent
acid insaturat hexenuronic per la perdua del metanol, formant-se un doble enllag entre
els carbonis C4 i C5 (Teleman et al., 1996; Jiang et al., 2000; Shatalov i Pereira, 2004;
Simao et al., 2005; Danielsson et al., 2006; Johanson i Germgard, 2006). Els HexA son
importants degut als seus efectes negatius en les pastes, ja que contribueixen a l'index
kappa, consumeixen reactius de blanqueig, participen en la retencié de ions metal‘lics,
contribueixen a la reversid del grau de blanc, i contribueixen a la formacié d’acid
oxalic. Segons la bibliografia aquests HexA només es poden eliminar quimicament
mitjancant oxidants electrofil'lics que actuen sobre el doble enllag, com el clor, el
dioxid de clor, '0zd i els peracids (Bergnor-Gidnert et a/., 1998; Allison et al., 1999;
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Vuorinen et al.,, 1999; Jiang et a/, 2000) o bé també mitjancant una hidrolisi acida,
actuant en I'enllag que hi ha entre I'HexA i el xila (Chai et a/,, 2001).

Perd com que aquests HexA pengen dels xilans, tedricament si s'eliminessin aquests
xilans juntament amb ells també s’eliminarien HexA, i com que la xilanasa hidrolitza
xilans de la superficie de la fibra els quals contenen HexA, també és d’esperar que un
tractament enzimatic amb xilanasa redueixi el contingut en HexA. Al capitol anterior
s’ha demostrat aquesta teoria ja que les quatre xilanases noves aplicades disminueixen
el contingut en HexA de les pastes i també s’ha obtingut que amb un tractament Xy el
contingut en HexA és menor tant després de l'etapa X com després de l'etapa D
mentre que amb el tractament X,; només s’ha vist un lleuger efecte després de I'etapa
D. En aquest apartat s’avalua l'efecte d'aquestes dues xilanases aplicades soles o
conjuntament al llarg de la seqiiéncia complerta de blanqueig augmentant la dosi
d’enzim aplicada a I'etapa X a 3U/gps. Els resultats del contingut en HexA de les pastes
de cada tractament i al llarg de la seqgiiéncia de blanqueig es mostren a la Taula 6-6.

Taula 6-6. Contingut en HexA de les pastes al llarg de la seqiiéncia de blanqueig
X D Eop D,
Xo 370+06 |165+04 |16,1+0,6 | 2,0+0,2
X3¢ | 346+08 |11,9+03|128+06 | 1,2+0,1
Xs; | 357+1,2 | 144+09|142+1,1 1,9+0,1
X343 | 33,7+0,7 | 124+06|126+09| 09+0,1
B - 16,3+0,2 | 168+04 | 3,1+0,04

Abans d'avaluar I'efecte dels tractaments amb xilanases es té en compte I'efecte que
produeixen els reactius de blanqueig en les etapes D i Eop en aquests HexA. S'observa
gue els HexA disminueixen en les etapes de dioxid de clor pero en canvi I'etapa Eop no
els afecta. Aquest comportament dels reactius front els HexA és totalment coherent
amb la literatura, on es diu que el dioxid de clor és un oxidant electrofilic que pot
actuar sobre el doble enllag de I'acid hexenuronic i destruir-lo mentre els HexA no
reaccionen en estadis de blanqueig en medi alcali com l'oxigen i el peroxid d’hidrogen
(Buchert et al, 1995; Jiang et al., 2000; Chai et al, 2001a; de la Rosa, 2003). La
majoria d'HexA (aproximadament el 52%) s’eliminen a la primera etapa de dioxid de
clor mentre que a la segona (D;) ja no se n'eliminen tants (30%), aquests resultats
corresponen amb els obtinguts en Malinen i Nhan, (2006) i el fet que I'etapa D; sigui
menys efectiva pot ser degut possiblement a que n'hi ha menys per eliminar o bé a
que les condicions de l'etapa com el pH siguin menys adients. El pH acid (1,2) de
I'etapa D contribueix a la major eliminacié d’HexA (Allison et a/., 1999) ja que afavoreix
la formacié de clor el qual és un eficient oxidant dels HexA (Torngren i Gellerstedt,
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1997), mentre que a la segona etapa D; és el dioxid de clor mateix el major
responsable de la degradacio dels HexA (Torngren, 2002).

Atenent als efectes de les xilanases en aquests acids al llarg de la seqiiéncia de
blanqueig, els resultats demostren que les dues xilanases fan disminuir el contingut en
HexA de les pastes des de l'etapa X i al llarg de tota la seqiiéncia de blanqueig,
sempre veient-se més efecte al tractament X3¢ que a I’Xs;. Quan les dues xilanases son
aplicades conjuntament, s'observa un contingut en HexA inferior a la seqliéncia Xsg
després de les etapes X i D;.

S'ha calculat el percentatge d'eliminacié d’'HexA de cada seqiiéncia de blanqueig
després de cada etapa i del resultat obtingut dels tractaments amb xilanasa es resta
I'efecte produit a la seqliéncia del blanc, de tal manera que el resultat que s'obté
correspon a laugment en eliminacid d’HexA produit per l'efecte de les xilanases.
Aquests resultats estan representats graficament a la Figura 6-3.
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Figura 6-3. Efecte dels pretractaments amb xilanasa en augmentar I'eliminacié
d’HexA al llarg de la seqiiéncia de blanqueig

Durant I'etapa X els tres tractaments amb xilanasa augmenten I'eliminacié d’'HexA que
és deguda a I'eliminacio de xilans de la superficie de la fibra els quals contenen HexA,
tal com s’ha demostrat al capitol anterior, i també per Roncero et a/, (2005) i per
Shatalov i Pereira, (2007). El major efecte en eliminar HexA en aquesta etapa es
produeix en el tractament Xs.3 (8,5%), seguit de I'X35 (6,2%) i de I'X3; (3,4%) el que
correspon amb l'augment de blancor, perd no correspon amb l'augment en
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deslignificacid, ja que el tractament X3g no I'augmenta i en canvi si que augmenta
I'eliminacié d’'HexA, si es té en compte que els HexA contribueixen en l'index kappa i
els HexA disminueixen, és d'esperar que I'lk disminueixi, si no ha disminuit es pot
justificar ja que potser aquesta disminucié no es detecta en I'Ik.

Després de l'etapa D l'augment en eliminacid d’'HexA produit per l'efecte de les
xilanases augmenta respecte I'etapa X i és en aquesta etapa on es veu el maxim efecte
de les xilanases en augmentar I'eliminacié d'aquests acids, el maxim efecte es produeix
amb el tractament X5 on l'augment en eliminacié d'HexA és del 12% seguit de I'X3,3
(10,6%) i de I’Xs; (5,4%). El fet que després de l'etapa D l'efecte sigui major que en
I'etapa X, indica que el dioxid de clor ha penetrat millor a l'interior de les fibres en els
tractaments amb xilanasa eliminant major quantitat d’'HexA.

Si es comparen aquests resultats amb els del capitol anterior on aquestes xilanases
s’han aplicat a menor dosi, tant a I'etapa enzimatica X com a l'etapa D s’ha produit
major eliminacié d’HexA al augmentar la dosi.

Després de |'etapa Eop |'efecte en els HexA és igual o bé inferior a I'etapa D, el que és
d'esperar ja que aquesta etapa no produeix efecte en aquests acids. D'altra banda,
després de l'etapa D;, igual que passa en les propietats d'index kappa i blancor,
I'efecte dels pretractaments amb xilanasa queden molt atenuats i en el cas de 1'X3; no
s'observen efectes, el que deu ser degut al baix contingut en HexA que s'arriba a la
sequiéncia del blanc i que és dificil de disminuir.

6.3.4.1 Efecte dels HexA en l'index kappa de les pastes al llarg de la
seqiiencia de blanqueig

L'index kappa mesura la quantitat total de material a la pasta que és oxidat pel
permanganat potassic. Tanmateix, el métode no diferencia entre material oxidable en
la lignina residual o en altres estructures, com els acids hexenuronics, els extractius i
els grups carbonil de les pastes (Li et al, 2002 (a i b)). Aquestes estructures mostren
diferent taxes de reaccidé pels agents de blanqueig ECF com el dioxid de clor i el
peroxid d'hidrogen. En Costa i Colodette, (2007) s’avalua la composicio de les fraccions
que contribueixen en l'index kappa i es suggereix la possibilitat que no tots els HexA
de la pasta estiguin units al polimer de xila sind que n’hi hauria una petita porcié que
estaria unida a la lignina, aquests HexA no es detecten en el métode de quantificar els
HexA el qual es basa en una hidrolisi acida selectiva entre I'HexA i el polimer de xila.

A la Figura 6-4 s’ha representat I'index kappa front el contingut en HexA de les pastes i
s'observa que les dues propietats estan relacionades al llarg de les etapes D i D; on
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una disminucié en I'Tk implica una disminucié en el contingut en HexA. D’altra banda,
durant I'etapa Eop, no disminueixen els HexA pero en canvi si que disminueix I'index
kappa obtenint-se pastes amb el mateix contingut en HexA perd amb menor Ik, el que
indicara segurament que en aquesta etapa ha disminuit el contingut en lignina.

oX0 OX3G AX3) oX3+3 xB

fndex kappa

30 40 50
HexA (umol/gps)

Figura 6-4. index kappa vs. HexA de tots els tractaments després de cada etapa

Igual que al capitol anterior, s’ha calculat la contribucié dels HexA en Ik i la
contribucié de la lignina (Taula 6-7) a partir de les Eq. 6-3 i Eq. 6-4 i suposant que I'Tk
qgue no és degut als HexA és degut a la lignina ja que els HexA i la lignina residual
constitueixen les dues fraccions principals de l'index kappa en les pastes kraft (Li i
Gellerstedt, 1997 i 1998).

TK exa = HexA * 0,086 Eq. 6-3

Ik"g = Ik - IkHexA Eq. 6‘4
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Taula 6-7. Contribucio dels HexA i de la lignina en I'index kappa al llarg de les
seqiiéncies de blanqueig

X D Eop D,
Ikpexa  Ikiig IKpexa Tkiiq IKpexa Tkiiq IKpexa Ikjiq
Xo 3,2 4,7 1,4 2,1 1,4 1,5 0,2 0,6
X3g 3,0 4,9 1,0 2,2 1,1 1,1 0,1 0,4
Xs; | 3.1 47 1,2 2,1 1,2 1,5 0,2 0,5
Xses | 2,9 46 1,1 1,6 1,1 1,0 0,1 0,5
B - - 1,4 2,1 1,4 1,4 0,3 0,6

Quan s’ha comentat l'efecte de les xilanases en l'index kappa de les pastes, s'’ha dit
que només el tractament X, 3 augmenta la deslignificacio a I'etapa X, d‘altra banda els
resultats de la Taula 6-7 indiquen que I'Tk;q no es veu afectat per les xilanases i el que
disminueix és I'Tkhexa, €n 1'’X3g N0 ha disminuit I'Tk total i en canvi ara es diu que si que
baixa I'khexa, €l que pot ser justificat ja que la disminucié en HexA que es produeix
esta dins I'error del métode de I'index kappa.

Després de I'etapa D, I'Tknexa disminueix en tots els tractaments respecte el blanc i 1Tk
només disminueix en el tractament X3,3, mentre que després de I'etapa Eop, I'TKyexa €S
també inferior en tots els tractaments amb xilanasa pero igual a D i I'Tk;q és inferior en
I’X3g i en I’X343. Després de |'etapa Dy, igual que passa en la resta de les propietats de
les pastes, els tractaments amb xilanasa s’igualen amb el blanc.

A la Figura 6-5 es mostra |'efecte de cada etapa en la disminucio de I'Tkyexa i ITkig,
s'observa que a l'etapa X sobretot disminueix lleugerament I'Tkyexa per l'efecte de les
xilanases, mentre que a I'etapa D disminueixen tots dos en la mateixa proporcio el que
indica que el dioxid de clor ataca per igual als HexA i a la lignina. De tota manera, en
Costa i Colodette, (2007) es diu que el dioxid de clor reacciona més rapidament amb
la lignina que amb els HexA. Com ja s’ha comentat, I'etapa Eop no afecta als HexA i
per tant en aquesta etapa la disminucié en l'index kappa és deguda a I'eliminacié de
lignina. Per ultim, I'etapa D;, tot i que també elimina tant HexA com lignina, no fa tant
efecte com la primera etapa i s'eliminen HexA en major proporcid que lignina. En
Torngren, (2002) es diu que en els estadis finals de blanqueig, quan queda poc clor
residual a la pasta, els HexA son eficientment degradats pel dioxid de clor.
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Figura 6-5. Efecte de cada etapa en disminuir I'Tkyexa 1 1I'IKjig

Per tant, queda demostrat que els HexA presenten gran influéncia en I'index kappa de
les pastes la qual varia en funcié de I'estadi de blanqueig. En les etapes X i D els HexA
contribueixen al voltant del 40% en 'k, perd aquesta proporcid augmenta després de
I'etapa Eop fins a gairebé el 50% ja que en aquesta etapa s’elimina lignina i no HexA, i
torna a disminuir fins al 20% després de I'etapa D, en la qual s'elimina més HexA que
lignina.

6.3.5 Efecte de les xilanases en la cromatografia en capa fina dels
efluents de les etapes Xi D

S’ha realitzat la cromatografia en capa fina dels efluents al llarg de les etapes de
blanqueig perd només es mostren els resultats de les etapes X i D ja que en les
etapes Eop i D1 no s’han observat efectes en les quantitats d'efluent aplicades sobre
les plaques. A l'etapa X l'objectiu és avaluar si les xilanases han actuat hidrolitzant el
polimer de xila ja que els productes de la hidrolisi hauran passat als efluents, al capitol
anterior s’ha demostrat que la preséncia de xilans dissolts als efluents esta molt
relacionat amb les habilitats al blanqueig d'una xilanasa. D’altra banda, l'objectiu de
realitzar la cromatografia en capa fina dels efluents de I'etapa D és per tal de veure si
el dioxid de clor ha produit més eliminacié de xila en les pastes pretractades amb
xilanasa (en capitols anteriors s'ha demostrat que el dioxid de clor dissol xila).
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6.3.5.1 Etapa X

A la Figura 6-6 es mostra la cromatografia en capa fina dels efluents de I'etapa X, les
linies 1 i 2, corresponen al tractament X, on no apareixen marques de cap tipus de xila
dissoltes als efluents, el que correspon amb els resultats obtinguts en les propietats de
les pastes on gairebé no afecta aquest tractament sobre la pasta utilitzada. Les linies 3
i 4 corresponen als efluents del tractament X3; i s‘observa que aquesta xilanasa ha
hidrolitzat el polimer de xila de les fibres donant lloc sobretot a oligdbmers de més de
quatre xiloses. Aquesta dissolucid de xilans estaria relacionada amb el lleuger augment
de la blancor i amb la disminucié del contingut en HexA en aquesta etapa. Segons
Shatalov i Pereira, (2007) els oligdbmers de 5 a 8 xiloses alliberats pel tractament amb
xilanasa son els que contenen units acids HexA el que justificaria el resultat obtingut.

Figura 6-6. Cromatografia en capa fina dels efluents de I'etapa X (1 i 2: Xo; 314: X33; 5:
Xsg; 6: X3+3)

La linia 5 correspon als efluents del tractament Xsg, aquesta xilanasa produeix més
efecte que I’X3; en hidrolitzar el polimer de xila i igual que s’ha vist al capitol anterior
allibera oligobmers corresponents a la xilotriosa, xilotetraosa i altres sucres de més de
quatre xiloses. La major hidrolisi del polimer de xila esta relacionat amb els efectes en
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les propietats de les pastes ja que el tractament X3 produeix més augment en blancor
i més eliminacié d’HexA que el tractament Xs;.

Per ultim, la linia 6 correspon als efluents del tractament Xs,3 i el patrd de xilans que
s'observa és el mateix que el de I’Xsg. Per tant, es pot dir que la xilanasa Xsg ha actuat
igual que quan és aplicada individualment, mentre que no es pot dir que I'Xs; hagi
actuat ja que el seu patro d'eliminacid de xilans hauria quedat emmascarat pel de 1'X3g,
daltra banda, els resultats en les propietats de les pastes han demostrat que
segurament |'Xs; també ha actuat ja que el tractament Xs,3 produeix més efecte que
I’X3¢ tant en augmentar la deslignificacié i la blancor com en produir més eliminacio
d'HexA.

6.3.5.2 EtapaD

A la Figura 6-7 es mostra la cromatografia en capa fina dels efluents de I'etapa D. Les
linies 1 i 2 corresponen als efluents del tractament X, i s'observa que el didoxid de clor
ha provocat una lleugera alliberacié d'oligdmers corresponents a la xilotetraosa i
xilotriosa. Les linies 3 i 4 corresponen als efluents del tractament Xs; i hi apareixen els
mateixos sucres que en els efluents del blanc pero lleugerament en més intensitat.

En els tractaments Xsg i X343 (linies 5 i 6) s’hi observen xilo-oligobmers clarament
visibles i més intensos que al blanc i a més de la xilotriosa i xilotetraosa, també hi
apareixen sucres de més de quatre xiloses. Es pot dir, per tant, que després de I'etapa
X, els tractaments X5 i X3,3 han deixat la fibra més accessible per a la penetracié del
dioxid de clor el qual ha produit més eliminacié de xilans. En les propietats de les
pastes també augmenta tant la deslignificacid i la blancor com I'eliminacid d’'HexA en
aquesta etapa en els dos tractaments. Cal destacar que en els efluents del tractament
X343 €ls sucres que hi apareixen hi son en molta més quantitat que en I’Xsg ja que la
xilotriosa i xilotetraosa sén molt més intenses i a més també hi apareix la xilobiosa que
no apareix en I'Xsg. Aquest comportament demostra que a l'etapa X totes dues
xilanases han actuat i es pot dir que la fibra ha quedat més accessible a la penetracio
del dioxid de clor que quan I'X3z ha estat aplicada individualment, a més, segons
I'eliminacié de xilans, I'efecte en el tractament Xs,3 €és superior que la suma dels dos
tractaments per separat, el que indicaria la possibilitat d’'un efecte sinérgic entre les
dues xilanases. A l'apartat 6.3.8 es comenta més detalladament la possibilitat d'un
efecte sinérgic entre les dues xilanases.
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Figura 6-7. Cromatografia en capa fina dels efluents de I'etapa D (1i 2: Xo; 3 i 4: X3;;
5: Xzg; 6: X343)

La cromatografia en capa fina dels efluents indica que els tractaments amb xilanasa
provoquen |'alliberacié de xilans de les pastes el que podria comportar d’'una banda,
una pérdua en rendiment i d'altra banda un augment en la DQO dels efluents. De tota
manera, en Johanson i Germgard, (2006) es diu que és més important la concentracio
en HexA de les pastes que la quantitat de xila que es perd.

6.3.6 Efecte de les xilanases en I'espectre d’absorbancia dels
efluents de l'etapa X

Tal com s’ha demostrat al capitol anterior, un tractament amb xilanasa produeix
I'alliberacié de productes que passen als efluents i que absorbeixen a una determinada
longitud d’ona. També s’ha demostrat que la preséncia d’aquests productes als
efluents es correlaciona amb les habilitats posteriors al blanqueig per una determinada
xilanasa, el que podria ser una manera rapida d'avaluar-ne la seva efectivitat.
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Els espectres d'absorbancia que es mostren a la Figura 6-8 corresponen als espectres
dels tractaments enzimatics corresponents en els quals se’ls ha restat I'espectre
d’absorbancia del tractament X, i de I'enzim corresponent de tal manera que els pics
d’absorbancia que apareixen representen els productes que el tractament amb xilanasa
ha alliberat. S'observa que apareixen dos pics en tots els tractaments, un al voltant
dels 280 nm que correspon a la lignina (Bikova i Treimanis, 2004), i una al voltant de
237-240 que correspondria a xilans amb acids hexenuronics ja que aquests
absorbeixen en aquestes longituds d'ona (Teleman et a/., 1995; Vuorinen et a/., 1999;

Bikova i Treimanis, 2004; Ragnar, 2005).
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Figura 6-8. Espectres d'absorbancia dels efluents de I'etapa X restant I'espectre del
blanc i I'enzim corresponent

Per tant, es pot dir que els tres tractaments amb xilanasa augmenten tant I'eliminacio
de lignina com d'HexA. També s’observa clarament que el tractament Xsg elimina més
quantitat d’aquests productes que I'X3; i I'’X3;3 produeix un efecte lleugerament
superior a 1'X5g. Els espectres obtinguts en els efluents de I'etapa X corresponen amb
els efectes observats en les propietats de les pastes i en lalliberacid de xilans
observada per cromatografia en capa fina. Al comentar els resultats en Ik, s’ha dit
que el tractament enzimatic no elimina lignina, pero pot ser degut que aquesta lignina
eliminada no es detecti pel métode de determinacio de I'index kappa.
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6.3.7 Efecte de les xilanases en la DQO i el Color dels efluents al llarg
de la seqiiencia de blanqueig

S’ha mesurat la DQO i Color de tots els tractaments al llarg de tota la seqiiéncia de
blanqueig i els resultats es mostren a la Taula 6-8.

Taula 6-8. DQO i Color dels efluents dels tractaments Xq, X3¢, X3; i X3,3 després de
cada etapa de blanqueig

X D Eop D,
DQO (Kg O,/T pasta)
Xo 34,340,3 2,840,2 6,1+0,4 1,610,2
Xs6 60,0+0,6 8,910,1 8,940,3 1,3+0,0
X33 36,7+2,7 4,840,2 7,1+0,3 1,7+0,1
X343 55,7+1,3 16,2+0,5 7,310,4 1,4+0,1
B - 4,140,2 6,110,1 1,8+0,2
Color (Kg Pt/T pasta)
Xo 0,740,1 0,8+0,1 0,940,2 0,240,1
X36 2,140,2 0,740,1 1,2+0,1 0,2£0,0
X33 1,5+0,1 0,240,1 1,2+0,1 0,240,0
X343 4,2+0,0 0,4+0,0 0,4£0,0 0,2+0,0
B - 0,240,0 1,2+0,1 0,2+0,0

6.3.7.1 Demanda quimica d'oxigen (DQO)

A la Figura 6-9 es mostra la DQO acumulada per etapes de tots els tractaments al llarg
de la seqiiéncia de blanqueig. S'observa que al voltant del 70% de la DQO es produeix
a l'etapa X, tant en els tractaments amb xilanasa com en el blanc (Xy). Si es compara
la seqliencia del blanc X,DEopD; amb la seqliencia B (DEopD,) s'observa que el
tractament X, és el responsable d’elevar la DQO acumulada en la seqiiéncia del blanc,
la cromatografia en capa fina dels efluents de l'etapa X del tractament del blanc
demostra que no hi ha xilans presents en els efluents, per tant I'alt valor en DQO és
degut al tampd Tris-HCI utilitzat el qual és un producte organic que tal com s‘observa
ddéna molta DQO.
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Figura 6-9. DQO acumulada dels diferents tractaments al llarg de la seqiiéncia de
blanqueig

Si es compara la DQO acumulada dels tractaments enzimatics amb la seqiiéncia
XoDEopD; s’observa que tots ells 'augmenten, sobretot els tractaments Xsg i X343 (35
Kg O,/T pasta) i el tractament Xs; lleugerament (5 Kg O,/T pasta).

En el tractament Xs; 'augment en la DQO acumulada és degut a que al llarg de les
etapes X, D i Eop presenta una DQO sempre lleugerament per sobre del blanc. En
canvi, en els tractaments Xsg i X3.3 €l major augment de DQO produit per I'efecte de
les xilanases es dona a l'etapa X i és aproximadament igual entre els dos, el que va
lligat amb I'efecte que aquests tractaments han produit en hidrolitzar el xila tal com
s’ha observat en la cromatografia en capa fina d'aquesta etapa. Per tant, 'augment en
la DQO a l'etapa X es relaciona amb la dissolucié de xilans. L'enzim produeix DQO pero
queda dins l'error de la DQO del tampd. El tractament X3¢ al llarg de les etapes D i Eop
presenta una DQO per sobre del blanc, mentre que en el tractament Xs,; destaca un
augment considerable en la DQO en els efluents de I'etapa D. L'augment de DQO en
els efluents de l'etapa D va estretament relacionat amb el que s’ha observat en Ia
cromatografia en capa fina d’aquesta etapa on el tractament X3,3 augmenta molt la
quantitat de xilans dissolts.

6.3.7.2 Color

A la Figura 6-10 es mostra representat graficament el color acumulat al llarg de les
etapes de blanqueig dels diferents tractaments realitzats. El color acumulat de la
seqiiéncia XoDEopD; és lleugerament superior a la seqiiéncia sense el blanc DEopD;
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(B) degut a que la mateixa etapa X, augmenta lleugerament el color el qual no és
degut al tampd sind que pot ser degut a que a l'estar la pasta amb el tampd es
dissolgui algun producte que faci augmentar el color.

OX 0OD FEop BEDI1

6,,, i 5,3

Color (Kg Pt/T pasta)

X0 X3G X3] X3+3 B

Figura 6-10. Color acumulat dels diferents tractaments al llarg de la seqiiéncia de
blanqueig

Si es comparen els tractaments amb xilanasa amb la seqiiéncia X,DEopD, s'observa
que tant I'X3g com I'’X3; com I'X5,3 fan augmentar el color acumulat dels efluents (1,5,
0,4 i 2,6 Kg Pt/T pasta respectivament), perd aquest augment de color es produeix
sobretot a la mateixa etapa enzimatica X. El tractament X3.3 augmenta el color més
que I'X3; el que esta relacionat amb la major deslignificacid, el major augment de
blancor i la major eliminacié d’HexA i lignina per aquest tractament.

Els resultats obtinguts en les propietats dels efluents estan relacionats amb els de les
propietats de les pastes on s’ha obtingut que els tractaments amb xilanasa augmenten
la blancor i I'eliminacié en HexA i també s’ha vist que incrementen |'eliminacié de
lignina. Igual que passa en les propietats de les pastes, després de l'etapa D; no
s'observen efectes dels tractaments amb xilanasa ni en la DQO ni en el color dels
efluents.

L'augment de DQO i color que es produeix a l'etapa X és degut als productes que
elimina el mateix tractament enzimatic mentre que I'augment de DQO que es produeix
a les etapes D i Eop és degut a que aquests reactius penetren millor a l'interior de les
fibres augmentant I'alliberacié de productes que donen DQO i demostra que les fibres
queden més accessibles després d’un tractament amb xilanasa.
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Per ultim, es pot dir que els alts valors de DQO i color de les seqiiéncies amb etapa de
pretractament enzimatic amb xilanasa provenen de l'etapa X, coincideixen amb els
resultats del capitol 4 al aplicar una xilanasa comercial i amb experiéncies anteriors
(Siles et al, 1996; Roncero, 2001) i constitueix el principal inconvenient d'aquest
pretractament en els processos de blanqueig de pastes.

6.3.8 Estudi del possible efecte sinérgic entre les dues xilanases

L'efecte sinérgic al aplicar dues xilanases conjuntament ha estat estudiada en algun
treball anterior: en Elegir, et al., (1995) es diu que dues xilanases difereixen en la seva
capacitat de millorar el blanqueig i d'alliberar xilans combinades sinérgicament durant
el preblanqueig de coniferes i en Clarke et al., (1997) s'observa un efecte sinérgic
combinant dues xilanases de la familia 10 en |'alliberacié de sucres i en la reduccié de
Iindex kappa. Les xilanases Xsg i X3; utilitzades provenen de la mateixa soca bacteriana
Bacillus sp. BP-7 i pot ser que en el seu habitat natural actuin sinérgicament en
degradar el polimer de xila, per aquest motiu s’estudia si aplicades conjuntament sobre
la pasta kraft d’eucaliptus presenten algun efecte sinérgic.

Per tal d'avaluar el possible efecte sinérgic entre les dues xilanases, es té en compte
I'efecte que cada xilanasa produeix respecte la sequéncia del blanc i se sumen les
diferéncies que cada xilanasa aplicada individualment produeix respecte el blanc,
aquest resultat es compara amb els efectes respecte el blanc que produeix el
tractament Xs,3 quan les dues son aplicades conjuntament, d’aquesta manera es
comparen els resultats amb la mateixa dosi d’enzim aplicada (3 unitats de I'Xg i 3 de
I’X;). Es diu que hi ha un efecte sinergic quan les dues xilanases aplicades
conjuntament produeixen més efecte que la suma de les dues aplicades
individualment. S’han representat els efectes de les dues xilanses aplicades
conjuntament (Xs,3) i I'efecte al sumar les dues per separat (Xsg/X3;) tant en les
propietats de les pastes (Figura 6-11) com dels efluents (Figura 6-12).

Els resultats demostren que durant I'etapa X, hi ha un efecte sinérgic en augmentar la
deslignificacié que és del 3,7% superior al esperat que va lligat amb un major
augment en el color dels efluents, d'altra banda l'augment en blancor i en eliminacio
d'HexA correspon a la suma dels dos efectes per separat, el que va lligat amb els
xilans observats en cromatografia en capa fina dels efluents aixi com en |'espectre
d’absorbancia d’'aquesta etapa i la DQO que també corresponen a la suma dels dos
efectes per separat.

A I'etapa D es continua observant I'efecte sinérgic en augmentar la deslignificacié que
és del 3,7% superior al esperat i ja no s'observa en augmentar el color pero si en
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I'augment en la dissolucié de xilans visibles per cromatografia en capa fina el que es
tradueix en un major augment en la DQO. Després de l'etapa Eop ja no s'observa
efecte sinérgic en augmentar la deslignificacio i tampoc en les propietats dels efluents,
pero si que s'observa en augmentar la blancor que és del 0,6%ISO superior al esperat
i després de l'etapa D; en cap de les propietats s'observa un efecte sinérgic. En cap
dels casos s'observa un efecte sinérgic en I'eliminacié d’'HexA tot i que després de les
etapes X i D, I'efecte és igual a la suma dels dos per separat.

(a) (b)
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12- 41
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Figura 6-11. Estudi de I'efecte sinérgic en augmetar la deslignificacio (a) la blancor
(b) i I'eliminacié d'HexA (c)
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De l'estudi de l'efecte sinergic es pot concloure d'una banda que les dues xilanases
actuen a l'etapa X de la mateixa manera que aplicades individualment perd deixen la
fibra de tal manera que faciliten més la penetracid del dioxid de clor en el primer
estadi de blanqueig que actua alliberant més quantitat de productes.

(a) (b)
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Figura 6-12. Estudi de I'efecte sinérgic en augmentar les propietats dels efluents de
DQO (a) color (b) i espectre d’absorbancia de I'etapa X (c)

6.3.9 Efecte de les xilanases en la morfologia de les fibres

La microscopia electronica d’escombrat (SEM) és un métode que s'utilitza per tal
d’observar els canvis a la superficie de la fibra que tenen lloc com a conseqgiiéncia de
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I'aplicacié de diferents tractaments de blanqueig, i sobretot per a poder interpretar
I'efecte dels enzims en les fibres cellulosiques.

El comportament de les pastes per a paper durant el procés de blanqueig, 'efecte de
I'actuacio de diferents agents de blanqueig i les propietats fisiques desenvolupades per
aquestes pastes, podrien estar relacionats amb I'estat de la superficie de la fibra, és a
dir, amb la morfologia superficial de les fibres.

Amb la finalitat d’obtenir una major comprensio de I'efecte del tractament enzimatic en
la blanquejabilitat de les pastes, s’ha realitzat un estudi microscopic mitjancant SEM de
les 3 pastes finals blanquejades X(DEopD;, X;gDEopD; i X3;DEopD; tal com es mostra a
la Figura 6-13. En aquesta figura s‘observa que les fibres del tractament blanc
(Xo,DEopD,) sbén bastant rectes i llises, mentre que en les seqiiéncies amb
pretractament enzimatic amb xilanasa (XsgDEopD; i X3;DEopD;,) les fibres tenen una
fibril*lacié o fibril'les d'unié entre fibres fent que quedi en aquests tractaments una
pasta final molt més fibril-lada, aquesta fibril-lacié exterior serveix d’'unié entre fibres;
en el cas de X3¢ s'hi pot observar a més, la preséncia de solcs o fenedures a les fibres
els quals han estat produits per I'efecte de la xilanasa eliminant els xilans que s’havien
dipositat a la superficie de la fibra durant la coccid alcalina de la fusta. Per aquests
solcs és per on els reactius de blanqueig han penetrat més eficagment a l'interior de la
fibra incrementant I'eliminacié de lignina, acids hexenuronics, xilans, etc... el qué
també justificaria els resultats obtinguts en les propietats de les pastes amb aquesta
xilanasa. Efectes semblants en la morfologia de les fibres degut a l'efecte del
pretractament amb xilanasa s’han observat per Roncero et a/, (2000 i 2005) i per
Torres et al., (2000).
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(@) (b)

Figura 6-13. Fotografies de microscopia SEM de pasta kraft d’eucaliptus blanquejada
segons les seqiiéncies Xo,DEopD, (@), X3gDEopD; (b) i X3;DEopD; (c)

6.3.10 Efecte de les xilanases en el refi i propietats fisiques dels
papers

La pasta tractada segons la seqiéncia del blanc (XoDEopD,) i les pastes tractades
segons les seqlieéncies XsgDEopD; i X3;DEopD; es refinen i se’n mesuren les propietats
fisiques dels papers. Els resultats de les diferents propietats fisiques es mostren a la
Taula 6-9. Segons els resultats de la taula, es pot dir que els pretractaments amb
xilanasa realitzats no afecten al refi ni deterioren les propietats fisiques finals dels
papers.
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Taula 6-9. Propietats fisiques de les seqiiéncies Xo,DEopD,, X3cDEopD; i X3;DEopD,
refinades a diferents revolucions

Consulr_n Gramatge Espessor
Rev. OSR IRA (%) especific 2

(KWh) (g/m”) (bm)

0 17 111 0 78,2 155

Xo | 5500 33 161 118 79,6 108
6500 41 166 101 78,8 108

0 16,5 102 0 79,8 159

Xa 4500 27 149 156 77,4 116
5500 30 163 148 79,1 113
7500 39 275 113 78,3 105

0 17 111 0 78,2 154

X3 | 5500 28 155 173 77,1 113
7000 45 255 89 77,4 106
Volum Permeabilitat fndex de fndex Longitud de

Rev. especific Bendtsen rebentament | d’estripada ruptura
(mL/g) (um/Pa’s) (KPa'm’/g)  (mN'm%g) (Km)

0 1,98 33,9 0,07 4,87 1,8

Xo | 5500 1,36 6,4 3,70 11,27 4,7
6500 1,37 7,6 4,29 12,08 6,3

0 1,99 33,9 0,11 4,54 11

Xsg 4500 1,49 15,6 2,85 10,02 54
5500 1,42 10,7 3,71 10,65 6,1
7500 1,33 3,8 4,45 10,42 6,6

0 1,97 33,9 0,90 4,17 1,5

X33 | 5500 1,47 13,4 3,78 11,65 55
7000 1,36 4,3 4,17 10,37 7,0

6.4 CONCLUSIONS

En aquest capitol s'avalua l'efecte de dues xilanases bacterianes noves, una de la
familia 11 i l'altra de la familia 5 aplicades individualment i conjuntament en la
sequiéncia complerta de blanqueig XDEopD;. Els efectes de les xilanases en les
propietats de les pastes i dels efluents es comparen amb la sequéncia del blanc
XoDEopD; i amb la seqliéncia DEopD;. Els resultats demostren que les dues xilanases
milloren les propietats de les pastes i afecten als efluents al llarg de la seqiiéncia de
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blanqueig tot i que l'efecte és sempre superior en la xilanasa de la familia 11 i
augmenta quan son aplicades conjuntament.

Les dues xilanases potencien tant la deslignificacio com el blanqueig de la pasta kraft
d’eucaliptus al llarg de la sequiéncia de blanqueig sense quedar afectada la viscositat
de les pastes i a més contribueixen en l'eliminacié d’acids hexenuronics. També
augmenten els xilans dissolts visibles en cromatografia en capa fina dels efluents de
les etapes X i D aixi com l'absorbancia de I'etapa X i la DQO i Color acumulats al llarg
de la seqiliéncia, tot i que I'augment en aquests Ultims es produeix majoritariament a la
mateixa etapa enzimatica. Les dues xilanases produeixen canvis en la morfologia de
les fibres visibles per SEM i no deterioren les propietats fisiques finals dels papers.
Quan les dues xilanases sén aplicades conjuntament els efectes sén superiors que els
produits quan son aplicades individualment, per aquest motiu s'estudia la possibilitat
d'un efecte sinérgic entre les dues. S'observa un efecte sinérgic entre les dues
xilanases després de la primera etapa de dioxid de clor ja que aquest penetra millor a
I'interior de les fibres alliberant més quantitat de productes.

S’estudia la influéncia dels HexA en l'index kappa de les pastes al llarg de la seqiiéncia
de blanqueig la qual varia en funcié de cada etapa. En les pastes inicials els HexA
influencien en un 40% en I'lk pero la influéncia augmenta a I'etapa Eop ja que en
aquesta etapa no s’eliminen HexA. Després de I'etapa D; disminueix la influéncia en
els HexA i al final de la sequiéncia els HexA influencien en un 20% en l'index kappa.

Per Ultim, es demostra que la xilanasa de la familia 5 potencia tant la deslignificacié i el
blanqueig, aixi com I'eliminacié d’'HexA al llarg de la seqiiéncia de blanqueig i produeix
canvis en la morfologia de les fibres. A més, és capac d'actuar sinérgicament aplicada
amb una altra xilanasa.
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