CAPITULO 9: ESTUDIO DE LAS VARIABLES DE
PROCESO EN LOS EFLUENTES DEL
BIOBLANQUEO CON EL SISTEMA LACASA
MEDIADOR

RESUMEN

La pasta de lino se blanquea mediante un tratamiento enzimatico con lacasa y HBT
como mediador (etapa L). El sistema lacasa mediador se optimiza aplicando un plan
estadistico secuencial de cuatro variables. Los margenes de variaciéon de dichas
variables son: dosis de lacasa (1 a 20 U-g™"), dosis de HBT (0,1 a 2 %odp), tiempo de
aplicacion (0,5 a 6,5 h) y presiéon de oxigeno en el reactor (0,2 a 0,6 MPa). Se estudia
la influencia de estas variables en las propiedades de los efluentes de esta etapa,
DQO, color, toxicidad y actividad enzimatica residual.

Los resultados obtenidos presentan valores que varian entre 129 y 491 kg-t'1, Oy 79
kg-t’1 y entre 0y 11 equitox-m™ de DQO, color y toxicidad, respectivamente. Se han
obtenido modelos matematicos que predicen las propiedades de DQO, color y
actividad enzimatica residual en funcién de los factores del proceso. La DQO de los
efluentes de blanqueo se debe a la preparacion de enzima lacasa comercial, que
presenta una DQO elevada. La toxicidad de los efluentes es inferior a los limites que
marca la ley de vertidos del area metropolitana de Barcelona. La toxicidad de éstos se
atribuye al efecto conjunto del sistema lacasa mediador, ya que la toxicidad al final del
tratamiento es superior a la toxicidad del tratamiento realizado con HBT pero sin
enzima. Se deduce también que durante el tratamiento sistema lacasa mediador se
forma algin componente que aporta color a los efluentes.

9.1 INTRODUCCION

La biotecnologia tiene un alto potencial en diferentes aspectos de la fabricacion de
pasta y papel con el objetivo de reducir costes, mejorar los productos o limitar el
impacto ambiental de una industria considerada tradicionalmente como altamente
contaminante (Bajpai and Bajpai 1998). La produccion de pasta TCF va en aumento
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debido a las regulaciones medioambientales tanto para disminuir las descargas de
organoclorados como por la necesidad del cierre de la planta de blanqueo a través del
reciclado de los filtrados. La recirculacion completa es dificil con secuencias en las
que se utilicen cloro o derivados de éste por sus efectos corrosivos en los equipos, por
lo que las secuencias TCF presentan un alto potencial para la reutilizacién de los
filtrados en el ciclo de recuperacién (Barascud et al. 1995;Cates et al. 1995;Johansson
and Clark 1995;Kenealy and Jeffries 2003). Aunque en los efluentes de las secuencias
de blanqueo TCF no existe la presencia de compuestos organoclorados, no obstante,
se deben controlar propiedades como la DQO vy el color para conseguir, en una futura
aplicacioén industrial del bioblanqueo de pasta, el cierre de circuitos del sistema.

El sistema lacasa mediador permite desarrollar secuencias de blanqueo TCF, sustituir
la etapa de deslignificacion con oxigeno o la de ozono, ahorrar reactivos, blanquear la
pasta y reducir el indice kappa. En la literatura de la ultima década se demuestra que
existen muy buenas perspectivas en el blanqueo de pasta aplicando lacasas en
presencia de mediadores (Bajpai 1999;Bourbonnais et al. 1997;Chakar and
Ragauskas 2000a;Chakar and Ragauskas 2000b;Da Silva et al. 1997;Nelson et al.
1998;Paice et al. 1995).

Una de las caracteristicas de un buen mediador, considerando su aplicacion en la
fabrica de pasta, es que debe estar accesible en grandes cantidades a bajo precio y
que no debe ser peligroso para el medio ambiente (Rochefort et al. 2004). Los
mediadores mas efectivos para la deslignificacion de pasta son aquellos que
contienen el grupo -N(OH)-, como el 1-hidroxibenzotriazol (HBT) (Geng et al. 2004;Xu
et al. 2000). En la bibliografia se menciona que las desventajas que presentan
mediadores como el HBT, es su alto precio y su posible toxicidad (Amann et al. 2000)
o la de sus productos de reaccién (Camarero et al. 2004;Johannes and Majcherczyk
2000). Debido a esto, los investigadores focalizan sus estudios en la busqueda de
mediadores alternativos y en su recuperacion (Camarero et al. 2007;Canas et al.
2007;d'Acunzo and Galli 2003;Wong et al. 1999). En la bibliografia se ha encontrado
un solo antecedente de la caracterizacion de los efluentes del sistema lacasa
mediador y no se han encontrado datos relativos a la toxicidad del HBT con el método
Microtox en las hojas de seguridad del producto. La inactivacion de la enzima lacasa
por las especies oxidadas de algunos mediadores también es un inconveniente de los
sistemas lacasa mediador (Fillat et al. 2007;Garcia 2003;lbarra et al. 2006;Rochefort
et al. 2004).

En trabajos anteriores se ha demostrado la eficacia del sistema lacasa mediador en el
blanqueo de pasta de lino (Camarero et al. 2002;Camarero et al. 2004;Colom et al.
2005;Garcia et al. 2003;Garcia 2003). En este trabajo se pretende determinar la
influencia de las variables de proceso del sistema lacasa mediador en las propiedades
de los efluentes de proceso.
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9.2 MATERIALES Y METODOS

En este apartado se indican las materias primas utilizadas, las condiciones generales
de aplicacion de las distintas etapas y los analisis realizados en este capitulo. En el
capitulo 2 “Materiales y Métodos” se describe la metodologia de manera mas
detallada.

9.21 MATERIA PRIMA

La pasta inicial es la pasta cruda de lino después de un lavado acido, sus propiedades
se muestran en la Tabla 9-1. La enzima utilizada es una lacasa comercial de Trametes
villosa proporcionada por Novozymes® (Ref. NS-51002) y tiene una actividad de 39,4
U-mL™. El mediador utilizado es el HBT (Fluka, Ref. 54802).

Tabla 9-1. Propiedades de la pasta inicial.

indice kappa 10,4
Blancura (%ISO) 37,4
Viscosidad (mL-g™") 952

9.2.2 DISENO EXPERIMENTAL

Los diferentes tratamientos enzimaticos se realizan siguiendo un disefio secuencial,
que consta de un diseno factorial 2* con tres réplicas en el centro y una estrella de
experiencias. Las cuatro variables o factores varian en los siguientes margenes: X, =
dosis de lacasa (1 a 20 U-g'1), X, = dosis de HBT (0,1 a 2 %odp), X; = tiempo de
aplicacion (0,5 a 6,5 h) y X4 = presion de oxigeno en el reactor (0,2 a 0,6 MPa).

Por cuestiones de estabilidad experimental y admitiendo que podria ser necesario en
el estudio estadistico utilizar todas las experiencias previstas en el disefio secuencial,
se decide realizar los tratamientos de la etapa L “en bloque” al inicio del estudio. La
etapa E, P y los diferentes analisis de pastas y efluentes se realizan segun los
resultados estadisticos que se obtienen al realizar el estudio del disefio secuencial.
Los resultados experimentales se analizan con el programa “EXCEL” mediante la
“Herramienta para analisis: Regresion” y mediante el “Método de regresion paso a
paso hacia atras".

9.2.3 TRATAMIENTO SISTEMA LACASA MEDIADOR (ETAPAL)
Los tratamientos se efectuan sobre 40 g de pasta inicial al 3 %odp de consistencia en

una solucion tamponada 50 mM de tartrato sédico a pH 4 a una temperatura de 30 °C.
Se afiade Tween 80 como tensoactivo. Las experiencias se llevan a cabo en un
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reactor a presién. La dosis de lacasa, la dosis de mediador, el tiempo de tratamiento y
la presion de oxigeno son las cuatro variables del disefio experimental y se
especifican en su correspondiente apartado.

9.2.4 ETAPA DE EXTRACCION ALCALINA (ETAPA E)

A las pastas obtenidas después de la etapa L se les realiza una etapa E de extraccion
alcalina. Mediante esta etapa se consigue solubilizar y extraer aquellas fracciones de
lignina que no se han solubilizado durante la etapa de tratamiento enzimatico ni en los
correspondientes lavados. La etapa E se realiza en el reactor individual oscilante
Easydye AHIBA de Datacolor, con 5 g de pasta al 5 %odp de consistencia. Las
condiciones de esta etapa son 1,5 %odp de NaOH durante 120 min a una
temperatura de 90 °C.

9.2.5 ETAPA DE PEROXIDO DE HIDROGENO (ETAPA P)

A las pastas obtenidas después de la etapa L se les realiza una etapa de blanqueo P
de perdxido de hidrégeno. La etapa P se realiza en el reactor individual oscilante
Easydye AHIBA de Datacolor, con 5 g de pasta al 5 % de consistencia. Las
condiciones de esta etapa son 3 %odp de H,0O,, 1,5 %odp de NaOH, 1 %odp de
DTPA, 0,2 %odp de MgSO, durante 120 min a una temperatura de 90 °C.

9.2.6 PROPIEDADES DE LOS EFLUENTES

Después de realizar la etapa L se caracterizan los efluentes, se miden las propiedades
de DQO, color, toxicidad segun las normativas ASTM D1252-95, ASTM D1209-79 y
UNE-EN ISO 11348-3:1998, respectivamente. También se realizan las curvas
espectrofotométricas de los efluentes y se determina la actividad enzimatica residual.

La toxicidad se determina por el método Microtox que se basa en la medida de
reduccion de luz que produce el microorganismo Vibrio fischeri en contacto con
toxicos. Se define un equitox'm® como la inversa de la dilucién del agua residual
(expresada como partes por uno) que provoca una inhibicion del 50 % en 15 minutos
en las condiciones del bioensayo. La correccion del color en las medidas de toxicidad
se realiz6 segun la norma que recomienda el equipo MicrotoxOmni de Azur
Environmental.

La actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que transforma 1 mmol
de substrato ABTS por minuto y se mide a partir de medidas de absorbancia.
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9.3 RESULTADOS Y DISCUSION

9.3.1 ANALISIS ESTADISTICO

Para la realizacién del diseno factorial las variables se han codificado en factores de
nivel -1, 0 y 1. En la Tabla 9-2 se muestra la relacion entre las variables de proceso y
los factores codificados de la etapa L.

Tabla 9-2. Valor de las variables para cada nivel.

Niveles
Variables Factores -1 0 1
Dosis lacasa (U-g'1) X1 1 10,5 20
Dosis HBT (%odp) X2 0,1 1,05 2,0
Tiempo (h) X3 0,5 3,5 6,5
Presion oxigeno (MPa) X4 0,2 04 0,6

El analisis estadistico de las propiedades de las pastas se ha realizado a partir de una
planificacion secuencial de las experiencias. Este disefio se basa en el andlisis de las
experiencias por etapas hasta completar el disefio. Después de cada una de las
etapas se analizan los resultados obtenidos y se decide si es necesario realizar la
siguiente etapa. La primera etapa en una planificacion secuencial es el estudio del
disefio factorial. Se requiere encontrar un modelo lineal que evalue los efectos
principales y sus interacciones (Etapa 1). Se realiza la prueba de homocedasticidad a
partir de la variancia en el centro y el cuadrado medio residual del disefio factorial. Si
la variancia es homogénea, el modelo es homocedastico, es decir, la variancia es
constante en la region experimental estudiada y se puede continuar con el estudio de
las posibles curvaturas (Etapa 2). Para ello se estima un modelo lineal a partir de los
términos declarados significativos en el disefio factorial anterior y las repeticiones del
centro para comprobar si alguno de los términos cuadraticos es significativo (Etapa 3).
Si el término representativo cuadratico es significativo se amplia el disefio y se afiade
la estrella de experiencias para desconfundir los términos cuadraticos (Etapa 4). Por
ultimo se realiza la verificacién del modelo obtenido (Etapa 5).

9.3.1.1 Analisis estadistico de la DQO en la etapa L

a) DQO. Estudio del disefio factorial 2*
Se estudia el disefio factorial 2* a partir de las experiencias L1aL 8, L12aL14yL A

a L E (Tabla 9-3). Se realiza el grafico probabilistico del modelo saturado (Ec. 9-1,
Tabla 9-4 y Fig. 9-1).
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Tabla 9-3. DQO después de aplicar la etapa L.

X1 X2 X3 Xa Ref. DQO
11 -1 1| L1 180
1 -1 -1 -1 | LA 484
-1 1 -1 -1 |LB 154
1 1 -1 1| L4 482
11 1 -1]LC 129
1 -1 1 -1 | L6 456
-1 1 1 -1 | L7 153
1 1 1 -1 | LD 490

11 A 1 |LE 140
1T -1 A1 1]1L2 480
11 A 1 |]L3 176
1 1 -1 1 | L12 484
111 1 |1LS 186
1T -1 1 1 | L14 440
11 1 1 |L13 160
1 1 1 1]L8 481

Tabla 9-4. Coeficientes estimados del modelo saturado de DQO en la etapa L.

Coeficientes | Coeficientes Sz
D124 0,0 0,00
by 0,1 0,04
b4 1,2 0,13
b1z 1,6 0,21
bas 2,6 0,30
b2s 3,7 0,39
b1z 3,8 0,48
b4 43 0,57
b, 4,6 0,67
bs 53 0,78
D12 5,3 0,90
D134 53 1,04
0234 6,6 1,19
D1234 6,9 1,38
b1 7.1 1,64
bo 16 2,13
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Ypao-L = bo + b4Xy + boXy + baXs + baXy + boXiXot b1aXyX3 +
D1aX1 X4 + b23XoXz + DoaXoXs + b3aXsXy + D123X1XoX5 + bogaXoXsXy +
D124X1XoX4 + D134X1X5X4 + D1234X1 X X3X4

Ec. 9-1

3,5

Sz

50 100 150

Coeficientes estimados

200

Fig. 9-1. Grafico seminormal del modelo saturado de DQO.

A partir del andlisis grafico de este modelo saturado se eliminan los coeficientes
considerados no significativos. Los coeficientes significativos son aquellos que se
situan a la derecha de la recta de significacion y se alejan de ella (Fig. 9-1).

b) DQO. Estudio del modelo obtenido con los coeficientes significativos

Se estudia el modelo con los coeficientes declarados significativos en el analisis
gréfico anterior (Ec. 9-2) y se determinan los coeficientes y su significacién. En la
Tabla 9-5 se muestran los términos del modelo, se observa que todos ellos son
significativos (Probabilidad < 0,05).

Tabla 9-5. Coeficiente del modelo (Ec. 9-2) estimado para la DQO en la etapa L.

Coeficientes
Coeficientes . Error tipico | Estadisticot | Probabilidad
estimados
bo 317 4,65 68,1 4,69-10™°
b 157 4,65 33,8 8,01-107°
Ypao-L =bo + b1X; Ec. 9-2
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c) DQO. Estudio de la variancia

Para poder continuar con el estudio de las posibles curvaturas del modelo, se debe
verificar si la variancia es constante en el campo experimental estudiado. A partir de la
comparacion del cuadrado medio residual (CMR) y la variancia de los tres puntos
centrales (Scz) se realiza la prueba de homocedasticidad, obteniendo que p value >
0,05, con lo que el modelo es homocedastico, es decir, la variancia es constante
(Tabla 9-6).

Tabla 9-6. Analisis de variancia del modelo para la DQO en la etapa L.

n 16 SCR 4860

2 CMR 347

r 3 S 1010

VR 14 Fealc 2,91
vc 2 p value 0,22

d) DQO. ¢ Influyen los términos cuadraticos?

Para realizar el estudio de las posibles curvaturas, en el modelo obtenido en el estudio
del disefio factorial 2* anterior se incluyen los 2 coeficientes ya declarados
significativos y el coeficiente representante de los términos cuadraticos, de modo que
se obtiene el modelo de la Ec. 9-4. Se incluyen en la matriz de disefio las experiencias
centrales L 9, L 10 y L 11 (Tabla 9-7), disefo 2* con tres respuestas centrales, y se
analizan las posibles curvaturas. Segun el andlisis estadistico el término
representativo cuadratico no resulta significativo (Probabilidad = 0,4).

Ybao-L =bo + b1 X1 + b1 X4 X4 Ec. 9-3
Tabla 9-7. DQO de las experiencias centrales después de aplicar la etapa L.
X1 X2 X3 X4 | Ref. | DQO
0 0 L9 340
L 10 301
L11 277
Ec. 94

Ypao-L =bo + byXy + b4 X4 X4
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e) DQO. Obtencion del modelo definitivo

Se dispone de los resultados de DQO de las experiencias L F a L | (Tabla 9-8),
aunque ya se puede estimar el modelo sin ellas, se introducen en el analisis del
modelo. El modelo definitivo se ha obtenido a partir de 23 respuestas y corresponde a
la ecuacion Ec. 9-2, con un indice de determinacion (Rz) de 0,98 y una probabilidad
asociada a F, de 10,4. Se presentan en la Tabla 9-9 los coeficientes del modelo y su
significacion.

Tabla 9-8. DQO de las experiencias LF a LI después de aplicar la etapa L.

X1 X2 X3 Xs | Ref. | DQO
0 LF 491

0
0 0 |LG 346
1
0

0 (LH 320

0
1
0
0 -1 | LI 334

O O O -

Tabla 9-9. Coeficientes del modelo (Ec. 9-2) a partir de 23 respuestas de DQO de la etapa

L.
Coeficientes Coeficientes Error tipico Estadistico Probabilidad
modelo estimados t
bo 319 4,22 75,4 47107
bs 158 4,91 32,2 2,310

f) DQO. Verificacion del modelo definitivo

En la Tabla 9-10 se presenta la DQO estimada y los residuos obtenidos en el modelo.
En la Fig. 9-2 se muestran los graficos de verificacion del modelo. La distribucién de
los residuos en funcién de las respuestas estimadas no sigue ningun tipo de
tendencia, ver Fig. 9-2 (a). En la Fig. 9-2 (b) se observa que las respuestas de DQO
pronosticadas por el modelo y las respuestas experimentales se situan en torno a una
recta, las diferencias entre ambas respuestas se encuentran entre -42 y 27 kg-t'1. En el
Grafico Probabilistico Normal los valores de Z:N(0,1) en funcién de los residuos se
ajustan a una recta (Fig. 9-2 c). Teniendo en cuenta estos resultados, el modelo se
considera estadisticamente correcto.
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Tabla 9-10. DQO estimada, residuos y valor de Z de la ley Normal para cada una de las
experiencias del modelo de DQO en la etapa L.

Ref. DQO Residuos | Z:N(0,1)
estimada
L11 319 -42 -2,02
L 14 477 -37 -1,51
LC 160 -31 -1,23
L6 477 -21 -1,03
LE 160 -20 -0,86
L10 319 -18 -0,71
L7 160 -7 -0,58
LB 160 -6 -0,45
L13 160 0 -0,33
LH 319 1 -0,22
L2 477 3 -0,11
L8 477 4 0,00
L4 477 5 0,11
LA 477 7 0,22
L12 477 7 0,33
LD 477 13 0,45
LF 477 14 0,58
LI 319 15 0,71
L3 160 16 0,86
L1 160 20 1,03
L9 319 21 1,23
L5 160 26 1,51
LG 319 27 2,02
L11 319 -42 -2,02
L 14 477 -37 -1,51
LC 160 -31 -1,23
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Fig. 9-2. Graficos probabilisticos para el modelo DQO en la etapa L. Residuos frente a
DQO estimada (a), DQO estimada frente a DQO experimental (b), residuos frente al valor
de Z de la Ley Normal (c).

9.3.1.2 Analisis estadistico del color en la etapa L

a) Color. Estudio del disefio factorial 2*

Se estudia el disefio factorial 2* a partir de las experiencias L 1aL 8,L12aL 14y LA
a L E (Tabla 9-11). Se realiza el grafico probabilistico del modelo saturado (Ec. 9-5,
Fig. 9-3 y Tabla 9-12).
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Tabla 9-11. Color después de aplicar la etapa L.

X1 X2 X3 Xs | Ref. | Color
1 -1 1 -1(L1 1
1 -1 -1 1| LA 1
-1 1 -1 -1 |LB 7
1 1 -1 -1 | L4 27
-1 A1 1 -1 | LC 0
1 -1 1 -1 L6 1
-1 1 1 -1 L7 10
1 1 1 -1 | LD 74
11 A1 1 LE 1
1 -1 A1 1 L2

-1 1 -1 1 L3 5
1 1 -1 1 L12 28
11 1 1 L5

1 -1 1 1 L 14

-1 1 1 1 L13 14
1 1 1 1 L8 79

Tabla 9-12. Coeficientes estimados del modelo saturado de color en la etapa L.

Coeficientes | Coeficientes Sz
D1234 0,06 0,04
b1s 0,19 0,13
D134 0,19 0,21
b24 0,31 0,30
b124 0,31 0,39
b23s 0,44 0,48
b4 0,69 0,57
D34 0,81 0,67
D123 53 0,78
b3 54 0,90
bas 6,8 1,04
bs 6,9 1,19
b1z 10,7 1,38
b, 10,8 1,64
b, 14,7 2,13
bo 15,8 0,04
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Yoolor-t = Do + b1 Xy + b2Xs + bXs + baXy + boXyXo+ by3X1 X3 + b1aX1 Xy
+ bpsXoXs + boaXoXs + D3aXsXy + basXiXoXs + Do3aXoXsXs + Ec.9-5
D124X1XoX4 + D134X1X5X4 + D1234X1 X X3X4

3,5
3,0
2,5

2,0 1

Sz

1,5
1,0 x

0,5

0,0 T T T
0 5 10 15 20

Coeficientes estimados

Fig. 9-3. Grafico seminormal del modelo saturado de color.

A partir del andlisis grafico de este modelo saturado se eliminan los coeficientes
considerados no significativos. Los coeficientes significativos son aquellos que se
situan a la derecha de la recta de significacion y se alejan de ella (Fig. 9-3).

b) Color. Estudio del modelo obtenido con los coeficientes significativos

Se estudia el modelo con los coeficientes declarados significativos en el analisis
grafico anterior (Ec. 9-6) y se determinan los coeficientes y su significacion. En la
Tabla 9-13 se muestran los términos del modelo, se observa que todos ellos son
significativos (Probabilidad < 0,05).

Yeolor-L = B + b1Xq + boXo + baXs + b1oX 1 Xot+ b13Xi Xz + bosXoXs +
b123X1X2X3

Ec. 9-6
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Tabla 9-13. Coeficiente del modelo (Ec. 9-6) estimado para el color en la etapa L.

Coeficientes Coeficientes Error tipico | Estadisticot | Probabilidad
estimados
be 15,8 0,45 354 0,00
b4 10,8 0,45 24,2 0,00
b, 14,7 0,45 32,9 0,00
bs 6,9 0,45 15,5 0,00
b1 10,7 0,45 23,9 0,00
b1z 54 0,45 12,2 0,00
bas 6,8 0,45 15,3 0,00
D123 53 0,45 11,9 0,00

c) Color. Estudio de la variancia

Para poder continuar con el estudio de las posibles curvaturas del modelo, se debe
verificar si la variancia es constante en el campo experimental estudiado. A partir de la
comparacion del cuadrado medio residual (CMR) y la variancia de los tres puntos
centrales (Scz) se realiza la prueba de homocedasticidad, obteniendo que p value >
0,05, con lo que el modelo es homocedastico, es decir, la variancia es constante
(Tabla 9-14).

Tabla 9-14. Analisis de variancia del modelo para el color en la etapa L.

n 16 SCR 0,26

8 CMR 3,19

r 3 s’ 1,00

VR 8 Fcalc 0,31
vc 2 p value 0,52

d) Color. ¢ Influyen los términos cuadraticos?

Para realizar el estudio de las posibles curvaturas, en el modelo obtenido en el estudio
del disefio factorial 2* anterior se incluyen los 8 coeficientes ya declarados
significativos y el coeficiente representante de los términos cuadraticos, de modo que
se obtiene el modelo de la Ec. 9-7. Se incluyen en la matriz de disefio las experiencias
centrales L 9, L 10 y L 11 (Tabla 9-15), disefio 2* con tres respuestas centrales, y se
analizan las posibles curvaturas. Segun el analisis estadistico (Tabla 9-16) el término
representativo cuadratico tiene un coeficiente de -3,2 y resulta significativo
(Probabilidad = 0,01). A partir de las experiencias centrales no se puede determinar
qué factor influye de forma cuadratica en la respuesta, por lo que se deben anadir
experiencias adicionales en el estudio estadistico.
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Tabla 9-15. Color de las experiencias centrales después de aplicar la etapa L.

X1 X2 X3 Xs | Ref. | Color
0 0 0 0| L9 20
0 0 0 0 | L10 19
0 0 0 0| LM 18

Ec. 9-7
Yeoort = Do + biXq + boXo + baXs + bpXiXo+ b13Xy X3 + boaXoXs +

D123X1XoX3 + by1 X1 X4

Tabla 9-16. Coeficientes del modelo (Ec. 9-7) estimado para el color en la etapa L.

Coeficientes Coeficientes Error tipico | Estadisticot | Probabilidad
estimados
bo 19,0 0,96 19,8 0,00
b4 10,8 0,41 26,1 0,00
b, 14,7 0,41 35,4 0,00
bs 6,9 0,41 16,7 0,00
b1z 10,7 0,41 25,8 0,00
b1z 54 0,41 13,1 0,00
bas 6,8 0,41 16,4 0,00
b12s 53 0,41 12,8 0,00
b1 -3,2 1,04 -3,1 0,01

e) Color. ;Qué factores tienen un efecto cuadratico?

Para determinar cual de los factores tiene un efecto cuadratico en la respuesta se
anaden las experiencias L16, L17, L18, LF, LH y LI para desconfundir los términos
cuadraticos (Tabla 9-17). Se analiza el modelo Ec. 9-8 que se calcula a partir del
disefio factorial 2* con tres experiencias centrales y seis correspondientes a la estrella.

Yeolor-L = bo + 01Xy + boXy + b3Xs + byoXiXo+ byaXy Xz + bosXoXs +
D123X1X2X3 + b1 X1 X1 + bopXoXs + b3zX3Xs

Ec. 9-8
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Tabla 9-17. Color de las experiencias de la estrella después de aplicar la etapa L.

X1 X2 X3 Xa | Ref. | Color
0o -1 0 0 | L16 3
0 0o -1 0 | L17 11
0 0 0 1 L18 23
0 0 0 0 |LF 28
0 0 1 0 |LH 30
0 0 0o -1 LI 24

f) Color. Obtencién del modelo definitivo

El modelo definitivo se ha obtenido a partir de 25 respuestas y corresponde a la
ecuacion Ec. 9-9 con un indice de determinacion (Rz) de 0,99 y una probabilidad
asociada a F¢,c es de 277. Se presentan en la Tabla 9-18 los coeficientes del modelo
y su significacion.

Yool = bo + biXqy + bXy + baXs + 012X Xo+ byaXi Xz + bpaXpXs +
D123X1XoX3 + by1 X1 X4

Ec. 9-9

Tabla 9-18. Coeficientes del modelo (Ec. 9-9) con 25 respuestas de color en la etapa L.

Coeficientes Coeficientes Error tipico Estadistico Probabilidad
modelo estimados t
bo 20,4 0,76 26,8 0,00
b4 10,9 0,52 20,9 0,00
b, 14,8 0,52 28,5 0,00
bs 7,2 0,50 14,3 0,00
b1y 10,7 0,54 20,0 0,00
b1z 54 0,54 10,2 0,00
bas 6,8 0,54 12,7 0,00
D123 53 0,54 9,9 0,00
b1 -4,5 0,92 -4,9 0,00

g) Color. Verificaciéon del modelo definitivo

En la Tabla 9-19 se presenta el color estimado y los residuos obtenidos en el modelo.
En la Fig. 9-4 se muestran los graficos de verificacion del modelo. La distribucion de
los residuos en funcién de las respuestas estimadas no sigue ningun tipo de
tendencia, ver Fig. 9-4 (a). En la Fig. 9-4 (b) se observa que las respuestas de color
pronosticadas por el modelo y las respuestas experimentales se sitlan en torno a una
recta, las diferencias entre ambas respuestas se encuentran entre -3 y 4 kgPtCo-t"1.
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En el Grafico Probabilistico Normal los valores de Z:N(0,1) en funcion de los residuos
se ajustan a una recta (Fig. 9-4 c). Teniendo en cuenta estos resultados, el modelo se
considera estadisticamente correcto.

Tabla 9-19. Color estimado, residuos y valor de Z de la ley Normal para cada una de las
experiencias del modelo de color en la etapa L.

Ref. Color Residuos Z:N(0,1)
estimado
LD 1 -3 -2,05
L 16 1 -3 -1,55
L7 6 -2 -1,28
L 11 28 -2 -1,08
L17 1 -2 -0,92
L 10 2 -1 -0,77
LC 12 -1 -0,64
L3 77 -1 -0,52
L6 1 -1 -0,41
L4 1 -1 -0,31
L9 6 0 -0,20
L 14 28 0 -0,10
LA 1 0 0,00
L2 2 0 0,10
L1 12 0 0,20
LE 77 0 0,31
L12 20 0 0,41
L5 20 1 0,52
LB 20 1 0,64
LF 6 1 0,77
L13 13 2 0,92
L8 20 2 1,08
LH 27 2 1,28
L18 28 3 1,55
LI 20 4 2,05
LD 1 -3 -2,05
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Fig. 9-4. Graficos probabilisticos para el modelo de color en la etapa L. Residuos frente a
color estimado (a), color estimado frente a color experimental (b), residuos frente al valor
de Z de la Ley Normal (c).

9.3.1.3 Andlisis estadistico de la actividad enzimatica residual

a) Actividad enzimatica residual. Estudio del disefio factorial 2*

Se estudia el disefio factorial 2* a partir de las experiencias L 1aL 8,L12aL 14y LA
a L E (Tabla 9-20). Se realiza el grafico probabilistico del modelo saturado (Ec. 9-10,
Tabla 9-21 y Fig. 9-5).
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Tabla 9-20. Actividad enzimatica residual después de aplicar la etapa L.

X1 Xz Xz X4 | Ref. | Actividad
11 -1 -1|L1 0
1 -1 -1 1] LA 12,3
-1 1 -1 -1 |LB 0
1 1 -1 -1 |L4 6,4
-1 1 -1 | LC 0
1 -1 1 -1 | L6 12,4
-1 1 1 1| L7 0
1 1 1 -1 | LD 2,5
11 A1 1 LE 0
1 -1 A1 1 L2 11,8
-1 1 -1 1 L3 0
1 1 -1 1 L12 4,9
-1 1 1 L5 0
1 -1 1 1 L 14 13,2
-1 1 1 1 L13 0
1 1 1 1 L8 2,2

Tabla 9-21. Coeficientes estimados del modelo saturado de actividad enzimatica residual
en la etapa L.

Coeficientes | Coeficientes Sz
0234 0,0 0,00
b123a 0,0 0,04

b4 0,0 0,13
b4 0,1 0,21
b24 0,1 0,30
D124 0,1 0,39
D34 0,1 0,48
D134 0,2 0,57
b, 0,2 0,67
b3 0,3 0,78
b23 0,3 0,90
bi23 0,5 1,04
b, 0,5 1,19
b1z 21 1,38
b4 21 1,64
bo 4.1 2,13
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Y actividad residual-L = Do + D1Xq1 + DXy + b3Xs + baXy + by2X1 X+ by3Xi X3 +
D1aX1 X4 + b23XoXz + D2aXoXs + b3aXsXy + D123X1XoX5 + bogaXoXsXy + Ec. 9-10
D124X1XoX4 + D134X1X5X4 + D1234X1 X X3X4

3,5
3,0
2,5

2,0

Sz
X

1,5 1
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0,0 \ \
0 2 4 6

Coeficientes estimados

Fig. 9-5. Grafico seminormal del modelo saturado de actividad enzimatica residual.

A partir del andlisis grafico de este modelo saturado se eliminan los coeficientes
considerados no significativos. Los coeficientes significativos son aquellos que se
sitlan a la derecha de la recta de significacion y se alejan de ella (Fig. 9-5).

b) Actividad enzimatica residual. Estudio del modelo obtenido con los
coeficientes significativos

Se estudia el modelo con los coeficientes declarados significativos en el analisis
grafico anterior (Ec. 9-11) y se determinan los coeficientes y su significacion. En la
Tabla 9-22 se muestran los términos del modelo y se observa que todos ellos son
significativos (Probabilidad < 0,05).
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Yactividad residual-L = Do + D1Xq + DXy + baXz + bipXy X+ bisXy X3 +
b23XoX3 + D123X1X2X3

Ec. 9-11

Tabla 9-22. Coeficiente del modelo (Ec. 9-11) estimado para la actividad residual en la

etapa L.
Coeficientes Coeficientes Error tipico | Estadisticot | Probabilidad
estimados
bo 4,1 0,1 36,6 3,410
bs 4,1 0,1 36,6 3,410
b, 2,1 0,1 -18,8 6,8:10°
bs 0,3 0,1 2,8 2,210
bz 2,1 0,1 -18,8 6,8:10°
bis 0,3 0,1 2,8 2,2:10°
bas 0,5 0,1 -4,5 2,010°
bi2s 0,5 0,1 -4,5 2,0-10°

c) Actividad enzimatica residual. Estudio de la variancia

Para poder continuar con el estudio de las posibles curvaturas del modelo, se debe
verificar si la variancia es constante en el campo experimental estudiado. A partir de la
comparacion del cuadrado medio residual (CMR) y la variancia de los tres puntos
centrales (SCZ) se realiza la prueba de homocedasticidad, obteniendo que p value >
0,05, con lo que el modelo es homocedastico, es decir, la variancia es constante
(Tabla 9-23).

Tabla 9-23. Analisis de variancia del modelo para la actividad residual en la etapa L.

n 16 SCR 0,03

8 CMR 0,20

r 3 S’ 0,03

VR 8 Fcalc 0,15
vc 2 p value 0,27

d) Actividad enzimatica residual. ;Influyen los términos cuadraticos?

Para realizar el estudio de las posibles curvaturas, en el modelo obtenido en el estudio
del disefio factorial 2* anterior se incluyen los 8 coeficientes ya declarados
significativos y el coeficiente representante de los términos cuadraticos, de modo que
se obtiene el modelo de la Ec. 9-12. Se incluyen en la matriz de disefio las
experiencias centrales L 9, L 10 y L 11 (Tabla 9-24), disefio 2* con tres respuestas
centrales, y se analizan las posibles curvaturas. Segun el analisis estadistico (Tabla
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9-25) el término representativo cuadratico tiene un coeficiente de 1,8 y resulta
significativo (Probabilidad = 3,6:10°). A partir de las experiencias centrales no se
puede determinar qué factor influye de forma cuadratica en la respuesta, por lo que se
deben anadir experiencias adicionales en el estudio estadistico.

Tabla 9-24. Actividad residual de las experiencias centrales después de aplicar la etapa L.

X1 X2 Xz Xs | Ref. | Actividad residual

0 0 |LS9 2,4
L10 2,1
L 11 2,4

Y actividad residual-L = Do + D1X1 + D2Xo + b3Xs + D1oX 1 X+ b13X4 X3 + bpsXoXs
+ D123X 1 Xo X3 + by1 X X4

Ec. 9-12

Tabla 9-25. Coeficientes del modelo (Ec. 9-12) estimado para la actividad residual en la

etapa L.
Coeficientes Coeficientes Error tipico | Estadisticot | Probabilidad
estimados
bo 2,30 0,24 9,73 0,00
b4 4,11 0,10 40,1 0,00
b, -2,11 0,10 -20,6 0,00
bs -0,32 0,10 -3,12 0,01
b1y -2,11 0,10 -20,6 0,00
b1z -0,32 0,10 -3,12 0,01
bas -0,51 0,10 -4,95 0,00
D123 -0,51 0,10 -4,95 0,00
b1 1,81 0,26 7,01 0,00

e) Actividad enzimatica residual. ; Qué factores tienen un efecto cuadratico?

Para determinar cual de los factores tiene un efecto cuadratico en la respuesta se
afnaden las experiencias L16, L17, L18, LF, LH y LI para desconfundir los términos
cuadraticos (Tabla 9-26). Se analiza el modelo Ec. 9-13 que se calcula a partir del
disefio factorial 2* con tres experiencias centrales y seis correspondientes a la estrella.

Yactividad residual-L = Do + D1Xq + DXy + b3Xz + b1pXyXo+ byaXi X3 + Ec. 9-13
b23XoX3 + D123X 1 XXz + 014X X + boXoX5 + b3sX3X
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Tabla 9-26. Actividad residual de las experiencias L16 a L18 y LF a LI después de aplicar

la etapa L.
X1 X2 Xs Xs | Ref. | Actividad residual
o -1 0 0 | L16 7,4
0 o -1 0 | L17 4,3
0 0 0 1 L18 2,6
0 0 0 0 |LF 4,9
0 0 1 0 |LH 1,7
0 0 0 -1 LI 2,6

f) Actividad enzimatica residual. Obtencion del modelo definitivo

El modelo definitivo se ha obtenido a partir de 25 respuestas y corresponde a la
ecuacion Ec. 9-14 con un indice de determinacion (Rz) de 0,98 y una probabilidad
asociada a F., de 140. Se presentan en la Tabla 9-27 los coeficientes del modelo y
su significacion. El coeficiente cuadratico obtenido en el modelo definitivo es de 1,7
similar al coeficiente del término cuadratico representativo calculado anteriormente
(apartado d).

Y actividad residqual-L = Do + D1Xq + D2Xs + b3Xs + b1oXyXo+ b13X1 X3 + bpsXoX3
+ Dy23X 1 Xo X3 + X0 Xs

Ec. 9-14

Tabla 9-27. Coeficientes del modelo (Ec. 9-14) con 25 respuestas de actividad residual en

la etapa L.
Coeficientes Coeficientes Error tipico Estadistico Probabilidad
modelo estimados t
bo 2,4 0,24 10,1 7,710°
b 4,0 0,17 24,4 3,010
b, 2,2 0,16 13,7 5,710
bs 0,4 0,16 2,7 1,6-10E”
bz 2,1 0,17 12,4 2,910
bas 0,5 0,17 -3,0 8,0-10°
bi2s 0,6 0,17 -3,4 2,9-10°
b2 1,7 0,29 5,9 1,410

g) Actividad enzimatica residual. Verificacion del modelo definitivo

En la Tabla 9-28 se presenta la actividad enzimatica residual estimada y los residuos
obtenidos en el modelo. En la Fig. 9-6 se muestran los graficos de verificacion del
modelo. La distribucién de los residuos en funcion de las respuestas estimadas no
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sigue ningun tipo de tendencia, ver Fig. 9-6 (a). En la Fig. 9-6 (b) se observa que las
respuestas de color pronosticadas por el modelo y las respuestas experimentales se
sitlan en torno a una recta, las diferencias entre ambas respuestas se encuentran
entre -1,0y 1,4 U-g'1. En el Grafico Probabilistico Normal los valores de Z:N(0,1) en
funcioén de los residuos se ajustan a una recta (Fig. 9-6 c). Teniendo en cuenta estos
resultados, el modelo se considera estadisticamente correcto.

Tabla 9-28. Actividad residual estimada, residuos y valor de Z de la ley Normal para cada
una de los experiencias del modelo de actividad residual en la etapa L.

Ref. | Actividad residual Residuos Z:N(0,1)
estimada
LF 59 -1,0 -2,07
L6 13,1 -0,7 -1,57
L1 0,7 -0,7 -1,30
LE 0,7 -0,7 -1,10
L12 5,4 -0,5 -0,94
LB 0,4 -0,4 -0,80
L3 0,4 -0,4 -0,67
LG 2,0 -0,4 -0,56
L 10 24 -0,3 -0,45
LH 2,0 -0,3 -0,34
L8 24 0,2 0,24
L2 11,8 0,0 -0,15
L9 2,4 0,0 -0,05
L 11 2,4 0,0 0,05
L14 13,1 0,1 0,15
LD 2,4 0,1 0,24
L18 24 0,2 0,34
LI 24 0,2 0,45
LC -0,3 0,3 0,56
L5 -0,3 0,3 0,67
L7 -0,3 0,3 0,80
L13 -0,3 0,3 0,94
LA 11,8 0,5 1,10
L4 54 1,0 1,30
L16 6,3 1,1 1,57
L17 29 1,4 2,07
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Fig. 9-6. Graficos probabilisticos para el modelo de actividad residual en la etapa L.
Residuos frente a actividad residual estimada (a), actividad residual estimada frente a
actividad residual experimental (b), residuos frente al valor de Z de la Ley Normal (c).

9.3.2 EXPERIENCIA CONTROL

En la Tabla 9-29 se describen las propiedades de los efluentes de la experiencia
control después de la etapa L. En la experiencia control no se adiciona enzima ni
mediador, se realiza a 6,5 h de tiempo de tratamiento y 0,6 MPa de presion de
oxigeno, condiciones maximas de tiempo y presion en el plan estadistico. A partir de
la experiencia control se pretende determinar el efecto de la temperatura y la presion
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de oxigeno cuando se realiza sin la presencia de enzima ni mediador. También se
analizan las propiedades de las soluciones de reactivos (enzima lacasa y mediador
HBT) a las concentraciones en las que se encuentran estos en la etapa L cuando su
dosis es de 20 U-g'1 y 2 %odp a la consistencia del 3 %odp. De esta forma se
pretende analizar la contribucion individual de cada uno de estos reactivos en las
propiedades de los efluentes del bioblanqueo.

Tabla 9-29. Propiedades de los efluentes del control después de la etapa L. Propiedades
de la lacasa y el HBT individualmente.

Ref. DQO (kg-t'1) Color (kgPtCo-t'1) Toxicidad (equitox-m'e’)
control 155 No significativo No detectable
HBT a 2 %odp 14 No significativo 3
lacasa a 20 U-g'1 352 No significativo No detectable

9.3.3 MODELOS MATEMATICOS DE DQO Y COLOR DE EFLUENTES EN
LA ETAPAL

9.3.3.1 Modelo de DQO en la etapa L

El modelo que relaciona la DQO de los efluentes en la etapa L y las variables de
proceso corresponde a la ecuaciéon Ec. 9-15 y predice valores de DQO entre 160 y
477 kgt

Ypao-L = 318 + 158X, Ec. 9-15

Donde X;=(L-10,5)/9,5, L=dosis de lacasa (U-g'1)

Segun el modelo, la unica variable que influye en la DQO es X; dosis lacasa de
manera lineal. Las demas variables, X, dosis mediador, X3 tiempo y X, presién de
oxigeno en el reactor, no tienen ningun tipo de influencia en la respuesta de DQO.

La DQO aumenta al aumentar la dosis de lacasa (Fig. 9-7). Si se realiza la suma de
DQO que aporta cada uno de los reactivos por separado cuando se usa en su dosis
maxima y el control (Tabla 9-29) la DQO resultante es de 521 kg-t”. Este valor es del
mismo orden que el de las experiencias realizadas con el sistema lacasa medidor a
las dosis maximas de reactivos, por lo que se deduce que la alta DQO que presentan
los efluentes se debe a la DQO que presenta la preparacion de enzima comercial
utilizada, en concreto a los aditivos que se utilizan para mantener la actividad
enzimatica. Se propone el estudio de formulaciones de enzima con menor DQO, ya
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que esta alta DQO puede ser un problema en la aplicaciéon industrial del sistema
lacasa mediador.

500 |
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Fig. 9-7. DQO en funcion de los factores del plan estadistico en la etapa L.

9.3.3.2 Modelo de color en la etapa L

Las respuestas de color en los efluentes después de aplicar la etapa L se encuentran
entre 1y 77 kg-t'1. El modelo que relaciona el color de los efluentes después de aplicar
la etapa L y las variables de proceso corresponde a la ecuacién Ec. 9-16 y predice
valores de color entre 4 y 81 kg-t"1.

Y color-L =20,4 + 10,9X; +14,8X, + 7,2X5 + 10,7X4 X, + 5,4X: X3 + 6,8X:X3

” Ec. 9-16
+ 5,3X:X; X3 - 4,5X

Donde X;=(L-10,5)/9,5, L=dosis de lacasa (U-g"); X,=(M-1,05)/0,95, M=dosis de HBT
(%odp); X3=(t-3,5)/3, t=tiempo de reaccién (h).

Anadlisis del modelo matematico de color

Segun el modelo, las variables que influyen en el color son X, dosis lacasa, X, dosis
mediador y X3 tiempo. La presion de oxigeno en el reactor, X,, no tiene ningun tipo de
influencia. La variable que tiene una mayor influencia en el margen estudiado es X,,
dosis de HBT con un coeficiente de X,=14,8. Todas las interacciones dobles entre las
variables dosis de lacasa, mediador y tiempo tienen influencia en el color. En el
modelo el factor dosis de lacasa, X12, tiene influencia cuadratica en la respuesta. Las
interacciones dobles tienden a aumentar el color cuando los factores implicados se
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encuentran a niveles bajos o altos, mientras que los términos cuadraticos tienden a
disminuirlo.

Analisis grafico del modelo de color

En la Fig. 9-8 se pueden observar las superficies de respuesta del modelo de color en
funcion de las variables del proceso. El color minimo obtenido en el plan es 4 kg-t"y
corresponde a las variables X;=-1, X,=-1 y X3=-1, 0 sea, dosis de lacasa de 0,5 U-g'1,
dosis de HBT de 0,1 %odp y un tiempo de 0,5 h. Se observa que este valor de color
minimo se obtiene a la dosis de lacasa, HBT y tiempo minimos estudiados en el plan.
El color maximo obtenido en el plan es de 81 kg-t"1 y corresponde a las variables X;=1,
X>=1y X3=1, 0 sea, dosis de lacasa de 20 U-g‘1, dosis de HBT de 2 %odp y un tiempo
de 6,5 h. Se observa que este valor de color maximo se obtiene a la dosis de lacasa,
HBT y tiempo maximos estudiados en el plan.

En general, un aumento en los factores individuales provoca un aumento del color. En
cuanto a la dosis de lacasa, el modelo predice una dosis limite a partir de la cual un
aumento de ésta no supone un aumento adicional del color (Fig. 9-8 a y b).

Cuando las dosis de reactivos (dosis de lacasa o mediador) estan en su nivel bajo,
aunque las demas variables se encuentren en su nivel alto, el color de los efluentes es
muy bajo, menor a 16 kg-t‘1 (Fig. 9-8 a y c¢). Por lo que el color de los efluentes del
tratamiento no se debe al color inicial de los reactivos del tratamiento sino que se
desarrolla durante el tratamiento con el sistema lacasa mediador, se disuelven o se
forman compuestos en la fase liquida que presentan color. En cambio, cuando ambas
dosis son altas (X4=1, X,=1) ya se observa formacién de color cuando el tiempo esta
en el nivel bajo (X3=-1), en la primera media hora el color es de 31 kg-t'1. Se observa
que para cada una de las dosis de HBT (Fig. 9-8 a) y de lacasa (Fig. 9-8 c) las lineas
de tiempo no son paralelas. El aumento en las dosis de reactivos influye tanto en el
color que se produce en los primeros 30 min de tratamiento, como en el color a un
tiempo de 6,5 h. Ademas, este efecto debido al aumento de dosis es superior a
medida que aumenta el tiempo.

El color que se forma en el sistema lacasa mediador podria deberse a que aumenta el
contenido en lignina degradada en los efluentes, pero también, a que cambia el tipo de
lignina disuelta o a la formacién de otros productos de degradacion, tanto del
mediador HBT como de la enzima durante el tratamiento. EI HBT se convierte
parcialmente a BT (benzotriazol) en el sistema lacasa mediador (Bourbonnais et al.
1997;Potthast et al. 2001;Sealey and Ragauskas 1998), por lo que este compuesto
podria ser el responsable del aumento de color rojo en los efluentes a tiempos largos
de tratamiento.
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Fig. 9-8. Color en funcidn de los factores del plan estadistico en la etapa L.

9.3.3.3 Modelo de actividad enzimatica residual en la etapa L

Analisis de las respuestas de actividad enzimatica residual

En la Tabla 9-30 se presentan las respuestas de actividad residual de las experiencias
medidas después de la etapa L y sus respectivas condiciones del tratamiento con el
sistema lacasa mediador (L). La actividad enzimatica residual respecto a la pasta y la
pérdida de actividad se ha calculado a partir de las ecuaciones Ec. 9-17, Ec. 9-18 y
Ec. 9-19. Las respuestas de las experiencias realizadas varian entre 0 y 18 U-g'1.
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actividad residual (UL™") Ec. 9-17
1000 - consistencia (%)

actividad residual (U-g™") =

pérdida de actividad (U-g™") = dosis lacasa inicial — actividad residual Ec. 9-18

pérdida de actividad relativa (%) = perdida de actividad Ec. 9-19

dosis lacasa inicial

Tabla 9-30. Actividad residual y pérdida de actividad después de aplicar la etapa L.

Dosis lacasa Actividad Pérdidade Pérdida de
X1 X2 X3 Xs | Ref. inicial residual actividad actividad
(u-g™) (U-g" (U-g")  relativa (%)

1 -1 1]1L2 10 11,8 8 41

1 1 -1 1| L4 20 8,1+0,1 12 60

1 -1 1 -1 | L6 20 12,4+£0,8 8 38

1 1 1 1|L8 20 22+0,0 18 89

0 0 0 0 |L9 10 24+0,1 8 76

0 0O O o0 |L10 10 21+0,1 8 79

0 0 0 0 |[L1 10 24+0,1 8 76

1 1 -1 1| L12 20 28+0,0 17 86

-1 1 1 1 |L13 0,5 0,6 - -

1 -1 1 1 |L14 20 13,2+0,8 7 34

0o -1 0 0 | L16 10 74+04 3 26

0 -1 0 | L17 10 43+0,5 6 57

0 0 1 |L18 10 26+0,0 7 74

1 -1 -1 -1 | LA 20 123+0,4 8 39

1 1 1 -1 | LD 20 25+0,1 18 88

1 -1 A1 1| LE 0,5 0,9+0,0 - -

1 0 0 LF 20 49+0,0 15 76

0 1 0 LG 10 1,6+0,2 8 84

0 0 1 0 |[LH 10 1,7+£0,0 8 83

0 0 0 -1 |LI 10 26+0,0 7 74

Sélo se ha determinado la actividad residual de dos de las experiencias con la dosis
inicial baja de lacasa de 0,5 U-g'1 (L13 y LE), que ha resultado ser de 0,6 y 0,9 U-g'1,
respectivamente. Aunque se podria pensar que, en este caso, la actividad se
mantiene o aumenta ligeramente después del tratamiento, estas diferencias son muy
bajas y la actividad medida es del mismo orden que el limite de deteccién del método
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utilizado en la medida de actividad enzimatica. Por ello, para la realizacién del modelo
matematico se asume que la actividad residual de las experiencias con dosis baja de
enzima de 0,5 U-g'1 (L1, L13,L5,L7,LB,LCyLE)esde 0 U-g'1.

Analisis del modelo matematico de actividad enzimatica residual

El modelo que relaciona la actividad residual de la pasta después de aplicar la etapa L
y las variables de proceso corresponde a la ecuacion Ec. 9-20 y predice valores de
actividad residual entre 13,1 y -1,9 U-g'1. Aunque matematicamente se obtienen
valores negativos de actividad, se asume que estos valores corresponden a 0 U-g'1 de
actividad enzimatica residual.

Y actividad resiqual-L = 2,4 + 4,0Xy — 2,2X; — 0,4X5 — 2,1X;X; — 0,56X:X3 — Ec. 9-20
0,6X1 XX+ 1,7X,°

Donde X;=(L-10,5)/9,5, L=dosis de lacasa (U-g'1); X>=(M-1,05)/0,95, M=dosis de HBT
(%0dp); X3=(t-3,5)/3, t=tiempo de reaccion (h).

Segun el modelo, las variables que influyen en la actividad residual son X; dosis
lacasa, X, dosis mediador y X3 tiempo. La presién de oxigeno en el reactor, X,, no
tiene ningun tipo de influencia. La variable que tiene una mayor influencia en el
margen estudiado es X4, dosis de lacasa con un coeficiente de X;=4,0. En el modelo
el factor dosis de mediador, X22, tiene influencia cuadratica en la respuesta.

Anadlisis grafico del modelo de actividad enzimatica residual

En la Fig. 9-9 (a, b y c) se presentan las respuestas de actividad residual en funcion
de las variables del plan. No se consideran las respuestas correspondientes a las
dosis bajas de lacasa en el estudio de la actividad, ya que se aproximan al limite de
deteccion del método de medida de actividad.

La actividad residual maxima es de 13 U-g'1 y corresponde a las variables X;=1, X,=-1,
0 sea, dosis de lacasa de 20 U-g'1, dosis de HBT de 0,1 %odp. La actividad residual
minima obtenida en el plan a las dosis de lacasa de X;=1y X;=0, es de 2y 1 U-g'1,
respectivamente. Por lo que en el tratamiento lacasa mediador la enzima lacasa
puede perder practicamente toda su actividad, dependiendo de las dosis de reactivos.
La actividad residual depende basicamente de la dosis de lacasa y de la dosis de
mediador. La variable tiempo tiene poca influencia en la respuesta, la actividad
residual disminuye al aumentar el tiempo de tratamiento, aunque este efecto sélo es
significativo cuando la dosis de mediador es alta (Fig. 9-9 a). Al estudiar la pérdida de
actividad, como diferencia entre la actividad inicial y la actividad residual (Fig. 9-9 d),
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se observa que para una dosis de mediador determinada, la pérdida de actividad en
valor absoluto es superior en las experiencias en las que la dosis de enzima es de
X1=10 20 U-g'1 que en las que la dosis es de X;=0 o 10 U-g'1, aunque la actividad
relativa es independiente de la dosis inicial de lacasa (Fig. 9-9 e y Tabla 9-31).

Tabla 9-31. Actividad residual prevista por el modelo segtn las variables de proceso.

Dosis Dosis Tiempo Acti_vidad Pérd_ic!a de Pér(.ii(.ia de
Xy Xz Xz | lacasa HBT residual actividad actividad
(Ug”") (%odp) (h) (U-g™ (U-g™ relativa (%)
1 -1 1 20 0,1 6,5 13 7 35
1 0 1 20 1 6,5 6 14 70
1 1 1 20 2 6,5 2 18 920
0 -1 1 10 0,1 6,5 6 4 40
0 0 1 10 1 6,5 2 80
0 1 1 10 2 6,5 1 90

A la dosis de HBT minima de 0,1 %odp y un tiempo de 0,5 h, la actividad ya disminuye
considerablemente. La actividad residual es de 13 U-g'1 cuando la dosis inicial es de
20 U-g” y de 6 U-g” cuando es de 10 U-g”. A una dosis fija de lacasa, un aumento en
la dosis de mediador produce una disminucion de la actividad residual. A la dosis
maxima de HBT de 2 %odp la actividad residual esta por debajo de 3 U-g'1. Esta
disminucién relacionada con el aumento de la dosis de mediador ya se produce de
forma importante al aumentar la dosis de HBT de 0,1 a 1 %odp. A dosis mas elevadas
de mediador la actividad residual es bastante baja por lo que un aumento en la dosis
no produce cambios tan importantes en la actividad residual (Tabla 9-31 y Fig. 9-9 a).

La actividad enzimatica residual depende basicamente de la dosis de lacasa y de la
dosis de mediador, la variable tiempo tiene poca influencia en la respuesta, de
manera, que en los primeros 30 min es cuando se produce la pérdida de actividad en
el sistema. La actividad residual relativa depende basicamente de la dosis de
mediador. Aunque a dosis de mediador bajas ya se produce una pérdida de actividad
del 40 %; a una dosis de mediador del 2 %odp la actividad residual disminuye hasta
un 90 %. Los radicales de HBT formados durante el tratamiento inactivan a las lacasas
por la oxidacion de los aminodcidos aromaticos de la superficie proteica (Amann
1997). En la bibliografia se ha descrito que la presencia de pasta en el sistema lacasa
mediador reduce la inactivacion de enzima (Fillat et al. 2007;lbarra et al. 2006;Li et al.
1999) debido a que los radicales formados reaccionan con la pasta ralentizando la
inactivacion. En este caso, se puede asociar la pérdida de actividad enzimatica al
aumentar la dosis de mediador a una mayor formacion de radicales de oxidacion al
inicio del proceso que reaccionarian con la pasta pero que también aumentarian la
inactivacién de la enzima lacasa.
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Fig. 9-9. Actividad residual en funcion de los factores del plan estadistico en la etapa L.
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9.3.4 ANALISIS DE TOXICIDAD

Los resultados de toxicidad de los efluentes de la etapa L se muestran en la Tabla
9-32. Las respuestas de toxicidad varian entre no detectable y 11 equitox-m'3. Las
experiencias L4 y LD realizadas a las dosis altas de enzima y mediador (20 U-g” y 2
%odp) son las que presentan una mayor toxicidad.

Segun la Ley de Aguas (Real Decreto Legislativo 1/2001), los limites cuantitativos y
cualitativos que se imponen en la composicion del efluente vertido corresponden a la
administracion hidraulica competente, salvo en los casos de vertidos efectuados en
cualquier punto de la red de alcantarilado o de colectores gestionados por las
administraciones autondmicas o locales, en los que la autorizacion corresponde al
6rgano autonémico o local competente. En Catalufia, el Decreto 130/2003 que
aprueba el reglamento de los servicios publicos de saneamiento fija el limite de vertido
de materias inhibidoras (Ml) en 25 equitox-m™.

Los valores de toxicidad obtenidos en este estudio se encuentran por debajo de este
limite de toxicidad. Aunque los valores se encuentren por debajo de los limites que fija
la administracion, en la Fig. 9-10 se puede observar como la toxicidad varia en funcién
de las condiciones del tratamiento.

La presencia de color y/o turbidez puede causar interferencias en la medida de
toxicidad llevando a resultados erréneos, normalmente haciendo que las muestras
sean mas téxicas de lo que realmente son. Por lo que, tal como describe el manual del
Microtox, se ha corregido el valor de toxicidad a partir de medidas de absorbancia de
las muestras. En las muestras mas coloreadas, la correccién de color produce una
disminucién de la toxicidad respecto a las muestras sin corregir en torno a un 20 %.

El tratamiento control (tratamiento de la pasta con el tampén sin la presencia de
enzima ni mediador) no presenta toxicidad, como tampoco la presenta el tratamiento
L1, cuando las dosis de reactivos y el tiempo son bajos. Una solucion de mediador
HBT de concentracion 620 mg-L'1, que corresponde a la concentracion en la que se
encuentra el HBT en aquellos tratamientos que se realizan con una dosis de mediador
del 2 %odp y a la consistencia de trabajo del 3 %odp, sin presencia de pasta, es de 3
equitox-m'3. Si se adiciona a esta solucién una cantidad de lacasa, que corresponde a
la que contiene el tratamiento realizado a la dosis de lacasa de 20 U-g'1, y
seguidamente se mide la actividad residual, se obtiene el mismo resultado anterior,
por lo que se deduce que la enzima no presenta toxicidad (Tabla 9-32).

Durante los tratamientos con el sistema lacasa mediador en presencia de pasta, etapa
L, la toxicidad de los efluentes es superior a la toxicidad inicial que presenta el
mediador HBT. En la Fig. 9-10 se puede observar como al aumentar la dosis de
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lacasa y/o la de mediador aumenta la toxicidad de los efluentes. Por lo que se deduce
que la toxicidad de los efluentes de la etapa L no sélo se atribuye a la presencia del
mediador HBT, sino que se forman subproductos de degradacion o de mediador
oxidado, como el benzotriazol, en el sistema lacasa mediador que presentan una
mayor toxicidad que el mediador HBT en su forma inicial.

Tabla 9-32. Toxicidad del mediador HBT y de los efluentes de la etapa L.

X % x: X Ref Toxicidad Toxicidad
R ) (UT - equitox'm®) | (equitox-t”)
o | - 1 - - HBT 3 1,1-10*
[]
2
§ 1 1 - - | HBT +lacasa 3 1,110
(4
- - - - control No detectable No detectable
-1 -1 1 A1 L1 No detectable No detectable
41 1 A L7 6 1,7-10*
g /0 0 o0 L 10 8 1,8:10™
§ 0o 0 1 LH 7 2210
w1 0 o LF 9 2,510
0o 1 0 LG 8 2,7-10*
11 1 A LD 12 3,110
U L4 12 3,610
12
x 20 -2
& 10 20-2 x
E % 20-1
2 81 X 40-2
;{ ) 10-1
© i X
% 10-1 1.2 X
% 4120-2
L 0-2
2 -
1-0,1
O T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
tiempo (h)

Fig. 9-10. Toxicidad etapa L, en funcion del tiempo de tratamiento para distintas dosis de
lacasa y mediador. En la figura la primera referencia se refiere a dosis de lacasa en U-g'1 y
la segunda, a la dosis de HBT en %odp.
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9.3.5 ESPECTRO UV/VIS DE ABSORBANCIA

En la Fig. 9-11 y Fig. 9-12 se muestran los espectros de los efluentes de la etapa de
tratamiento enzimatico con el sistema lacasa mediador a partir de diluciones de los
efluentes de 1:20.

En la Fig. 9-11 se observa que el control, sin la presencia de enzima ni mediador,
presenta sefial de absorbancia a longitudes de onda por debajo de los 245 nm,
seguramente debida al tampén tartrato sédico utilizado en el tratamiento. Una solucién
de mediador HBT de concentracion 620 mg-L'1, que corresponde a la concentracion
en la que se encuentra el HBT en aquellos tratamientos que se realizan con una dosis
de mediador del 2 %odp y a la consistencia de trabajo del 3 %odp, sin presencia de
pasta, presenta una curva de absorbancia con un pico maximo a 305 nm y otro a 280
nm. Una solucién de lacasa, que corresponde a la que contiene el tratamiento
realizado a la dosis de lacasa de 20 U-g'1, no presenta sefial de absorbancia
significativa. Las distintas sefales que aparecen entre 290 y 200 nm podrian
corresponder tanto al mediador HBT, a lignina disuelta y a productos de degradacion y
de oxidacion del HBT. Debido a que aparecen sefales en el espectro que se solapan
entre ellas y que corresponden a diferentes productos, en los efluentes del sistema
lacasa mediador no se puede determinar la cantidad de lignina disuelta directamente a
partir de medidas de absorbancia, tal como describe la norma Tappi 222 om-02.

16
1,4 -
1,2 1
1,0 1

<08 |

0,6

~- ;\:‘ o \
r.‘ =
1 % |: ‘
N e 0,1 % HBT N
0,0 R =
210 230 250 270 290 310 330 350 370

longitud de onda (nm)

0,4 1

0,2 - lacasa

Fig. 9-11. Espectros de los efluentes de la etapa L.

En la Fig. 9-12 (a), se observa como la sefal control presenta la misma curva
espectral que los tratamientos realizados a dosis bajas de mediador (0,1 %odp),
independientemente de la dosis de lacasa y el tiempo de tratamiento. En la Fig. 9-12
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(b), se observa como cuando la dosis de mediador es del 1 %odp aparecen distintas
sefales de absorbancia que presentan tres picos. Los picos a 305 nm y a 280 nm se
pueden asociar con la presencia del mediador, ya que una solucién de HBT presenta
estos mismos picos. Las sefales que aparecen entre 240 y 300 nm se pueden
relacionar a lignina disuelta y a productos de degradacion del sistema, ya que se
observa como la sefial es menor en el tratamiento realizado a una menor dosis de
lacasa y tiempo. En los tratamientos realizados a una dosis de HBT del 2 %odp (Fig.
9-12 c) se observa que las sefiales de absorbancia son superiores en todo el espectro
a las obtenidas en las experiencias con menores dosis de HBT. Las sefales de 305y
280 nm siempre son menores que las que presenta la solucion de mediador HBT. Se
han relacionado estas dos sefiales de absorbancia con el mediador, de manera que se
podria decir que en el tratamiento sistema lacasa mediador disminuye la
concentraciéon de HBT.

(a) (b)
1,4 1,4
— control —lacasa
1,2 -—1U/g;0.5h 1,2 4
——1U/g;65h ——10U/g;3.5h
101 ----20Ulg; 0.5h 10 |
' —~+-20U/g; 6.5h ' —+10U/g;6.5h
< 0,8 1 < 0,8 --20U/g;3.5h
0,6 1
0,4 1
0,2

00

230 260 290 320 350 380

longitud de onda (nm) longitud de onda (nm)
(c)

1,4
—HBT

1,2 1 --1U/g;6,5h
——20U/g; 0,5h

1,0 4 20 U/g; 65h

< 0,8 -

0,6 11

0,4

0,2

0,0

230 260 290 320 350 380
longitud de onda (nm)

Fig. 9-12. Curvas espectrales de absorbancia. Dosis de HBT del 0,1 %odp (a), del 1 %odp
(b) y del 2 %odp (c).
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La sefial a 305 nm es mas elevada en el tratamiento a baja dosis de lacasa y tiempo.
Para un mismo tiempo de tratamiento, si la dosis de lacasa es alta (20 U-g'1), estas
sefiales disminuyen, por lo que un aumento de dosis de lacasa produce una
disminucion de la concentracién de HBT, debido posiblemente a una mayor oxidacion
del mediador por parte de la enzima. En cambio, las sefales entre 240 y 290 nm son
mas elevadas en el tratamiento con dosis alta de enzima, estas sefales podrian
evidenciar una mayor concentracién de lignina y productos de degradacién en el
sistema a dosis alta de enzima.

Cuando la dosis de lacasa es de 20 U-g”, la sefial a 305 nm es superior a tiempo
corto, por lo que un aumento del tiempo de tratamiento supondria una disminucién de
la concentracién de HBT en el sistema. Las senales entre 240 y 290 nm son mas
elevadas en el tratamiento a tiempo largo, por lo que un aumento del tiempo de
tratamiento supone una mayor concentracién de lignina y productos de degradacién
en el sistema.

9.3.6 PROPIEDADES DE LOS EFLUENTES EN LA ETAPAE

El efecto principal de la extraccién alcalina en los procesos de blanqueo industrial es
la disolucion de la lignina, que tiene lugar por la ionizacién de los grupos acidos
formados en la lignina durante las etapas previas (Correia et al. 2004;Garcia et al.
1984). El sistema lacasa mediador introduce grupos carbonilo y carboxilo en la
estructura de la lignina. Esta lignina modificada se puede disolver en una etapa de
extraccion alcalina (etapa E) posterior (Call and Miicke 1997;Chakar and Ragauskas
2000a;Freudenreich et al. 1998;Poppius-Levlin et al. 1999).

9.3.6.1 DQO y color etapa E

Las respuestas de cada experiencia medidas después de la etapa E (DQO vy color) y
sus respectivas condiciones del tratamiento con el sistema lacasa mediador (L) se
presentan en las tablas Tabla 9-33 y Tabla 9-34. Las respuestas de las experiencias
realizadas varian entre 38 y 48 kg-t'1, 22y 40 kg-t"1 de DQO vy color, respectivamente.

La DQO no aumenta al aumentar los factores del nivel bajo a alto, aunque las
experiencias LE 8 y LE D, en las que las dosis de reactivos y el tiempo son altos,
presenta una DQO algo superior. La propiedad de color sigue una ligera tendencia a
aumentar al incrementarse las variables de proceso. En ambos casos, las diferencias
entre las respuestas no se consideran lo suficientemente importantes como para
realizar el modelo matematico.
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Tabla 9-33. Propiedades de los efluentes del control después de la etapa E.

Ref. | DQO (kg-t") Color (kgPtCo-t™)
Control E 38 22

Tabla 9-34. DQO y color después de aplicar la etapa E en la secuencia LE

dosis X1 X2 X3 Xg Ref DQO Color
" | (kgt") (kgPtCo-t™)
. -1 -1 -1 -1 | LE1 38 28
bajas
-1 -1 -1 1 LE E 39 13
. 0 0 0 0 | LE9 40 32
medias
0 0 0 0 | LE10 38 30
medias 1 0 0 0 | LEF 38 31
y altas 0 1 0 0]|LEG 39 35
1 1 1 -1 | LED 48 45
altas
1 1 1 1 LE 8 43 40

9.3.6.2 Espectros UV/VIS de la etapa E en la secuencia LE

En la Fig. 9-13 se muestran los espectros de los efluentes de la etapa de extraccion
alcalina, etapa E, a partir de diluciones de los efluentes de 1:10. Se observa que la
curva espectral del control, sin enzima ni mediador, presenta la misma forma que el
resto de curvas espectrales de los tratamientos con el sistema lacasa mediador, por lo
que el aumento de las sefales de absorbancia, en este caso, se podria relacionar
directamente con el aumento de la lignina disuelta en el sistema. La absorbancia del
tratamiento a dosis bajas y tiempo corto, no difiere significativamente del tratamiento
control, por lo que en el tratamiento realizado en estas condiciones no aumenta la
cantidad de lignina disuelta, el tratamiento es poco efectivo, tal como se ha comentado
en el capitulo 6 en el estudio de las propiedades de las pastas en la secuencia LE. Las
sefiales de absorbancia mas elevadas se presentan en el tratamiento realizado a
dosis altas de reactivos y tiempo largo. Para un mismo tiempo de tratamiento de 3,5 h,
a medida que se disminuyen una o ambas dosis de reactivos disminuye la sefal de
absorbancia, o sea, la cantidad de lignina disuelta en los efluentes.
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Fig. 9-13. Espectro UV/VIS de los efluentes de la etapa E a partir de diluciones 1:10.
9.3.7 PROPIEDADES ETAPA P

La etapa de peroxido de hidrégeno tiene un doble efecto sobre la pasta. Por un lado
de disolucion de la lignina, debido a que se realiza a pH alcalino, y que tiene lugar por
la ionizacion de los grupos acidos formados en la lignina durante las etapas previas
(Garcia et al. 1984). Por otro lado, el perdxido de hidrégeno es un agente oxidante de
blanqueo y puede oxidar la lignina residual que queda en la pasta, y de este modo
producir un aumento de blancura.

9.3.71 DQOy color etapa P

Las respuestas de cada experiencia medidas después de la etapa P (DQO vy color) y
sus respectivas condiciones del tratamiento con el sistema lacasa mediador (L) se
presentan en la Tabla 9-35. Las respuestas de las experiencias realizadas varian
entre 51 kg't' y 70 kgt' y 31 a 41 kgPtCo-t" de DQO vy color, respectivamente. Se
observa que no hay diferencias significativas de DQO entre los distintos tratamientos
cuando la etapa L se realiza a dosis altas o bajas de reactivos.

La etapa P tiene un doble efecto sobre la pasta de disolucion de lignina debido al pH
alcalino del proceso, por la ionizacion de los grupos acidos formados en la lignina
durante las etapas previas (Dence and Reeve 1996) y por el proceso de oxidacién del
agente oxidante perdxido de hidrégeno. Estos dos efectos se pueden estudiar por
separado al comparar la secuencia LE y la LP, ya que la etapa E, se realiza en las
mismas condiciones que la etapa P pero sin la adicion de perdxido de hidrogeno.
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Tabla 9-35. DQO y color después de aplicar la etapa P en la secuencia LP.

dosis X1 X2 X3 Ref DQO Color
" | (kg't") (kgPtCo-t™)
bajas -1 -1 1| LP1 52 33
. 0 0 0 |LP9 58 -
medias
0 0 LP 10 51 31
1 1 1 LPD 70 41
altas
1 1 1 LP 8 56 -

En la etapa E los resultados de DQO son entre 13 y 22 kg-t'1 menores a los obtenidos
en la etapa P. Esto se puede deber a la presencia de otros reactivos usados en esta
etapa, pero principalmente a una mayor cantidad de lignina disuelta en los efluentes
de la etapa P. Los resultados de color en la etapa E, en cambio, son similares a los de
la etapa P. Este hecho se relaciona con el efecto blanqueante del perdxido de
hidrégeno, que es capaz de oxidar los grupos croméforos de la lignina de la pasta,
como también de la lignina disuelta en los efluentes.

9.4 CONCLUSIONES

Las respuestas de cada experiencia medidas después de la etapa L varian entre 129 y
491 kgt', 0y 79 kgt' y entre 0 y 11 equitoxm™ de DQO, color y toxicidad,
respectivamente. Se han obtenido modelos matematicos que predicen las
propiedades de DQO, color y actividad enzimatica residual en funcion de los factores
del proceso.

La alta DQO de los tratamientos enzimaticos se debe a la utilizacion de la lacasa
comercial, en concreto a los aditivos que contiene para evitar pérdidas de actividad
enzimatica durante el transporte, almacenamiento o durante el bioblanqueo. Por lo
que en las formulaciones de estas enzimas se deberia tener en cuenta la DQO que
aportan estos componentes y que puede ser un problema en una futura aplicacion
industrial. El color rojo que se forma en los efluentes del sistema lacasa mediador,
sobre todo a tiempos largos de tratamiento, se relaciona con la formacion de
productos de oxidaciéon del mediador HBT.

Las experiencias realizadas a las dosis altas de enzima y mediador (20 U-g'1 y 2
%odp) son las que presentan una mayor toxicidad, aunque los valores maximos
medidos se encuentran por debajo de los limites que fija la ley de vertidos del area
metropolitana de Barcelona. Un aumento en la consistencia de los tratamientos podria
aumentar los valores de toxicidad de los efluentes a valores proximos a los que fija la
legislacion. Aunque también se debe tener en cuenta que estos efluentes se podrian
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reutilizar en otras fases del proceso, diluirse con las aguas de proceso o enviar a la
caldera de recuperacion. La toxicidad de los efluentes de la etapa L no solo se
atribuye a la presencia del mediador HBT, sino a que se forman subproductos de
degradacion que presentan una mayor toxicidad que el mediador HBT en su forma
inicial.

La actividad enzimatica residual depende basicamente de la dosis de lacasa y de la
dosis de mediador, la variable tiempo tiene poca influencia en la respuesta, de
manera, que en los primeros 30 min es cuando se produce la pérdida de actividad en
el sistema. La actividad residual relativa depende basicamente de la dosis de
mediador. Aunque a dosis de mediador bajas ya se produce una pérdida de actividad
del 40 %; a una dosis de mediador del 2 %odp la actividad residual disminuye hasta
un 90 %. Segun la bibliografia, los radicales de HBT formados durante el tratamiento
inactivan a las lacasas por la oxidacion de los aminoacidos aromaticos de la superficie
proteica, aunque la presencia de pasta en el sistema lacasa mediador reduce la
inactivacion de enzima debido a que los radicales formados reaccionan con la pasta
ralentizando la inactivacion. En este caso, se puede asociar la pérdida de actividad
enzimatica al aumentar la dosis de mediador a una mayor formacion de radicales de
oxidacién al inicio del proceso que reaccionarian con la pasta pero que también
aumentarian la inactivacion de la enzima lacasa.

La optimizacion de las dosis y el tiempo de tratamiento en el bioblanqueo es necesaria
para obtener unas buenas propiedades de la pasta a un menor coste, pero también se
debe tener en cuenta la influencia de las variables en las propiedades de los efluentes
ya que una sobre dosificacion puede dificultar la posible reutilizacién de estos
efluentes de blanqueo.
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