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RESUMEN 

La fibra reciclada ha llegado a ser un elemento importante en la industria 

papelera. Además de ser una fuente de fibra de bajo costo, sirve para preservar y 

economizar los recursos forestales, minimiza la polución medio ambiental y 

contribuye a la conservación del agua y la energía. A nivel mundial, más de 1/3 del 

papel producido se hace a partir de fibras recicladas. Se sabe que, a medida que 

aumenta el número de ciclos de utilización de pastas químicas, paralelamente 

disminuye la capacidad del grado de unión entre las fibras, reflejándose esto en 

pérdidas significativas en las propiedades de resistencias. La práctica industrial 

incrementa nuevamente las propiedades de resistencia a través de la acción mecánica 

de refino, generando mayor cantidad de finos celulósicos, los cuales disminuyen la 

velocidad de drenaje de las pastas y por ende, su capacidad de producción. Además, 

a medida que se aumenta el tratamiento mecánico, se limita la recuperación posterior 

de propiedades en futuros ciclos. 

Este trabajo apunta a mejorar la calidad papelera de pastas provenientes de 

papeles reciclados, y tiende a potenciar su aprovechamiento técnico-económico 

como fuente de materia prima en la industria papelera. Se evaluaron los efectos del 

tratamiento enzimático con Pergalase A 40 (mezcla de celulasas y hemicelulasas), 

sobre las propiedades de las fibras y propiedades de resistencia de una pasta kraft de 

pino no blanqueada, reciclada en laboratorio. Se analizaron los factores carga de 

enzima sobre fibra y tiempo de tratamiento a través de un diseño central compuesto + 

centros + estrellas. El tratamiento estadístico de los resultados obtenidos en las 

propiedades analizadas, a un nivel de confianza del 95% mostró, a través de sus 

correspondientes ecuaciones de regresión, las diferentes variaciones de las mismas 

con los factores estudiados. Tomando uno de los puntos del diseño, se realizó una 

curva de refino en molino PFI de la pulpa tratada con la enzima, analizando consumo 

de energía y propiedades físicas alcanzadas versus el tratamiento mecánico estándar. 

Se alcanzaron para todos los casos del tratamiento enzimático, mejoras importantes 

de drenabilidad y de índice de tracción respecto al estado de referencia. A bajas 

cargas de enzima se produjo una reducción en el contenido de finos, corroborándose 

el posible efecto de floculación. Para la pasta con los tratamientos combinados de 

enzima y refino, se verificó un mayor grado en la drenabilidad y un consumo 

específico de energía menor comparándola con el estado de referencia. 
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1.1. Introducción 

La fibra reciclada ha llegado a ser un elemento importante en la industria 

papelera. Además de ser una fuente de fibra de bajo costo, sirve para preservar y 

economizar los escasos recursos forestales, minimiza la polución medio ambiental y 

contribuye en la conservación del agua y la energía. A nivel mundial, más de 1/3 del 

papel producido se hace a partir de fibras recicladas (1). 

La producción de papel y cartón a partir de 100 % de fibras recicladas, 

presentan algunas dificultades en relación a la fibra virgen. Los obstáculos 

principales son, la resistencia de las fibras y la velocidad de drenaje en la máquina 

papelera. Las diferencias entre fibras reciclada y virgen son especialmente evidentes 

en fibras de pulpas químicas (2). 

Durante los últimos 30 años se ha estudiado intensamente lo que se ha 

denominado "el efecto general del reciclo ", es decir, cómo son afectadas las 

propiedades de las fibras en los procedimientos de reciclado y los efectos resultantes 

en el papel que se fabrica a partir de ellas (3) (4). 

Se sabe que, a medida que aumenta el número de ciclos de utilización de 

pastas químicas, paralelamente disminuye la capacidad del grado de unión entre las 

fibras, reflejándose esto en pérdidas significativas en las propiedades de resistencia. 

Esta pérdida de unión podría ser función de dos parámetros: flexibilización de la 

fibra, es decir, conformabilidad en húmedo y condición superficial, o, cambios que 

ocurren en la superficie de las fibras (5). 

El consenso es que se pierde la capacidad de hinchamiento de la fibra 

reciclada y que la irreversibilidad del proceso se incrementa con el nivel y duración 

del secado. Esta propiedad de swelling irreversible se denomina cornificación 

(hornification), atribuyéndose estos cambios al cierre irreversible de los poros de la 

pared celular de la fibra (6) (7). Se piensa además que la cornificación es una de las 

razones por la cual las fibras recicladas se fracturan y fácilmente generan finos 

durante el refino y de este modo hace que la pulpa drene lentamente (2). 

Un recurso típico para recuperar las propiedades de resistencia de las fibras 

recicladas es refinando, pero dicha acción mecánica de refino, genera mayor cantidad 

de finos celulósicos, los cuales disminuyen la velocidad de drenaje de las pastas y 

por ende su capacidad de producción. Además, a medida que se aumenta el 
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tratamiento mecánico se limita la recuperación posterior de propiedades en futuros 

ciclos (8) (2). 

En el presente trabajo, se utilizó pasta kraft de pino sin blanquear, con más de 

una etapa de reciclo. Sobre dicha pasta se efectuaron, previos al refino en molino 

PFI, los diferentes tratamientos enzimáticos (con una mezcla de celulasas y 

hemicelulasas). Luego, se evaluaron los efectos resultantes, determinando distintas 

propiedades de las fibras, a fin de intentar explicar las posibles causas de las pérdidas 

en propiedades de resistencia durante el reciclo y lograr algunas modificaciones en 

las fibras, tendientes a disminuir el inevitable tratamiento mecánico posterior. 

Por otro lado, sobre la misma pasta reciclada, se estudió el efecto del refino 

en combinación con un previo tratamiento enzimático, sobre el consumo de energía 

en el tratamiento mecánico y las propiedades de las pastas así obtenidas. 

1.2. Antecedentes 

El tratamiento con enzimas para modificar pulpas de madera no es nuevo y es 

un terna de creciente interés en los últimos años. En una patente publicada en 1942, 

Diehm informó que las hemicelulasas podrían ayudar en el refino de las pulpas, 

incrementando la velocidad de hidratación de las fibras. 

Otras patentes, corno la de Bolaksi & Gallatin (11) se refirieron al "refino 

enzimático >J, es decir, el tratamiento mecánico en presencia de las enzimas, corno 

una forma de ahorrar energía durante el batido de las pulpas. 

Paquot el al informaron resultados de sus estudios relacionados a la 

biodegradación de la celulosa y explicaron que si la reacción enzimática no es 

limitada y controlada, las fibras podrían ser afectadas por el efecto de peeling, 

conduciendo a una reducción de la longitud de fibra promedio. (Citado en Enzymes 

in Pulp and Paper Processing - Chapter 3). 

Posteriormente, Noe et al (13) propusieron el uso de xilanasas para fibrilar 

externamente pulpas kraft blanqueadas, corno una manera de reducir la demanda de 

energía en el proceso de producción de papel y para ayudar a liberar la lignina de la 

matriz hemicelulosa-lignina. 
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Oltus et al investigaron el tratamiento con enzimas de distintos tipos de 

papeles usados, para revertir la cornificación y recuperar la actividad superficial de la 

fibra original. Todas las muestras exhibieron disminución de propiedades de 

resistencia a la tracción, explosión y desgarro. Inicialmente la hidrólisis enzimática 

fracturó la fibra, lo cual finalmente resultó en una completa desintegración de la 

fibra. Además, dedujeron que la hidrólisis enzimática de papel reciclado provocó la 

desintegración radial de las fibras en lugar de algún efecto de fibrilación ó fisión 

esperado, concluyendo que por tratamiento enzimático no se alcanzó ninguna 

revitalización de las fibras recicladas. (Citado en Enzymes III Pulp and Paper 

Processing Chapter 3 (1997) Y en Tappi 1. 76 (3)147 (1993)). 

Pommier et al (9) proporcionaron la evidencia más definitiva de mejora de 

resistencia de fibras secundarias por tratamiento enzimático. Estudiaron la acción de 

una preparación de enzima comercial, Liftase A 40, una mezcla de celulasas y 

hemicelulasas y su capacidad para revertir el perjudicial descenso en las propiedades 

de drenaje inherente a la fibra reciclada. Además, informaron que un incremento en 

la drenabilidad ocurre en los primeros 30 minutos de tratamiento y observaron una 

ligera pérdida en el índice de explosión. Por otro lado, especularon que las enzimas 

actúan sobre la superficie de las fibras produciendo un efecto de pelado, como 10 

describieron también Lee y Kim. (Citado en Enzymes in Pulp and Paper Processing

Chapter 3 (1997) Y en Tappi 1. 76 (3)147 (1993)). Si este efecto de peeling fuera 

limitado y controlado, la enzima podría solamente remover algunos pequeftos 

elementos o componentes que tienen gran afinidad por el agua, los cuales 

contribuyen ligeramente en el potencial de unión hidrógeno de las fibras. Esta 

reducción de la interacción fibra - agua permitiría un mejor drenaje de la pulpa sin 

afectar las propiedades mecánicas finales del papeL Cuando la reacción enzimática 

comienza, el efecto de peeling causa un marcado incremento en el drenaje de la 

pulpa. Este efecto está directamente relacionado con la fibrilación de las fibras y, de 

este modo, al área de la superficie específica disponible para que la enzima actúe 

(10) (12). 

Posteriormente, Bhat et al (8) confirmaron los hallazgos de Pommier et al (9) 

y verificaron lo encontrado por Lee y Kim (Citado en Enzymes in Pulp and Paper 

Processing - Chapter 3 (1997) Y en Tappi 1. 76 (3)147 (1993)) usando fibras kraft de 
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conífera blanqueada y no-blanqueada. Sin embargo, ní Bhat ní Pommier propusieron 

un mecanismo de acción para los fenómenos observados. 

Algunos de los efectos básicos del tratamiento enzirnático han sido resueltos 

por Jackson et al (10). Estos autores usaron pulpa k:raft de coníferas corno sustrato y 

analizaron tres preparaciones de enzimas: una de celulasas, otra de hemicelulasas y 

una tercera una mezcla de celulasas y hemicelulasas. El Canadian Standard Freeness 

(CSF) aumentó con el tratamiento con celulasas, pero no con la preparación de 

hemicelulasas, demostrando que durante el tratamiento con celulasas ocurre la 

hidrólisis de la fibra. Dosajes bajos de enzima resultaron en una reducción del 

contenido de finos, lo cual fue relacionado con la floculación de éstos con la enzima, 

similar a lo que ocurre con los aditivos de ayuda de drenaje con polímero. Los más 

altos dosajes de enzima condujeron a un incremento en el contenido de finos. Esto 

fue atribuido a la desintegración de las fibras inducidas por celulasas, corno lo 

describieron Oltus et al en Enzymes in Pulp and Paper Processing Chapter 3 

(1997). 

En un extenso review sobre fundamentos de pérdida de resistencia de papeles 

reciclados, Nazhad y Paszner (6) enfatizan la necesidad de conocer los fundamentos 

que expliquen la causa de estos cambios y poder establecer cuál de los factores 

pérdida de flexíbilización de la pared y/o cambios en la condición superficial de las 

fibras recicladas - juega el rol preponderante en la pérdida de resistencia. 

Fuentes y Robert (14) encontraron que tratando fibras secundarias con 

celulasas y hemicelulasas comerciales se incrementó el drenaje de 18 a 20 %, aunque 

la resistencia se redujo. Sin embargo, la resistencia podría mejorarse refinando la 

pulpa antes del tratamiento con enzima o adicionando almidón corno carga. 

Un gran número de diferentes celulasas y hemicelulasas pueden ser usadas 

para mejorar la drenabilidad, aunque los mejores resultados se han obtenido con 

celulasas comerciales a partir de Trichoderma reesei (9). A baja concentración de 

enzima, la drenabilidad aumenta sin pérdida significativa en las propiedades 

mecánicas del papeL Mientras el efecto inicial de la enzima es beneficiado 

enormemente, sería petjudicial extender el tiempo de la reacción con altas 

concentraciones de enzima. Estos estudios fueron extendidos a escala piloto en 

industrias de fábricas de papel (15). Seleccionaron 30 fábricas diferentes en las que 
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realizaron experiencias piloto. En muchos casos, observaron un incremento en la 

drenabilidad de la pulpa causado por la acción de la enzima y sin pérdida de 

propiedades mecánicas del papel fabricado en una máquina papelera piloto. Cuando 

el refino mecánico precedió al tratamiento enzimático, obtuvieron mejores 

propiedades fisicas con una drenabilidad similar a la de la pulpa sin tratamiento (15) 

(9). El incremento en la drenabilidad puede mejorar la capacidad en la planta de 

preparación de fibras secundarias, ya sea incrementando la velocidad de la máquina o 

diluyendo la pulpa en la cabeza de máquina, y finalmente producir un papel de mejor 

calidad. Las condiciones deben ser modificadas para cada situación particular para 

maximizar el incremento en la drenabilidad. Además, incrementando la drenabilidad, 

el uso regular de las enzimas bajo condiciones apropiadas, puede producir efectos 

secundarios beneficiosos tales como una mayor seguridad en la maquina papelera. Se 

encontró que produce el 50% menos del papel de inferior calidad (sub standard), 

particularmente debido a una baja frecuencia de roturas «20%). 

Karsila et al (16) publicaron que la drenabilidad de las pulpas mecánicas 

pueden ser mejoradas mediante la adición de hemicelulasas. Los autores reivindican 

que estas enzimas mejoran la drenabilidad de pulpa reciclada destintada, sin efecto 

perjudicial sobre las propiedades de resistencia a la tracción. Comparativamente, el 

índice de rasgado decreció para pulpas tratadas con celulasas. Este hallazgo sugiere 

que la xilanasa podría ser mucho más efectiva que las celulasas o mezclas de 

xilanasa/celulasa. La xilanasa, sm embargo, remueve hemicelulosas que 

comprometen la unión interfibra, un efecto que puede además conducir a 

propiedades del papel de mala calidad. 

Jeffries et al informaron que las xilanasas podrían mejorar la drenabilidad de 

fibras químicas pero no de las mecánicas. Ellos compararon los efectos de una 

celulasa comercial (Celluclast TM) con una xilanasa comercial conteniendo actividad 

de celulasa (pulpzyme HATM) Y una xilanasa libre de celulasa a partir de 

Aureobasilium pullulans. Los efectos encontrados son significantes. En el caso de la 

xilanasa A. pullulans, que actúa sobre las fibras químicas, la drenabilidad fue mejor 

que la observada con celluclast™, cuando ambas fueron usadas a un mismo nivel de 

dosaje de enzima. (Citado en Enzymes in Pulp and Paper Processing Chapter 3 

(1997)). 

I 
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Bhardwaj el al (1) exammaron la efectividad de diversas enzimas 

comerciales, celulasas y hemicelulasas, para mejorar el drenaje de las fibras 

secundarias. Usaron una pulpa de papel reciclado conteniendo principalmente 

recortes de corrugado kraft y cajas usadas de cartón corrugado. El mejor drenaje, 

comparado con el de control, se logró con Pergalase (una mezcla de celulasas y 

hemicelulasas) y con Maxazyme (una celulasa) seguido por un pequeño incremento, 

pero aun significante, con L YX Aspergillus niger (una celulasa). Para pulpas de 

diferentes drenabilidades iniciales, encontraron que el tratamiento con Pergalase dio 

la mayor ganancia para la de más baja drenabilidad. Esta mejora fue de 11,7% con 

una carga de enzima de 0,1% y de 21,3% con 0,2% de enzima para un tiempo de 

residencia de 30 minutos. Aumentando el tiempo a 180 minutos mejora el drenaje a 

25,4 % y 31,7% para cargas de 0,1% y 0,2% de enzima respectivamente. El 

tratamiento con 0,1 % de enzima y 45 minutos ó 0,2% y 30 minutos permitió 

mantener las propiedades de resistencias, deteriorándose las mismas, al incrementar 

el tiempo de residencia por encima de 30 minutos con 0,2% de enzima. Finalmente, 

los autores concluyeron que, bajo condiciones apropiadamente controladas, es 

posible mejorar la drenabilidad sin pérdida de las propiedades de resistencias del 

producto final y que esta mejora puede ser utilizada para aumentar la velocidad de la 

máquina o incrementar la dilución de la pulpa en la cabeza de la máquina, mejorando 

la formación de la hoja y las propiedades mecánicas del papel resultante. 

Sarkar el al (17) investigaron la interacción de varios tipos de celulasas y 

polímeros para mejorar la drenabilidad de las fibras recicladas en el laboratorio y en 

la fábrica. Al realizar los tratamientos independientes con enzima o con polímero, 

mejoraron la drenabilidad de la pulpa y en el caso del tratamiento de fibras recicladas 

solamente con polímero, se puede producir flóculos. Pero, al combinar dichos 

tratamientos, con bajos dosajes de enzima y polímero, obtuvieron incrementos 

significativos en la drenabilidad y produjeron una hoja potencialmente más uniforme. 

Unos años después Bhardwaj el al (18), evaluaron los efectos producidos por 

diferentes aditivos químicos, funcionales y de mejora de procesos, y tratamientos 

enzimáticos con Pergalase sobre el drenaje y las propiedades de resistencia de una 

pulpa conteniendo recortes de corrugado kraft y cajas corrugadas. Encontraron que el 

efecto del tratamiento con enzima fue limitado para mejorar el drenaje a 39,6% sobre 

el de control, sin ningún apreciable cambio en las propiedades de resistencia de las 

• 
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pulpas. Sin embargo, el tratamiento de pulpa con varios aditivos químicos resultó en 

una importante mejora en el drenaje, con las mismas propiedades de resistencia que 

la de la pulpa reciclada. Los mejores resultados obtenidos fueron cuando usaron una 

poliacrilamida aniónica. 

Oksanen et al estudiaron el efecto de celulasas y hemicelulasas purificadas 

sobre las propiedades de pulpas kraft recicladas. Emplearon una pulpa kraft reciclada 

blanqueada ECF con posteriores etapas de secado y refino. La pulpa reciclada fue 

tratada con hemicelulasas, celulasas y combinación de ambas a partir de 

Trichoderma reesei. Los cambios causados en las propiedades de la fibra por los 

tratamientos enzimáticos fueron caracterizados midiendo el valor de retención de 

agua, el valor SR y las propiedades de resistencia de las hojas de laboratorio. Las 

pérdidas de propiedades de resistencia y WRV sobre el secado pueden ser 

recuperadas, casi al nivel inicial, refinando entre los ciclos. El índice de tracción 

aumentó como una función de los reciclo s mientras que el índice de desgarro 

descendió ligeramente. Sin embargo un intenso refino ocasionó un deterioro en las 

propiedades de drenaje, por ejemplo, incrementó el valor del SR La enzima 

endoglucanasa fue más efectiva en mejorar el drenaje, mientras la celobiohidrolasa 

no tuvo prácticamente efecto. La resistencia de la pulpa fue, sin embargo, 

negativamente afectada hasta con bajos dosajes de endoglucanasa. Los tratamientos 

con xilanasa y mananasa mejoraron los cambios solo ligeramente. Aunque el drenaje 

puede ser mejorado mediante tratamientos enzimáticos, ninguna de las enzimas 

puede mejorar el hinchamiento de las fibras recicladas. (Citado en Enzymes in Pulp 

and Paper Processing - Chapter 3 (1997)) 

Stork et al (19) examinaron todas las enzimas posibles del sistema de 

celulasas y hemicelulasas relacionadas a su capacidad para mejorar pulpa reciclada. 

Ellos concluyeron que la presencia de actividad de endoglucanasa es un prerrequisito 

para mejorar el drenaje de fibras recicladas por medios enzimáticos. Cuando la 

actividad de la celobiohidrolasa y la xilanasa está presente, ellas actúan 

sinérgicamente con la endoglucanasa para mejorar sus efectos. Los efectos de las 

celulasas sobre fibras de pulpa química y fibras conteniendo lignina fueron poco 

diferentes. Las fibras de pulpa química fueron severamente dañadas y completamente 

desintegradas en una incubación prolongada, pero las propiedades de resistencia de 

fibras de pulpa mecánica reciclada fueron solo ligeramente afectadas. 
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En publicaciones recientes, Eriksson et al (2) investigaron el efecto del refino 

en combinación con tratamiento enzimático (pergalase A 40) sobre la drenabilidad y 

las propiedades de resistencia de distintas pastas reciclada. Los resultados 

presentados por los autores mostraron que la Pergalase A 40 puede ser usada como 

agente de mejora de drenaje para fibras secundarias, presentando mínimas pérdidas 

de resistencia especialmente para grado cartón. 

Pere et al (20) examinaron los efectos de 4 celulasas (2 endoglucanasas y 2 

c:dobiohidrolasas) purificadas a partir de Trichoderma reesei sobre las propiedades 

de resistencia de una pulpa kraft de pino no blanqueada. Las 4 celulasas exhibieron 

c:iferencias significativas en su modo de acción sobre la pulpa, todo esto considerado 

a partir de los productos de la hidrólisis y la viscosidad de la pulpa. Las 

c:dobiohidrolasas (CBH) solamente tuvieron un efecto muy modesto sobre la 

,'ioscosidad de la pulpa. En contraste, en las endoglucanasas (EG) la viscosidad 

descendió dramáticamente incluso a bajo dosaje de enzima. Es claro que las 4 

ceiadasas purificadas de T. reesei tuvieron efectos profundamente diferentes sobre las 

propiedades de la pulpa. Por otra parte, los resultados demuestran que no todas las 

a:lulasas son perjudiciales para las propiedades de resistencia (17). 

Yamaguchi y Yaguchi (21) publicaron los efectos de un pretratamiento con 

enzima sobre el batido aplicado a papeles especiales, como papel para condensador, 

glassine y papel delgado o fino, con el propósito de reducir el consumo de energía 

durante el batido. Emplearon pulpa kraft de conífera no blanqueada en la 

investigación de papeles condensados y pulpa kraft blanqueada de conífera y 

Iatifoliada en la investigación de papeles glassine y finos y en cuanto a las enzimas 

que evaluaron en este estudio, fueron 5 enzimas comerciales. Los resultados que 

obtuvieron fueron satisfactorios para los 3 tipos de papeles, ahorrando entre un lOa 

20 % de energía en la etapa de refino. 

M~eld et al (22) examinaron el potencial uso de enzimas hidrolíticas para 

mejorar las características de las fibras de pulpas química y mecáníca derivadas de 

Douglas-fir, particularmente la fracción gruesa de ellas. El efecto del tratamiento 

em:imático sobre las propiedades varió con la carga de enzima. Una carga de 1 mg de 

proteína por gramo de pulpa seca mejoró la densidad de la hoja y la lisura, 

ÍDCIementó la drenabilidad de la pulpa y redujo el grosor de la fibra, aunque 

disminuyeron levemente las propiedades de resistencia. En general, las fracciones de 
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fibras largas encontraron la misma respuesta al tratamiento como la pulpa total no 

fraccionada. Sin embargo, la resistencia a la tracción para la fracción de pulpa kraft 

incrementó con el tratamiento con enzima, mientras que, la pulpa no fraccionada, 

sufrió una ligera declinación. Esto sugiere la posibilidad de mejorar las propiedades 

de la pulpa con tratamientos selectivos de las fracciones de fibras individuales. 

Kanlerlinen el al (23) buscaron visualizar los cambios morfológicos en la 

estructura de las fibras causados por un tratamiento enzimático, con el propósito de 

mqorar el drenaje en una pulpa kraft de conifera blanqueada. Emplearon para los 

ttatamientos enzimáticos una enzima comercial (Pergalase A 40) constituida por una 

mezcla de celulasa y hemicelulasa. Como resultados de sus experiencias lograron 

mejoras significativas en el drenaje pero no hubo un descenso en la cantidad total de 

finos. Durante los tratamientos, muy poca cantidad de azúcares fueron solubilizados, 

e informaron que no fue dañada la estructura de la fibra. 

Clark el al (24) ampliaron el trabajo realizado por Pere el al (20). 

Descnbieron los efectos de 6 enzimas purificadas (dos Xilanasas, una 

c:dobiohidrolasa y tres endoglucanasas a partir de T. reesei) sobre las propiedades de 

p.dpas kraft de pino radiata blanqueada y no blanqueada. Estudiaron las 

características de las enzimas y sus efectos sobre la química y resistencia de las 

fibras. La segunda parte de este estudio estuvo enfocado sobre los efectos de las 

propiedades de la fibra y del papel. En las pulpas blanqueadas encontraron un 

memento en la remoción de carbohidrato s, después del tratamiento con algunas 

emimas. La depolimerización de la celulosa después de los tratamientos con 

eodoglucanasas fue correlacionada fuertemente con el descenso de la resistencia de 

las fibras, es decir, índice de la tracción zero span en húmedo. La resistencia de las 

fiJrras descendió después del tratamiento con endoglucanasa, también correlacionada 

fUertemente con la pérdida de resistencia de las hojas de ensayo. Ellos sugirieron que 

d debilitamiento de las hojas de ensayo en húmedo por el tratamiento con 

aJdogIuca.nasas fue mantenido debido al debilitamiento de las fibras individuales y 

., a cambios en el grado de unión interfibras o disminución en la longitud de las 

fibras. 

Mansfield y Saddler (25) propusieron como objetivo verificar si las enzimas 

IIidroIíticas podrían ser utilizadas para mejorar las características de las pulpas 

qnímicac; derivadas del Douglas-fir. Si estas enzimas pudieran selectivamente actuar 



sobre la pared celular o en la pared S2, el lumen o simultáneamente en ambos, es 

posible que la naturaleza inflexible y rígida de las fibras gruesas pudiera modificar 

para mejorar la colapsabilidad y la unión interfibras; todo esto para que las fibras de 

Douglas-fir puedan ser empleadas en el mercado aparte de las aplicaciones 

tradicionales de pulpa kraft. Emplearon pulpa química de Dóuglas-fir, la que fue 

fiaccionada en el clasificador Bauer-Mc Nett y los diferentes tratamientos 

enzimáticos fueron realizados con celulasa preparada a partir de Humicola insolens y 

xilanasa comercial, obtenida a partir de Tríchoderma longibrachíatum. Los 

tratamientos enzimáticos realizados resultaron en alteraciones en las características 

de las fibras de pulpa kraft, lo cual finalmente es trasladado a cambios en las 

propiedades del papel. Ellos concluyeron que la reducción de la resistencia de las 

fibras observada con los tratamientos enzimáticos estaria directamente relacionada a 

la remoción de material superficial de las fibras. 

Kíbblewhite y Wong (26) propusieron verificar las observaciones realizadas 

en estudios previos (24) usando una pulpa kraft de pino radiata y bajo dosaje de 

enzima, con la necesidad de mejorar las calidades de fabricación del papel para 

retener y/o mejorar sus ventajas competitivas en el mercado. Para ello evaluaron el 

potencial uso de enzimas que degradan carbohidratos, aplicando CInCO 

endoglucanasas y una xilanasa. En el tratamiento con xilanasa, encontraron que se 

pueden aumentar selectivamente las propiedades de las hojas de ensayo y esto, 

posiblemente, debido al mantenimiento en la resistencia de las fibras. En cuanto a los 

tratamientos con las endoglucanasas causaron disminución de la resistencia de la 

fibra, sin disolución significativa de carbohidratos de la pared, cuando se usaron 

bajas dosis de enzimas. 

Seo et al (27) realizaron tratamientos combinados de una enzima rica en 

celulasa (Liftase A 40) Y acción mecánica de refino sobre una pulpa química de 

conífera y latifoliada. El pretratamiento con enzima acortó el tiempo de refino 

causando cortes en las fibras, y el tratamiento post enzima removió las microfibrilas 

a nivel molecular mejorando el drenaje sin bajar significativamente la longitud de 

fibra. La capacidad de unión de los finos fue disminuida en el caso del pretratamiento 

enzimático. Ellos concluyeron que estos resultados experimentales podrían ser 

aplicados a diferentes fábricas, dependiendo de las necesidades o limitaciones de 

cada una. 
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Suuméikki el al (28) estudiaron los efectos producidos por celulasas a partir 

de Trichoderma reesei (EG 1, EG II, CBH 1, CBH II) sobre las propiedades de una 

pulpa kraft de conífera blanqueada ECF. Las distintas celulasas empleadas 

exhibieron diferencias en su modo de acción sobre el material celulósico. En las 

CBHs la viscosidad descendió menos que en las EGs y además, observaron 

diferencias entre las CBH 1 y CBH II. La resistencia de la pulpa fue más reducida por 

el tratamiento con la EG II que con la EG 1 Y el efecto de las EGs sobre las 

propiedades de resistencia de la pulpa después del batido fue más dependiente del 

dosaje de enzima usado en el tratamiento. 

Mansfteld, Dickson y Saddle (29) evaluaron la combinación del 

fraccionamiento de fibras con tratamientos enzimáticos, para aumentar la calidad de 

papel producido a partir de una pulpa kraft de conífera totalmente blanqueada. La 

aplicación de celulasa en la fracción más gruesa permite una menor susceptibilidad 

en el daño de las fibras largas. Se observaron signíficativas mejoras en las 

propiedades de la hoja, antes y después del refino, como resultado del incremento en 

el área de unión relativa. Las celulasas inducen a alteraciones en la morfología de la 

fibra resultando tanto en el aumento de la flexibilización como en el colapso de la 

fibra, 10 cual mejora la consolidación de la hoja. 

1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo General 

Este trabajo apunta a mejorar la calidad papelera de pastas provenientes de 

papeles reciclados, tendiente a potenciar su aprovechamiento técnico económico 

como fuente de materia prima para la industria papelera. 

1.3.2. Objetivo Específico 

Estudiar las modificaciones producidas por los tratamientos enzimáticos con 

Pergalase A 40 (una mezcla de celulasas y hemicelulasas) sobre las fibras de una 

pasta química no blanqueada, reciclada en laboratorio. 

Realizar los diferentes tratamientos enzimáticos siguiendo un diseño 

experimental, con el fin de poder establecer el efecto de cada una de las variables 

sobre las respuestas y si existe interacción entre ellas. 
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Con el tratamiento con enzImas se pretende ejercer una acción hidro lítica 

controlada sobre los carbohidrato s de la pared celular, con el propósito de poder 

mejorar el potencial de unión (bonding) entre fibras y/o aumentar la capacidad de 

drenaje de las pastas. Se trata de evaluar si su acción proviene de cambios en la 

fibrilación externa de las fibras y/o en el contenido de los finos. 

Evaluar los resultados de los tratamientos enzimáticos desde el punto de vista 

de la mejora de la flexibilización de la pared celular y de los cambios en la superficie 

de las fibras y su trascendencia como alternativa de mejoramiento de pastas 

recicladas. 

Además, se analiza sobre una pasta tratada enzimáticamente, el consumo de 

energía durante el tratamiento mecánico de refino, en comparación con la pasta de 

referencia con tratamiento de refino. 

1.4. Justificación 

Hoy en día el papel usado se recicla en mayores proporciones que cualquier 

otra materia prima industrial. Se entiende que la reutilización del papel debe 

potenciarse hasta sus límites posibles, pero ello debe ser compatible con la 

utilización de fibras vírgenes. Siempre se necesitará un cierto flujo de fibras nuevas, 

ya que, por un lado, es imposible la recolección del papel viejo utilizable, y por otro 

lado, el proceso de reciclado produce pérdidas en las distintas etapas de recuperación 

de las fibras. A esto hay que sumarle la pérdida de propiedades papeleras que sufren 

las fibras en cada ciclo de uso (4) (6) (8) (12). 

El rápido incremento en la utilización de fibras recicladas para usos como 

papeles y cartones ha estimulado el desarrollo de distintos procesos de mejoramiento 

de las mismas (4) (7) (8). 

Los métodos que se conocen para recuperar alguna o todas las propiedades de 

resistencia de fibras recicladas son: tratamiento mecánico de refino, aditivos 

....-cos, fraccionamiento, mezclado, tratamientos químicos, tratamientos 

catillláticos y modificaciones en la máquina papelera (12). 

En este trabajo se estudia el tratamiento enzimático con una mezcla de 

ca' bus y hemicelulasas como una alternativa de mejora de una pasta kraft sin 

,n ,Mm, de fibra larga reciclada en laboratorio, a través del análisis del efecto de 
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las distintas variables del tratamiento sobre las propiedades de resistencia y demanda 

de energía mecánica. Se cuantifica la incidencia de dichas acciones sobre las 

propiedades básicas de las fibras y su relación con las propiedades físicas de los 

papeles obtenidos. 

Con el uso de enzima, planteado en el trabajo, se espera contribuir al aumento 

y desarrollo de nuevas aplicaciones, hasta el momento limitadas, en el campo 

celulósico-papelero. 

Los resultados de esta investigación colaborarán en el aumento de la calidad 

de fibras recicladas, proporcionándoles de este modo un mayor valor económico 

como fuente de materia prima para la elaboración de papeles, traduciéndose en un 

aumento de la tasa de utilización de las mismas, con la consiguiente disminución de 

su vertido a basurales. 

Las usuarias específicas de los resultados del trabajo serán una importante 

cantidad de pequeñas y medianas empresas dedicadas a la elaboración de papeles 

onda y/o <'test liner" a partir de recortes. Los resultados positivos que se esperan del 

tratamiento con enzimas serán de aplicación directa por parte de dichos 

emprendimientos fabriles. 



CAPÍTULO 2 


Metodología 
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1.1. Metodología 

El trabajo propuesto se fundamenta en la ejecución de un ajustado diseño 

experimental, para lo cual se utiliza la metodología de superficie de respuesta, con el 

fin de poder establecer el efecto de cada uno de los factores en estudio en el 

tratamiento enzimático sobre las respuestas y si existe interacción entre ellos. 

Con los tratamientos enzimáticos establecidos según el diseño experimental 

escogido, se pretende ejercer una acción hidrolítica controlada, altamente especifica, 

sobre los carbohidratos de la pared celular con el objeto de mejorar el potencial de 

unión de las fibras y/o aumentar la capacidad de drenaje de las pastas. 

Se evaluaron dichos resultados desde el punto de vista de cambios en la 

flexibili7.ación de la pared celular y en las superficies de las fibras y su trascendencia 

como alternativa de mejora de las fibras a partir de papeles reciclados. 

Por otro lado, se estudió el efecto del tratamiento enzimático en combinación 

con refino mecánico sobre las propiedades de las pastas y papeles. Esta combinación 

tiene como fin principal el análisis del consumo de energia de la pasta tratada versus la 

sin tratanúento. 

1.2. Plan de Actividades 

Las etapas previstas para realizar la presente propuesta son las siguientes y se 

esquematizan, algunas de ellas, en el cronograma del plan de actividades de la Figura 

2.1: 

1. Preparación de la pasta reciclada 

Se parte de una pasta industrial Irraft de pino sin blanquear, secada una vez. 

Es suficiente un solo ciclo de formación en máquina para lograr cambios importantes 

en las propiedades de la pasta que se produce con los sucesivos reusos de la pulpa. 

Partiendo de la pasta reciclada, preparada en la máquina continua de la planta 

piloto, se desintegra en hidrapulper para: realizar la caractelÍzaeión de la misma, los 

distintos tratamientos enzimátieos (seguidos según el diseño expelÍmental), el refino 

estándar en molino PFI y los tratamientos combinados de enzima y posterior refino. 
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2. Caracterización de la pasta reciclada 

Para poder estimar las modificaciones que se producen por los distintos 

tratamientos (enzimáticos, mecánico de refino y combinación de ellos) se realizó la 

caracterización de la pasta reciclada de partida, estableciéndose así el estado de 

referencia de la misma. El fraccionamiento y las propiedades medidas a la pasta 

reciclada son iguales a las que se describen posterionnente en las etapas 6 y 7. 

3. Caracterización de la enzima Pergalase A 40 

Se determinó la actividad enzimática frente a sustratos estándares: 

carboximetilce1ulosa, papel de filtro y xilano, mediante la estimación de azúcares 

reductores por el método del ácido dinitrosalicílico (DNS) según la técnica publicada 

por la Comisión de Biotecnología de la IUPAC (30). 

4. Tratamientos enzimáticos: según el diseño experimental 

Siguiendo un diseño experimental central compuesto, con centro y estrella se 

realizó el análisis de los factores: carga de enzima (s/pulpa seca) y tiempo de 

ttatamiento, ya que se trabajó a la temperatura y pH óptimos de la enzima en particular 

ya una consistencia fija de 10 %. 

En el licor residual, se siguió la hidrólisis enzimática a través de la estimación 

de azúcares reductores (30) y la determinación del pH final. 

5. Tratamiento combinado de enzima y refino en molino de laboratorio 

En base a los resultados obtenidos en el punto anterior, se eligió un tratamiento 

auimático y con la pasta tratada se realizó una curva de refino en condiciones estándar 

al el molino de laboratorio PFI a 2000, 4000 Y 6000 revoluciones. Se determinó para la 

pI5I3 tratada y sin tratar el consumo de energía y drenabilidad. 

6. Fraccionamiento de las pastas 

El análisis de los efectos producidos en los diferentes tratamientos se realizó 

lIIt.e las propiedades de las pastas enteras y de sus conespondientes fracciones fibrosas 

F-1OO separadas a través del clasificador Bauer McNett, según la Técnica SCAN 

Y6:69. 
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Por el examen microscópico de las distintas fracciones obtenidas se decidió 

seleccionar la fraeción F+ I 00 como aquella representativa de la fracción "Fibrosa". 

7. Evaluación de las propiedades en las pastas enteras y sus 
correspondientes fracciones fibrosas 

Se realizó la cuantíficación de los finos en condiciones dinámicas con la jarra 

de drenaje Britt de las pastas enteras, según la Norma Tappi T261 cm OO. Para 

ajustar el punto final de la determinación del porcentaje de finos y realizar experiencias 

comparables, se empleó un turbidímetro portátil Hach, modelo 2100 P - Rango 0,01 a 

1000'NlU. 

Las drenabilidades, medidas como mi de Canadian Standard Freeness (CSF), de 

las pru.1as enteras se determinaron según la Técnica SCAN C 21:65. Se siguió la misma 

norma para la fracción F+ 100, pero ajustando previamente el equipo en temperatura y la 

suspensión fibrosa en temperatura y consistencia, de modo de evitar correcciones 

posteriores sobre estos parámetros por ser sus valores muy elevados. 

Se evaluaron los cambios en el grado de hinchamiento e hidratabilidad de la 

pared fibrosa tanto a las pastas enteras como a las pastas fraccionadas, a través del 

valor de retención de agua total (WRVt) e interfibra (WRVi). Este último se efectúa 

desplazando el agua exterior, entre fibras, por intercambio con éter y posterior 

evaporación del mismo, segón (31 ). 

Se prepararon las hojas de laboratorio de las pastas enteras y de las fracciones 

fibrosas segón Técnica SCAN-C 26:76 y se acondicionaron las mismas según 

Técnica SCAN P2; para luego medir las siguientes propiedades fisicas: Densidad 

Aparente segón Norma Tappi T 220 om-88; C:rramaje segón Norma Tappi T 410 om

98; Espesor segón Norma Tappi T 411 om-89; Índice de traceión, segón Norma 

Tappi T 494 om-88; Índice de rasgado, segón Norma SCAN-P 11:73 y Coeficiente 

de dispersión de luz, segón Norma Tappi T 425 om-91. 

Para visualizar el estado superficial de las fibras se realizaron observaciones 

por microscopia óptica. Para ello se empleó la coloración diferencial de Simons que 

es sensible a las variaciones en la aceesibilidad a la estructura interna de las fibras 

segón (32). 
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Se midió la viscosidad intrínseca en cuprietilendiamina para determinar el 

grado de polimerización (DP) -promedio viscosimétrico- de la fracción de 

polisacáridos, según Marx-Figini (33). 
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3.1. Características generales 

Las enzimas (34) constituyen un gran número de catalizadores biológicos 

naturales, altamente específicos, que aceleran y controlan reacciones bioquímicas. 

Las enzimas se producen dentro de las células, pero pueden actuar fuera de 

ella y pueden ser aisladas sin que pierdan su actividad. Estos biocatalizadores son 

proteínas macromoleculares con una estructura definida. Dependiendo de su lugar de 

reacción, las enzimas se subdividen en: 

:> 	 Endoenzimas, que actúan dentro de las células y controlan los procesos 

del metabolismo interno. 

:> 	 Exoenzimas, que son excretadas por la célula para la degradación de un 

sustrato insoluble en productos solubles capaces de difundirse a través de 

la membrana celular. 

3.2. Modo de acción del complejo enzimático 

Estudios sobre las enzimas extracelulares (35) obtenidas a partir de varios 

bongos celuloliticos, particularmente los de las especies Trichadenna, han 

proporcionado información básica sobre el mecanismo de acción de las celulasas. 

Existen opiniones diferentes con respecto a la especificidad de las distintas 

c:olÍmas y los roles que éstas cumplen en la disolución de la celulosa en sus diversas 

bmas. A pesar de estas diferencias, se puede hacer una generalización respe(,10 del 

modo de acción y propiedades de los componentes individuales que comprenden el 

5ÍSlema enzimático celulasa. 

En el cultivo de hongos celulolíticos, hay al menos tres componentes que 

juntos constituyen un sistema multienzimático de eelulasa que degradan los sustratos 

c:dulósicos a azúcares solubles por su acción sinergística. Los tres principales tipos 

de enzimas encontradas en el sistema de celulasa que pueden degradar a la celulosa 

aista1ina son: 

:> 	 exocelobiohidrolasa (EC 3.2.1.91, 1,4-f3-D-glucan celobiohidrolasa), 

:> 	 endo-l,4-f3- D glucanasa (EC 32.14, 1,4-f3-D-glucan glucanohidrolasa) y 

http:3.2.1.91
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:> Il-glucosidasa (EC 3.2.1.21, Il-D-glucosidasa, glucohidrolasa, O celobiasa) 

Las exocelobiohidrolasas se encuentran como componentes mayoritarios en 

algunos sistemas de celulasas, pero en la mayoria están ausentes. 

Todas las enzimas parecen existir en múltiples formas, las cuales difieren en 

sus actividades relativas sobre una gran variedad de sustratos. 

Las endo-l.4-~ D glucanasas hidrolizan las cadenas de celulosa al azar, para 

producir un rápido eambio en el grado de polimerización. Los sustratos sobre los que 

actúan estas enzimas incluyen carboximetilcelulosa (CMC), celulosa hinchada en 

álcali o ácido fosfórico, pero no ataean significativamente la celulosa cristalina tal 

como la fibra de algodón o Avicel. 

La hidrólisis de la celulosa amorfa produce una mezcla de glucosa., celobiosa 

y otros celooligosacáridos solubles. La velocidad de hidrólisis de las cadenas de 

celooligosacáridos es alta y aumenta con el grado de polimerización. La glucosa y 

celobiosa son los principales productos de reacción. 

Las exo-l.4-~glucanasas provenientes de hongos, actúan eliminando glucosa 

o celobiosa a partir del extremo no reductor de la cadena. La celobiohidrolasa es la 

enzima más común. 

La fibra de algodón no es atacada en grado significativo, pero la celulosa 

hínchada en ácido fosfórico es hidrolizada con una lenta caída en el grado de 

polimerización. Para la separación y medición de celobiohidrolasa, el Avicel es un 

sustrato muy útil. 

Las ~glucosidasas no son estrictamante Celulasas pero son componentes 

muy importantes en el sistema de celulasas, ya que completan la hidrólisis a glucosa 

de cadenas cortas de celooligosacáridos y celobiosas, liberadas por otras enzimas. 

Los sistemas de celulasas que tienen bajos niveles de ll-g1ucosidasa, tienen 

escaso poder de sacarificación debido a la inhibición de endoglucanasas y 

celobiohidrolasas por celobiosa. 

http:3.2.1.21
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3.3. Descripción de la enzima de trabajo: Pergalase A 40 

La enzima que se empleó para los diferentes tratamientos enzimáticos es una 

Enzima liquida cuyo nombre comercial es Pergalase A 40 de Genencor International, 

Inc. 

Pergalase A 40 (36) es una mezcla de enzimas extracelular obtenida a partir 

de un cultivo seleccionado de Trichoderma longibrachiatum. 

La me7.cla sinérgica de enzimas celulasa y hernícelulasa está especialmente 

destinada para m<:íorar el drenaje y el refino en la producción de papeles o para 

aumentar la calidad de las fibras. 

El principal componente está normalmente referido a la actividad de la 

celulasa que cn este caso particular, presenta una actividad declarada frente a la 

carboximetilcelulosa de 2500 VI/mi. 

Actúan bajo condiciones estrietas de temperatura y pH; si no se usan en 

condiciones adecuadas se desnaturalizan y se destruyen. Para esta enzima en 

particular, las condiciones de reacción recomendadas en la hoja técnica son: 

~ Temperatura = 35 - 55 o C 


~ pH=4.0-6.5 


~ Tiempo de reacción = 20 90min 


~ Consistencia de la pulpa 3-4% 


3.3.1. Aplicaciones 

Es una enzima fácil de usar y se suministra como solución acuosa y 

simplemente se mezcla con la pulpa. 

La misma se puede adicionar al flujo de pulpa, antes o después del 

tratamiento mecánico de refino primario, en una relación de 0,7 a 1,5 I/tn de papel, 

dependiendo de los requerimientos y la configuración de la máquina. 

Es una enzima que se puede aplicar en el tratamiento de distintos tipos de 

pulpas y papeles a saber: 

~ Papeles especiales tales como los altamente refinados en los que el 

beneficio que aporta la Pergalase se puede reflt;jar en incrementos de las 
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velocidades de la máquina o en la calandra, manteniendo la JUlsma 

calidad del papel, o reflejado en mejorar la calidad del papel manteniendo 

los niveles de velocidad original. 

:> 	 Pulpas para onda NSSC-fluting en donde se puede obtener un apreciable 

incremento en la velocidad de la máquina y mejoras en la runnability. 

:> 	 Pulpas para papeles de impresión sin pasta mecánica donde el tratamiento 

con enzima mejora el batido, lo cual incrementa la resistencia de unión 

interna (soott Bond) y reduce la tendencia al ampollado (blistering). 

:> 	 Papeles de impresión conteniendo pasta mecánica donde el uso de enzima 

resulta en m~oras en drenaje y runnability de la máquina reduciendo los 

problemas de pitch. 

:> Cartón de fibras recicladas donde la enzima pennite aumentar la cantidad 


de fibras recicladas de baja calidad manteniendo la velocidad de drenaje. 


:> Papel con resinas de resistencia en húmedo (repulpados de refiles "broke" 


o papeles de desecho). Esta tecnologia reduce o elimina el consumo de 

químicos agresivos y disminuye el daño en las fibras. 

3.3.2. Beneficios 

Los beneficios claves que aporta esta enzima en la industria papelera son: 

:> Incrementos mayores del ] O % en la velocidad de la máquina, resultando 

en una mejora en el drenaje. 

:> Ahorros de energía en el tratamiento mecánico de refmo y secado por 

encima del 20 %. 

:> Calidades papeleras más estables y más altas. 

:> Aumento en la resistencia de unión interna. 

:> Mejora en la transparencia sin problemas relacionados a la floculación. 

:> Mejoras en la runnability. 

:> Baja los costos de insumos. 
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4.1. Pasta reciclada 

4.1.1. Materia prima y preparación de la pasta reciclada 

La materia prima que se utilizó para obtener la pasta reciclada es una Pasta 

virgen Kraft de pino no blanqueada, provista por la empresa Papel Misionero S. A, 

(Argentina) en forma de planchas secas, de N' Kappa 35,2 y de CSF 730 mL 

Las planchas de pasta se desintegraron durante 50 minutos al 1 % de 

consistencia, en un pulper Black Clawson de 150 I de capacidad, Luego de espesar la 

pulpa y a fin de caracterizar la misma, se realizó una curva de refino en molino de 

laboratorio PFI, entre O y 12000 revoluciones en condiciones estándar, 

determinándose consumo de energía y drenabilidad. 

En base a estos resultados, se simuló el proceso de reciclo refinando la pasta 

en molino PFI hasta 445 ml de CSF (PE), ya que muchas máquinas papeleras 

comerciales operan a ó cerca de este nivel de freeness (8). Con posterioridad se secó 

en la máquina papelera, velocidad máxima 6 m/min, 30 cm de ancho de tabla, 

equipada con cilindro secador (presión de vapor de trabajo 2 kglcm2
), constituyendo 

esta última, la materia prima inicial (RE) que se utilizó en todo el desarrollo del 

presente trabajo. 

El propósito de esta operatoria fue obtener una pasta reciclada perfectamente 

caracterizada a partir de un solo tipo de fibra, ya que se consideró más adecuado para 

el estudio del fenómeno básico involucrado y a su vez, eliminar una variable 

significativa como es la composición del recorte. 

4.1.2. Evaluación de la etapa de reciclo 

Para evaluar la efectividad en la etapa de reciclado en laboratorio, se realizó 

una comparación de las propiedades de la materia prima y de la pasta reciclada, tanto 

a las Pastas Enteras como a sus correspondientes Fracciones Fibrosas. 

En la Tabla 4.1. se muestran las propiedades de la pasta virgen Kraft de pino 

sin blanquear antes (PE y PF) Y después (RE y RF) del tratamiento de reciclo. 

Analizando el cambio porcentual de dichos valores se puede visualizar, tanto la 

efectividad como la intensidad del tratamiento del reciclado efectuado en laboratorio. 



Tabla 4.1: Propiedades de pasta Kraft de pino sin blanquear antes y después del tratamiento de reciclo. 

Entera 

Inicial PE 1,(,81,99 0,602 66,5 13,7 19.0 

Reciclada RE 

445 

1,73 1,38 495 0,561 42,1 18,4 21,6 

Cambio % -10 -36 +34 +14 

Fracción +lOO 

Inicial PF 

-13 -18 -9 

18,3 

Reciclada RF 

1,80 1,51 760 0,599 62,S 16,4 

1,40 745 0,549 38,1 17,7 20,9 

Cambio % 

1,16 

-13 -23 -2 -8 +8 +14-39 

N 
00 
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4.2. Determinación de la actividad enzimática 

Para medir la actividad de la enzima PERGALASE A 40, se seleccionó la 

metodología establecida por la Comisión de Bioteenología de la IUP AC (30), Esta 

consiste en determinar la concentración de enzima requerida para alcanzar una 

determinada acción en un cierto tiempo, es decir, una producción de 0,5 mg de 

glucosa a partir de earboximetilcclulosa o 0,5 mg de xilosa a partir de xilano o 2 mg 

de glucosa a partir de papel de filtro, 

Según la hoja técnica de la enzima Pergalase A 40 (33), ésta tiene una 

actividad declarada frente a la carboximetilcelulosa de 2500 UIlml, definiendo una 

unidad (1 U) como la cantidad de enzima que libera un ~mol de azúcares reductores 

por minuto a condiciones óptímas de pH y temperatura de la enzima, 

1 DI = l¡¡mol min-] de producto liberado en la hidrólisis, 

1 DI = 0,18 mg,min-1 cuando el producto es glucosa (pM Glucosa = 180 gr/mol) 

1 DI = 0,15 mg,min-1 cuando el producto es xilosa (pM Xilosa = 150 gr/mol) 

La caracterización de la enzima se realizó determinando su actividad frente a 

sustratos estándares: carboximetilcelulosa (Fluka), xilano (Sigma: Xylan from 

Birchwood) y papel de filtro (Whatman N° 1), mediante la estimación de azúcares 

reductores por el método del ácido dinitrosalicílico (DNS) (30) y es el propuesto para 

seguir la hidrólisis en los diferentes tratamientos enzimáticos sobre las pastas, 

Las condiciones empleadas en las determinaciones de las actividades 

enzimáticas frente a los diferentes sustratos antes mencionados, se listan en la Tabla 

4,2, 

Las mediciones de las absorbancias a 540 nrn se realizaron en un 

espectrofotómetro marca SHIMADZU UVPC de doble haz, 

Tabla 4.2: Condiciones empleadas en la determinación de 
las actividades enzimáticas frente a los sustratos. 

Sust!"""to 
Tiempo de 

pH Temperatura
tratamiento 

CMC 30 mino 6 
XILANO (Buffer fosfato) 

4SoC 

PAPEL DE FILTRO 60 mino 
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4.2.1. 	 Determinación de la actividad enzimática frente a la 
carboximetilcelulosa (eMC) por el método del ácido 
dinitrosalicüico 

Sustrato: 

Solución de Carboximetilcelulosa al 1,5 % en solución de buffer fosfato 0,1 

M, pH6. 

Procedimien to: 

En las Figuras 4.1. y 4.2. se muestran los esquemas de preparación de los 

tubos para hacer la curva de calibrado de glucosa / buffer / CMC y para la 

determinación de la actividad enzimática frente a la CMe. 

A un tubo de ensayo de 25 mi se le agregan 0,5 mi de solución de enzima 

diluida en buffer fosfato. Se deben hacer por lo menos dos diluciones de cada 

muestra de enzima investigada, de modo tal que presenten una producción levemente 

mayor y otra levemente menor que 0,5 mg de azúcares reductores expresados como 

glucosa en las condiciones de reacción. 

A cada uno de los tubos se le adicionan 0,5 mi de solución de sustrato y se 

mezcla bien, luego se colocan en un baño termostatizado a 45 oC durante 30 minutos. 

Transcurrido el tiempo, se retiran del baño, se les agregan 3 mi de reactivo DNS y se 

mezcla. 

Se bjerven por exacta.mente 5 minutos en un baño de agua, a ebullición 

VIgOrosa. 

El procedimiento seguido a las muestras, blanco de enzimas, estándar de 

glucosa y el cero del espectro, es el mismo que el de la muestra de enzima, pero sólo 

se adicionan los 0,5 mi de sustrato estándar y es importante que se hiervan juntas. 

Luego, se transfieren inmediata.mente a un baño de agua fría. Se agregan 20 

mi de agua destilada y se mezcla, por inversión completa del tubo varias veces; la 

solución debe separarse del fondo del tubo en cada inversión. 

Se acondicionan a 30°C y se mide el color formado contra el cero del 

espectro a 540 mn. Cuando es necesario (cuando se usan diluciones pequeñas) el 

color formado en el blanco de enzima es restado del color del tubo de muestra. 
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Figura 4.1.: Esquema de la metodología seguida para realizar 
la Curva Glucosa I Buffer I CMC. 

Espectro Cero 

0,5 mi CMC 0,5 mi Buffer +3 mI DNS 20mlH20 

~ 
'"~--"-

~-),-
) : 

u::::>n:==> 
(1) (2) (3) 

Estándar de Glucosa 

20 mI lizO0,5 mI Estándar glucosa
0,5 mi eMe +3 mi DNS 

~ 

(1) (2) (3) 

(2) (3)
(1 ) 

5 mino ebullición Acondicionar a 30 oC 
45 oC - 30 mino 

yenrriar y medir a 540 nm. 
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Figura 4.2.: Esquema de la metodología seguida para 
determinar la Actividad enzimática frente a la CMC. 

Espectro Cero 

0,5011 CMe 0,5 011 Buffer + 3 011 DNS 20 mi RzO 

n::::::>n::::::> 
(2) (3)(1 ) 

Blanco de Enzima 

0,5 mi Enzima 20011820 
0,5 mi CMC +3mIDNS 

(1) (2) 
(3) 

Muestra de Enúma 

0,5 011 eMC + 0,5 011 200118,0
3mlDNSSolución Enzima 

n::::::> n::::::>n::::::> 
(3)

(2)
(1) 

"'",,~" 

(2) (3)
(1 ) 

S mino ebullición Acondicionar a 30 oC 
45 oC - 30 mino 

y enfriar Y medir a 540 nm. 
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La absotbancia de la muestra se transfonna (corregida, si es necesario, por 

sustracción del blanco de enzima) en producción de glucosa durante la reacción, 

usando la curva de calibrado de estándar de glucosa I buffer / eMe. 

Cálculo de unidades: 

Se construye una gráfica de absorbancia (A540) versus estándar de glucosa, 

usando cantidades absolutas de glucosa (mg/O,5 mI). 

Utilizando esta curva, se transfonnan los valores de absorbancias de las 

muestras de enzima (luego de restarle el blanco de enzima) en glucosa (= mg de 

glucosa producida durante la reacción). 

Luego se estima la concentración de enzuna que habrian liberado 

exactamente 0,5 mg de glucosa, por medio de una gráfica de glucosa liberada versus 

concentración de ellZÍma en escala semilogaritmica. 

Derivación de las unidades CMC: 

La unidad CMC se basa en la Unidad Internacional (VI). La cantidad critica 

de glucosa en el ensayo con la eMe es 0,5 mg: 

0,5 mg glucosa = 0,5 /0,18 IlmOI 

Esta cantidad de glucosa es producida por 0,5 rnJ en 30 min. 

0,5 mg glucosa = 0,5 i 0,18 x 0,5 x 30 Ilmol min-lrnJ-l 

Así, la cantidad estimada de ellZÍma (conc. critica de enzima, rnJ rnJ-l) que da 

0,5 mg de glucosa en la reacción contiene 0,185 VI, y: 

Me = 0,185/ concentración crítica de enzima tII ml- l Ec.4.1. 
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4.2.2. Resu1tados Obtenidos para la CMC 

Curva de calibrado de Glucosa I Buffer fosfato I CMC: 

Los datos para obtener la curva de calibrado se muestran en la Tabla 4.3. yen 

la Figura 4.3. se grafica la absorbancia (A540) versus estándar de glucosa, usando 

cantidades absolutas de glucosa (rnglO,5 mI) 

Tabla 4.3.: Absorbancias medidas a 540 
nm en función de la cautidad de glucosa 
en mgJO,5ml. 

Glucosa (mg/O,5 011) Absorbancias.;Onm 

° ° 
0,2 0,134 

0,4 0,293 

0,8 0,575 

1,2 0,727 

s 
" Q 
~ 
~ = '0 

= = ,.Q.. 
<:) 

'" ,.Q 

-< 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

O,O-fL-~-r----r~--''--~''-~''-~"",,~ 
0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0 l,2 

Glucosa (mg/O,5mJ) 

Figura 4.3.: Curva de regresión correspondiente a 
Glucosa I Buffer fosfato I CMC. 

Del análisis de regresión lineal se obtiene la Ecuación 4.2; con un coeficiente 

de correlación lineal R 0,9919. 

Absorb,;4llilm =: 0,0223 +0,6221 Glucosa (m 0,5 mi Ec.4.2 
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Actividad de la enzima frente a la CMC: 

Las diluciones de las enzimas empleadas para la detenninación de actividad 

se muestran en la Tabla 4.4. 

A partir de la ecuación 4.2., se transfonnan los valores de absorbancia en 

glucosa producida en la reacción, considerando en cada caso la absorbancia del 

blanco de enzima como se muestra en la Tabla 4.4. 

Con el fin de obtener una recta, en la Figura 4.4., se grafica glucosa producida 

versus el logaritmo de la concentración de la enzima. 

Tabla 4.4.: Absorbancias medidas a 540 nm para la determinación de 
la actividad enzimática frente a la CMe. 

- - - -  ~-

Concentrl1cion Log Conc. ".bsorbancia ti Absorbancia Glucosa 
Enzima ¡6,0) Enlima (*) (it) Prodncidn 
~ 

-

5.2510-3 -2.2798 b = 0.000 0.308 0.4592 
E =0.308 

0,05 -1.30103 
b =0.001 

0.480 0.7357 
E = 0.481 

0,1 -1 
b =0.001 

0.517 0.7952 
E = 0.518 

0,2 -0.69897 
b = 0.002 

0.553 0.8530 
E = 0.555 

(*) b absorbancia del blanco y E absorbancia dc la muestra de enzima. 
(#) A Absorbancia = Absorbancia E Absorbancia b 

i 0,91 
11),e 0,8 
lOIl e'-' o ~ ". ., 


"O

'C= 0,6e 
c.. 0.5 
". 
el> 

8=0,4
G ~I--~-',--~~¡r-~--r,--~~,-----'¡ 

-2,4 -2.0 -1.6 ··1,2 -0.8 -(lA 

log. concentración Enzima (%) 

Figura 4.4: Curva de regresión de la determinación de 
la actividad enzimática frente a la CMe. 
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Del análisis de regresión lineal, se obtiene la siguiente ecuación, con un 

coeficiente de correlación lineal R = 0,9961 

Gluc. Prod. ma ¡0,5 mi = 1,0453 + 0,253410 • c.,,,.. Eco 4.3. 

A partir de la ecuación 43. se estima la concentración de enzima que habría 

liberado exactamente 0,5 mg de glucosa, denollÚnada Concentración Crítica. Con 

ésta y con la ecuación 4. L se calcula la actividad enzimática frente a CMC, como se 

muestra a continuación. 

Concentración crítica de enzima 7,05 10-3 % para 0,5 mg de glucosa 

Actividad CMC = 0,1851 concentración crítica de enzima UI rol-] 

CMC =0185 * 1001705, 10-3 UI mrl 
asa, 

Mea,.. == 2614 Ul/m 

4.2.3. 	 Determinación de la actividad emimática frente al 
Xilano por el método del ácido dinitrosalicílico 

Sustl"ato: 

Solución de Xilano al 2,0 % en solución de buffer fosfato 0,1 M, pH 6. 

Procedimiento: 

En la preparación de los tubos para realizar la curva de calibrado del estándar 

de xilosa ! buffilr / XILANO Y determinar la actividad frente al XILANO, se procede 

exactamente de la llÚsma manera como en las Figuras 4. L Y 4.2. pero en este caso se 


debe colocar como sustrato, solución de Xilano. 


Cálculo de unidades: 


Se sigue el mismo procedillÚento de cálculo que se utilizó para la CMC y a 

partir de la concentración crítica de enzima, se defmen las unidades de xilano. 
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Derivación de las unidades XILANO: 

La unidad del XILANO se basa en la Unidad Internacional (VI). La cantidad 

critica de xilosa en el ensayo con el xilano es 0,5 mg: 

0,5 mg xilosa = 0,5 /0,15 ¡.tmol 

Esta cantidad de xílosa es producida por 0,5 m1 en 30 mino 

0,5 mg xilosa = 0,5 /0,15 x 0,5 x 30 ¡.tmol min-1m1-1 

Así, la cantidad estimada de enzima (conc. crítica de enzima, mI m1-I
) que da 

0,5 mg de xílosa en la reacción contiene 0,222 VI, y: 

XIL =0,222 I concentración critica de enzima UI mr l Ec. 4.4. 

4.2.4. Resultados obtenidos para el XILANO 

Curva de Xilosa / Buffer fosfato / XILANO: 

Los datos para obtener la curva de calibrado se muestran en la Tabla 4.5. y se 

grafican en la Figura 4.5, utilizando cantidades absolutas de xilosa (mg!0,5 m1). 

Tabla 4.5.: Absorbancías medidas a 540 
nrn en función de las cantidades de xilosa 
en rnglO,5ml. 

XiIosa (mglO,5 mi)- Absorbaru:ias.j/)IIl" 

O O 

0,24 0,232 

0,47 0,447 

0,71 0,644 

1,18 1,033 

Del análisis de regresión lineal se obtiene la Ecuación 4.5., con un coeficiente 

de correlación lineal R = 0,9992. 

Absorb5-l0llRl = 0,01932 +0,8709 XilOS3 m O 5 mi Ec.4.5. 
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O.O~~--r~~"-~"""-~--'r-"-""""~"",,,~ 
0.0 	 0.2 0.4 0,6 0.8 1.0 1.2 

Xilosa (mg/O,5ml) 

Figura 4.5.: Curva de regresión correspondiente a 
Xilosa I Buffer fosfato I XU"ANO. 

Actividad de la enzima frente al XILANO: 

Las diluciones de las enzimas empleadas para la determinación de actividad 

se muestran en la Tabla 4.6. 

A partir de la ecuación 4.5., se transforman los valores de absorbancia en 

xilosa producida en la reacción; considerando en cada caso la absorbancia del blanoo 

de enzima como se muestra en la Tabla 4.6 .. 

Tabla 4.6.: Absorbancias medidas a 540 nm para la determinación de la 
actividad enzimática frente al XILANO. 

Concentración 
EnzlIllR (~.•) 

• 

LogConc. 
Enzima 

Absorbancia 
1*) 

A Absorhancia 
1#) 

XiloSII 
Producida 

0,05 -1.30103 b =0.002 0.325 0.351 
E = 0.327 

0,1 -1 
b = 0,005 

0.492 0.543 
E = 0.497 

0,2 -0.69897 
b = 0.010 

0.691 0.771 
E = 0.701 

0,4 -0.39794 
b=O,021 

0.869 0.976 
Ji: = 0.890 

(*) Absorbancias del blanco (b) y de muestra de enzima (E). 
(#) A Absorbancia Absorbancia E Absorbancia b 
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Con el fin de obtener una recta, en la Figura 4.6., se grafica xilosa producida 

versus el logaritmo de la concentración de la enzima. 

log. concentración enzima ("lo) 

Figura 4.6.: Curva de regresión de la determinación 
de la actividad enzimática frente al XlLANO. 

Del análisis de regresión lineal, se obtiene la siguiente ecuación de regresión, 

con un coeficiente de correlaeión lineal R = 0,9995. 

Xii. Prod. (m 0,5 mi .., 1,2533 + 0,6982* lo • C •. Ec.4.6. 

A partir de la ecuación 4.6. se estima la coneentración de enzima que habria 

liberado exactamente 0,5 mg de xilosa, denominada Concentración Critica. Con ésta 

y con la ecuación 4.4. se calcula la actividad enzimática frente al XILANO, como se 

muestra a continuación. 

Concentración de enzima eritica = 0,083 % para 0,5 mg de xilosa 

Actividad XILANO = 0,222 f concentración crítica de enzima UI mI-! 

XILa",= 0,222 * 100 f 0,083 UI m1-1
. 

XIL :: 268 (JI/ID 
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4..1..'5. 'Determinación Ile la activillall enzimática frente al 
papel de filtro (PF) por el método del ácido 
dinitrosalicilico 

Sustrato: 

Tiras de papel de filtro Whatman NQ 1, aproximadamente 1 x 6 cm ('" 50 mg). 

Procedimiento: 

En este caso se adiciona una tira de papel de filtro y se incuba a 45 oC durante 

60 minutos. Para medir el color formado contra el espectro cero a 540 nrn en el 

espectrofutómetro, se espera que la pulpa decante aproximadamente 20 minutos. 

En las Figuras 4.7. y 4.8. se muestran esquemas de la preparación de los tubos 

para realizar la curva de glucosa I buffer I PF Y determinar la actividad frente al PF. 

El tubo del espectro cero se usa para llevar el espe<.:trofotómetro a absorbancia cero. 

Se determina el valor de la absorbancia del blanco de enzima y se resta al 

valor del tubo de reacción correspondiente. 

Cálculo de unidades: 

Se sigue el mismo procedimiento de cálculo que se utilizó para la CMC y a 

partir de la concentración critica de enzima, se definen las unidades del papel de 

filtro. 

Derivación de las unidades del PF: 

La cantidad critica de glucosa en el ensayo con el papel de filtro es 2,0 mg: 

2,0 mg glucosa = 2,0 I 0,18¡lmol 

Esta cantidad de glucosa es producida por 0,5 mi de enzima en 60 mino de 

reacción. 

2,0 mg glucosa = 2,0 I 0,18 x 0,5 x 60 ¡lmol min,1mr1 

Así, la cantidad estimada de enzima (conc. critica de enzima, mI mr1) que da 

2,0 mg de glucosa en la reacción contiene 0,37 UI, y: 

PF :: 0,37 I concentración critica de enzima l1l mrl Ec.4.7. 
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,Figura 4.7.: Esquema de la metodología seguida para realizar 
la Curva Glucosa! Buffer! PF. 

Espectro Cero 

l,5 mi Buffer + 3 mi DNS 20 mi 8 20 

u:::::> u:::::> 
(2) (3) 

Estándar de Glucosa 

1 mi Buffer + 0,5 mI Estándar 20 mi 8 ,0 
Glucosa + 3 mi DNS 

(2) (3) 

(3)(2) 
5 mino ebnllición Acondicionar a 30 oC 
y enfriar y medír a 540 nm. 
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Figura 4.8.: Esquema de la metodología seguida para 
determinar la Actividad enzimática frente al PF. 

Esputro Cero 

1,5 mI Buffer +3 mi DNS 20 mi H,O 

(2) (3) 

Blanco de Enzima 

1 m1 Buffer + 0,5 mI 20 mI 1120 
Solución Enzima + 3 mI DNS 

(2) (3) 

Muestra de Enzima 

1 tira PF + 0,5 mI 
20 mI H,OSolución Enzima + I mI 3ml DNS 

Rnffpr 

(3)
(2)

(1) 

(2) (3)
(1) 5 mino ebullición Acondicionar a 30 oC 

45 oC - 60 mino y enfriar y medir a 540 nm. 
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4.2.6. Resultados obtenídos para el PAPEL DE FILTRO 

Curva de Glucosa I Buffer fosfato I PF: 

Los datos para obtener la curva de calibrado se muestran en la Tabla 4.7. y se 

grafican en la Figura 4.9., utilizando cantidades absolutas de glucosa (mg/0,5 mi). 

Tabla 4.7.: Absorbancias medidas a 540 nm 
en función de las cantidades de glucosa en 
mg/O,5ml. 

Glucosa (mg/0.5 mi) - Absorbaucia;;'¡llnn. 

O O 

0,50 0,299 

0,83 0,488 

1,24 0,714 

1,66 0,964 

Del análisis de regresión lineal se obtiene la Ecuación 4.8; con un coeficiente 

de correlación R = 0,9998. 

Absorb~onm = 0,00499 + 0,5780 Glucosa (m 10,5 mI Ec.4.8 

1,0 

E 0.8 
= 
J. 

'" 0.6~O 

e.. 
-e 
<> 

0,4 
;;r¡ 

.:;, 
-( 0,2 

0,0 ..,....~_.~"" f ¡ t ¡ 

0,0 OA 0,8 1,2 1.6 

Glucosa (mg/O,5ml) 

Figura 4.9.: Curva de regresi6n correspondiente a 
Glucosa I Buffer fosfato I PF. 
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Actividad de la enzima frente al PF 

Las diluciones de las enzimas empleadas para la determinación de actividad 

se muestran en la Tabla 4.8. 

Tabla 4.8.: Absorbancias medidas a 540 nm para la determinación de la 
actividad enzimática frente al papel de filtro. 

-~ -

Concentración 
Enzima (" o) 

LogConc. 
Enzima 

Absorbancia 
(O) 

~ Absoroancia 
(#) 

- ... . 

Glucosa 
Producida 

0,5 -0.30103 b = 0.001 0.811 1.3944 
E = 0.812 

1,2 0.0791712 
b = 0.013 

1.146 1.9739 
E = 1.159 

3,0 0.4771 
b = 0.104 

1.473 2.5396 
E = 1.577 

4,5 0.6532 
b=0.165 

1.553 2.6780 
E = 1.718 

6,0 0.7781 
b = 0.165 

1.603 2.7645 
E = 1.768 

(*) AbsorbanClas del blanco (b) y de muestra de enzm¡a (E). 
(#) t.. Absorbancia = Absorbancia E - Absorbancia b 

A partir de la ecuación 4.8., se transforman los valores de absorbancia en 

glucosa producida en la reacción; considerando 

blanco de enzima como se muestra en la Tabla 4.8. 

en cada caso la absorbancia del 

Con el fin de obtener una recta, en la Figura 4.10. 

producida versus el logaritmo de la concentración de la enzima. 

se grafica glucosa 

Del análisis de regresión lineal, se obtiene la siguiente ecuación de regresión, 

con un coeficiente de correlación lineal R = 0,9934. 

luc. Prod m 0,5 mi = 1,8332 + 1,29489 lo • Cco Ec.4.9. 

A partir de la ecuación 4.9. se estima la conccntración de enzima que habria 

liberado exactamente 2,0 mg de glucosa, denominada Concentración Crítica. Con 

ésta y con la ecuación 4.7., se calcula la actividad enzimática frente al PAPEL DE 

FILTRO, corno se muestra a continuación. 

Concentración de enzima crítica = 1,345 % para 2 mg de glucosa 

PF = 0,37 1 concentración crítica de enzima lIT mi-l = 0,37 * 100/1,345 lIT mi'! 

PF 58 = 28 llt/m 
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3.0 
~-q2.7 
o...... 
t>I)e 2,4-<:1 

"Q 2~1°0 
="Q 

1.8e 
~ 
o: 

1.5'" 8 
= ¡:s 1,2 

-0,4 	 -0,2 0,0 0,2 0.4 0.6 0.8 

log. concentración enzima (%) 

Figura 4.10.: Curva de regresión de la determinación 
de la actividad enzimática frente al PF. 

4.2.7. 	 Resultados de la actividad enzimática para la enzima 
Pergalase A 40 

En la Tabla 4.9., se resumen los valores de las actividades enzimáticas frente 

a los sustratos mencionados anterionnente cOITespondientes a la enzima de trabajo. 

Tabla 4.9.: Actividades de la enzima Pergalase A 40. 

SUSTRATO !\CnVIDAD (Uf/mI 

CMC 2.624 
XIL<\NO 268 

PAPF-L DE t'lLTRO 28 

4.2.8. 	 Curva de calibrado con estándares de glucosa 

Esta curva se usa para cuantificar los azúcares reductores producidos durante 

la hidrólisis enzjmática realizada a la pasta reciclada. 

Estándares de glncosa: 

Soluciones de 0,2 - 0,5 mg de glucosa por mi o por 0,5 mi. Para lo cual se 

partió de una solución madre de 16,5 mglml, luego se prepara una solución hija de 4 
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mglml y por último las diluciones de los tubos teniendo en cuenta la cantidad de 

glucosa deseada en cada uno en mglO,5m1. 

Procedimiento: 

En la Figura 4.11. se muestra el esquema utilizado en la preparación de los 

tubos para realizar la curva de calibrado con glucosa. 

Luego se grafica absorbancia en función de la concentración de azúcar en 

(rnglO,5ml). 

Figura 4.n.: Esquema de la metodología seguida para realizar 
la curva de calibrado con Glucosa. 

Espectro Cero 

1 mi Buffer + 3 mi DNS 20 mi H,O 

u:::::> u:::::> 
(2) (3) 

Estándar de Glucosa 

20mlH,O0,5 mi Buffer + 0,5 mI Estándar 

glucosa + 3 ml DNS 


; 

! 
(2) } (3) 

(2) (3) 
5 mino ebullición Acondicionar a 30 oC 
yeufriar y medir a 541l nm. 
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4.2.9. 	 Resultados obtenidos para la curva de calibrado de 
Glucosa 

Los datos para obtener la curva de calibrado se muestran en la Tabla 4.1 O, Y 

se grallcan en la Figura 4.12. 

Del análisis de regresión lineal se obtiene la Ecuación 4,] O con un coeficiente 

de correlación R = 0,9998. 

bsorb54o = -0.00129 + 0,7021 Glucosa m 0,5 mi Ec.4.10 

Tabla 4.10.: Absorbancias medidas a 540 
nm en función de la cantidad de estándar 
de glucosa en mglO,5ml. 

Glucosa (mglO,5 mI) Absorbllnci~'I4<lnm 
-~ - --
° ° 

0,2 0,143 

0,4 0,268 

0,8 0,57 

1,0 0,701 

1,2 0,838 

La ecuación 4, lOes la que se emplea para estimar la cantidad de azúcares 

reductores liberados durante los distintos tratamientos enzímáticos. 

1.0 

0,8 

s 
= ~ 

;¡. 0,6
0:1 
'0 
c:: 
0:1 0,4.J:> .... 
Q., 

.J:> 
< O~2 

O.o..pc..~-"-~-'-~....~-r~--'-~-.~ 
0.0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,(1 1,2 

Glucosa (mg/O,5ml) 

Figura 4.12.: Curva de calibrado con estándar de 
glucosa. 
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4.3. Tratamientos enzimáticos según el diseño experimental 

El trabajo propuesto se fundamenta en la ejecución de un ajustado diseño 

experimental y tratamiento estadístico de los resultados. Se utilizó la metodología de 

superficie de respuesta (RSM) para establecer el efecto de cada uno de los factores 

en estudio (carga de enzima y tiempo de tratamiento) sobre las respuestas y si existe 

interacción entre ellos. Por otro lado, se realizó una evaluación teniendo en cuenta la 

posible mejora en la calidad desde el punto de vista celulósico-papelero. 

Las hidrólisis enzimáticas se llevaron a cabo mediante un diseño central 

compuesto 22 (CCD 22) + estrellas + centros; en la Figura 4.13. se puede observar el 

diseño en sus variables codificadas. 

En todos los tratamientos se trabajó a temperatura y pH óptimos de la enzima y 

consistencia fija de 10 %, de modo que el análisis de los mctores se realizó sobre la 

carga de enzima (s/pulpa seca) y tiempo de tratamiento. 

Las condiciones de las hidrólisis se realizaron a: temperatura = 45 o C; pH = 6 

Y consistencia 10 % 

El rango de los factores a analizar se fijó en: carga de enzima entre 0,1 Y 0,3 

%; tiempo de tratamiento entre 30 y 90 minutos. 

En la tabla 4.11. se consignan las combinaciones de los tratamientos, el orden 

en que se hicieron los mismos, las variables codificadas y naturales de las 11 

experiencias realizadas según el diseño escogído y los rangos de las variables antes 

mencionadas. 

Los diferentes tratamientos enzimáticos se realizaron en un reactor Batch de 

Acero Inoxidable de mezcla perfucta de alta consistencia con calefacción indirecta. 

(Fotografias 4.1. y 4.2.) 

Al reactor se le efectuaron algunas modificaciones para adecuarlo a nuestras 

necesidades, tales como: 

:l 	La incorporación de una doble camisa de acero inoxidable, a fin de poder 

recircular el agua de calefacción y trabajar a temperatura controlada. 

-
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:> 	 La regulación de temperatura se realizó mediante un tennostato de 

inmersión, que además de permitir fijar y regular la temperatura, recircula 

el agua de calefacción. 

Procedimiento: 

La pasta se diluyó a la consistencia fijada y se ajustó al pH requerido 

adicionando solución diluida de ~aOH. Se llevó al reactor para alcanzar y mantener 

la temperatura establecida. Luego, teniendo en cuenta la consistencia, se agregó la 

cantidad de enzima deseada y se mantuvo a 45 o C por el tiempo establecido según el 

tratamiento enzimático realizado. 

Después del tratamiento enzimático, en un kitasato provisto de un filtro de 

vidrio poroso se recogió el licor residual para medir el pH y detenninar los azúcares 

reductores; la pasta se colocó en un balde con solución de N aOH a pH 12 con el fin 

de cortar la reacción de las enzimas y luego se filtró en una bolsa de tela donde se 

lavó con abundante cantidad de agua hasta alcanzar el pH del agua de lavado. 

La pasta se centrifugó y se siguió el proceso como se mencionó en el 

Capítulo 2: Plan de Actividades en los apartados 6 y 7. 

Tabla 4.11.: Condiciones de los diferentes 
tratamientos enzimáticos. 

EE(a) 9 1 -1 0,3 30 

EE(b) 3 -1 1 0,1 90 

EE(ab) 1 1 0,3 90 

EE(-<ta) 5 O 0,05 60 

EE(ah) 4 1,41 O 0,35 60 

EE(-uh) 2 O -1,41 0,2 15 

EE(ttb) 10 (l 1,41 0,2 105 

fEtO), 8 (1 n 0,2 60 

EE(O), 11 O O 0,2 60 

2 

• 

i! ! 
Q 

'~ 
S 
;; U 

"• 8
j -1 ... 

, ,·1 
·2 -1 " 

Carga de enzima 

Filmra 4.13.: Diseño Central 
Compuesto 2' +estrellas + centros. 

2 
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Fotografía 4.1.:Vista general del reactor Batch. 

Fotografía 4.2.: Interior del reactor. 

4.3.1. Resultados obtenidos según el diseño experimental 

En las Tablas 412 , 4.13. Y 4.14. se muestran los resultados correspondientes 

a las propiedades del licor residual, de las pastas enteras, fracciones fibrosas con y 

sin tratamientos enzimáticos respectivamente. 

Los resultados de las propiedades fisicas de la pasta reciclada enteras con y 

sin tratamientos se encuentran en la Tabla 4.15 . y en la Tabla 4.16. se muestran los 

resultados de las fracciones fibrosas con y sin tratamientos enzimáticos. 
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En las tablas citadas anterionnente, se incluyen el porcentaje de ganancias ó 

pérdidas de las distintas propiedades. 

Tabla 4.12.: Propiedades del licor residnal despnés de 
las diferentes combinaciones de los tratamientos 
enzimáticos según el diseño experimental (EE). 

Carga 
Tiempo 

'\zúeares 
T( Enzima (miu) Reductores pH fiual 

(%) (kg/t) 
~ 

EE(l) 0,1 30 1,02 6,2 

EE(a) 0,3 30 4,54 6,0 

EE(b) 0,1 90 3,60 5,8 

EE(ab) 0,3 90 10,8 5,8 

EE(-a.a) 0,05 60 0,96 5,9 

EE(a.a) 0,35 60 9,54 5,8 

EE(-a.b) 0,2 15 1,67 5,9 

EE(ab) 0,2 105 5,53 6,0 

EE(O)¡ 0,2 60 5,22 5,8 

EE(O), 0,2 60 5,49 5,8 

EE(Oh 0,2 60 5,74 5,9 



Tabla 4.13.: Propiedades de la pasta entera reciclada después de las diferentes combinaciones de los tratamientos enzimáticos según 
el disefio experimental (EE) y de la pasta entera reciclada de referencia (RE). 

Cal'2R r WR\'E" lempo " % WRV, ty~ 0/., CSF % Fillos '~"..)
T,. r¡¡¡¡UIIR , DP1H'!jJtl,

(%) (mili) (gllzO/gfib) wav, (gHzO/gfib) \Vav, 11P'lnnu, (mI) CSF ('v., ) Finos 

RE O O 1,73 1,38 2144 495 11,6 

EE(I) 0,1 30 1,71 -1,2 1,44 4,3 1713 -20 535 8,1 5,9 -49 

EE(a) 0,3 30 1,75 1,2 1,48 7,2 1635 -24 570 15,2 6,9 -40 

EE(b) 0,1 90 1,77 2,3 1,48 7,2 1860 -13 525 6,1 4,8 -59 

0,3 90 1,86 7,5 1,60 15,9 1713 -20 600 21,2 6,5 -44 

0,05 60 1,76 1,7 1,43 3,6 1888 -12 510 3,0 4,8 -59 

0,35 60 1,82 5,2 1,49 8,0 1659 -23 580 17,2 8,5 -27 

0,2 15 1,77 2,3 1,51 9,4 610 23,2 7,1 -39 

EE(ab) 0,2 105 1,89 9,2 1,58 14,5 560 13,1 4,8 I -59 

E[(O)] 0,2 60 1,82 5,2 1,43 3,6 565 14,1 7,3 I ·37 

EE(Oh 0,2 60 1,84 6,4 I,SO 8,7 1608 ·25 580 17,2 6,2 I ·47 

EE(O)J 0,2 60 1,87 8,1 1,55 12,3 585 18,2 6,8 ·41 

" ~ 
~ 



Tabla 4.14.: Propiedades de la fracción fibrosa reciclada después de las diferentes 
combinaciones de los tratamientos enzimáticos (EF) y de la fracción fibrosa reciclada de 
referencia (RF). 

RF I O O 1,40 1,16 I I 2170 

El<'(l ) 0,1 30 1,51 7,9 1,25 7,8 2050 -5,0 

EF(a) 0,3 30 1,45 3,6 1,29 11,2 2038 -6,0 

El<'(b) 0,1 90 1,54 10,0 1,28 10,3 2116 -3,0 

El<'(ab) 0,3 90 1,50 7,1 1,24 6,9 1774 -18 

0,05 60 1,51 7,9 1,31 12,9 2152 -0,8 

EF(a:¡¡) I 0,35 60 1,46 4,3 1,26 8,6 1945 -10 
, I 0,2 15 1,44 2,9 1,19 2,6 

EF(ab) 0,2 105 1,54 10,0 1,29 11,2 

EF(O)t 0,2 60 1,46 4,3 1,27 9,5 

EF(0)2 0,2 60 1,48 5,7 1,29 11,2 I 2106 I -3,0 

EF(O)J 0,2 60 1,48 5,7 1,26 8,6 

Ul 

"" 




Tabla 4.15.: Propiedades físicas de la pasta entera reciclada después de los diferentes tratamientos enzimáticos (EE) y de la 
pasta entera reciclada de referencia (RE). 

Carga Densidlld 'rh Índice de ~) índice de 'Yo Coefidentl' t~/ü 
Tíe¡I1I)O

T, I:m:ima Aparellte J)ellsidad l'racdúlI ímlkede Desgarro indke de St'aHel'ing Codidt'llh~
(mili)

('X.) (g/cmJ 
) AIJarellte (Nmlg) TracciúlI (mNIll2/g) Desgarro (lIltkg) SC'nttt·rin~ 

IRE I O O I 0,561 42,1 18,41 21,61 

0,1 30 0,603 7,5 52,2 24,0 13,92 -24,4 20,95 -3,1 

EE(a) 0,3 30 0,603 7,5 51,2 21,6 15,19 -17,5 19,89 -8,0 

EE(b) 0,1 90 0,611 8,9 56,6 34,4 12,84 -30,3 19,13 -11,5 

EE(ab) 0,3 90 0,595 6,1 48,4 15,0 12,18 -33,8 18,65 -13,7 

0,05 60 0,619 10,3 51,9 23,3 13,63 -26,0 20,29 -6,1 

0,35 60 0,607 8,2 53,1 26,1 12,3 -33,2 19,52 -9,7 

0,2 15 0,590 5,2 45,8 8,8 13,81 -25,0 19,74 -8,7 

0,2 105 0,587 4,6 51,2 21,6 12,84 -30,3 19,94 -7,7 

EE(Oh 0,2 60 0,606 8,0 48 14,0 13 -29,4 20,52 -5,0 

EE(Oh 0,2 60 0,583 3,9 47,4 12,6 14,16 -23,1 20,13 -6,8 

EE(0)3 0,2 60 0,592 5,5 49,5 17,6 13,39 -27,3 19,33 -10,6 

'C. 




Tabla 4.16.: Propiedades físicas de la fracción fibrosa reciclada después de los diferentes tratamientos enzimáticos (EF) y de la fracción 
fibrosa reciclada de referencia (RF). 

0,1 30 0,583 6,2 47,1 23,6 16,5 -6,7 

0,3 30 0,574 4,6 42,7 12,1 16,44 -7,1 

0,1 90 0,588 7,1 50,7 33,1 14,5 -18,0 18,92 -9,3 

0,3 90 0,592 7,8 47 23,4 11,94 -32,5 18,48 -11,4 

0,05 60 0,570 3,8 47 23,4 15,12 -14,5 19,34 -7,3 

0,35 60 0,588 7,1 46,2 21,3 13,73 -22,4 19,42 -6,9 

0,2 15 0,588 7,1 44,2 16,0 11,98 -32,3 19,73 -5,4 

0,2 105 0,59 7,5 47,2 23,9 14,16 -20,0 18,98 

EF(O)¡ 0,2 60 0,582 6,0 43 12,9 15,7 -11,2 19,76 -5,3 

EF(O)l 0,2 60 0,569 3,6 41,8 9,7 15,91 -10,1 19,28 -7,6 

0,2 60 0,585 6,6 43,5 14,2 15,42 -12,8 18,6 -10,8 

~ 
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4.4. 	 Tratamientos combinados de enzima con posterior 
tratamiento mecánico de refino 

De acuerdo a los resultados obtenidos en los tratamientos enzímáticos 

realizados según el diseño experimental se eligieron las siguientes condiciones: carga 

de enzima O, l % Y tiempo de tratamiento 90 minutos. La elección de dichas 

condiciones es por el elevado IT (Tabla 4.15.) que se alcanzó en dicho tratamiento. 

La finalidad del tratamiento combinado fue poder verificar si se pudiera 

disminuir la intensidad del posterior tratamiento mecánico de refino en una pasta 

reciclada con tratamiento enzimático, esto como una posible ventaja de reducir el 

consumo de energía en dicho tratamiento mecánico. 

La etapa mecánica de refino se realizó en un refinador de laboratorio PFI en 

condiciones estándar tanto a la pasta reciclada de referencia como a la pasta reciclada 

con tratamiento enzímático. 

Procedimiento: 

Se trazó una curva de refino a la pasta reciclada en el molino PFI a cuatro 

niveles; cero, 2000, 4000, Y 5000 revoluciones y fue el que se tomó como referencia 

para poder analizar las diferencias logradas con el tratamiento combinado. 

Para el tratamiento combinado primero se realizó el tratamiento enzimático en 

las condiciones antes mencionadas y luego el tratamiento de relino a cuatro niveles de 

relino; cero, 2000, 4000, Y 6000 revoluciones. 

A cada una de las muestras se le determinó el consumo de energía, y se siguió 

como se mencionó en el Capítulo 2: Plan de Actividades en los apartados 6 y 7. 

Se realizó una comparación en las propiedades con el propósito de poder 

observar las modificaciones obtenidas con los diferentes tratamientos. 

4.4.1. Resultados obtenidos en los tratamientos combinados 

En las Tablas 4.17., 4.18., 4.19. Y 4.20. se muestran los resultados obtenidos 

de las propiedades medidas a las muestras de pastas recicladas enteras y fracciones 

fibrosas de referencia con refino y con tratamientos eombinados de enzima con 

refino y se incluye el porcentaje de ganancias ó pérdidas de las distintas propiedades. 



Tabla 4.17.: Propiedades de la pasta entera reciclada de referencia (RE) y con tratamiento 
de refino (RE2ooo, RE4000 y REsooo) y propiedades de la pasta entera reciclada con 
tratamiento enzimático a 0,1 % Y 90 min (EE(b» y con tratamiento combinado de enzima y 
refino (EE(bhooo, EE(b)4000 y EE(b)6000)' 

RE O 495 1,73 1,38 

RE 2000 2000 330 -33,3 1,95 12,7 1,6 15,9 440 

RE ,1000 4000 255 -48,5 2,06 19,1 1,73 25,4 875 

RE 5000 5000 210 -57,6 2.10 21.4 1.83 32,6 1065 

O 


2000 
 360 -27,3 1,96 13,3 1,65 19,6 404 

4000 295 1,99 15,0 1,68 21,7·40,4 712 

E E(b )(,(lOO I 6000 

• 

245 -50,5 1,98 14,5 1,69 22,5 1069 

~ 




Tabla 4.18.: Propiedades de la fracción fibrosa reciclada de referencia (RF) y con 
tratamiento de refino (RF1OOO, RF4000 y RFsooo) Y propiedades de la fracción fibrosa 
reciclada con tratamiento enzimático a 0,1 % Y 90 min (EF(b» y con tratamiento 
combinado de enzima y refino (EE(b)z_ EE(b)4ooo y EE(b)6000)' 

RF O 745 1,40 1,16 

RF ]000 2000 745 0,0 1,60 14,3 1,32 13,8 

Rf<' 40011 4000 725 -2,7 1,68 20,0 1,41 21,6 

RF 50011 5000 730 -2,0 1,64 17,1 1,42 22,4 

E«'(b) O 735 -1,3 1,54 10,0 1,28 10,3 

EF(b)lOOO 2000 745 0,0 1,61 15,0 1,30 12,1 

EF(b)4000 4000 735 -1,3 1,55 10,7 1,32 13,8 

EF(b)6!NJO 6000 725 -2,7 1,55 10,7 1,33 14,7 

~ 




Tabla 4.19.: Propiedades fisicas de la pasta entera reciclada de referencia (RE) y con tratamiento de refino (REzooo, RE4000 
y REsooo) y propiedades fisicas de la pasta entera reciclada con tratamiento enzimático a 0,1 % Y 90 min (EE(b» y con 
tratamiento combinado de enzima y refino (EE(b)zooo, EE(b)4000 y EE(b)6000)' 

RE O 0,561 42,1 18,41 21,61.,-,_.,,",.,- ....,,"'''''~'',.',..,.''' ,=~''''''''''''.,,,..._,,~ ..,~"' ""~""""''''',..-.,''''''''''''''''"''' "..,.~,.,.~,-,~"'.- ~,,~..~.,'"'"'''''' F-'-'--'-"'""-'" "",,,".,,~,,,,.....,,n,,,,,,,,,,,,,,,,, ""~",,,,,,",,,,,,,,,",-,,,,,., .... ,.,,,,, ''''.''''''"'''''''''~'''''',.,,'''' 

RE 2000 2000 0,643 14,6 67,5 60,3 11,13 -39,5 19,34 -10,5 
-==''''''''''''~''''"..,,'' """"H'''''_'' ~''''"~,~,-~ "'~·~""m~ ~~,.~~~...~ ~~.~.. ~"" F~~~~ ===,""",'" ~.._,~"'"""".._, ",,"'=""'m~=== 

RE 4000 4000 0,66 17,6 78,3 86,0 10,29 -44,1 17,85 -17,4 
"·,~mm."",O'"'''''''''''''' ,.',"'"1H''~''''''''''' ",,'~"""'''...,,'''~:''",''','-'''' r",'" ...,r",'...m.'",,,,,,¡.,,,,'¡,-,,,,, """"',,'1"fj~l',,,n'W""''''J''"_''''''i< '."'''rl~.."n;''''''''F"",j'' ".,,,,,,,",";,,,",,,,,,,,,,,,,,,'·'''"W,,...OO... fO"''''''> ...... ''''''''''~~''n' "'lt"""""'o,m""'~""'l,,,,,,,,nl' '""'",.."""',.",,,"""',,,"'""" 
RE 501») 5000 0,657 17,1 76 80,5 10,35 -43,8 18,65 -13,7 

O 0,611 8,9 56,6 34,4 12,84 -30,3 19,13 -1 

2000 0,633 12,8 67,4 60,1 10,3 -44,1 18,73 -13,3 

EE(b)~ooo 4000 0,645 15,0 69,7 65,6 11,15 -39,4 18,55 -14,2 

6000 0,639 13,9 70,1 66,5 10,63 -42,3 18,72 -13,4 

~ 




Tabla 4.20.: Propiedades físicas de la fracción fibrosa reciclada de referencia (RF) y con tratamiento de refino 
(RFzooíh RF4000 YRF5íIOO) Y propiedades tísicas de la fracción fibrosa reciclada con tratamiento enzimático a 0,1 % 
Y90 min (EF(b» y con tratamiento combinado de enzima y refino (EF(b)zooo, EF(b)4íJOo y EF(b)6íJOo). 

RF o 0,549 38,1 17,69 20,9 

RF 20010 2000 0,598 8,9 58,7 54,1 14,51 -18,0 19,0 -9,0 

RF 401H) 4000 0,617 12,4 57,4 50,7 13,8 -22,0 17,8 -14,8 

RF 5000 

4000 0,604 53,3 14,07 18,4 -H,7 

6000 0,599 9,1 55,6 45,9 14,19 -19,8 17,9 -14,1 

(-.!! 
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CAPITULO 5 


Análisis y Discusión de 

Resultados. Conclusiones 
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5.1. Análisis Y discusiÓD de resultados 

La evaluación para establecer el efecto de cada uno de los factores sobre las 

respuestas y la posible interacción entre ellos, se realizó ingresando las variables 

dependientes como porcentajes de ganancias ó perdidas de cada una, relacionadas al 

estado de referencia. Dicho porcentaje se calculó de la siguiente manera: 

'X. Variación = - R ,i ,,,,u"m, - R (Un tr~l..n, <111. I R si. IIOlom. ,,]O Ec.5.1. 

Donde: 

% Variación: ganancia ó perdida de la respuesta medida. 

R ,rnl!3tam.: valor de la respuesta de la pasta de referencia. 

R oontratam. "",,: valor de la respuesta de la pasta con tratamiento. 

El análisis estadístico de cada respuesta se realizó a un nivel de confianza del 95 

% Y con las siguientes herramientas estadísticas: 

=> Tablas de análisis de la variancia. 

=> Tabla y ecuación de análisis de regresión con sus variables codificadas. 

=> Gráficos de superficie de respuesta. 

=> Curvas de nivel. 

=> Gráficos de los residuales en función del número de corrida. 

Cabe aclarar que las ecuaciones de regresión se presentan con sus factores 

codificados., por lo que para reali7m- la decodificación a sus variables naturales y/o 

calcular valores teóricos se debe tener en cuenta lo siguiente: 

Primero, se deben reemplazar los fuctores por las ecuaciones 5.2. y 5.3.: 

= t-60 /30 Ec. 5.2.. 

. = «> 0,2 I 0, ] Ec. 5.3. 

Donde: 

T: tiempo de tratamiento codificado. 

t: tiempo de tratamiento decodificado (minutos) 

C: carga de enzima codificada. 

c: carga de enzima decodificada (%). 
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Luego se calculó el valor teórico de cualquier propiedad a una detenninada 

condición de carga y tiempo y se obtuvo así el porcentaje de variación de dicha 

propiedad, por último se transformó con la ecuación 5, L, a las U1údades 

correspondientes a cada propiedad para independizarla del valor de referencia, Las 

transformaciones realizadas a las propiedades estudiadas se encuentran en el Anexo A 

(Decodificaciones de las propiedades analizadas según el diseño experimental), 

calculadas a partir de las ecuaciones obtenidas los valores teóricos de dichas 

propiedades, 

Con posterioridad, se analizaron y se discutieron los resultados obtenidos en el 

diseño experimental desde el punto de vista del mejoramiento de las propiedades 

papeleras y el posible mecarúsmo de acción de la enzima sobre las fibras, 

Por último se evaluaron los resultados alcanzados en los tratamientos 

combinados de enzima con refino, particularmente teniendo en cuenta el consumo de 

energía en la etapa de tratamiento de refino y propiedades logradas, 

5.1.1. 	 Según el disefio experimental desde d punto de vista 
estad&tico 

En la Tabla 5,1. se muestra un resumen del análisis estadístico de los efectos 

producidos por los factores estudiados, tiempo de tratamiento (T) y carga de enzima 

(C), sobre las propiedades analizadas a la pasta tratada, 

Análisis del licor residual: 

:> Azúcares reductores 

Luego de cada tratamiento enzimático, se siguió la hidrólisis enzimática a través 

de la estimación de los azúcares reductores y la medición del pH final en el licor 

residual, 

En base al análisis estadlstico y después de haber eliminado los efectos no 

significativos se encontró para 108 azúcares reductores la siguiente ecuación de 

regresión, donde el modelo explica el 98 % de la variabilidad en la producción de 

azúcares, 

Az. Red. '" 5,5 + 2,8 ~ e +1,8 '" T - 0,8 T2 + 0,9 ""C '1< 1 
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Tabla 5.1.: Efectos producidos por los factores carga de enzima y tiempo de 
tratamiento. 

PASTA ENTERA 

FRACCIÓN + 100 

de 
de l,uz 

s ns ns ns 

Donde: 

c: carga de enzima 

T: tiempo de tratamiento 

CZ: carga de enzima al cuadrado 

T2
: tiempo de tratamiento al cuadrado 

C * T: interacción de la carga de enzima por el tiempo de tratamiento 

S: efecto significativo 


ns: efecto no significativo 


Para el contenido de azúcares reductores, no se consideró la variación porcentual 

porque corresponde al licor residual proveniente de los tratamientos enzimáticos y no se 

valoró en la pasta de referencia. 

Además se puede ver en las curvas de nivel de la Figura 5.1. que hacia valores 

elevados en ambos factores se liberaron altas cantidades de azúcares durante el 

tratamiento enzímático, 
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-0,6 -0,2 0,2 
0,6 1 

Carga de Enzima 

Azoe. Red • 
• 0,0-2,0 
. 2,0-4,0 
• 4,0~,0 
_ 6,0-8,0 
_ 8,0-10,0 
. 10,0-12,0 

Tiempo 

Figura 5.1.: Snperficie de respuesta y curvas de nivel 
correspondientes a la determinación en el licor residual 
de los azúcares reductores producidos durante la 
hidrólisis enzimática. 

~ pH final 

Los resultados del pH final en el licor residual confirmaron su constancia a lo 

largo de cada tratamiento enzimático, obteniéndose un promedio de 5,9, lo cual mostró 

el control que se obtuvo frente a la acción enzimática en las condiciones realizadas. 

Evaluación de la Pasta Entera: 

~ Urenabilidad 

Como se muestra en la Tabla 5.1. y en la superficie de respuesta de la figura 5.2. 

para la drenabilidad (mi CSF), que fue significativo la carga de enzima, variando en 

forma lineal directa y cuadrática. El modelo explicó el 78 % en la variabilidad del CSF 

siendo la ecuación de regresión: 

% Variación CSF = 17 + 5,3 "'c -3,7'" Cl 

De las curvas de nivel, se concluyó que se obtuvieron las mayores ganancias en 

drenabilidad hacia altas cargas de enzima. 
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% Variac. CS.F 
7,0-9,8~~ I~'15 . 

. 9,8-12,6 
13 . 12,6-15,4 
11 ~ _ 15,4-18,2 

. 18,2-21,0 

0,6 1 -1 
TiempoCarga de Enzima 

Figura 5.2.: Superficie de respuesta y curvas de nivel 
del CSF de la pasta entera en función de los factores 
carga de enzima y tiempo de tratamiento. 

:l Valor de Retención de agua 

Al evaluar el grado de hidratabilidad de la pasta entera, en la superficie de 

respuesta de la Figura 5.3. se muestra que el efecto del tiempo de tratamiento fue 

significativo en el WRV" variando de manera lineal directa. Se extrajo, de la tabla de 

análisis de la variancia, que el modelo explicó el 44 % de la variabilidad del valor de 

retención de agua total y del análisis de regresión la siguiente ecuación: 

% Vllrinción WRV, = 4,.. + 2,4 '" . 

De las curvas de nivel se dedujo que las mayores ganancias en el WR Vt se 

lograron hacia tiempos de tratamientos más prolongados. 

Para el WRVi, se observó que no hubo efectos significativos de los factores ni en 

su interacción. 

:> Cuantificación de Finos 

En la Figura 5.4. se muestra la superficie de respuesta y las curvas de nivel para 

la cuantificación de los finos . Se observa que la carga de enzima tuvo efecto 

significativo sobre el porcentaje de finos variando de manera lineal y directa y que se 
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alcanzaron las máximas pérdidas en el contenido de finos hacia menores cargas de 

enzlITla. 

El modelo explicó el 56 % de la variabilidad en dicha propiedad y la ecuación de 

regresión que la representa fue la siguiente: 

% Variación contenido de Finos = -45,4 +8,5 * e 

-0,6 o2 -, 0,2 
0,6 -1 

Carga de Enzima 
1 

... 

;;. 
p:; 
~ 
' 0 = 
'¡j 

eo:I
'C 

eo:I 
;;. 
~ Q 

6,9 

5,9 

4,9 

3,9 

2,9 

% Variac. WRVt 
':"':, : 1,0·2,0 
_ 2,0-3,0 
_ 3,0-4,0 

. 4,0-5,0 

. 5,0-6,0 
_ 6,0-7,0 

Figura 5.3.: Superficie de respuesta y curvas de nivel del 
WRV, de la pasta entera en función de los factores. 

% Variac. Finos 
_ -54,0-50,0 

• -50,0-46,0 
• -46,0--42,0 
• -42,0--38,0 
." . -38,0--34,0 -51 

0,6 

Carga de Enzima 
1 -1 

Figura 5.4.: Superficie de respuesta y curvas de nivel 
para la cuantificación de los finos en la pasta entera. 
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+ 5,2-5,6 
_ 5,6-6,0 

_ 6,0-6,4 

6,6 _ 6,4-6,8 

e 
'o'C 

6,2 
5,8 

_ 
_ 

6,8-7,2 
7,2-7,6 

<'<1.¡: 1 

~ 0,6 1 

Propiedades tísicas de la Pasta Entera: 

:> Densidad Aparente 

En el análisis de los datos de las pastas enteras se observa, en la superncie de 

respuesta de la Figura 5.5., que para la densidod aparente el cuadrado de la carga de 

enzima fue un factor significativo y que las mayores ganancias se lograron hacia ambos 

extremos de la carga de enzima. El modelo explicó el 59 % de la variabilidad de eUa y 

la ecuación de regresión fue la siguiente: 

% \ 'ariación Densidad A >urente = 5,5 + 1,9 *C' 

% Variac. Dcn~¡dad 

Figura 5.5.: Superficie de respuesta y curvas de nivel 
correspondientes a la densidad aparente de la pasta 
entera en función de los factores en estudio. 

:> Índice de Tracción 

En la tabla de análisis de la variancia correspondiente al índice de tr(lCción no se 

observaron efectos significativos de los factores en estudio ni en su interacción. Al 

examinar los residuos en función del número de tratamientos con el propósito de poder 

encontrar posibles outliers, se puede ver en la Figura 5.6. que el tratamiento l fue el que 

se alejó de la franja considerada en los residuales. 

Al realizar nuevamente el análisis de la variancia sm el tratamiento 1, se 

encontró que presentaron efectos significativos sobre el índice de tracción, el tiempo de 

tratamiento de manera lineal, el cuadrado de la carga de enzima y la interacción de los 

~ Tiempo• Carga de Enzima 
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factores carga y tiempo. El modelo explicó el 95 % de la variabilidad en el índice de 

tracción y la ecuación de regresión fue la siguiente: 

<>¡;, Variación Índice de Tracción = 14,8 + 5 * T +4,8 *C2 -8,8 * C * 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Número de Tratamiento 

Figura 5.6.: Residuales para el Índice de tracción en 
función del número de tratamiento según el diseño 
experimental. 

En la Figura 5.7. se puede apreCIar que las mayores ganancias en índice de 

tracción se lograron con baja carga de enzima y mayor tiempo de tratamiento. 

0,6 
Carga de Enzima 

% Variac. Tracción 
5,0-10,0 

_ 10,0-15,0 
_ 15,0-20,0 
IIII!I 20,0-25,0 
_ 25,0-30,0 
_ 30,0-35,0 

Figura 5.7.: Superficie de respuesta y curvas de nivel 
correspondientes al índice de tracción de la pasta 
entera. 



:> Índice de Rasgado 

En la figura 5.8. se puede observar que para el índice de rasgado el tiempo de 

tratamiento fue significativo, variando de manera lineal inversa y se vio que las mayores 

pérrlidas en rasgado se obtuvieron hacia altos tiempos de tratamiento. 

El modelo explicó el 48 % de la variabilidad del ínrlice rasgado y la ecuación de 

regresión fue la siguiente: 

% Val"iación Índice de Ras ado = -27,3 - 3,7 * 

o -22 
"=' 
" -24
I>l) 

'" -26'"cz:: 
-28.: 

'0 
-30.~ 

'" " .~... 
":> 
:R 

-0,6 -O 2 · O 2 . 
, , 0,6 1 

. . -O· 2°,2 
-0,6 ' 

% Variac. Rasgado 
_ -32,0-30,0 
_ -30,0--28,0 
_ -28,0-26,0 
_ -26,0--24,0 

-24,0--22,0 

o TiempoCarga de Enzima 

Figura 5.8.: Superficie de respuesta y curvas de nivel 
del índice de rasgado de la pasta entera. 

:> Coeficiente de dispersión de luz 

Los factores en estudio y la interacción de ambos no presentaron ningún efecto 

significativo sobre la medición del coeficiente de dispersión de luz o scattering de la 

pasta entera. 

Análisis de la fracción fibrosa: 

:> Drenabilidad 

Se observa en la Figura 5.9. que la drenabilidad medida como CSF, presentó el 

cuadrado de la carga de enzima como efecto significativo, explicando el modelo el 65 % 

de la variabilidad en dicha propiedad. Además, se observó que hay muy poca variación 
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1,5 -1 ,5-1,0 

1 -1 ,0--0,5 
_ -0,5-0,0 

. 0,0-0,5 

. 0,5-1,0 
_ 1,0-1,5 

1 

-0,6 -0,2 0,2 . 
0,6 1 Tiempo 

en ganancia ó perdida en el CSF, presentando las mayores ganancIas hacia valores 

medios de la carga de enzima en el rango de los factores estudiados. 

La ecuación de regresión que la representa fue la siguiente: 

% Variación CSF = 1,1 - 2,5 * e 

% Variac. CSF 

Figura 5_9.: Superficie de respuesta y curvas de nivel 
del CSF correspondiente a la fracción fibrosa. 

:> Valor de Retención de agua 

En cuanto al valor de retención de agua. total se observa en la figura 5.10. que 

varió linealmente con la inversa de la carga de enzima y directa con el tiempo de 

tratamiento, explicando 82 % de la variabilidad en la hidratabilidad total en la fracción 

fibrosa; logrando las mayores ganancias en WRV, hacia tiempos de tratamiento altos y 

bajas cargas de enzima. La ecuación de regresión del WRV, fue la siguiente: 

% Variación WRV, = 6,3 - 1,5 * e + 2,0 * 

En el caso del valor de retención de agua intrafibra (WRVi) no hubo efectos 

significativos de los factores carga de enzima y tiempo de tratamiento ni de su 

interacción. 

Carga de Enzima 
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TiempoCarga de Enzima 

Figura 5.10.: Superficie de respuesta y curvas de nivel del 
valor de retención de agua total de la fracción fibrosa en 
función de los factores en estudio de EF. 

Propiedades fisicas de la fracción fibrosa: 

:> Densidad Aparente 

Analizando las propiedades fisicas de la fracción fibrosa se observó para la 

densidad aparente que los factores carga de enzima y tiempo de tratamiento, así como 

su interacción no tuvieron efectos significativos. 

~ Índice de Tracción 

Cuando se analizaron los efectos sobre el índice de tracción de la fracción 

fibrosa se observó que ocurre igual que para la pasta entera, pero en este caso se debió 

eliminar como outliers el tratamiento 5. 

Al hacer el análisis de la variancia sm los outliers y sm los efectos no 

significativos, se puede ver en la Figura 5.11., que la carga de enzima de manera lineal 

inversa y cuadrática y el tiempo de tratamiento lineal directo, presentaron efectos 

significativos en la determinación de la resistencia a la tracción. 

La variabilidad de dicha propiedad fue de 80 % Y se observó que se obtuvo el 

mayor de índice de tracción a altos tiempos de tratamiento y bajas cargas. 

La ecuación de regresión de la variación en el índice de tracción fue la siguiente: 
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4% Va..iación Indice de TnlCción = 15,5 - 5,6 * e +4,0 *T + 7,2 '* C2 

c: 34
'o
'ü 30 
'-l 
eo: 26 
;.. 
~ 22 
== 18'o
'ü 14 

eo=
'C 

eo=
¡;;;. 0,2 0,6~ ~ Carga de Enzima 
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% Variac. Tracción 
9,0-12,0 

, 12,0-15,0 
_ 15,0-18,0 

18,0-21,0 
_ 21,0-24,0 

24,0-27,0 
_ 27,0-30,0 
_ 30,0-33,0 

Figura 5.11.: Superficie de respuesta y curvas de nivel 
correspondientes al índice de tracción de la fracción 
fibrosa. 

:> Índice de Rasgado 

Sobre el índice de rasgado, en la Figura 5.12 se puede ver que la carga de 

enzima . lineal inversa; el tiempo de tratamiento lineal inversa y cuadrático; y la 

interacción de ambos factores presentaron efectos significativos. Las mayores pérdidas 

en rasgado se alcanzaron a altos tiempos y cargas; y las menores hacia valores medios 

de tiempo y bajas cargas. 

El modelo explicó el 43 % de su variabilidad y la ecuación de regresión para el 

índice de rasgado fue la siguiente: 

%. Variac. I.Ras ado =-13,2 - 3,3 * e - 2,4 )\: T - 3,5 )\: e )~ T - 5,2 * T2 

:> Coeficiente de dispersión de luz 

En la superficie de respuesta de la Figura 5.13 . sobre la medición del scattering, 

el tietnpo de tratamiento de manera lineal e inversa tuvo efecto significativo, lográndose 

esto después de haber eliminado la corrida 11 como outliers. Las mayores pérdidas se 

obtuvieron a altos tiempos y las menores a bajos tiempos de tratamiento. 
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El coeficiente de dispersión de luz explicó el 62 % de su variabilidad y la 

ecuación de regresión correspondiente fue la siguiente: 

010 Variación Coeficiente de Dis )ersión de Luz = -7,6 - 1,7 w 

"e = 
~ 
eIJ 
~ 


~ 


,=.. 
~ 

= 
~ 
~.• 

1
eo:
;, 
2J. 

-1 -0,6 -0,2 0,2 0,6 -1 

% Varie. Rasgado 
_ -30,0--27,0 
_ -27,0--24,0 
_ -24,0-21,0 

-12,0--9,0 

Carga de Enzima 
1 

-8 
-12 

-16 

-20 

-24 

-28 

Figura 5.12.: Superficie de respuesta y curvas de nivel 
correspondientes al Índice de rasgado de EF. 

% Variac. Scattering 
_ -9,0-8,2 
_ -8,2-7,4 
_ -7,4--6,6 

• 	 -6,6--5,8 
-5,8-5,0 

Figura 5.13.: Superficie de respuesta y curvas de nivel 
correspondientes al scattering de EF. 
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5.1.2. 	 Análisis desde el punto de vista del mejoramiento de las 
propiedades papeleras 

Haciendo el análisis desde del punto de vista del mejoramiento de las 

propiedades de la pulpa tratada, se realizaron las siguientes observaciones: 

:> Azúcares Reductores 

En la Figura 5.14. se muestra la evolución de la producción de azúcares 

reductores (kglt) en función de la carga de enzima (%) para los diferentes tiempos de 

tratamiento. Se observó que se incrementó la liberación de los azúcares reductores a 

medida que aumentaron la carga de enzima y el tiempo de tratamiento. 

0,00 0,05 0,10 0~15 0,20 0)5 0,30 0~35 0,40 
Carga Enzima (%) 

Figura 5.14.: Evolución de los azúcares reductores en 
función de la carga de enzima a diferentes tiempos de 
tratamiento enzimático. 

:> Porcentaje de Finos 

En la Figura 5.15. se muestra la variación del porcentaje de finos (%) en función 

de la carga de enzima (%) para los diferentes tiempos de tratamiento. Se aprecia que 

para bajas cargas de enzimas (0,05 - 0,1 %) Y los tres tiempos de tratamientos 

estudiados, se cuantificó una menor cantidad de finos que pasaron a través de la malla 

200 de la jarra de Britt. 

Este comportamiento de la fracción de finos corrobora, lo que se menciona en la 

bibliografia (10), el posible efecto de floculación para bajas cargas de enzimas. 
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Si se analizara la disminución del contenido de finos, conjuntamente con la 

producción de azúcares reductores para bajas cargas de enzimas, se verificarla poca 

hidrólisis enzimática, ya que el contenido de azúcares reductores es bajo en esos casos 

« 4 kglt), pudiéndose inferir que los finos flocularon sobre las fibras. 

En cambio para mayores cargas de enzimas (> 0,2 %), el contenido de finos 

disminuyó en aproximadamente 30-40 %, para tiempos de tratamiento de 60 y 90 mino 

respectivamente, pero correspondiéndose con altos valores de azúcares. 

12 

11 

10 

.  4)-z.<:)-~ 8 

= 7.... 
f;¡;¡ 

6 

5 

4+-~~__~~-r~-r~-T~~~~~~ 
0.00 	 0.05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 

Carga Enzima (%) 

Fi&Ura 5.15.: Evolución de los finos en función de la 
carga de enzima a diferentes tiempos de tratamiento 
enzimático. 

:> Propiedades Físicas 

En la Tabla 5.2. se presentan, para los tres tratamientos enzimáticos indicados en 

la Figura 5.15. los valores de densidad aparente, índice de tracción y rasgado 

correspondientes a las pastas enteras. 

Si bien para todos los casos y en particular los que se mencionan en la Tabla 5.2. 

la resistencia al rasgado disminuyó, la resistencia a la tracción y la densidad 

aumentaron. Como se muestra en la tabla se alcanzaron incrementos del orden de 23-24 

% para 0,05 % y 0,1 % de enzima y 60 y 30 minutos respectivamente. El mayor 

incremento en el Índice de Tracción (34%) se alcanzó con el tratamiento de 0,1 % de 

carga de enzima y 90 minutos. 
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Tabla 5.2.: Densidad aparente, Índice de tracción e Índice de rasgado 
de tratamientos enzimáticos producidos a bajas cargas de enzima. 

Carga enzima 
(%) 

Tiempo 
(mio) 

Densidad Aparente 
(g/cm3 

) 

índice de l'r1tccióll 
(Nm/g) 

Índice de Rasgado 
(mNm2/g) 

-
0,05 
0,1 
0,1 

-
60 
30 
90 

0,561 
0,619 
0,603 
0,611 

42,1 
51,9 
52,2 
56,6 

18,41 
13,63 
13,92 
12,84 

:> Drenabilidad 

Se puede observar en la Figura 5.16. como varió el CSF versus la carga de 

enzima, para los diferentes tiempos de tratamiento. En todos los casos se alcanzó un 

aumento de drenabilidad, obteniéndose hacia altas cargas de enzima ganancias del 20 % 

para ei rango de tiempo de tratamiento analizado. 

Además se ve que a 60 mino yal pasar de 0,2 a 0,35 % de carga de enzima se 

llegó a un valor constante en el CSF (580 mI), es decir que para ese tiempo de 

tratamiento no tiene sentido duplicar casi la carga de enzima en cuanto a la ganancia en 

la drenabilidad. 

625 

600 

575 

e 550-~ 
íLJ 
U 	 525 

500 

.90min. 

475+-~~~~~-r~-r~~~~~~~-' 
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0.25 0,30 0,35 OAO 

Carga Enzima (%) 

Figura 5.16.: Variación del CSF en función de la carga 
de enzima a diferentes tiempos de tratamiento. 

:> Grado de Polimerización promedio viscosimétrico 

En la Figura 5.11. se observa la evolución del grado de polimerización (DP) 

promedio visco simétrico de la fracción de poiisacáridos correspondiente a la pasta 
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entera y a la fracción fibrosa. Con respecto a la pasta entera se puede observar que el DP 

cayó marcadamente al comienzo, para cargas de enzima < 0,2 % descendió 12 % a 60 y 

90 min.; y 20 % a 30 mino Al aumentar la carga de enzima las disminuciones en ei 

grado de poiimerización fueron del 25 % para 30 y 60 minutos y de casi de 40 % para 

90 minutos de tratamiento. 

2200 

2000 

EE30 min• 

• EE90min. 
1200~~~~~-r~~-r~~~~~-,~-, 

0,00 0,05 0,10 0.15 0.20 0.25 O,JO 0,35 0,40 

Carga Enzima (% ) 

Figura 5.17.: Evolución del grado de polimerización en 
función de la carga de enzima a diferentes tiempos de 
tratamiento correspondiente a la pasta entera y a la 
fracción fibrosa 

En cuanto a la fracción fibrosa, el DP fue prácticamente igual al del estado de 

referencia; solamente presentó una apreciable disminución (20%) en el caso de alta 

carga de enzima y 90 minutos de tratamiento. 

Con los datos disponibles no se puede explicar la evolución del grado de 

polimerización para los distintos tratamientos, ya que se debe tener presente que cuando 

se determina el grado de polimerización promedio viscosimétrico están involucrados 

factores como el promedio de toda la fracción de carbohidratos ( celulosa y 

hemicelulosas); la proporción de fibras y finos que según se muestra en (7) presentarían 

diferentes grado de polimerización y la distribución del grado de polimerización dentro 

de la fracción celuiósica resultante del tratamiento enzimático. 

~ Observación microscópica: Coloración de Simons 

Se realizaron observaciones en el microscopio óptico empleando el colorante 

diferencial de Simons. Este colorante es una mezcla de un colorante azul (bajo peso 



79 


molecular) y uno naranja (alto peso molecular). De este modo, cuando las fibras 

presentan micro poros grandes (delaminación interna, fibrilación o daño) se tiñen de 

naranja; cuando las fibras presentan micro poros pequeños se tiñen de azul (pastas no 

refinadas o secadas) y cuando las fibras aparecen teñidas de color verde es porque 

exhiben cantidades significativas de poros grandes y pequeños (29). 

En las Fotografias 5.1 y 5.2. se muestran fibras coloreadas de la pasta de 

referencia (RE) y con tratamiento enzimático (EE(b) 0,1 % - 90 min.) respectivamente. 

En la Fotografía 5.1.a., se distinguen fibras teñidas de azul intenso (-A- fibras de 

madera de verano), de naranja (-B- traqueidas de primavera, refinadas) y de naranja y 

verde (-C- traqueidas de primavera). 

En la Fotografla 5.1.b. se muestra una fíbra con mayor aumento que presenta 

dos zonas, una de color naranja (fibrilación y pliegues) y otra de color verde (refino y 

secado). 

Para la pasta tratada con enzima (Fotografía 5.2.a.) se distinguen fibras teñidas 

de azul ciaro -A-, de naranja intenso -B- y de naranja y verde -e-o 

En la fotografia 5.2.b. la fibra se tiñó de color naranja bien intenso lo que estaría 

mostrando el carácter supertlcial de la acción enzimática. 

Fotografla 5.1.a. 
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Fotografía 5.1.b. 

Fotografías 5.1.a. y 5.1.b.: Coloración diferencial de 
Simons correspondiente a la pasta reciclada de 
referencia (RE). 

Fotografía 5.2.a. 
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Fotografía S.2.b. 

Fotografías S.2.a. y S.2.b.: Coloración diferencial de 
Simons correspondiente a la pasta reciclada con 
tratamiento enzimático EE(b) (0,1 % - 90 min.). 

5.1.3. Tratamientos combinados de enzima con refmo 

Se realizaron curvas de refino en molino de laboratorio PFI, de la pasta de 

referencia y la tratada enzimáticamente, según las condiciones seleccionadas en función 

del diseño experimental realizado (0,1% carga de enzima - 90 min.). 

En la Figura 5.18. se puede observar la evolución del CSF en función de las 

revoluciones aplicadas en el molino PFI, de la pasta reciclada de referencia y con 

tratamiento enzimático. En todo el rango se verificó un grado de drenabilidad mayor 

para la pasta tratada con enzimas. 

En la Figura 5.19. se muestra el consumo específico de energía en función del 

tratamiento mecánico. Como se ve en la figura a partir de 2000 revoluciones de PFI, el 

consumo de energía de refino fue notoriamente menor para la pasta tratada con enzimas, 

(19% menos para 4000 rev. y 16% menos para 5000 rev. aproximadamente). 



82 


450 

400 

350 

300 

250 i 
200 l+- --"--i'--~-'I-"--'._,. 

EE(b) 

. -"",,_.--..., ---._,..., , 1 

01000 2000 3000 4000 5000 6000 

Revoluciones PFI 

Figura 5.18.: Curvas de refino: CSF vs. revoluciones en 
el PFI correspondientes a las pastas enteras reciclada 
(RE) y con tratamiento enzimático (EE(b». 
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Figura 5.19.: Curvas de refino: Consumo específico de 
energía en función de las revoluciones correspondientes a 
las pastas enteras refinadas reciclada (RE) y con 
tratamiento enzimático (EE(b». 

Como se observa en la Figura 5.20. , la pasta tratada con enzimas parte de un 

índice de tracción (IT) marcadamente mayor que la de referencia, alcanzando los 

mismos valores de IT con un tratamiento mecánico de 2000 revoluciones y un consumo 

de energía menor (8 % menos) . Al avanzar el tratamiento mecánico, la pasta tratada con 
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enzimas, desarrolló poca resistencia a la tracción incrementándose la diferencia en la 

pasta sin tratamiento. 

80 
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15 RE 

i 70 • EE(b) 
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Figura 5.20.: Índice de Tracción en función del consumo 
específico de energía correspondientes a las pastas 
enteras con refino, reciclada (RE) y con tratamiento 
enzimático (EE(b). 

La sordón de agua intrafibra (WRV¡) de la fracción F+ 100, tanto para la pasta 

tratada con enzimas, como la de referencia, muestra en la Figura 5.21. una relación 

proporcional a la densidad de dicha fracción, es decir la flexibilización en húmedo (38). 

Con el tratamiento mecánico para la pasta tratada con enzimas, se parte de un WR Vi 

mayor que la de referencia, pero no hubo prácticamente cambios del mismo ni de la 

densidad aparente. 

En esta figura se muestra además la evolución de la retención de agua total 

(WR Vt) la cual coincide para ambas pastas con el comportamiento descrito 

anteriormente. Considerando que la diferencia en ordenadas representaría la sorción 

interfibras y asociado estos a la fibrilación externa, es constante dicha sorción en todo el 

rango analizado. 

En la Figura 5.22. se observa que para la relación drenabilidad versus IT de las 

pastas enteras; se presentan curvas decrecientes, cuya pendiente es mayor para la tratada 

con enzimas presentando para un mismo IT de 67 Nm/g, 10 % más de CSF que la pasta 

de referencia. 
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Al aumentar el tratamiento mecánico, la drenabilidad cayó más rápido para la 

pasta tratada sin aumento notorio de resistencia, alcanzando la pasta de referencia, sólo 

con tratamiento mecánico, 11 % más de resistencia a la tracción a un CSF ~ 250 ml. 

1,7 o,
O RF-WRV(t) 

EF(11) - WRV(t) 

0,56 0,58 0,60 0,62 0,64 

Densidad Aparente (glcm3 
) 

Figura 5.21. Valor de retención de agua total e intrafibra 
de la fracción F+ 100 de las pastas refinadas de referencia 
y tratada con enzimas. 
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Figura 5.22.: Relación drenabilidad vs. índice de tracción 
de las pastas enteras refinadas de referencia y con 
tratamiento enzimático. 
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5.3. Conclusiones 

Sobre la base del trabajo experimental desarrollado con la enzima PERGALASE 

A40, se pueden resumir el siguiente comportamiento general: 

=> 	 El diseño experimental escogido permitió, a través de un número limitado de 

experiencias, el análisis de dos factores importantes (carga de enzima y 

tiempo) del tratamiento enzimático con Pergalase A40, sobre las propiedades 

papeleras de fibras celulósicas recicladas. 

=> 	 La presencia de actividad de endoglucanasa (CMCasa) es un pre-requisito 

para mejorar el drenaje, como fue comprobado en este trabajo y mencionado 

en (19). 

=> 	 Bajas cargas de enzima proporcionan una reducción en el contenido de finos, 

lo que conduciría a una mejora en la drenabilidad para los tiempos de 

tratamientos analizados. Este comportamiento de la fracción de finos 

corrobora, lo que se menciona en la bibliografia (10), el posible efecto de 

floculación para bajas cargas de enzimas. 

=> 	 Se alcanzaron para todos los casos mejoras importantes de drenabilidad 

determinadas como CSF, respecto al estado de referencia y las mayores 

ganancias se obtuvieron hacia los tratamientos con altas cargas de enzimas. 

=> 	 En cuanto a las propiedades de resistencia se puede decir que si bien la 

enzima produjo un importante descenso en el índice de rasgado, en todos los 

casos las pastas tratadas presentaron mayor resistencia a la tracción respecto 

al estado inicial. El tratamiento (carga 0,1% y 90 min.) produjo las mayores 

ganancias del Indice de Tracción (34%). En los diferentes tratamientos 

enzimáticos, las enzimas provocaron aumentos en la densidad aparente y 

resistencia a la tracción; y disminuciones en la resistencia al rasgado y 

coeficiente de dispersión de luz. 

=> 	 Las enzimas atacarían ciertas zonas accesibles de la celulosa, provocando 

hidrólisis de la misma, debilitando las fibras que colapsarían luego en la 

formación y secado de las hojas de laboratorio. Esto indicaría incrementos 

de la conformabilidad, lo cual es evidente con el aumento de la densidad, 
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resistencia a la tracción y disminución del coeficiente de dispersión de luz de 

la fracción fibrosa. 

:> 	 De acuerdo al tratamiento estadístico no se verificaron efectos significativos 

de los factores estudiados sobre las propiedades relacionadas a la estructura 

interna de la fibra, como el WRVi tanto de la pasta entera como de la 

correspondiente fracción fibrosa. Esto, en cierta manera, estaría confinuando 

lo mencionado en (37) que la acción enzimática aún en pastas químicas, 

estaría limitada a las superficies accesibles, es decir finos y a superficies más 

externas y poros accesibles de fibras largas. Estos autores mencionan que los 

tratamientos de pastas y maderas pueden ser considerados como una 

modificación específica superficial de las fibras. 

:> 	 Las observaciones en el microscopio óptico pennitió ver claramente la 

acción superficial de la enzima. 

=> 	 Para la pasta tratada con enzimas se verificó, durante el refino mecánico, un 

mayor b1Tado de drenabilidad y un consumo de energía menor, comparándola 

con la pasta de referencia. 
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ANEXO A 


DECODIFICACIONES DE LAS PROPIEDADES ANALIZADAS SEGÚN EL 
DISEÑO EXPERIMENTAL 

:> 	 El valor experimental del punto central (0,2 % - 60 min.) es el promedio 

de las tres experiencias realizadas. 

:> 	 Con las ecuaciones de regresión correspondiente a cada propiedad 

analizada se reemplazan las variables codificadas por las Ecuaciones 5.2. 

y 5.3.. 

:> 	 Luego despejando el valor de (pasta entera) ó EF (fracción fibrosa), 

se transforma con la Ecuación 5.1. a la unidad correspondiente, 

obteniéndose los resultados teóricos con cada par de factores analizados. 
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Decodificación para los Azúcares Reductores en el licor residual: 

o O 

30 
 1,0 1,00~1 

0,3 30 
 4,84,5 

0,1 2,790 
 3,6 

0,3 90 
 10,8 10,3 

0,05 60 
 1,0 1,2 

60 
 9,5 9,80~35 

0,2 15 
 1,7 1,0 

0,2 105 
 6,45,5 

0,2 60 
 5,5 5,5 

Decodificación para el CSF de la pasta entera: 

0,1 30 535 7,9 535 


0,3 30 570 18,5 590 


0,1 90 525 7,9 535 


0,3 90 600 18,5 590 


0,05 60 510 0,7 500 


0,35 60 580 16,5 


0,2 15 610 16,9 580 


0,2 105 560 16,9 580 


0,2 60 580 16,9 580 
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Decodificación para el WRVt de la pasta entera: 

0,1 30 1,71 1,91 1,76 

0,3 30 1,75 1,91 1,76 

0,1 90 1 6,80 1,85 

0,3 90 1,86 6,80 

60 

0,35 60 1,82 4,35 1,81 

0,2 15 1,77 0,69 1,74 

0,2 105 1,89 8,02 1,87 

0,2 60 1,84 4,35 1,81 

Decodificación para el % Finos: 

0,1 30 5,9 -54,0 5,3 

0,1 90 -54,0 5,3 

0,3 90 -36,9 7,3 

0,05 60 4,8 -58,3 4,8 

60 8,5 

0,2 -45,5 6,3 

0,2 -45,5 6,3 
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Decodificación para la Densidad Aparente de la pasta entera (EE): 

° ° 0,561 

0,1 30 0,603 7,4 

0,3 30 0,603 7,4 0,603 

0,1 90 0,611 7,4 0,603 

0,3 90 0,595 7,4 0,603 

0,05 60 0,619 9,8 

0,35 60 0,607 9,8 0,616 

0,2 15 0,590 5,5 0,592 

0,2 105 ° 5,5 0,592 

0,2 60 0,594 ,5 0,592 

Decodificación para el Indice de Tracción de la pasta entera (EE): 

°° 42,1 

0,1 30 52,2 

0,3 30 51,2 23,3 51,9 

0,1 90 56,6 33,4 56,2 

0,3 90 15,7 

0,05 60 51,9 25,5 52,8 

0,35 60 53,1 25,5 52,8 

0,2 15 45,8 7,2 45,1 

0,2 105 51,551,2 22,3 

0,2 60 48,3 14,8 48,3 
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Decodificación para el Indice de Rasgado de la pasta entera (EE): 

o 18,4O 

30 13,9 -23,6 14,1 

30 15,2 -23,6 14,1 

90 12,8 -31,0 

-390 

0,05 60 13,6 -27,3 13,4 

0,35 12,3 27,3 13,460 

15 13,8 14,421,7 

105 32,9 12,412,8 

60 13,5 27,3 13,4 

Decodificación para el CSF de la fracción fibrosa (EF): 

0,3 30 570 18,5 590 

0,1 90 525 7,9 535 

0,3 90 600 18,5 590 

0,05 60 510 0,7 500 

580 1 

0,2 15 O 16,9 580 

0,2 105 560 16,9 580 

0,2 60 580 16,9 580 
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Decodificación para el WRVt de la Fracción Fibrosa (EF): 

o 1,73O 

0,1 30 1,71 

0,3 30 1,75 1,91 

1,850,1 90 1,77 6,80 

0,3 6,80 1,851,8690 

4,3560 

4,35 1,810,35 60 

1,740,2 0,6915 

1,870,2 8,02105 1,89 

0,2 4,3560 1,84 1,81 

Decodificación para el Indice de Tracción de la fracción fibrosa (EF): 

o O 38,1 

0,1 30 47, 47,3 

0,3 30 42,7 

0,1 32,290 50,7 50,4 

0,3 90 21,1 46,1 

0,05 40,060 47,0 

0,35 23,460 46,2 47,0 

0,2 15 9,5 41,744,2 

0,2 47,2 1,5 

15,560 42,8 
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Decodificación para el Indice de Rasgado de la fracción fibrosa: 

° ° 17,7 

-16,3 14,8 

0,3 -15,8 16,4 

14,5 

-27,7 11,9 

0,05 60 

13,7 

0,2 15 -21,4 

0,2 105 14,2 -28,7 14,2 

60 

Decodificación para el Coeficiente de dispersión de luz de la fracción fibrosa: 

0,1 

30 19,3 -5,8 

90 18,9 -9,1 14,5 

90 18,5 9,1 11,9 

0,05 

0,35 60 19,4 

15 -4,9 12,0 

0,2 -10,0 

0,2 60 
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