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RESUMEN

El consumo de papel alcanza 200 a 300 kg per capita en paises industrializados. La mayor
parte de la pulpa de papel utilizada en su elaboracion, se obtiene por procesos de pulpeo y
blanqueo de las fibras. Estos procesos generan efluentes, que poseen un alto contenido de
compuestos organoclorados, y representan un peligro para la salud. Por lo que se requieren
alternativas de blanqueo que no presenten estos riesgos. Algunas de estas alternativas
plantean el uso de sistemas enzimaticos y mediadores redox, para llevar a cabo la oxidacion

de lignina en pulpa de papel.

En este trabajo, se desarroll6 un procedimiento que combind la deslignificacion de pulpa de
papel en un proceso de preoxidacion, utilizando el mediador redox ABTS> (acido 2,2°-3-
etil benzotiazolin-6-sulfonico) y el proceso organosolv. Se evalu6 la disminucion de lignina
en pulpa de papel por parte del proceso organosolv, se realizdé la caracterizacion del
mediador redox ABTS® espectroscopica y electroquimicamente asi como la oxidacion
enzimatica y quimica del mismo con peréxido de hidrégeno en medio acido, con el que se
alcanz6 una eficiencia de oxidacion cercana al 100 %. El ABTS™ fue utilizado como un
tratamiento previo al proceso organosolv, para la deslignificacion de pulpa de papel. Con
este proceso combinado, se alcanzo la disminucion del numero kappa por arriba de 50

unidades.
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Introduccion

CAPITULO 1

INTRODUCCION

La demanda de celulosa y derivados de lignina ha cobrado gran importancia en los tltimos
afos, tan solo hasta el afio 2001, el consumo de celulosa en forma de papel alcanzé 200 a
300 kg per capita en paises industrializados, tal demanda es satisfecha gracias a la
produccion de paises como Estados Unidos, Canad4d y China, asi como Brasil, Chile,
Uruguay y Argentina. A pesar de que la produccion de pulpa ha crecido aceleradamente en
paises como Indonesia y Sudafrica, son pocos los paises que pueden competir con los bajos
costos de produccion de Brasil. En México, carecemos de una industria de pulpa y papel
propia, pues la mayor parte de la celulosa que se comercializa, se debe a la importacion en
forma de papel periddico reciclado proveniente de los Estados Unidos de Norteamérica

[19].

Parte de la pulpa de papel disponible en el mercado, se obtiene durante los procesos de
pulpeo, por medio del proceso organosolv, que consiste en la hidrdlisis de la lignina en
presencia de solventes orgénicos; principalmente alcoholes: como metanol, etanol y
butanol, empleando altas temperaturas (160-200°C) [1]. A pesar de ser un proceso que
presenta ventajas como: la facil recuperacion de subproductos, la reutilizacion de solventes
empleados, bajas descargas de contaminantes en los efluentes y facil blanqueo de la pulpa
obtenida, no es muy utilizado a nivel industrial, debido a que es mas facil operar este

proceso a pequefia escala, mientras que la demanda de celulosa obedece a escalas mucho
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Introduccion

mayores [2,3]. No obstante, la mayor parte de la celulosa que se encuentra en el mercado,
se obtiene por un proceso alcalino conocido como kraft. La celulosa que se obtiene a partir
de este proceso es de muy buena calidad, a pesar de esto, requiere de procesos de blanqueo
posteriores. Estos procesos implican el uso de algunos agentes quimicos como el cloro y el
dioxido de cloro (CIO;), que genera compuestos organoclorados toxicos, liberados al
ambiente en los efluentes. Como una medida para mejorar las condiciones del blanqueo, se
han empleado otros agentes como: el ozono, perdxido de hidrogeno y el oxigeno. Sin
embargo, los costos que implica el uso de agentes blanqueadores como éstos, encarecen un

producto que debe ser de bajo costo [6].

Durante la década de 1980’s comenzd el auge de la investigacion de sistemas bioldgicos
con capacidad para degradar la lignina, que es el polimero responsable de la coloracion
marrdon de la madera y celulosa. El uso de hongos de podredumbre blanca, no mostro
resultados muy alentadores para su uso a nivel industrial, pues la tasa de reaccion del
consumo de lignina por parte de los hongos es sumamente baja y esta sujeta a condiciones
de inocuidad y esterilidad dificiles de controlar. Sin embargo, se identificaron tres
principales grupos de enzimas presentes en hongos como P. Chrysosporiumy T. versicolor
[4] que son responsables de la fragmentacion de las estructuras de lignina y la formacion de
compuestos de bajo peso molecular a partir de ellas. Las enzimas identificadas se conocen

como: Lignina peroxidasas, Manganeso peroxidasas y Lacasas [5].

Las Lignino-peroxidasas (LiP) son glicoproteinas con un grupo hemo en su sitio activo.

Poseen un peso molecular entre 38-43 kDa y catalizan la oxidacion de compuestos

19



Introduccion

fenolicos y no fendlicos, aminas y éteres aromaticos [6]. Por otra parte, las manganeso
peroxidasas (MnP), también poseen un grupo hemo en su sitio activo [7], y se sabe que so6lo
catalizan la oxidacion de las unidades fendlicas de la lignina [5].

Tanto la LiP como MnP son dependientes de la presencia de perdéxido de hidrogeno para
llevar a cabo la oxidacion de lignina, lo que ha limitado su aplicacion en sistemas de
deslignificacion, aunque los estudios con MnP y su posible aplicaciéon en procesos de

blanqueo continuan [8].

Las lacasas son glicoproteinas extracelulares, que catalizan la oxidacion de compuestos
aromaticos. Estas enzimas poseen cuatro atomos de cobre en su sitio activo que pueden ser
de tres tipos: T1, T2, y T3 [9]. Los sitios T2 y T3 forman un conjunto de tres ntcleos en el
que el oxigeno molecular se reduce para formar agua, mientras que el sitio T1 oxida al
sustrato reducido y transfiere los electrones a T2 y T3 [10]. Sin embargo, las lacasas no son
capaces de llevar a cabo la deslignificacion de pulpa de papel por si solas. No obstante, se
sabe que empleando compuestos de bajo peso molecular, conocidos como mediadores
redox, se puede llevar cabo la reaccion [11,12]. Estos mediadores son directamente
oxidados por la enzima y una vez oxidados, actiian sobre la lignina haciendo el papel de
transportadores de electrones o mediadores, como lo indica su nombre. Este conjunto de
elementos de los que forman parte la enzima, el mediador y el sustrato (lignina) se
denomina comunmente Sistema-Lacasa-Mediador (SLM) y entre los mediadores mas
empleados, se encuentra el acido 2,2°-3-etil benzotiazolin-6-sulfénico (ABTSz') [11,13,14,
15,16]. El Sistema-lacasa-Mediador funciona en disolucion acuosa, asi, el ABTS? accede

al sitio activo de la enzima, se oxida y es capaz de oxidar a la lignina en un ciclo que se
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repite continuamente, siempre que la enzima esté presente en la disolucion, para llevar a

cabo la reoxidaciéon del ABTS* [11].

El ABTS” se oxida en dos etapas, mediante la extraccion de un electron en cada una de
ellas, en las que se forma el radical ABTS” y ABTS" respectivamente (figura 2.7.1), pero
en presencia de la enzima lacasa, solo se oxida hasta ABTS™ [17]. La oxidacion del ABTS™
puede llevarse a cabo no so6lo por el SLM, sino por distintos medios. Una de las premisas
utilizadas en este trabajo, fue oxidar el ABTS” con perdxido de hidrogeno en medio 4cido
en ausencia de la enzima lacasa, empleando el resultado de esta reaccion, durante la

oxidacion de lignina presente en pulpa de papel no blanqueada.

El presente trabajo propuso la oxidacion de ABTS”, inicialmente con enzima inmovilizada,
para facilitar la recuperacion y reutilizacion de la misma. Posteriormente se realizd la
oxidacion de ABTS® con peréxido de hidrégeno, como una alternativa al uso de la enzima
inmovilizada. El ABTS™ obtenido con los métodos anteriores, se empled como oxidante de
la lignina a manera de un pretratamiento que permitiera mejorar el grado de
deslignificacion que se llevd a cabo por un proceso organosolv, a fin de disminuir los
costos asociados a las condiciones en las que normalmente que se lleva a cabo. El proceso
organosolv, que se emplea comunmente durante los procesos de pulpeo, se empled en el

presente trabajo como una alternativa aplicable a procesos de blanqueo.

Asi, se realizd6 una evaluacion del tiempo en el que se obtuvo el mayor grado de

deslignificacion por parte del proceso organosolv, expresado por medio del nimero kappa,
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que es una medida indirecta de la cantidad de materia susceptible a la oxidacion, que
permanece en pulpa de papel. Ademas, se realizdé la evaluacion de la deslignificacion
expresada como la disminucion del nimero kappa en pulpa de papel no blanqueada, que
fue tratada con ABTS™ acoplado a un proceso organosolv, empleando butanol y una
disolucion 1 M de NaOH. De esta forma, el presente estudio pretendié disminuir el tiempo
de reaccion de lignina de pulpa de papel por medio un proceso organosolv, utilizando al
mediador ABTS? para blanquear fibras de celulosa en tiempos de reaccién mas cortos en

presencia de butanol.
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CAPITULO 11
ANTECEDENTES

2.1 DEMANDA DE CELULOSA A NIVEL MUNDIAL

La industria productora de celulosa ha crecido considerablemente, sobre todo en paises
como Estados Unidos, Canad4 y China, asi como Brasil, Chile, Uruguay y Argentina. La
razon de esto es el considerable incremento de la demanda mundial de celulosa que es
empleada principalmente en la fabricacion de carton y papel de diversos tipos. Alrededor
del mundo existen un gran nimero de empresas dedicadas a la produccion de celulosa.
Algunas compainiias como Svenska Cellulosa Aktiebolaget, Arauco, Aracruz y Shell
compiten por ofrecer los mejores precios de venta [18], mientras que Veracel, una
productora de celulosa de origen brasilefio, se vislumbra como la empresa que ofrece los
costos mas bajos que oscilan en 120 dodlares la tonelada de celulosa, contra un precio de
320 dolares por tonelada que ofrece Estados Unidos y 400 en la peninsula Escandinava,
segin informacion de Agora Senior, una correduria de Rio de Janeiro [19]. Los costos de
obtencion de celulosa varian en un margen amplio, debido principalmente a los procesos de
deslignificacion que sigue la madera para la formacion de pulpa de papel, y el proceso de
blanqueo adicional requerido para la obtencion de celulosa lista para la fabricacion de
papel. Por lo tanto, los costos estan en funcion del estado deseado de las fibras para su
comercializacion y el uso que se les dara. Es decir, la celulosa requerida en la fabricacion

de papel periodico es considerablemente mas econémica que la empleada en la fabricacion
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de papel para oficina ademds de que en nuestro pais, su importacion esta libre de aranceles

[19].

2.2 FUENTES DE OBTENCION DE CELULOSA

Las fibras de celulosa se obtienen de diversas fuentes vegetales como: el lino, el cafiamo y
yute de las que se obtienen fibras llamadas liberinas o de corteza. Por otra parte, las fibras
de tallo o herbaceas son aquéllas que provienen de fuentes como: la paja, el bambu, el
bagazo de cafia y rastrojo de maiz. Existen también las fibras de hoja, que provienen: del
sisal, el henequén y la pita [20]. Sin embargo, todas estas fuentes de fibra tienen una
desventaja en comun, y es que poseen un porcentaje muy alto de tejido parenquimatoso y
de almacenamiento de nutrientes, que son utilizadas por las plantas, pero disminuyen el
porcentaje de pulpa disponible, a un 30 %, con respecto a los demds componentes
estructurales de la planta, convirtiéndolas en fuentes poco recomendables de obtencioén de
celulosa. Las fuentes que representan una mejor alternativa son algunas plantas
pertenecientes al grupo de las angiospermas y gimnospermas. Las gimnospermas agrupan a
los arboles coniferos y estan representadas por el género Pinus sp, mientras que las
angiospermas se ven representados por el género Eucalyptus sp, y agrupa a las plantas
latifoliadas de semillas dicotiledoneas [20]. Existe un término técnico asignado a cada
grupo, en donde se denomina como softwood o madera blanda, a aquélla que proviene de
arboles coniferos; y hardwood, o madera dura a la que proviene de arboles latifoliados

como el eucalipto [4]. La presencia y el porcentaje de componentes estructurales de la
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madera varia de acuerdo al tipo de la misma, sin embargo existe una idea muy clara de que

son tres los componentes que se presentan en todos los casos [6].

2.3 ESTRUCTURA DE LA MADERA

La madera esta compuesta principalmente por: celulosa, hemicelulosa y lignina. Las tres se
encuentran distribuidas en mayor o menor medida en todos los niveles que componen la
pared celular: lamina media, pared celular primaria y paredes celulares secundarias S;, Sy y
S;. La figura 2.3.1 muestra un esquema de la pared celular vegetal y la direccion en la que

se orientan las fibras de celulosa en cada una.

Matriz de la pared
celular
-
=3
Pared celular
secundaria
::.-
et

Pared celular
primaria

Figura 2.3.1 Esquema de la pared celular vegetal y orientacion de las fibras de celulosa en cada nivel [53].

25




Antecedentes

La celulosa es el principal componente de la madera, pues alcanza hasta el 50 % de su peso
total. Estd formada por cadenas de B-D- glucopiranosa unidas por enlace glicosidico tipo -
(1,4), ordenadas en forma lineal, que al empaquetarse alterna zonas de arreglo cristalino y
amorfo dando origen a microfibrillas y macrofibrillas, que componen la pared celular

secundaria de las células vegetales [7]. La figura 2.3.2 muestra la estructura de la celulosa.

fnatsalnaial

CH,OH CH,OH

Figura 2.3.2. Estructura de la celulosa [54].

La hemicelulosa en cambio, es un polimero ramificado y amorfo formado principalmente
por azucares pentosas, cuya composicion varia de acuerdo con la madera de origen. Las
hemicelulosas de maderas frondosas de plantas latifoliadas angiospermas son abundantes
en xilanos y glucomananos; mientras que las hemicelulosas de maderas de gimnospermas
son abundantes principalmente en galactomananos y pectinas. La hemicelulosa se
encuentra principalmente en la pared celular secundaria en los intersticios que forman los
arreglos microfibrilares de la celulosa. Algunos de los productos que se obtienen por la
degradacion de hemicelulosas son los furfurales, glicerol, sorbitol, xilitol, acetona y etanol
[21].

La lignina por su parte, es un polimero que constituye el principal soporte estructural de las

plantas ya que se halla principalmente en la 1amina media de las células vegetales lo que le
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permite funcionar como un adhesivo entre ellas. Ademds, se encuentra unida
covalentemente a la hemicelulosa de la pared celular secundaria [7]. Es un polimero
tridimensional formado mediante un proceso de polimerizacion deshidrogenativa a partir de
tres monodmeros cuya proporcion es variable y caracteristica de los distintos tipos de
maderas. Los tres monomeros que constituyen el esqueleto de la lignina son: alcohol trans-
coniferilico, alcohol trans-p-cumarilico y alcohol trans-sinapilico [22].

La figura 2.3.3 muestra la estructura de las tres unidades mondmeéricas constituyentes de la

lignina.
CH,OH CH,OH CH,OH
T T T
CH CH CH
OCH; OCH, OCH;
OH OH OH
Alcohol coniferilico Alcohol p-cumarilico Alcohol sinapilico

Figura 2.3.3 Estructura de los tres alcoholes constituyentes de la lignina.

La reaccion de polimerizacion que se lleva a cabo, durante la formacion de la lignina, da
origen a una de las grandes controversias que giran alrededor de su estructura. Debido a que
su sintesis es aleatoria, existen distintas propuestas de estructura de lignina, en funcion del

tipo de madera. El modelo de lignina generalizado se muestra en la figura 2.3.4.
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La estructura que se muestra en muchos textos es solo representativa, ya que la proporcion
en la que se presentan los tres alcoholes varia de acuerdo con la madera empleada. Asi, la
lignina que proviene de plantas gimnospermas como el pino posee mas unidades

condensadas entre si que la lignina de angiospermas [20].

o-n-n

§HzOH
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HE OCH3 HGE—————©0
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HzCO O CH20H H2F°H HzCO
O ‘I:H HC . c—————0
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H3CO @ @ OCHg3
OH oH[o-c]

Figura 2.3.4. Estructura generalizada de lignina [20].

Estas unidades condesadas, que poseen enlaces en posicion orto y meta entre anillos
aromaticos, dificulta aun mas la ruptura de las grandes estructuras de lignina, cuando se
tiene como fin retirarlas durante algunos de los procesos de pulpeo, que se llevan a cabo,

por ejemplo, durante la elaboracion del papel. El mecanismo de reaccion que sigue el
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rompimiento de las estructuras de lignina durante los procesos de pulpeo, varia de acuerdo
con las condiciones de reaccion. Mientras que en las reacciones que se llevan a cabo en
medio fuertemente acido, prolifera el rompimiento de las uniones o-—aril y arilglicerol- -
aril eter, en medio alcalino, se rompen principalmente los enlaces f—o-4 de las unidades

fenolicas [20].

2.4 PROCESOS DE PULPEO Y DESLIGNIFICACION

La transformacion que sufre la madera durante la elaboracion de papel comienza cuando se
retira la corteza de los arboles, se les astilla y tamiza para homogeneizar el tamafio de
particula, para ser sometidos al pulpeo. Se define como pulpeo, al proceso o grupo de
procesos que tienen como fin la separacion de las fibras de celulosa, que se llevan a cabo
bajo distintas condiciones, segin el uso y destino que tendran las fibras obtenidas [23]. La
diversidad de estas condiciones dio origen a los distintos procesos industriales de pulpeo.
Tales procesos se clasifican en dos grupos: procesos mecanicos y quimicos. Los procesos
mecanicos se definen como la transformacion de la madera al estado fibroso por medios
mecanicos, generalmente por trituracion de las astillas o por el rasgado de las fibras. Son
conocidos también, como procesos de alto rendimiento, debido a que la pérdida en peso de
la pulpa es minima o nula, pues la lignina y demas componentes nunca se eliminan de las
fibras [20]. Los procesos quimicos involucran el cocimiento de la madera, en presencia de
cualquier agente quimico capaz de remover eficientemente la lignina y otros componentes
de la madera. Estos procesos permiten aislar selectivamente las fibras de celulosa, que son

de mayor longitud que en los procesos mecanicos, ademas de obtener la eliminacion
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efectiva del 90 % del resto de los componentes presentes en la madera. Una variante de los
procesos quimicos son los denominados semiquimicos, que es el ablandamiento inicial de
la madera empleando agentes quimicos seguidos de un tratamiento mecénico [18]. Es
importante hacer notar que, ademas de las diferencias antes mencionadas, la esencia de los
procesos quimicos es que buscan la separacion de las fibras de celulosa por medio de la
eliminacion total de la lignina que las une, mientras que en los procesos mecanicos no es
necesario eliminarla, por el contrario debe mantenerse en su sitio. Cada proceso persigue
objetivos distintos en funcion de las caracteristicas deseadas del producto, de tal forma que
los mas empleados en la elaboracion de papel son los procesos quimicos. La figura 2.4.1

muestra un diagrama global de la elaboracion de papel.

= Descortezado E- P Adtillado ) : Tamiado :

— : : Recuperacionde : = puipeo £

: Derivadosde : © wbproducio+ N I &

:  lgnma = : ~ L
:  lavadode ¢
2 pupa

S premsado : = = lavadode B
= cagay = Secadoy =
= relleno S - ; tncolado : - = corte =

Figura 2.4.1 Diagrama del proceso global de elaboracion de papel. La recuperacion de subproductos
esta sujeta al tipo de pulpeo realizado.
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Durante el pulpeo quimico, se introducen grandes cantidades de astillas de madera en
reactores de acero inoxidable, dentro de los cuales se lleva a cabo su digestion bajo
condiciones de reaccion variables. La gran diversidad de estas condiciones, da origen a
varios tipos de procesos quimicos, que difieren inicialmente en la naturaleza del agente
quimico empleado. De la diversidad de procesos existentes sobresalen dos principales, que

son el proceso kraft y el organosolv [24].

2.4.1 Proceso kraft

Actualmente, es el proceso de pulpeo quimico mas empleado industrialmente. Sus
bondades, se hallan en la integracion global del proceso; desde los desechos del
descortezado de la madera, que pueden ser empleados como combustible en la generacion
de vapor en procesos a gran escala [23,25], hasta la recuperacion del alcali empleado
durante la reaccion por medio de la caustificacion de las lejias negras. Durante la digestion
de las astillas, que se lleva a cabo a 160 ° C, dentro de reactores de acero inoxidable, se
utiliza sulfuro de sodio e hidroxido de sodio como agentes de deslignificacion, en una
disolucion conocida como lejia blanca [23]. Durante la digestion, se lleva a cabo la
eliminacion de la lignina, por medio del rompimiento de los enlaces $-0-4, que une a los
anillos aromaticos y logra romper algunas de las unidades condensadas de lignina, que son
de dificil degradacion. Al término del proceso, se obtiene como producto una pulpa de
papel con fibras de celulosa larga y resistente, que se debe retirar y lavar para eliminar
residuos de la mezcla de reaccion resultante, denominada lejia negra. Por medio del

calentamiento y caustificacion de la lejia negra, es posible recuperar los reactivos de la lejia
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blanca o bien, recuperar los productos de degradacion de lignina y hemicelulosa como
fenoles, vainillina, sorbitol y furfurales [21]. Asi mismo, la pulpa obtenida, debe pasar por
un proceso de blanqueo para su utilizacion en la elaboracion de papel. La figura 2.4.1.1

muestra un diagrama general del proceso kraft y la recuperacion de reactivos.

a blanqueo
Descorfezado : _____pasta cruda T
madera | | astillas > Coccion > Lavado de Pasta
i lejia
Na OH negra
Na,S y
lejia
CaCO —— verde
CO, 3 Caustificacion | +——— | Hornode
— - Na CO Recuperacion
NaZS ’
CaO 2
orno de
Cal

Figura 2.4.1.1 Diagrama general del proceso kraft [20]

Sin embargo, a pesar de las ventajas antes mencionadas, el proceso kraft posee el
inconveniente de proveer pulpa de papel demasiado oscura, debido a la adsorcion que
presenta, por el contacto continuo de la misma, con los licores negros durante la coccion
dentro del reactor. Ademas, la capacidad requerida de la planta, asi como las multiples
etapas del proceso, requieren instalaciones complejas y sumamente costosas. Un ejemplo
representativo es la planta CELGUA (Celulosa de Guatemala) construida en el afio 1982
con fondos privados y que requirid una inversion de 119 millones de dodlares, para una

capacidad instalada de 250 mil toneladas de pulpa de celulosa al afio, capacidad que hoy en
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dia resulta minima, a comparacion de las modernas plantas de Brasil, con capacidad de un
millon de toneladas de pulpa de celulosa al afo. Esta limitante orillé a empresarios a buscar
otras alternativas de pulpeo quimico que les permitieran satisfacer la demanda existente de

pulpa de papel, con menor inversion fija [20].

2.4.2. Proceso organosolv

El proceso organosolv, es un procedimiento de pulpeo que consiste en la hidrélisis de la
lignina presente en pulpa de papel, utilizando solventes organicos, principalmente
alcoholes: como metanol, etanol y butanol, y empleando altas temperaturas (160-200°C)
[1]. Al igual que el proceso kraft, se lleva acabo dentro de reactores de acero inoxidable,

debido a las condiciones de reaccion y a las presiones que se generan dentro del reactor.

Inicialmente fue propuesto como una alternativa al proceso kraft [26] por una tendencia al
alza de la “economia de escala”, pero fue descartado poco tiempo después, por no presentar
aptitudes para ser considerado un proceso industrial. La investigacion con respecto a la
aplicacion del proceso organosolv en el pulpeo de la madera, fue retomada en fechas
recientes, pues se encontrd que posee caracteristicas que le dan ventajas sobre el proceso
kraft; entre las que se encuentran: la obtencion de celulosa de facil blanqueo, la formacion
de productos derivados de lignina de alto valor agregado y menores costos de inversion por
concepto de instalaciones adecuadas al proceso [21]. Las instalaciones que requiere una
planta productora de celulosa kraft, implica inversiones mas altas que las necesarias para un

proceso organosolv, debido a que el proceso de recuperacion demanda un mayor nimero de
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operaciones unitarias. Asi, una planta con instalaciones convenientes requiere producir
grandes volumenes de pulpa para ofrecer precios competitivos y disminuir el tiempo de
recuperacion de la inversion, mientras que el proceso organosolv demanda instalaciones
con menor complejidad y como consecuencia, requiere una menor inversion, ademas de
que las instalaciones empleadas en el proceso kraft, pueden adecuarse a las condiciones que

requiere el proceso organosolv [27]

La variedad de las condiciones de operacion del proceso organosolv, y especialmente el

tipo de disolvente que se emplea, da origen a algunos de los procesos derivados, que son:

*ALCELL, organocell y ASAM. Emplean alcoholes, principalmente metanol o etanol como
disolventes y la catalisis se puede realizar en medio acido (ALCELL) [28] o medio alcalino

(organocell) [29].

*MILOX. Emplea acido formico y peroxido de hidrogeno en disolucion acuosa y alcoholes

[26].

Holtzapple et al., 1984 estudio el efecto del butanol como solvente de catalisis, y observo
que las mejores condiciones de deslignificacion se encuentran en medio alcalino (pH= 14)

y temperaturas entre 160 °Cy 190 °C.

Las condiciones de operacion de cada proceso definen también la clase de productos que

se obtienen de el, modificando la composicion del licor negro obtenido. Los compuestos
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que se encuentran con mas frecuencia en los licores recuperados de un proceso organosolv,
presentan grupos aromaticos, grupos carboxilos y grupos fendlicos con sustituyentes
hidroxilos, entre otros. Dentro del reactor, se presentan fendomenos de condensacion de los
anillos aromadticos de la lignina, asociacion estereoregular, interacciones hidrofébicas y
uniones por transferencia de carga [30]. Estos fendmenos de condensacion, se presentan no
solo en la lignina que esta en la fase liquida, sino en la que se encuentra aiin enlazada a la
celulosa, por lo que el contacto prolongado con la mezcla de reaccion favorece la
reasociacion de la lignina disuelta con la lignina residual en la celulosa [29] . La figura

2.4.2.1 muestra un esquema global del pulpeo de madera empleando el proceso organosolv.

Blanqueo
Digestion T
> Lavado
Madera » Descortezado de
—_— pulpa
Vapor
Desechos » Caldera Columna
de
l destilacion

Recuperacion de
subproductos

Figura 2.4.2.1. Esquema global del pulpeo de madera por medio del proceso organosolv
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Las modernas plantas productoras de celulosa, poseen capacidad para producir 1000,000.00
ton/afio de pulpa de papel. Para satisfacer la necesidad de energia destinada al
calentamiento, se emplea vapor generado en grandes calderas instaladas en la misma planta
[23]. Las calderas utilizadas en la industria papelera son generadoras de vapor meramente
incidentales pues su principal uso, es como unidades de recuperacion quimica. Las nuevas
politicas ambientales y econdémicas a nivel mundial, sugieren el uso integrado de los
recursos, por lo que el uso de estas calderas es sumamente oportuno para las compaiias
papeleras que llevan a cabo el proceso completo de elaboracion de papel, desde el talado de
los arboles, pues para la generacion del vapor, pueden utilizarse distintos combustibles que
provienen incluso de la materia prima que emplean. La generacién de vapor en un horno de
recuperacion de una fabrica se encuentra entre 4,500 a 6,000 Kg/ ton de pulpa de papel. El
vapor que se genera es el necesario para el proceso de pulpeo, que se lleva a cabo entre los

140 °Cy los 170 °C [23].

Sin embargo, las fibras de celulosa obtenidas, sin importar de qué proceso de
deslignificacion provengan, poseen siempre una cantidad de lignina residual que confiere a
la pulpa un color marrén debido a la presencia de grupos croméforos de la lignina. Esta
lignina residual, debe ser eliminada total o parcialmente para su uso en la fabricacion de
papel. Los procesos posteriores al pulpeo, que contribuyen a la eliminacion esta lignina, se

denominan procesos de blanqueo [23].
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2.5 PROCESOS DE BLANQUEO

Los procesos de blanqueo se encargan de remover la lignina que se encuentra unida a las
fibras de celulosa y que no es posible eliminar durante el pulpeo. El blanqueo con remocion
de lignina, se aplica unicamente a pulpas quimicas debido al bajo contenido de lignina que
presentan, ya que las pulpas mecéanicas de alto rendimiento emplean blanqueo con
preservacion de lignina, aunque presenta el inconveniente de la reversion del color marron
caracteristico de la lignina. El blanqueo de pulpa se realiza por reaccion de la lignina con
agentes oxidantes como el cloro y algunos de sus derivados, oxigeno, peréxido y ozono; o
bien con agentes reductores como hidrosulfito de sodio, bisulfito de sodio, borohidruro de
sodio y tiosulfato de sodio aunque los agentes oxidantes son los mas empleados [20].

Los agentes blanqueadores de pulpa de papel de primera generacion empleaban cloro
elemental o hipoclorito de sodio que es capaz de reaccionar con lignina por adicion de cloro
a los dobles enlaces en la cadena alifatica o por sustitucion aromatica, con una relacion

estequiométrica de tres moles de cloro por unidad de fenil-propano.

El uso de estos agentes quimicos, ademas de los inconvenientes técnicos que presenta bajo
ciertas condiciones como es la reversion del color de las fibras, representan también un
gran problema de salud, pues durante las reacciones de sustitucion se generan compuestos
organoclorados en los efluentes, principalmente en la fraccion de bajo peso molecular.
Algunos de estos compuestos como el 2,3,7,8 tetracloro-p-dibenzodioxina (2,3,7,8 TCDD)
se encuentran listados en el grupo carcinogénico I de la Agencia Internacional de

Investigacion sobre el Cancer (IARC) por sus siglas en inglés y mucho se sabe ya de los
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dafios causados por este, como es el caso de su acumulacion en el organismo. Debido a esto
en los ultimos afios se han buscado nuevas estrategias de blanqueo que permitan facilitar el

control de procesos y disminuir costos, asi como prevenir los posibles dafios a la salud [31].

Algunas industrias adoptaron la tecnologia “libre de cloro elemental” (elemental chlorine-
free por sus siglas en inglés ECF) que consiste en la adicion de didxido de cloro y que
representa a la segunda generacion de agentes blanqueadores. No obstante, la tecnologia
ECF presenta algunos de los mismos problemas que su predecesora. La tercera generacion
de agentes de blanqueo se conocen como tecnologia “totalmente libre de cloro” (total
chlorine-free por sus siglas en inglés TCF) que emplea peroxido, oxigeno u ozono [13,24].
Esta tecnologia ha asido adoptada por un gran numero de empresas a nivel mundial, entre
las que se encuentra CMPC y Arauco, ambas originarias de Chile [18]. Sin embargo, a
pesar de las grandes ventajas que representa el proceso TCF en cuestion de eficiencia de
blanqueo, (una disminucion cercana al 90% de la lignina residual) asi como la menor
liberacion de compuestos organoclorados a los efluentes, resulta ser una tecnologia
sumamente cara e impractica pues se requieren secuencias de blanqueo y extraccion

combinadas en las que se emplean cada una de las tecnologias en diferentes etapas [32].

La tabla 2.5.1 muestra algunas de las secuencias de blanqueo empleadas industrialmente y

las condiciones bajo las que se llevan a cabo.

38



Antecedentes

Secuencia Etapa Reactivos
C Cl,
E NaOH
A H NaOCl
D ClO,
E NaOH
(0] ClO,
(0] 0,+NaOH
D4oCoo ClO,, Cl,
B EO NaOH+H202
D ClO,
E+P NaOH+H,0,
D CIlO,
(6] 0,+NaOH
X EDTA
C E+P NaOH+ H,0,
D ClO,
E+P NaOH+202
D CIO,

Tabla 2.5.1 Algunas de las secuencias empleadas durante blanqueo de pulpa de papel.
Donde C = Cloro, E = extraccion, D = diéxido de cloro, H = hipoclorito, O = oxigeno,
P = perdxido. Fuente: E.Sjostrom [20]

2.5.1 Variables de control del proceso de blanqueo

Son cuatro las principales variables que se controlan durante los procesos de pulpeo y

blanqueo. Tales variables son el brillo, la viscosidad, la lignina Klason y el nimero kappa.

El brillo es una caracteristica de la pulpa de papel sumamente dificil de manejar, pues el
valor de compra de las fibras de celulosa obtenidas después de un proceso de blanqueo
depende en gran medida de esta variable y cobra gran importancia durante la elaboracion
del papel. El uso de peroxido de hidrogeno ha sido difundido y planteado como una
alternativa de uso industrial, pero vuelve a oscurecer las fibras después de un tiempo, a este
fenémeno se le conoce como reversion del color [33]. Por su parte la viscosidad es una
medida de la resistencia y el tamafio de las fibras y dicta el tipo de productos que seran

elaborados a partir de ellas [33], es relevante después de los procesos de pulpeo. Por otra
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parte, la lignina Klason es un procedimiento que se basa en el contacto de la pulpa con
disoluciones de acido sulftrico al 72 % y proporciona determinaciones cuantitativas de la
cantidad de lignina real que permanece en pulpa [23]. Sin embargo, al ser un método tan
selectivo, no es util como variable de control, pues algunos de los componentes que
proporcionan la coloracion marron caracteristica de la madera, no son lignina, sino acidos

hexeurodnicos para los que Klason no es un método sensible [28].

No obstante, el numero kappa es la variable en funcién de la cual se han comparado los
resultados de muchos trabajos de investigacion [11,12,16] y se emplea regularmente como
control de proceso durante la elaboracion de pulpa de papel ya que no es selectivo a ninglin
componente como el método Klason. El numero kappa se define como “El numero de
centimetros cubicos consumidos de una solucion de permanganato de potasio 0.1 N por un
gramo de pulpa libre de humedad” [22]. Esta determinacion se lleva a cabo empleando una
util valoracion volumétrica por retroceso con KMnO4 0.1 N y KI utilizando una solucion
0.2 N de tiosulfato de sodio (Na,S,03) como agente reductor, donde los moles de

permanganato que se valoran, son aquellos que no reaccionaron con la lignina de pulpa.
Es un método que nos permite conocer de manera indirecta, la cantidad de materia oxidable
presente aun entre las fibras de la pulpa. El fundamento de esta determinacion es la

reaccion que lleva a cabo el KMnO4 con KI en medio acido:

16 H +2MnO; +10I —— 2Mn?" +51, +8 H,0
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En donde se obtiene yodo como uno de los productos, el yodo reacciona con Na,S,03

formando el 16n tetrationato y yoduro:

L + 285,0;% —> 2 + 8406 ~

Cerca del punto de equivalencia de la reaccion, se utiliza una disolucion de almidon soluble
como indicador del punto final de la titulaciéon. De esta forma, es posible relacionar
directamente el consumo de tiosulfato con la cantidad de lignina presente en la pulpa,
considerando que esta sera equivalente a la diferencia entre el total de permanganato
adicionado y el que se determina mediante la prueba. Por lo tanto, es posible estimar el
numero kappa resultante, solo conociendo las relaciones estequiométricas correspondientes,
que indican que por cada 2 moles de i6n manganato (MnOy) se requieren 10 moles de

tiosulfato [55].

2.6 ALTERNATIVAS DE BLANQUEO

Las tecnologias que han surgido como alternativas al uso de hipoclorito son muy diversas,
desde sistemas quimicos muy sencillos, hasta el uso de complejos sistemas de multiples
etapas que involucran procesos mecanicos acoplados que, sin embargo, no representan una
mejora considerable en la blancura de la pulpa, y si un incremento en la inversion
energética [13]. Por esta razon, gran parte de la investigacion comenz6 a dirigirse hacia

sistemas biologicos, pues ofrecian una amplia gama de posibilidades.
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2.6.1 Agentes biologicos

A mediados de la década de los 1980°s comenzo a difundirse ampliamente el uso de
microorganismos; principalmente hongos de podredumbre blanca, como auxiliares en los
procesos de pulpeo. Los organismos usados para estos fines debian demostrar que poseian
caracteristicas utiles en la degradacion de lignina. A esta practica se le conoce como
biopulpeo. Los estudios de biopulpeo se enfocan principalmente en la secuencia de pasos
necesarios para la deslignificacion de madera que procede, generalmente, de procesos
mecanicos de pulpeo [34], por lo que la pulpa que se obtiene, no se utiliza en la elaboracion
de papel, debido a que las pulpas de origen mecénico no son recomendables para tal fin.
Otros inconvenientes que presenta el bipulpeo son: la baja velocidad de consumo de lignina
de los organismos empleados, en su mayoria hongos; y el mantenimiento de las
condiciones necesarias para su crecimiento [35]. Estas dificultades hacen que el biopulpeo
no se considere una opcion seria de deslignificacion a nivel industrial, sin embargo,

establecio los antecedentes para el uso de sistemas bioldgicos en el blanqueo [20].

Han sido muchos los esfuerzos por utilizar a los hongos con capacidad ligninolitica,
(particularmente del género Trametes) no solo en el mejoramiento del blanqueo, sino en la
decoloracion de efluentes de la industria textil. Asi, la busqueda del mejoramiento de
procesos ya conocidos, como la construccion de reactores de lote secuenciado, en las que el
hongo es el principal producto, resultaron ser ineficientes debido principalmente a las bajas

tasas de reaccion [36].
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2.6.2 Sistemas enzimaticos

Algunas enzimas, como las xilanasas y mananasas se emplearon en los sistemas de
degradacion de lignina con pocos resultados. La razoén de que estas enzimas tengan un
pobre efecto de blanqueo, se debe probablemente a impedimentos estéricos, ya que el
tamafio de las enzimas dificulta su acceso a sitios en los que las fibras se encuentran muy

unidas entre si [37].

Mas tarde, el uso de extractos enzimaticos obtenidos de los hongos de podredumbre blanca
empleados en el bipolpeo [36] y, posteriormente, el uso de manera independiente, de las
enzimas responsables de la fragmentacion de las estructuras de lignina y la formacion de
compuestos de bajo peso molecular a partir de ellas, volvid ain mas intensiva la
investigacion en este campo. Se identificaron tres principales grupos de enzimas presentes
en hongos como P. Chrysosporium y T. versicolor [4, 11]: Lignina peroxidasas,

Manganeso peroxidasas y Lacasas [5].

La presencia y actividad de estas enzimas, no estd garantizada en todos los hongos de
podredumbre blanca, y dependen en gran parte, de las condiciones de cultivo, ademas de
que son inestables y dependientes de perdxido, en el caso particular de LiP y MnP. Asi, la

enzima que ha sido objeto de estudio con mayor insistencia es sin duda la lacasa.
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2.6.2.1 Lacasa

La lacasa (difenol: dioxigeno oxidoreductasa) es miembro del grupo de enzimas oxidasas
multicobre y se encuentra emparentada con la nitrito reductasa y las enzimas tipo
seroluplasmina; todas éstas forman parte de las proteinas azules multicobre [38]. Posee
cuatro atomos de cobre en su sitio activo que pueden ser de tres tipos: T1, T2, y T3 [9] y
son capaces de oxidar compuestos fendlicos, gracias a la transferencia de electrones entre
ellos. Los sitios T2 y T3 forman un conjunto de tres nucleos en el que el oxigeno molecular
se reduce para formar agua, mientras que el sitio T1 oxida al sustrato reducido y transfiere
los electrones a T2 y T3 [10]. La figura 2.6.2.1.1 muestra el mecanismo de reaccion que se

lleva a cabo en el sitio activo de la enzima por parte de los sitios de cobre.

De acuerdo con el mecanismo de reaccion propuesto, es posible llevar a cabo la oxidacion
de distintos compuestos en solucion, solo en presencia de suficiente oxigeno disuelto. Sin
embargo, cuando se implementd su uso en procesos de blanqueo, fueron poco alentadores
los resultados, pues en numerosos textos cientificos se cita la escasa accion de la lacasa por
si sola frente a la compleja estructura de lignina y demas compuestos presentes en las fibras
[12]. Asi, las lacasas, son incapaces de llevar a cabo la deslignificacion de pulpa de papel
por si solas. No obstante, el uso de compuestos de bajo peso molecular, conocidos como

mediadores redox, facilitan la reaccion [11,12].
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Figura 2.6.2.1.1 Mecanismo de reaccion propuesto de la reduccion de oxigeno molecular a agua por
transferencia de 4 electrones en el sitio activo de la enzima lacasa de Rhus vernicifera [14].

Estos mediadores son oxidados por la enzima, y una vez oxidados, actiian sobre la lignina
haciendo el papel de transportadores de electrones o mediadores, como lo indica su
nombre. El conjunto de elementos formados por la enzima, el mediador y el sustrato

(lignina) se conoce comunmente como Sistema-Lacasa-Mediador (SLM) [11,12,16].
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2.6.2.2 Sistemas Lacasa-mediador

La amplia gama de sustratos de las lacasas puede extenderse a algunos compuestos no
fenolicos, de tal manera que unos cuantos de ellos funcionan no solo como sustratos, sino
como acarreadores de electrones que oxidan a otros sustratos a costa de la reduccion del
sitio activo de la enzima. Estos compuestos son conocidos como mediadores redox. El
Sistema-Lacasa-Mediador funciona en disolucion acuosa, asi, el mediador accede al sitio
activo de la enzima, se oxida y es capaz de oxidar a la lignina en un ciclo que se repite
continuamente, siempre que la enzima esté presente en la disolucion, para llevar a cabo la
reoxidacion del mediador. La figura 2.6.2.2.1 muestra un esquema general del Sistema

Lacasa-Mediador.

H,O Lacasa Mediador Sustrato
(OX) (OX)
Lacasa Mediador
O, (red) (0x) Sustrato

Figura 2.6.2.2.1. Esquema general del Sistema Lacasa- mediador [14].

Entre los mediadores redox de lacasas descritos se encuentran principalmente: 2,2,6,6-
tetramethyl-piperidin-1-yloxy (TEMPO) [39] y el 1- hidroxibenzotriazol (HBT)[25]. Pero
sin duda, el que ha llamado mas la atencion de un gran nimero de investigadores es el
acido 2,2’-3-etil benzotiazolin-6-sulfénico conocido como ABTS* [11,12,16,41] que se

describe a continuacion.
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2.7 Mediador ABTS>

Las propiedades espectroscopicas del ABTS® han sido explotadas en los ultimos afios tras
su uso en la elaboracion de pruebas colorimétricas para la determinacion de agentes
oxidantes en alimentos y bebidas, de la misma forma, que se emplea en la industria
farmacéutica. [42]. El ABTS” es un agente quimico con caracteristicas reductoras que
puede oxidarse en dos etapas. Durante la primera etapa de oxidacion (ABTS*/ABTS"),
cambia de incoloro a verde azulado, color caracteristico que le confiere propiedades
cromoforas y lo hacen tan 1til en estudios cinéticos de oxidacion [11,12,16,43]. Durante la
segunda oxidacion (ABTS/ABTS"), pierde el color azul, aunque no existe un consenso en
el color que adquiere, mientras algunos autores sugieren que su color es purpura [16], otros
sefialan que posee un color café- rojizo y puede ser separado de disoluciones acuosas en

forma de un precipitado [43].

El ABTS” disponible comercialmente estd en forma de sal de amonio (NH,),-ABTS por lo
que en disolucion a pH = 4-5, se encuentra ionizado (ABTS?). A valores de pH cercanos a
2 se encuentra su pKa = 2.2, cuya constante de ionizacién 4cida es Ka = 6.309 X 10 por
lo que se le puede encontrar como un acido débil (HABTS"). Cuando el pH baja hasta un
valor cercano a 1, se encuentra completamente protonado (H,ABTS) [44]. Ademas, tanto el
ABTS” como HABTS y H,ABTS se encuentran en equilibrio redox con sus especies
oxidadas. Distintos autores identifican a la especie dianiéon (ABTS*) como ABTS
[14,15,45,51,46,43,47], al radical ABTS™ como ABTS™, asi como al ABTS’ se le conoce

como ABTS?", ignorando la carga formal que presenta cada una. A distintos valores de pH,
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éstas cargas formales se modifican por efectos de protonacion. La figura 2.7.1 muestra la
estructura del ABTS™ y sus diferentes estados de oxidacion, asi como las condiciones en
las que se presenta el equilibrio dcido-base entre las distintas especies quimicas, asi como la

nomenclatura con la que se nombra cada una, a lo largo del presente trabajo.

En ciertos trabajos, se citan las longitudes de onda en los que el ABTS” presenta maximos

de absorcién en el espectro UV-Vis. La longitud de onda correspondiente a ABTS™ es A =
340 nm con un coeficiente de extincion molar €340nm = 3.66 X 10 *L mol! ¢cm [45]. Por su

parte, otros autores propusieron una longitud de onda adicional A= 214 nm [17].

El ABTS™ por su parte, es un radical que resulta de la primera etapa de oxidacion del di
anién (ABTS”). Posee un potencial de media onda correspondiente a la reaccién de
oxidacién ABTS*/ ABTS™ Ey;, = 0.469 V/Ag-AgCl a pH = 5 [16, 17] y tiene méaximos de
absorcion en el espectro visible a A =417 nm, A = 645 nm, A = 728 nm [17] y A =810 nm
[43]. Existe una contradiccion con respecto a las longitudes de onda a las que debe
detectarse su presencia, pues algunos autores sugieren que la mas adecuada se encuentra en

A = 417 nm, mientras que otros autores indican que es a 414 nm a un valor de pH =6y,
que su coeficiente de extincion molar (€), que se encuentra en un intervalo de 3.15 X 10°L
mol™ em™ y 3.6 X 10° L mol cm™ [45]. Por otra parte, Sigma®, la empresa que se encarga
de producir y distribuir comercialmente el reactivo, establece que la longitud de onda a la
cual se detecta la presencia del ABTS™ es a A = 420 nm, en la metodologia recomendada

para determinar la actividad de enzimas oxidasas utilizando ABTS® como croméforo [42].
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Otros autores, recomiendan las longitudes de onda A = 645 nm y A = 728 nm para una
efectiva determinacion cuantitativa de ABTS™, pues a longitudes de onda menores (A = 397
nm y A = 414 nm) se presenta un problema de estimacion de la presencia de ABTS™ [17].
Este problema se debe a la presencia de ABTS> en la mezcla y la formacion de un
complejo entra ambas especies que da como consecuencia una estimacion menor de
ABTS" que la real [47]. Durante la oxidacion de ABTS” por métodos enzimaticos, solo es
posible identificar la presencia de ABTS", debido a que no hay formacion de la especie

ABTS [17].

La especie neutra ABTS’, que resulta de la segunda oxidacion de ABTS” presenta un
potencial de media onda E ,,= 0.870 V/Ag-AgCl a pH =5 correspondiente a la reaccion de
ABTS /ABTS". Existen discrepancias entre distintos autores [16,43] pues discuten las
caracteristicas fisicas de este radical ya que se desconoce el color que posee y la longitud de

onda a la que se puede determinar su presencia.

No obstante, fueron propuestas algunas longitudes de onda que son A =214 nm, A = 256 nm

y A =298 nm con coeficientes de extincion molar de €14 ym = 4.82 X 104, €56 nm = 1.84 X

10* y €298 nm = 2.00 X 10 L mol™ cm '[17].

Por medio de estudios en voltamperometria ciclica se determin6 que el ciclo de oxidacion-
reduccion de este mediador es un sistema rapido y reversible ademas de ser sumamente

estable [41].

49



Antecedentes

No es claro aun el mecanismo de reaccion que sigue el ABTS™ durante la oxidacion de
lignina, pues la baja solubilidad de la misma impide su manipulacién en disoluciones
acuosas. Por esta razén, se han elucidado mecanismos de reaccion con compuestos que
poseen estructuras modelo fendlico y no fenolico de lignina [10,39,48]. De acuerdo con los
trabajos realizados al respecto, el ABTS™ es capaz de oxidar compuestos modelo de lignina
no fenolica como el alcohol veratrilico y algunos dimeros sintéticos entre los que se
encuentra  1-(3,4-dimetoxifenil)-2-(2-metoxifenoxi)-propano-1,3 diol y el 1-(3.4-
dimetoxifenil)-2-(2-feniletanodiol [12]; mientras que el principal representante de los

compuestos con estructura modelo de lignina fenolica es el rojo fenol [11].

La mayoria de los estudios realizados en compuestos modelo, se centran en los de
estructura no fenolica, pues poseen potenciales estandar aproximados a £ ,=1.5 V, ademas
de que se encuentran en mayor proporcion en la estructura de la lignina. Esta proporcion es
cercana al 15 %, aunque este valor se modifica por efecto de los procesos de pulpeo que

actuan sin aparente selectividad por algtn tipo [39].

Sin embargo, el inconveniente del uso del ABTS®, no proviene de sus caracteristicas
estructurales o propiedades redox, sino de su alto costo, debido a que es una molécula que
se obtiene por sintesis quimica. La tabla 2.7.1 muestra los precios por gramo de (NHy),-
ABTS de acuerdo con los informes de las principales empresas comercializadoras de este
compuesto.

Muchos de los trabajos en los que interviene el ABTS® como mediador redox en procesos

de deslignifiacion [11] sugieren que se requieren cantidades aproximadas a los 150 mmoles
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de ABTS? por gramo de pulpa de papel pre-blanqueado, lo que indica que en un hipotético
proceso industrial, los costos de operacion por concepto de compra de ABTS™ serian

sumamente elevados.

Tabla 2.7.1. Precios de venta por gramo
de ABTS”. Actualizados en enero del 2006.

Distribuidor L O
(pesos)
Sigma ® $805.06
Bioselec® $208.023

Algunos de los registros que constan en el sistema de patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica (USPTO por sus siglas en inglés), estiman que las cantidades de mediador
empleado en un sistema de blanqueo que involucra enzimas oxidasas, estan entre 1-500
milimoles U.S. Pat. No. 6,242,245, Por lo tanto, se ha vuelto de gran interés, estudiar

procesos en los cuales se reutilice el mediador para abatir los costos inherentes al mismo.

No existen referencias que indiquen el uso de sistemas de deslignificacion de pulpa de
papel utilizando ABTS™ obtenido con la enzima lacasa, que no esté presente durante la
reaccion del ABTS™ con pulpa de papel. Esto es importante, pues algunos autores [41],
sugieren que no es posible llevar a cabo la oxidacion de la lignina en ausencia de la enzima,
es decir, sin que se forme el Sistema-Lacasa-Mediador (SLM), pese a que la enzima, no es
capaz de llevar a cabo la oxidacion de lignina en pulpa de papel por si sola [11,12]. Las
referencias de sistemas que no emplean enzima lacasa como oxidante de ABTS”, proponen
un sistema de oxidacién de lignina presente en pulpa de papel con ABTS™ y ABTS",

siempre que sea oxidado por medio de un electrodo [41,49].
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Figura 2.7.1 Estructuras del ABTS™, sus posibles estados de oxidacién en equilibrio acido-base.
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Algunos autores comprueban que es posible llevar a cabo la oxidacion de algunos de los
compuestos aromaticos, presentes en la estructura de la lignina, en ausencia de la enzima,
aunque ¢ésta demostracion se haya logrado empleando compuestos modelo y no

directamente con lignina en pulpa de papel [28].
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CAPITULO 111

La hipotesis y los objetivos planteados para la realizacion de este trabajo se presentan a

continuacion.

HIPOTESIS

Es posible disminuir considerablemente la cantidad de materia oxidable en pulpa de papel
por medio de un pretratamiento enzimético empleando una mezcla del mediador ABTS*
/ABTS". Este pretratamiento puede acoplarse a un proceso organosolv estimando la
disminucion final del contenido de materia oxidable por determinacién de su valor de
nimero kappa. Este pretratamiento, disminuye considerablemente el costo asociado a las

condiciones energéticas empleadas en un proceso organosolv.

OBJETIVO GENERAL
Realizar el acoplamiento de un proceso quimico organosolv y un proceso enzimatico de

reciclaje de ABTS” que permita reducir el contenido de lignina presente en pulpa de papel

como una propuesta alternativa a los procesos de blanqueo empleados industrialmente.

54



Objetivos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la disminucion de la cantidad de materia oxidable presente en pulpa de papel por
efecto del proceso organosolv en pulpa sin pretratamiento por medio de la determinacion

del nimero kappa.

Determinar la cantidad maxima de ABTS oxidado (ABTS ) necesario para la reaccion con

materia oxidable presente en pulpa, sin pretratamiento (proceso enzimatico).

Evaluar el efecto de la reaccion de ABTS  en la disminucién de la cantidad de materia
oxidable presente en pulpa de papel previo al efecto de un proceso organosolv formando asi

un proceso combinado (enzimatico-organosolv).

Establecer un método rapido y eficiente empleando procedimientos de voltamperometria
ciclica para la cuantificacion de la cantidad de lignina en pulpa de papel como una

alternativa a la determinacion del numero kappa convencional.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Inicialmente, se determind la cantidad maxima de lignina removible de pulpa de papel,
unicamente, por parte del proceso organosolv, evaluando diferentes tiempos de reaccion.
Las determinaciones de lignina remanente en pulpa de papel, se realizaron por medio de
una valoracion volumétrica por retroceso, utilizando KMnO, en medio 4acido,
procedimiento conocido como numero kappa. Ademas, se realizaron determinaciones del
cambio en la intensidad catalitica (I,) registrada por una disolucion de ABTS en presencia
de pulpa de papel obtenida por el proceso organosolv a diferentes tiempos de reaccion,
mediante una modificacion realizada al electrodo de trabajo, de acuerdo con lo propuesto
por Bourbonnais, et al., 2004. Por otra parte, se obtuvo la enzima lacasa a partir de un
producto comercial de Novo, se realizd su caracterizacion en disolucion a diferentes
valores de pH, y se inmovilizé en un soporte de silica gel, con la finalidad de recuperar la
enzima cuando se empleara en la oxidacion de disoluciones de ABTS>. El porcentaje de
oxidacion obtenido por este procedimiento se comparé con el que se obtuvo en

disoluciones de ABTS” con perdxido de hidrégeno en distintos acidos.

La mezcla (ABTS*/ABTS™) que resultd de la oxidaciéon con perdxido de hidrogeno se

empleo en diferentes cantidades para determinar el efecto del radical (ABTS") en la
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deslignificacion de pulpa de papel y se evalud su efecto combinado con el proceso

organosolv.

4.2 LISTADO DE REACTIVOS.

A continuacidon se presenta un listado de los reactivos utilizados en el procedimiento

experimental y algunas de sus propiedades fisicas (Tabla 4.2.1).

Tabla 4.2.1. Propiedades fisicas de reactivos utilizados

Reactivo Formula Caracteristicas | Masa molecular | Proveedor
Butanol CsHyg Liquido volatil 58.04 J.T Baker
Hidroéxido de sodio NaOH . SOh(,iO. 40.00 J.T Baker
higroscdpico
Tiosulfato de sodio Na,03S, Cristales 158.11 J.T Baker
Yoduro de potasio KI C ristales 166.00 J.T Baker
incoloros
Permanganato de potasio KMnO,4 Crlstz’ﬂes color 158.03 J.T Baker
purpura
Acido sulférico H,S0, Liquido 98.08 J.T Baker
incoloro
Almidén soluble (CsH1005), Polvo blanco | -
ABTS (Acido2,2’-3-etil Ci5H sN4O6S4 Sigma
benzotiazolin-6-sulfonico) (NH.), Polvo verde 15847 Aldrich
Acido nitrico HNO; Liquido 63.01 J.T Baker
incoloro
. o .. . Liquido Sigma
3-aminopropiltrietoxisilano | CoH»3NOs5Si incoloro 221.37 Aldrich
glutaraldehido CsHg0, il;llc%liﬁ(c)) 100.12 1311 gﬁg}
Acetona CHO | Liquido volatil 58.08 Sima
3t quico v ' Aldrich
Peroxido de hidrogeno H,0, Liquido 34.01 J.T Baker
incoloro
Etanol anhidro C,H;OH Liquido volatil 34.01 J. T. Baker
Reactivo de Bradford Liquido denso Biorad
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4.3 TECNICAS ANALITICAS

4.3.1 Preparacion de la pulpa de papel.

La pulpa de papel de papel que se utilizd6 como materia prima, se obtuvo por medio de un
proceso de pulpeo kraft de Eucalyptus globulus, sin tratamiento de blanqueo y poseia un
namero kappa= 40." Fue proporcionada por la doctora Ainhoa Arana y el grupo de
investigacion del doctor Juan Carlos Villar, del Instituto de Investigacion Agraria y
Alimentaria (INIA) Espafia. La pulpa se secd y molio para obtener un tamafio de particula

de 0.23 mm, que se determin6 haciendo pasar la pulpa a través de un tren de tamices.

4.3.2 Evaluacion del efecto del proceso organosolv en la disminucion de lignina en pulpa

de papel.

Para realizar la determinacion de la cantidad maxima removible de lignina presente en
pulpa de papel y evaluar el efecto del proceso organosolv, fue necesaria la construccion de
un gréfico, en el cual se mostrara el cambio del contenido de lignina en pulpa de papel sin
pretratamiento alguno, con respecto al tiempo de reaccion. Para tal objeto, se utilizaron
muestras de 3.0 gramos de pulpa de papel libre de humedad y se llevo cabo la reaccion a 6
diferentes tiempos: 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 horas dentro de un Reactor Batch Nitto Koatsu SUS
316 (Vol = 0.450 L y P= 350 Kg/em® Max). Las condiciones empleadas fueron: Temperatura de

150°C que se reguld automdticamente con un controlador reciproco-intermitente, 75 mL de

' De acuerdo con la relacién logaritmica entre la cantidad de lignina determinada por el método de Klason y el
nimero kappa.
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una mezcla con relacion 10:1 (v/v) butanol: agua con 1 M de NaOH, para obtener un pH=
13, de acuerdo con referencias de la literatura [18]. El oxigeno que se encontraba dentro del
reactor, fue desplazdo del sistema antes de iniciar la reaccion, mediante burbujeo con
nitrégeno gaseoso durante 3 minutos. La presion generada dentro del reactor, durante el
calentamiento y la fase estacionaria corresponden a la presion endogena del sistema, es
decir, a la que se relaciona directamente con el cambio de la temperatura, ya que el reactor
no fue presurizado. La pulpa obtenida fue mojada con etanol y exhaustivamente lavada con
agua destilada para retirar el butanol excedente y los compuestos solubles residuales que
pudieran causar errores en la determinacion del numero kappa. Posteriormente se filtro al

vacio utilizando filtros Millipore de nitrocelulosa y se seco a temperatura ambiente.

4.3.3 Determinacion del numero kappa.

El ntimero kappa es el volumen de solucion estandarizada de permanganato de potasio 0.1
N que gasta un gramo de pulpa libre de humedad [22] y representa la cantidad de materia
oxidable considerada s6lo como lignina que esta presente en la pulpa. La determinacion se
llevo a cabo empleando una valoracion volumétrica por retroceso con disoluciones 0.2 N de
NayS;03 y 1 M de K1, utilizando una disoluciéon de 2 g/ L de almidon soluble. La pulpa fue
suspendida en 500 mL de agua, a la que se adicionan 100 mL 4 N de acido sulfurico y 100
mL 0.1 N de KMnO4 con agitacion constante y se dejo reaccionar durante 10 min.

Transcurrido este tiempo se agregaron 20 mL de KI y comenz¢ la titulacion con Na,S,03 .
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4.3.4 Caracterizacion voltamperométrica de ABTS® y adaptacion del método de

Bourbonnais, para la determinacion del numero kappa de muestras de pulpa de papel

La caracterizacion de la disolucion 0.3 mM de ABTS”, se realizd empleando una
disolucion 100 mM de amortiguador de acetatos pH = 4.5 como electrolito soporte,
variando el potencial con respecto al tiempo y se registrd6 como respuesta el cambio en la
intensidad de la corriente, en funcion del potencial aplicado. Las velocidades de barrido de
potencial que se probaron fueron: 0.004 V/s, 0.010 V/s, 0.020 V/s, 0.050 V/s, 0.100 V/s,
0.200 V/s , 0.500 V/s , 0.700 V/s y 1.000 V/s, utilizando un potenciostato-galvanostato

EG&G PAR modelo 273.

La celda en la que se llevaron a cabo las determinaciones consta de un compartimiento de 5
mL, un electrodo de referencia Ag/AgCl (ER), un contra electrodo de alambre de platino
(CE) y un electrodo de trabajo de carbon vitreo (ET). Para realizar las determinaciones de
la intensidad de corriente catalitica en pulpa de papel, se hizo una modificacion al electrodo
de trabajo, adaptando una funda con fondo de malla plana (F), para permitir la difusion de
la disolucion durante las determinaciones, mantener constante el area de transferencia y
presionar la pulpa contra la superficie del electrodo. La figura 4.3.4.1 muestra la celda de
trabajo y la adaptacion realizada al electrodo. Las determinaciones realizadas con pulpa de
papel se hicieron a 0.1 V/s, empleando muestras que poseian distinto valor de nimero

kappa obtenidas del reactor del proceso organosolv.
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CE ET

b)

WY |
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Figura.4.3.4.1. a) Esquema de la celda de trabajo y los tres electrodos empleados durante la caracterizacion
voltamperométrica de ABTS® y ABTS* en presencia de pulpa de papel. Electrodo de trabajo (ET), electrodo
de referencia (ER), contra electrodo (CE). b) Esquema del electrodo de trabajo y adaptacion de la funda de
fondo plano. ¢) Vista transversal de la funda y el fondo plano de malla.

4.3.5 Caracterizacion espectrofotométrica de ABTS*

Los espectros de absorcion electronica Ultravioleta- visible (UV-Vis) realizados durante la
caracterizacion, se adquirieron cada 2 nm desde 190 a 820 nm, empleando una disolucion
0.04 mM ABTS?, en una disoluciéon 0.1 M de amortiguador de acetatos pH= 5. La curva de
calibracion de ABTS” se construy6 utilizando cuatro concentraciones diferentes de ABTS*
que fueron 0.5 X 10° M, 1 X 10°M, 2.5 X 10° M y 5 X 10° M,con la que se determiné su
coeficiente de extincion molar (€341 nm). Utilizando los parametros obtenidos de la curva
estandar, se determin6 la concentracion de ABTS™ presente en una mezcla, de dos formas:
a) Por medio de la ecuacion de Beer, conociendo la concentracion de ABTSiy, en la

disolucion y determinando la concentracion de ABTS* espectrofotométricamente (ABTS;o
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= ABTS™ + ABTS") y b) Determinando la absorbancia a A= 728 nm (¢ =15, 230 L/cm™’

mol™).

4.3.6 Separacion de la enzima lacasa.

La enzima lacasa utilizada se separ6 de la mezcla comercial DeniLite IT S de la empresa
Novo. La mezcla fue inicialmente suspendida en buffer de acetatos 100 mM pH= 4 con
agitacion constante, a 4 °C aproximadamente durante 14 horas. Esta suspension se
centrifugd a 9000 rpm y 4 °C durante 1 hora. El liquido sobrenadante se recuperd y se filtrd
con papel filtro Whatmann #1 y con una membrana Millipore 0.45 pum. Posteriormente se
anadio acetona fria lentamente y con agitacion constante para favorecer la precipitacion de
la enzima. Una vez precipitada la enzima se separ6d por decantacion y se lavd mediante la
adicion de pequetias cantidades de acetona fria, posteriormente se almacend a —80 °C 6 se

suspendid en buffer de acetatos 100 mM pH= 4 cuando su uso era inmediato.

4.3.7 Cuantificacion de la cantidad de proteina recuperada

La concentracion de enzima recuperada durante la precipitacion, se determind por medio
del método de Bradford, que consiste en la reaccion de residuos aminoacidos basicos y
aromaticos (esencialmente arginina) con el colorante azul brillante de Coomassie G-250
cuya absorcion caracteristica cambia de 465 nm a 595 nm, una vez que se halla unido a la

proteina. La determinacion se realiza mediante la construccion de una curva estandar de

62



Materiales y métodos

concentraciones conocidas utilizando sero albiimina bovina, y reactivo de Bradford

determinando su absorcion a 595 nm.

4.3.8 Evaluacion de la actividad enzimdtica de lacasa a diferentes valores de pH.

Con el fin de determinar las condiciones que propiciaran la obtencion de actividades
enzimaticas mas altas, se probaron dos valores de pH distintos en la oxidacion de una
disolucion 0.1 mM de ABTS” en una disoluciéon 100 mM de amortiguador de acetatos pH
= 4 y pH = 5 respectivamente. La actividad se determiné midiendo el incremento de

absorbancia a A= 728 nm en presencia de la enzima lacasa.

4.3.9 Inmovilizacion de la enzima lacasa en cristales de silice.

Una vez que se determind el pH en el que la enzima presentd la mayor actividad, y con el
proposito de realizar la oxidacion de ABTS” separando ficilmente la enzima, se llevo a
cabo la inmovilizacion de la misma. Para esto, se requirio la preparacion de un soporte de
silica gel, que se obtuvo mediante la mezcla de igual volumen (75 mL) de etanol anhidro,
agua destilada y tetraetil orfosilicato, mezclando con agitacion ligera y agregando gotas de
acido clorhidrico concentrado hasta hacer completamente homogénea la solucion. Esta
mezcla, se dejo secar a temperatura ambiente durante aproximadamente siete dias, hasta
obtener un gel, que pudo ser cortado para reducir el tamafio de particula y aumentar el area
de contacto con la enzima. Una vez obtenido el soporte, se tratd primero con una solucion 1

N de NaOH durante 1 hora y posteriormente con una disolucion 1 N de HNOj; también
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durante 1 hora a 25 °C. Posteriormente se activdo con una solucion 50 % (v/v) de 3-
aminopropiltrietoxisilano y se dejo reposar por 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo
se separo el solido por decantacion y se hizo reaccionar con glutaraldehido al 10 % durante
24 horas mas. Se retir6 el excedente de glutaraldehido del solido, que adquirié un color
naranja debido a la formacion de base de shift, y se lavo con agua destilada abundante para
posteriormente hacerlo reaccionar con una suspension de 25 mL de enzima lacasa en buffer
de acetatos 0.1 mM a pH= 4 durante 24 horas. Los cristales obtenidos se separaron por
decantacion y se lavaron con agua destilada hasta que los lavados dejaron de presentar
actividad cuando se ponian en contacto con alicuotas de una disolucién 1 mM de ABTS™.
Este procedimiento se realizd para garantizar que no hubiera desprendimiento de enzima

durante la reaccion de oxidacion de ABTS?.

4.3.10 Determinacion de la actividad enzimdtica de lacasa inmovilizada

Después de lavar exhaustivamente los cristales y comprobar que no hay presencia de
enzima libre, se determinoé la actividad de la enzima inmovilizada pesando una muestra de
0.2 gramos de soporte con enzima inmovilizada y se midi6 el cambio de absorbancia a A=
728 nm de una disolucion ImM de ABTS* disuelto en 0.1 M de amortiguador de acetatos

pH=4.
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4.3.11 Oxidacién de ABTS* en solucién con enzima inmovilizada

Para garantizar homogeneidad en la oxidacién del ABTS”, se prepard una solucion
concentrada de ABTS® 28 mM en buffer de acetatos 0.1 M pH 4, que se mantuvo en
contacto con 10 gramos de cristales de silice con enzima inmovilizada durante 5 dias. Una
vez transcurrido este tiempo se separaron los cristales, se lavaron y almacenaron a

temperatura ambiente.

4.3.12 Determinacion de la cantidad mdxima de la mezcla ABTS*/ABTS™ capaz de

reaccionar con lignina de pulpa de papel

Después de 6 dias de reaccion entre el ABTS™ y la enzima inmovilizada, se determiné el
porcentaje de oxidacion de la disolucion, como se indica en la seccion 4.3.5. La enzima fue
separada de la mezcla de ABTS*/ABTS™y se emplearon las alicuotas correspondientes de
la disolucion de ABTS*/ABTS" para determinar su efecto en la eliminacion de lignina
presente en pulpa de papel. Se utilizaron muestras de 3 gramos en peso seco de pulpa de
papel y se suspendieron en 200 mL de buffer de acetatos con la solucion de ABTS™
previamente oxidada. Después del tratamiento con la disolucion durante 19 horas, la pulpa
fue lavada exhaustivamente con agua destilada para ser sometida al proceso organosolv, a
150 °C durante una hora. Posteriormente, la pulpa fue lavada con etanol y agua destilada a
temperatura ambiente, y secada por filtracién al vacio para la determinacion del nimero

kappa de acuerdo con la seccion 4.3.3.

65



Materiales y métodos

4.3.13 Determinacion de la adsorcion de ABTS*/ABTS" en cristales de silica

Para determinar la disminucion de la concentracion de la disolucion que contiene la mezcla
ABTS” y ABTS", se obtuvieron espectros de absorcion UV-Vis de la disolucion 2.84 mM
de ABTS? en una solucion reguladora de acetatos pH = 4 que fue preoxidada con 5 gramos
de enzima inmovilizada en silica gel durante 5 dias. Los espectros de absorcion se
obtuvieron después de 5 dias de preoxidacion y luego de 96 horas, monitoreando el cambio

de absorbancia a A= 341y A= 728 nm.

4.3.14 Oxidacién de ABTS* con peréxido de hidrégeno en medio dcido

Como una alternativa al uso de enzima inmovilizada, se planteé utilizar perdxido de
hidrégeno para la oxidacion de ABTS® en medio 4cido empleando disoluciones 0.05 M y
0.1 M de acido clorhidrico, 0.05 M de acido sulfurico y 1 M de acido acético. La obtencion
de espectros de absorcién UV-Vis de ABTS® en las diferentes disoluciones se realizé en el
intervalo de 190 a 820 nm de la siguiente forma: a) cada vez que se adicionaba una alicuota
de peréxido de hidrogeno correspondiente a 1.25 X10™ mmoles, a la disoluciéon 0.025 mM
de ABTS”, empleando acido sulfirico o acido clorhidrico y b) cada 0.5 horas durante 12
horas, una vez que se adicionaron 1.25 x10” mmoles de peroxido de hidrogeno a una

disolucion 0.05 mM de ABTS* cuando se empled 4cido acético.
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4.3.15 Deslignificacion de pulpa de papel empleando la mezcla ABTS*/ABTS™

obtenida por oxidacion con peroxido de hidrogeno.

Se emplearon diferentes cantidades de la disolucion que contenia la mezcla ABTS*/ABTS™
obtenida por oxidacion de una disolucion 0.1 M de ABTS* con H,0, 6.5 M. Las
cantidades estequiométricas de ABTS™ empleadas, se calcularon de acuerdo con la seccion
5.6.1. La pulpa de papel fue tratada con la mezcla durante 19 horas, al término de este
tiempo fue lavada exhaustivamente con agua destilada, y tratada a 150 °C, durante 1 hora
como parte del proceso organosolv. Las fases organica y acuosa de cada tratamiento fueron
recuperadas y se almacenaron a temperatura ambiente para analisis posteriores. La pulpa de
papel fue lavada con etanol y agua destilada y filtrada al vacio para la determinacion del

nimero kappa como se indico en la seccion 4.3.3.

4.3.16 Determinacion de la adsorcién de ABTS* y ABTS" en pulpa de papel

Se empleé una disolucion 1 mM que presentaba la mezcla de ABTS™ y ABTS™ que se
mantuvo en contacto con 0.15 g de pulpa de papel durante 19 horas, dentro de un sistema
hermético, que consiste en una botella seroldgica con tapén de hule y arillo de metal. La
finalidad de mantener sellado el sistema, fue garantizar que no hubiera alteraciones del
volumen de la solucién de ABTS® por efectos de evaporacion. Para determinar la
concentracion final solucion, se obtuvieron los espectros de absorcion UV-Vis de la
disolucion al inicio y al cabo de 19 horas, verificando principalmente las longitudes de

onda A= 341 nm y A= 728 nm.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1 EFECTO DEL PROCESO ORGANOSOLV EN LA SOLUBILIZACION DE

LIGNINA EN PULPA DE PAPEL

El objetivo que persiguio este trabajo, fue realizar el acoplamiento de un proceso quimico
organosolv y un proceso enzimatico de reciclaje de ABTS®, a manera de un pretratamiento
que se aplico a la pulpa de papel para disminuir el contenido de lignina presente. Para
cumplir el objetivo, fue necesario caracterizar y oxidar el ABTS” con el fin de emplearlo
durante el pretratamiento; asi como realizar los estudios correspondientes de eliminacion de

lignina, por parte del proceso organosolv.

Con el propoésito de establecer el tiempo de reaccion adecuado para obtener la maxima
eliminacion del contenido de lignina remanente en pulpa de papel, empleando
exclusivamente un proceso organosolv, se realiz6 un estudio, para evaluar la efectividad del
proceso en funcion del tiempo. La cantidad de lignina remanente en la pulpa de papel fue
determinada por el procedimiento convencional de retrotitulacion con KMnO4 conocido
como numero kappa, que permite determinar la presencia de materia suceptible a la
oxidacion con permanganato de potasio, en medio acido. Se da por hecho, que durante el
proceso de pulpeo de la madera, se elimin6 la mayor parte de la materia oxidable que se
encontraba unida a la celulosa, con excepcion de los acidos hexeurdnicos y lignina

remanente que se intentd remover, por medio de procesos de blanqueo.
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Debido a que la cantidad de acidos antes mencionados fue practicamente despreciable, se

consider6 a la materia oxidable por este método como cantidades de lignina presente.

Las condiciones de reaccion empleadas fueron: 150 °C y una mezcla con relacion de 10:1
butanol/agua con 1 M de NaOH. El oxigeno, se desplazo del sistema antes de iniciar la
reaccion y la presion generada dentro del reactor, corresponde a la presion endogena del

sistema.

La figura 5.1.1 muestra los valores del numero kappa obtenidos a diferentes tiempos de
reaccion (cinética de deslignificacion), en la evaluacion del proceso organosolv para la

disminucion del contenido de lignina en pulpa de papel sin pretratamiento.

El estudio cinético de deslignificacion, puede dividirse en dos fases. La primera fase
comprende tiempos menores a 2 horas de reaccidon, mientras que la segunda fase, se
compone por tiempos mayores a 2 horas. Durante la primera fase, se observo una
disminucion de 18 unidades del numero kappa, que corresponde a la eliminacion del 46 %
de la lignina total que se encontraba en la pulpa de papel. No obstante, durante la segunda
fase del proceso global, a t= 4 horas de reaccion, el nimero kappa disminuy6 sélo 2
unidades adicionales, donde alcanzd una eliminacion del 50 % de la lignina presente en
pulpa de papel. Durante los tiempos de reaccién posteriores, estadisticamente, no hay
disminucion del ntiimero kappa, debido a que la variacion de las mediciones aumentd

considerablemente con el tiempo.
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Se establecidé que el numero kappa no mostrd diferencias significativas a partir de t= 2
horas, a este tiempo, se alcanz6 la méxima deslignificacion posible, bajo las condiciones de

reaccion del proceso organosolv empleadas en este trabajo.

El patron de decremento de los valores de numero kappa, obtenidos a diferentes tiempos de
reaccion, fue consistente con lo citado en la literatura [50], atin cuando las condiciones de
reaccion como el tipo de disolvente utilizado, la temperatura, e incluso la relacion solido

(pulpa)/ liquido (disolvente) varian ampliamente [34].
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Figura 5.1.2 Representacion grafica del cambio del niimero kappa en funcién del tiempo, como una
medida de la cantidad de lignina presente en pulpa de papel sin blanquear y sin pretratamiento,
después de ser sometida al proceso organosolv.
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Sin embargo, no es posible reproducir los resultados obtenidos por otros autores, a pesar de
seguir las condiciones establecidas en la literatura [51], pues las referencias muestran la
maxima deslignificacion en tiempos de reaccion no mayores a 0.5 horas, mientras que en el
presente trabajo la deslignificacion se extendi6 a tiempos de 2 horas, como lo muestra la

figura 2.5.1.

De acuerdo con algunos autores, la primera fase de la reaccion de deslignificacion de los
procesos organosolv, se caracteriza por un decremento exponencial de la cantidad de
materia oxidable [34]. Sin embargo, los datos experimentales obtenidos, no se ajustan al
modelo exponencial propuesto en la literatura [3, 52], debido a que presentan, en la primera
fase un decremento lineal, que podria estar estrechamente relacionada con el cambio del

valor del pH de la mezcla, que sufre modificaciones durante el proceso.

Inicialmente, la mezcla de reaccion poseia un pH= 13. Una vez que el proceso concluyo, se
determin6 un valor de pH= 6.8. De acuerdo con algunos autores, tal disminucién pudo
deberse a la ruptura de enlaces B-0-4 durante la reacciéon en medio alcalino, que generd
fragmentos solubles y de bajo peso molecular, uno de los cuales, es acido acético [24]. El
acido producido, puede reaccionar con el NaOH presente, para formar el carboxilato
correspondiente, disminuyendo en forma considerable el contenido de NaOH disponible
para la reaccion [21]. Es posible que a tiempos mayores de t= 2 horas, todo el NaOH se
halla consumido en la reaccidon con los grupos fendlicos de la lignina o neutralizando los

acidos formados durante el proceso, impidiendo que la deslignificacion contintie. Bajo las
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nuevas condiciones seria muy dificil conseguir una disminucioén significativa del nimero

kappa y las variaciones en su determinacion fueron muy grandes.

Por otra parte, las grandes variaciones del nimero kappa en tiempos mayores a t= 2 horas,
también podrian estar relacionadas con fendémenos de entrecruzamiento y asociaciéon por
condensacion de las estructuras de lignina dentro del reactor [30]. Los fendémenos de
condensacion se vieron favorecidos por las altas concentraciones de fragmentos de lignina
de bajo peso molecular; que fueron resultado del rompimiento de las estructuras de mayor
tamafo; el grado de asociacion por condensacion aumento, cuando crecio la concentracion
de solutos en el seno del liquido. Esto puede explicar la oscilacion de los valores del
nimero kappa después de 2 horas de reaccion, e indicaria que la mezcla se encontraba
saturada de fragmentos de lignina que se reasociaron por efecto de la temperatura,
especialmente durante el periodo de enfriamiento del reactor. Los fendmenos de
condensacion y entrecruzamiento fueron completamente aleatorios y heterogéneos. De esta
forma, la mala distribucion del calor dentro del reactor por la ausencia de agitadores, pudo
contribuir para obtener las grandes variaciones del nimero kappa en los tiempos de

reaccion superiores a 4 horas.

Es necesario profundizar en el estudio de las variables que controlan al proceso organosolv,
pues manipulando las condiciones de reaccion, seria posible mejorar la eliminacion de la
lignina presente en pulpa de papel. Sin embargo, la optimizacion de las condiciones del
proceso organosolv, no forma parte de los objetivos de este trabajo. No obstante, la

informacién obtenida permitié cumplir el objetivo perseguido por este estudio:
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demostrando que el numero kappa permanecié practicamente constante a partir de t= 2
horas, e indicando que la extension del tiempo de reaccion, no aumentd el efecto de
deslignificacion, permitiendo asi establecer las condiciones adecuadas para el proceso
organosolv: temperatura= 150 °C y t= 1 hora, con las que se alcanza la eliminacion del 22
% de la lignina. El establecimiento de las condiciones de reaccion, asi como el tiempo en el
que se alcanzé la mayor disminucion del numero kappa, por parte del proceso organosolv,
fueron de gran utilidad para posteriormente, realizar la comparacion de la disminucion del
numero kappa que presento la pulpa de papel tratada tinicamente con el proceso organosolv
y la pulpa que fue pretratada con ABTS". Para llevar a cabo el estudio de deslignificacion,
fue necesario realizar previamente una caracterizacion voltamperométrica 'y

espectrofotométrica del mediador ABTS™.

5.2 ESTUDIO VOLTAMPEROMETRICO DEL ABTS™

El estudio voltamperométrico de ABTS* tuvo como finalidad establecer un método
alternativo para la determinacion del numero kappa, mediante la asociacion de la intensidad
de corriente catalitica (I;) registrada por ABTS® en presencia y ausencia de pulpa de papel,
con distintos niveles de numero kappa, de acuerdo con el método propuesto por
Bourbonnais [41]. Este método requiere realizar una modificaciéon al electrodo de trabajo,
que genera cambios en la interfase, por lo que es necesario realizar previamente una
caracterizacion electroquimica del ABTS® en disolucion, a fin de identificar los procesos
redox de éste. Posteriormente, se comparard con los resultados que se obtengan con las

modificaciones sugeridas en el método antes citado, para evaluar los efectos en los procesos
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redox del ABTS® generados por las modificaciones al electrodo. Finalmente se determinara

la confiabilidad y reproducibilidad del nuevo método.

La figura 5.2.1 muestra el voltamperograma de una disolucion 0.3 mM de ABTS® obtenido
a 0.1 V/s sobre un electrodo de carbén vitreo (0.706 cm?) empleando un electrodo de
referencia de Ag-AgCl, y como electrolito soporte, una disolucion 100 mM de
amortiguador de acetatos a pH= 4.5. El barrido de potencial se inici6 en sentido positivo, a
partir de un potencial de circuito abierto E;—, y hasta el potencial de inversion anddico
(Evm= 1.3 V) en este intervalo se observaron dos procesos de oxidacion, cuyos valores de
potencial de pico anddico son Epa;=0.578 V (Ipa;= 1.52 pA) y Epa,=0.969 V (Ipa= 1.45
pA). Cuando la direccion del barrido se invirtid, se observaron dos procesos de reduccion
en direccion E-,, con valores de potencial de pico catddico de Epc;=0.477 V (Ipc,= 1.67

HA) y Epco=0.896 V (Ipco=1.23 pA).

Una forma comun, empleada para determinar el valor de £}/, es mediante la expresion E},=
(EpatEpc)/2, de este modo se obtuvo un valor de E,= 0.525 V/Ag-AgCl, correspondiente
al sistema ABTS*/ABTS" y de E1»= 0.929 V/Ag-AgCl correspondiente al sistema ABTS"
/ABTS’. Ambos procesos son monoeléctricos y reversibles, de acuerdo con informes

previos [46].

Los valores de potencial antes mostrados, estan directamente relacionados con el cambio en
la energia libre, asociada a la transferencia neta de un electron por cada pico, para formar

las especies oxidadas correspondientes, de acuerdo con la ecuacion de Nernst [53].
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Figura. 5.2.1. Voltamperograma de una disolucién 0.3 mM de ABTS> obtenido a 0.1 V/s
utilizando un electrodo de carbdn vitreo y una disolucion amortiguadora de acetatos 0.1 M pH
=4.5 como electrolito soporte. El barrido de potencial se realizo en direccion positiva.

Esta transformacion se presenta en el voltamperograma de la figura 5.2.1 cuando el barrido
de potencial se realizoé en direccion positiva, y se observaron las reacciones de oxidacion

siguientes:

ABTS* > ABTS +e¢

ABTS™ > ABTS’+¢

Cuando la direccion del barrido de potencial se invirtid, se presentaron las reacciones de

reduccion correspondientes:
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ABTS? + ¢ » ABTS"

ABTS*

v

ABTS™ +¢

La caracterizacion de los procesos redox del ABTS? antes descritos, en especial, el
correspondiente al sistema ABTS*/ABTS" fue de gran trascendencia en este trabajo, ya
que el radical ABTS™ es sefialado como el responsable directo de la oxidacion de las
estructuras de lignina en pulpa de papel, particularmente lignina fendlica [16,41] por lo que
fue importante identificarlo plenamente, antes de realizar cualquier modificacion para la

determinacion del numero kappa.

5.2.1 Efecto de la velocidad de barrido.

Como parte de la caracterizacion del ABTS® en disolucion, se realizo un estudio a
diferentes velocidades de barrido, para determinar posibles cambios en la cinética de los
procesos redox del ABTS?. Implicitamente, un cambio en la velocidad de barrido equivale
a un cambio en el perfil de concentraciones del ABTS”, dado que | reaccion electroquimica
se lleva a cabo en la superficie del electrodo de trabajo. De esta forma, cuando la velocidad
de barrido aumenta, aumenta la velocidad de difusion de las especies redox en la superficie
del electrodo, ya que se modifica més rapidamente la concentraciéon de la especie
electroactiva en la superficie del electrodo. La figura 5.2.1.1 muestra los voltamperogramas

de una disolucion 0.3 mM de ABTS* a distintas velocidades de barrido, utilizando un

76



Resultados y discusiones

electrodo de carbon vitreo como electrodo de trabajo y una disolucion amortiguadora de

acetatos 0.1 M a pH = 4.5 como electrolito soporte.

20 o »
—s—a) V= 0.004 V/s
59 ——b)v,=0.100Vss
1| ——ovz=050wvs |,
—e—d) V,= 1.000 V/s
10 —
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Figura 5.2.1.1. Voltamperogramas de una disoluciéon 0.3 mM de ABTS” obtenidos a diferentes velocidades
de barrido utilizando un electrodo de carbon vitreo y una disolucion 0.1 M de amortiguador de acetatos pH =

4.5 como electrolito soporte.

Los potenciales de oxidacion y reduccion se desplazaron ligeramente cuando la velocidad

de barrido aumento, asi como la intensidad de corriente correspondiente se incrementa,

especialmente en el pico que determina los procesos de reduccién de ABTS’ a ABTS y de

ABTS™ a ABTS”. Bourbonnais [41], sugiri6 que a bajas velocidades de barrido, no es

posible apreciar el pico correspondiente al proceso ABTS? a ABTS", debido a reacciones

. ., 2- 0 . . . .y
de comproporcionacion entre ABTS™ y ABTS", como se describe en la siguiente ecuacion

quimica:
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comp
ABTS> + ABTS' —= 2 ABTS
disp

Cuando la velocidad de barrido se incremento, las transformaciones electroquimicas al
electrodo se realizaron rapidamente y ambos procesos redox se observaron reversibles. La
reaccion de comproporcionacion en estas condiciones, sucedid en menor proporcion;
mientras que a baja velocidad de barrido la transformacion se llevo a cabo mas lentamente,
permitiendo la difusion del ABTS”™ al electrodo, favoreciendo asi la reaccion de
comproporcionacion entre éste y ABTS’. Lo anterior, permitio establecer la velocidad de
barrido mas conveniente para la siguiente etapa experimental (0.1 V/s) a fin de favorecer la

reversibilidad de la reaccion, especialmente para el sistema ABTS*/ABTS"™.

5.2.2 Adaptacion del método de Bourbonnais para la determinacion del niumero kappa de

muestras de pulpa de papel

Una vez que se realizo la caracterizacion del ABTS” en disolucion y se conocieron bien los
procesos redox que llevaron a cabo, se tuvieron las condiciones apropiadas para abordar el
método propuesto [41], y hacer las modificaciones pertinentes para su implementacion. De
acuerdo con la referencia antes citada, en presencia de pulpa de papel, el ABTS> funciona
como transportador de electrones, haciendo posible la oxidacion de lignina presente en

pulpa, bajo condiciones establecidas de concentracion de ABTS™.
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La intensidad de corriente (/p) determinada, fue directamente proporcional a la
concentracion del analito en disolucion [41]. De acuerdo con las modificaciones descritas
en la seccion 4.2.4 (figura 4.2.4.1), para el electrodo de trabajo, en estas condiciones, se
esperd un incremento en la intensidad de corriente asignada a la oxidacion de ABTS?,
debido a la regeneracién de ABTS” al electrodo, formado a partir de la reaccién entre el
ABTS™ y la lignina contenida en la pulpa de papel. A dicha corriente, se denomina
intensidad de corriente catalitica (/). La figura 5.2.2.1 muestra el mecanismo de la reaccion
que se llevo a cabo en la superficie del electrodo entre el sistema ABTS*/ABTS" y la

lignina en pulpa de papel.

...............................

: é ABTS?
E / OR P
P 7 :
7 o b
o a
° % ABTS"

Figura 5.2.2.1. Esquema del mecanismo de reaccion que se lleva a cabo en la superficie
del electrodo entre ABTS*/ABTS" y lignina.
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De acuerdo con el mecanismo mostrado, se siguid la metodologia propuesta por
Bourbonnais [41], como una alternativa para determinar la cantidad de materia oxidable
presente en pulpa de papel. La determinacion del incremento en la intensidad de corriente
catalitica (I) medida en el proceso de oxidacion de ABTS* a ABTS™ en presencia y
ausencia de pulpa de papel fue asociado con el contenido de materia oxidable. En presencia
de lignina, se esperd que las intensidades de corriente catalitica fueran mayores en
proporcion directa a su concentracion. Los voltamperogramas mostrados en la figura
5.2.2.2 se obtuvieron empleando una disolucién 0.3 mM de ABTS® en disolucion
reguladora de acetatos 0.1 M a pH = 4.5 en presencia de pulpa de papel, y obedecen a un
patrén de difusion distinto al obtenido con la misma disolucidn sin pulpa de papel (figura
5.2.1.1), debido al impedimento fisico que provoco la pulpa en la superficie del electrodo.
Cuando el patron de difusion se modificd, las transformaciones quimicas sucedieron

lentamente, favoreciendo la reaccion de comproporcionacion.

Los voltamperogramas que se muestran en la figura 5.2.2.2, se obtuvieron con un electrodo
de carbon vitreo empleando muestras de pulpa de papel con distinto contenido de lignina.
La figura 5.2.2.2a corresponde a una disolucién 0.3 mM de ABTS™ en presencia de pulpa
de papel con bajo contenido de lignina, es decir, con un valor de nimero kappa = 0,
mientras que la figura 5.2.2.2b corresponde a una disoluciéon 0.3 mM de ABTS en
presencia de pulpa de papel, con un contenido de lignina correspondiente a un valor de

numero kappa= 40.
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Figura 5.2.2.2 Voltamperogramas de una disolucién 0.3 mM de ABTS” en buffer de acetatos
100 mM a pH = 4.5 en presencia de pulpa de papel a) sin lignina y b) con kappa= 40.

En el potencial de oxidacion Epa;= 0.42 V/Ag-AgCl, se observd un incremento de la

intensidad de corriente catalitica (/x), desde Ik = 0.81 pA (Ipa;, figura 5.2.2.2a) a [,= 1.31

uA (Ipaj, figura 5.2.2.2b), cuando la disoluciéon de ABTS” estaba en presencia de lignina.

Esto se relaciond directamente con la cantidad de lignina presente, que origind un

incremento en la intensidad de corriente de acuerdo con lo descrito en la figura 5.2.2.1.

Para garantizar la reproducibilidad de este resultado, se realizaron tres determinaciones de

I de la disolucion de ABTS? en presencia de pulpa de papel con lignina. La figura. 5.2.2.3

muestra los voltamperogramas de la misma disolucién de ABTS® en presencia de pulpa de

papel con un valor de numero kappa= 40 y sus respectivas repeticiones.
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Los valores de potencial de oxidacién de la disolucion de ABTS*/ABTS™ y ABTS /ABTS’
en presencia de pulpa de papel con un numero kappa= 40, no coincidieron entre sus

respectivas repeticiones, asi como las intensidades cataliticas de cada uno.

4 —=— 3a) Pulpa de papel kappa=40

—e—b) Pulpa de papel kappa=40

c) Pulpa de papel kappa=40
2 -

<
-2
-4
T T T T T T T
0.0 0.4 0.8 1.2

E (V/Ag-AgCl)

Figura 5.2.2.3. Voltamperogramas de una disolucion 0.3 mM de ABTS” en una disolucién 0.1 M
de amortiguador de acetatos pH= 4.5 en presencia de pulpa de papel con un valor de nimero
kappa=40 y sus respectivas repeticiones.

La ausencia de reproducibilidad entre las determinaciones de I, con pulpa de papel que
posee el mismo contenido de lignina (nimero kappa), indicé que el experimento, no es
confiable para establecer un método alternativo, que determine la cantidad de materia

oxidable presente en pulpa de papel, por medio de la técnica de voltamperometria ciclica.
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Por lo que fue necesario abandonar la posibilidad de establecer el método, realizando en lo
sucesivo, las determinaciones del nimero kappa por el procedimiento convencional de

retrotitulacion.

5.3 CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA DE ABTS™.

Con el fin de conocer mejor el sistema, y realizar una caracterizacion mas completa del
ABTS? para realizar asi, las determinaciones cinéticas de la oxidacion de ABTS* a ABTS”
con enzima inmovilizada, se realiz6 la caracterizacion por espectrofotometria UV-Vis de
una disolucién de ABTS® y una disoluciéon de ABTS™ para determinar las longitudes de

maxima absorcion de ambos.

La figura 5.3.1 muestra los espectros de absorcidon y las sefiales que presentaron las
disoluciones empleadas: la figura 5.3.1a, muestra el espectro de absorcion de una
disolucién de ABTS® 0.04 mM en una disoluciéon 0.1 M de amortiguador de acetatos
pH=5, mientras que 5.3.1b, muestra el espectro de absorcion de una disolucion 0.04 mM de
ABTS". La disolucién de ABTS® fue incolora, y las longitudes de onda en las que su

presencia fue detectada se encuentran en el intervalo del ultravioleta cercano [54].

El espectro correspondiente a la especie ABTS” presentd dos méaximos de absorcion en las
longitudes de onda A= 224 nm y A= 340 nm, mientras que el espectro de ABTS™ presentd
maximos de absorcion en las longitudes de onda A= 394 nm, A= 414 nm, A= 646 nm y A=

728. En ambos casos, la concentracion total de la disolucion fue la misma, esto se hizo
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evidente a A= 370 nm, longitud de onda en la que se localiza el punto isosbéstico, que
representa un equilibrio entre dos especies, el ABTS (especie reducida) y ABTS™ (especie

oxidada).

A =224 nm

1.2
—=—a) ABTS® —e—Db)ABTS"

© -

S 0.8

c

®

2

8 _I

2 b) A =728 nm
04 - x=64(: nm A
0.0 -

| | | |
200 400 600 800
A (nm)

Figura 5.3.1 Espectros de absorcion de una disolucion 0.04 mM de ABTS* y ABTS  en
disolucion 0.1 M de amortiguador de acetatos pH= 5.

La longitud de onda caracteristica para determinar la presencia de ABTS” fue A= 340 nm,
que coincidié con la absorcion del grupo azo [55]. El ABTS®, posee otros grupos
croméforos, entre los que se encuentran los grupos sulfonicos que absorben en A= 224 nm y
presentan equilibrios acido-base [44], de acuerdo con lo descrito previamente en la figura

2.7.1.
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Cuando el ABTS® se oxid6 a ABTS", se obtuvo una disolucion cuyos maximos de
absorcion se observaron en A= 394 nm, A= 414 nm, A= 646 nm y A= 728 nm. Muchos
trabajos [41,11,12,16,46,56,43] en los que se realizaron estudios cinéticos de enzimas con
actividad oxidasa, emplean diferentes longitudes de onda alrededor de A= 420 nm para
determinar cuantitativamente la presencia del radical ABTS™; sin embargo, existe un
fendmeno que se presenta durante la oxidacién de ABTS” a ABTS" que depende de la
concentracion de ABTS> presente en la disolucion. En presencia de ABTS”, el ABTS"”
revela una menor absorcion entre 414 nm y 420 nm, con respecto a la que se registra por
una disolucién en donde s6lo hay ABTS™, asi como un desplazamiento en la sefial a A= 646
nm, causada por la formacién de un complejo ABTS*/ABTS". Por lo tanto, en la sefial A=
420 nm se subestima la presencia del radical, pero es posible corregir este efecto
empleando un factor de 1.33. En A= 728 nm, no se muestra un efecto debido a la formacion
del complejo antes mencionado [47], de tal forma que la longitud de onda con menor
interferencia espectral y en consecuencia, mas recomendable para la determinacion
cuantitativa de ABTS™ es A= 728 nm. La informacion anterior, permite garantizar que A=
728 nm y A= 340 nm, son las longitudes de onda mas confiables para realizar la

determinacion cuantitativa de ABTS™ y ABTS™ respectivamente.

Otra forma de realizar determinaciones cuantitativas de ABTS™ cuando se obtiene a partir
de la oxidacion de ABTS™ y se mantiene la concentracion total constante, es considerando

las concentraciones de ABTS” y ABTS™ de acuerdo con la siguiente expresion:

ABTS (o1 = ABTS* + ABTS"
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Como se conocia la concentracion de ABTSiu, y se pudo determinar la de ABTS™

espectrofotométricamente, entonces ABTS™ = ABTStmal-ABTSZ'.

De acuerdo con la ley de Beer [54], la absorbancia en disoluciones diluidas, esta
linealmente relacionada con la concentracion de la especie absorbente, la longitud de paso
optico y el coeficiente de extincion molar

A =¢bc

donde
A = absorbancia
b = longitud de paso optico [cm]

¢ = Concentracion [M]

Para conocer la concentracion precisa de ABTS”, fue necesario conocer el coeficiente de
extincion molar (g). Para ello, se realizd la construccion de una curva de calibracion,
empleando disoluciones con distintas concentraciones de ABTS”. La figura 5.3.2, muestra
la representacion grafica de los datos experimentales de absorbancia en A= 340 nm, como
una funcion de la concentracion, utilizando cuatro distintas concentraciones de ABTS>

(5X10° M, 2.5X10° M, 1X10° M y 5X10° M) en una disolucién 0.1 M de amortiguador

de acetatos pH=4.
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Figura. 5.3.2. Representacion grafica de los datos experimentales del cambio de absorbancia a 340
nm con respecto a la concentracion, empleando disoluciones de ABTS> a diferentes
concentraciones en disolucion reguladora de acetatos 0.1 M a pH= 4. El ajuste lineal y los
parametros obtenidos (m, b y R?) también se muestran en la figura.

Los valores de absorbancia obtenidos para cada concentracién de ABTS> empleada, se

ajustaron a una recta, cuya pendiente corresponde al valor del coeficiente de extincion

molar (¢). El valor estimado fue de € 340nm = 34, 400 = 336. L cm™ mol™.

Los resultados obtenidos, permitieron en lo sucesivo, determinar la concentracion de

ABTS" en una mezcla a partir de la oxidacion de ABTS™.
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5.4 EFECTO DEL pH EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA LACASA EN

DISOLUCION

El disefo experimental, en el cual se fundamenté el presente trabajo, considero la oxidacion
in situ de lignina en pulpa de papel empleando el sistema enzima inmovilizada/mediador
ABTS?. La inmovilizacién de la enzima, tuvo como fin, hacer posible su reutilizacion y
brindarle estabilidad, ademas de llevar a cabo la oxidacion de ABTS” y separar la enzima
de la disolucion de ABTS*/ABTS™ de forma sencilla y rapida, una vez terminada la

reaccion.

Con el proposito de obtener informacion que permitiera establecer las mejores condiciones
en las que se llevara a cabo la oxidacion de ABTS”, en presencia de la enzima lacasa
inmovilizada, fue necesario realizar la determinacion de actividad de la enzima en
disolucion. Se probaron dos valores de pH, para comparar las actividades obtenidas con la

enzima lacasa en disolucion.

La figura. 5.4.1, muestra los datos experimentales obtenidos del cambio de absorbancia a
A= 728 nm, para la determinacion de la actividad de la enzima lacasa de Novo Norsdisk en
una disolucion reguladora de acetatos 0.1 M a pH= 4 y pH= 5 respectivamente, a 25 °C,
utilizando una disolucién 0.1 mM de ABTS”. La actividad enzimatica se obtuvo como

funcion del valor de la pendiente de la recta obtenida con cada valor de pH.
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Figura 5.4.1. Representacion grafica del cambio de absorbancia a A= 728 nm, para la determinacion
de la actividad de la enzima lacasa empleando una disolucion 0.1 mM de ABTS* en disolucion
reguladora de acetatos 0.1 M a pH =4y pH= 5.

Las unidades de actividad obtenidas fueron de 1.17 U/mL y 0.05 U/mL parapH =4y pH =
5 respectivamente. A pH= 4, se incrementd la actividad enzimatica hasta un 95 %, con

respecto a pH= 5.

La lacasa de Myceliophthora thermophila, posee un punto isoeléctrico pI = 4.2 y los
valores optimos de pH en los que opera la enzima se encuentran entre 4 y 7 [56]. Algunos
autores [57] sugieren que el pH interviene directamente en el aumento en la interaccion de

los sitios de cobre T1 y T3 de la enzima; asi como con la alta concentracion de protones en
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el medio, que favorece el intercambio de electrones entre ambos cobres, de acuerdo con
estudios realizados con la lacasa de Rhus vernicifera. De acuerdo con informes previos
[58], cuando el pH disminuye una unidad de pH = 5 a pH = 4, no se modifica la velocidad
de formacién del complejo enzima-sustrato y su grado de disociacion es bajo. Sin embargo
existe mayor afinidad de la enzima por el sustrato, debido probablemente a cambios

conformacionales de la enzima en medio acido.

La informacion obtenida, permitio establecer las condiciones bajo las cuales fue posible
realizar la oxidacion de una disolucion de ABTS* de manera rapida y eficaz, obteniendo
actividades enzimaticas mas altas, empleando una disolucion amortiguadora de acetatos
con un valor de pH= 4, para la obtencion de ABTS™ . Estas condiciones se utilizaron para la

determinacion de la actividad enzimatica de la lacasa inmovilizada.

5.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LACASA

INMOVILIZADA

De acuerdo con la informacion obtenida en la seccion 5.4, se procedid a realizar la
determinacion de la actividad de la enzima inmovilizada, empleando cristales de silica gel,
como soporte de la enzima. La figura 5.5.1 muestra el cambio de absorbancia a A= 728 nm
en funcion del tiempo, empleado para la determinacion de la actividad de la enzima lacasa
inmovilizada en cristales de silica, empleando una disolucién 0.1 mM de ABTS> en una

disolucion 0.1 M de amortiguador de acetatos a pH= 4 a 25 °C. El aumento en la
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absorbancia indica la aparicion del radical ABTS™ y el cambio de su concentracién con

respecto al tiempo.
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Figura 5.5.1. Representacién grafica del cambio de absorbancia a A=728 nm para la
determinacion de la actividad de la enzima lacasa inmovilizada en cristales de silica gel,
empleando una disolucién 0.1 mM de ABTS” en una disolucién 0.1 M de amortiguador de
acetatos pH= 4.

La actividad de la enzima inmovilizada en cristales de silica gel, tuvo un valor de 0.121 U/
mL, que corresponde a 0.046 U/mg de proteina. La actividad obtenida, fue
considerablemente menor, con respecto a la actividad registrada a pH= 4, segiin informes

previos [58].
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La considerable disminucion de la actividad de la enzima en estas condiciones, se explico
por el método de inmovilizacion. Tal disminucién puede ser un indicativo de limitaciones
debidas a la difusion, al aumentar el area de contacto hasta cerca de 10 cm? mg'l, sila

inmovilizacién no fue efectiva, la alta solubilidad de la enzima, facilita su liberacion desde

el soporte hacia el medio, cuando se encuentra en disoluciones acuosas [59].

El método de inmovilizacion empleado, posee baja retencion de la actividad enzimatica, y
proporciona poca estabilidad a la enzima debido a los cambios conformacionales que sufre
[60]. La estabilidad de la enzima, es un criterio muy importante para la evaluacion del
método, debido a que una razén fundamental por la que se inmoviliza una enzima, es la de
proporcionarle estabilidad y hacerla menos susceptible al ataque de algunos

microorganismos, ademas de facilitar su reutilizacion [61].

Después de la inmovilizacion de la enzima, se determind que posee una actividad de 0.046
U/mg de proteina a pH= 4. Bajo estas condiciones se realiz6 la oxidacién de una disolucion
0.28 mM de ABTS” durante 6 dias, para la obtencion de ABTS™. Los espectros de
absorcion obtenidos no mostraron la presencia de ABTS', cuya sefial caracteristica se
presenta a A= 214 nm, A= 256 nm y A= 298 nm, e indica que la enzima inmovilizada no es
capaz de realizar la oxidacion de ABTS® hasta la formacién de ABTS", como lo informan
referencias previas [17]. La eficiencia de oxidacién que se obtuvo al término de seis dias,
fue del 34 %. La mezcla ABTS™ ABTS" obtenida, se empled durante la oxidacion de

lignina en pulpa de papel.
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5.6 DETERMINACION DE LA CANTIDAD MAXIMA DE LA MEZCLA ABTS?/

ABTS” CAPAZ DE REACCIONAR CON LIGNINA DE PULPA DE PAPEL.

El objetivo general que persiguié este trabajo, fue realizar el acoplamiento de un proceso
quimico organosolv y un proceso enzimatico de reciclaje de ABTS”, para disminuir el
contenido de lignina presente en pulpa de papel. Para tal fin, se llevo a cabo el proceso de
oxidacion, de ABTS* a ABTS™ empleando enzima inmovilizada (seccién 5.5). En dicho
proceso se obtuvo una mezcla ABTS*/ABTS", con un 34 % de oxidacion. La disolucion
obtenida, fue separada de la enzima y utilizada para la oxidacion de lignina en pulpa de
papel, como un tratamiento previo al proceso organosolv y asi determinar la disminucion

del numero kappa, asociada a distintas cantidades empleadas de oxidante en la mezcla.

Para determinar la cantidad de oxidante en la mezcla (ABTS*/ ABTS") que favoreciera la
maxima disminucion de lignina en pulpa de papel, se disefid un experimento en el cual se
empled la mezcla de ABTS® y ABTS™ obtenida con enzima inmovilizada. Se determind el
efecto de este pretratamiento, en la disminucién del nimero kappa, con respecto a un
control que no poseia el efecto de pretratamiento. Las cantidades empleadas fueron: 0.8,
0.95 y 1.1 mmoles totales de la mezcla ABTS*/ABTS por cada 3 gramos de pulpa. Las
muestras de cada pretratamiento, se sometieron posteriormente al proceso organosolv
durante una hora, y se compararon con un testigo sin pretratamiento. La determinacion del
nimero kappa de las muestras con efecto de pretratamiento, se realizdo después de

someterlas al proceso organosolv. Debido a que la pulpa de papel present6 senales de
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ABTS" adsorbido (color verde caracteristico), se tomo esta decision, pues la presencia de
ABTS"™ 0 ABTS” podria sobrestimar el valor del niimero kappa. La figura 5.7.1 muestra la

disminucion del namero kappa, por efecto de la cantidad de la mezcla de ABTS*/ABTS™

empleada.
40 —
Efecto Organosolv
8 4 Efecto del pretratamiento con ABTS?*/ ABTS"
’ +
1 hora del proceso Organosolv
30 —
®
o8 13.8
g 18.8
o 20+
[0} 26.4 Y
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S
c
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0 -
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mmoles de la mezcla ABTS?/ ABTS "

Figura 5.6.1. Efecto de diferentes cantidades de la mezcla de ABTS*/ ABTS™ empleada como
pretratamiento, asociado a un proceso organosolv, para la disminucién del nimero kappa de
muestras de pulpa de papel.

Cuando solamente se aplico el proceso organosolv a una muestra de pulpa de papel con un
numero kappa de = 40, se observd un efecto de disminucién del nimero kappa de 8.4
unidades, mientras que la diferencia entre las muestras que se sometieron a un

pretratamiento, con respecto a la anterior, presentan una disminucion del nimero kappa
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superior a 17 unidades, con la mezcla ABTS*/ABTS" empleada. Cuando la cantidad total
de la mezcla fue de 0.8 mmoles totales, se obtuvo una disminuciéon de 18.8 unidades del
numero kappa; cuando se emplearon 0.95 mmoles, se obtuvo una disminucion de 26.4
unidades, mientras que cuando la cantidad de la mezcla empleada aumento6 a 1.1 unidades,
el valor del numero kappa descendi6 so6lo 13.8 unidades. Esta disminucion no estuvo
asociada con el proceso organosolv, ya que se debio solo al efecto del pretratamiento con la
mezcla ABTS*/ABTS", como se observa en la figura 5.6.1 al comparar estos valores con la

disminucion debida inicamente al proceso organosolv.

Es visible, que la deslignificacion, pudo llevarse a cabo en ausencia de la enzima, y las
cantidades de ABTS™ empleadas, fueron mucho menores a las que se han usado en los
sistemas lacasa-ABTS”, con las mismas cantidades de pulpa [11]. De acuerdo al
planteamiento hecho en la seccion 5.2.2, una cantidad de lignina, requiere de cierta
cantidad de ABTS"™ para ser oxidada y tiene una disminucion de numero kappa asociada.
Esto es consistente con la disminucion del nimero kappa que se obtuvo con 0.8 y 0.95
mmoles de la mezcla; sin embargo, no explica la disminucidon que se presenta con 1.1
mmoles, ya que es mucho menor a la que se esperaba de acuerdo con la cantidad de la
mezcla empleada. La causa de la baja disminucion de numero kappa observada con 1.1
mmoles, puede explicarse debido a la sobrestimacion de la cantidad de lignina, por la
presencia de ABTS” o ABTS" adsorbido en la pulpa, durante la determinacion del nimero
kappa. De acuerdo con el balance teorico realizado, empleando las reacciones que dan

fundamento al nimero kappa, se encontr6 que el 34 % de ABTS™ presente en la mezcla
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empleada en cada pretratamiento, no fue suficiente para oxidar la cantidad de lignina
presente en la pulpa. Por esta razon, en la siguiente seccion se realiza una revision detallada
del contenido de materia oxidable, asi como las cantidades de ABTS™ requeridos para su

eliminacion.

5.6.1 Relacion entre el numero kappa y la cantidad requerida de ABTS™ durante la

reaccion de oxidacion de lignina.

La determinacion tedrica de la cantidad de ABTS ™ necesaria para la reaccion con lignina en
pulpa de papel, se realiz6 con base en el fundamento de las titulaciones que se realizan con
permanganato de potasio en medio acido, para la estimacion del nimero kappa, en la que
KMnOy intercambia 5 electrones con I, y éste a su vez, intercambia 2 electrones en la

reaccion con Na,S,0s, (ver seccion 2.8).

Una vez que se establecid el consumo tedrico de Na,S,;0s, fue posible calcular los
equivalentes de ABTS necesarios para disminuir en una unidad el nimero kappa, si

sabemos que el ABTS” intercambia un electron en la reacciéon de oxidacion a ABTS™, de

acuerdo con la siguiente ecuacion quimica:

ABTS* » ABTS +¢

La relacién estequiométrica que el ABTS® guarda con permanganato es de 5 equivalentes;

entonces, es posible establecer el consumo de ABTS ™ para la disminucion de unidades
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equivalentes del nimero kappa. La tabla 5.6.1.1 muestra los valores teoricos de ABTS”

necesarios para la disminucion del numero kappa.

Tabla 5.6.1.1Valores teoricos de la cantidad de ABTS™ necesario para la disminucién del nimero kappa.

conx;%o por MOy | wABE I[§0g1~ell\l/§;g:') RoRate — | Numero
residual | residual . (S203) (ABTS ")

fibra (mmol) | (meq) Residual (meq) i) Kappa
(mmol) (meq) asociado

2 0 0 0 0 0 100

1 1 5 5 10 5 50

0.4 1.6 8 8 16 8 20

0 2 10 10 20 10 0

De acuerdo con los datos de la tabla anterior, se requieren 9.5 mmoles de ABTS" para
obtener un numero kappa= 4.7 unidades, esta cantidad es muy superior a la empleada en los
experimentos descritos en la seccion 5.6. De tal forma, que es necesario corroborar los
resultados obtenidos, determinando con precision el numero de moles de ABTS™
empleados en la reaccion. Una aportacion importante de este trabajo, basado en el balance
teorico realizado, fue la implementacion de una nueva escala, que permiti6 establecer de
forma clara, el valor del nimero kappa, en funcion de los equivalentes quimicos de las
disoluciones empleadas durante la determinacion. Esto difiere del método en el que se
utiliza el algoritmo establecido con base en la determinacion de lignina Klason en pulpa de
papel, que se emplea cominmente [22]. Los apéndices I y II, muestran la comparacion del
calculo del nimero kappa con el método propuesto, basado en los equivalentes quimicos de
KMnO,, Na,S,;0; y su comparacion con los valores de nimero kappa obtenidos por el
algoritmo basado en la determinacion de lignina Klason. A partir de esta seccion, habra que
notar que los valores del numero kappa, fueron informados, de acuerdo con la nueva escala

establecida y no con base en el algoritmo antes citado. Como un ejemplo, se informa el
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numero kappa de muestras sometidas durante una hora al proceso organosolv, cuyo valor,
de acuerdo a la antigua escala era de 30.8 unidades, mientras que en la nueva escala,

corresponde a un valor de 40.

Antes de realizar el experimento, que permitiera comprobar los resultados de la seccion 5.6,
se detectd un cambio en la concentracion total de la mezcla de ABTS*/ABTS™, durante el
monitoreo de la reaccion de oxidacion de esta disolucion, en presencia de enzima
inmovilizada en cristales de silica gel, por lo que fue necesario realizar primero, una

evaluacion del posible efecto de la enzima inmovilizada.

5.7 DETERMINACION DEL EFECTO DE ADSORCION DE ABTS’/ABTS™ EN

CRISTALES DE SILICA

Durante la oxidacion de una disolucion de ABTS* que se emplearia para la oxidacion de
lignina en pulpa de papel, se observd que la presencia de enzima inmovilizada en cristales
de silica gel, gener6 un cambio en la concentracion de ABTS™. Para evaluar la magnitud
del problema, se determino el cambio de la concentracion total de la disolucion, mediante la
obtencién de los espectros de absorcion UV-Vis, de una disolucion 2.84 mM de ABTS>
/ABTS”, que fue preoxidada con enzima inmovilizada. La figura 5.7.1, muestra los
espectros de absorcion que se obtuvieron después de 5 dias de oxidacion y luego de 96
horas de contacto con enzima inmovilizada en cristales de silica gel. La figura 5.7.1,
muestra la disminuciéon en todo el espectro de absorcion, antes y después de 96 horas de

contacto de la mezcla de ABTS*/ABTS"™ con la enzima inmovilizada.
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Para determinar la concentracion de ABTS™ y ABTS™ que se perdié por efecto del contacto
con la enzima inmovilizada, se obtuvieron los valores de absorbancia a dos longitudes de
onda A= 340 nm y A= 728 nm, que corresponden a las longitudes de maxima absorcion de

ABTS” y ABTS" respectivamente.
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Figura 5.7.1 Espectros de absorciéon de una disolucién 0.05 mM de ABTS*/ABTS™ antes y
después de 96 horas de contacto con enzima inmovilizada en cristales de silica gel.

El equilibrio entre las especies ABTS* y ABTS", que se caracteriza por la presencia de un
punto isosbéstico, no se presentd en los espectros de absorcion, lo que indica un cambio en
la concentracion total de la disolucion. El cambio de la concentracién de ABTS® y ABTS"

en la disolucion antes y después de 96 horas se obtuvo empleando los coeficientes de
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extincion molar €349 nm= 34,400 y €728nm=15, 230 de acuerdo a referencias [17] y haciendo

uso de la ley de Beer [54]. La tabla 5.7.1 muestra los valores de concentracion obtenidos

para ABTS”, ABTS" y la concentracion total de la disolucion.

Tabla 5.7.1. Concentracién de ABTS”, ABTS" y ABTS (41 de una disolucion antes y
después de 96 horas de contacto con enzima inmovilizada en cristales de silica.

tiempo | A™°™ | [ABTS*] | A¥ "™ | [ABTS"] | [ABTS:oull
M M M
Inicial 0.775 1.1 X10™ 0.112 0.36 X10™* 15X 10*
96 horas 0.482 0.7 X10* 0.046 0.15 X10™ 0.85 X10*

La disolucion de ABTS* empleada para la obtencion de ABTS™, tenia una concentracion de
2.84 mM originalmente. Al cabo de 5 dias de oxidacion (tiempo inicial) la concentracion
total de la disolucion disminuydé a 0.15 mM, esto representa el 95 % de pérdida de
ABTSota1. Después de 96 horas disminuy6 a 0.085 mM, que representa una disminucion del
43 % con respecto al tiempo inicial y 97 % con respecto a la concentracion de ABTS;a
original. Desde el tiempo inicial y hacia 96 horas, la concentracion de ABTS*" disminuy6
36 %, mientras que la concentracién de ABTS" disminuyé 58 %. De acuerdo con los
valores antes mencionados, el ABTS™ presenta la mayor disminucién de concentracion
después de 96 horas en presencia de enzima inmovilizada. Existen muchas posibles causas
por las que se modificé la concentracién del ABTS® y ABTS™ en presencia de la enzima
inmovilizada. Una de ellas, pudo ser la adsorcion en la superficie del soporte de silica, o
una reaccion entre el glutaraldehido no ligado y ABTS* o ABTS", aunque no se tiene claro

el mecanismo. Puede descartarse que el cambio en la concentracion se debiera a la
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formacion de ABTS', ya que no se encontraron sefiales a A= 214 nm, A= 256 nm y A= 298
nm que son longitudes de onda caracteristicas de ABTS", ademés de que el ABTS” solo se
oxida hasta ABTS™ en presencia de enzima inmovilizada, de acuerdo a informes previos
[17].

Lo cierto es, que modificar la concentracién de ABTS® y ABTS" que se emplea en una
reaccion de oxidacion cuantitativa de lignina, puede traer problemas analiticos, y da

muestra de que la eleccion del método de inmovilizacion es sumamente importante.

Para garantizar el control de la concentracion del ABTS™ durante la reaccion con lignina en
pulpa de papel, se buscaron nuevas alternativas de oxidacion, que permitieran obtener
beneficios adicionales como simplicidad y velocidad de oxidacién, asi como la obtencioén
de un mayor porcentaje de oxidacion y mejor eficiencia; empleando agentes quimicos y
descartando el uso de la enzima inmovilizada. Dichas alternativas, incluyen la oxidacion de

ABTS” con per6xido de hidrogeno en medio 4cido.

5.8 OXIDACION DE ABTS> CON PEROXIDO DE HIDROGENO EN MEDIO

ACIDO

Sin perder de vista el objetivo de realizar la oxidacion in sifu de lignina en pulpa de papel
empleando ABTS", aun sin el uso de enzima inmovilizada, se buscaron alternativas
mediante las cuales fuese posible oxidar ABTS* de manera cuantitativa. La alternativa
planteada de acuerdo a la siguiente reaccion, fue oxidar el ABTS* con perdxido de

hidrégeno en medio 4cido.
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2H +2 ABTS* +H,0, ——» 2H,0+2 ABTS”

La ecuacién quimica, indica que la oxidacion de 2 moles de ABTS” requiere un mol de
peroxido de hidrogeno y la presencia de una cantidad suficiente de iones H' (pH 4cido). Por
tal motivo, se planted una estrategia de trabajo en la cual se probaron tres tipos de acidos,
de distinta naturaleza y con constantes de acidez diferentes. Los acidos empleados fueron:
acido clorhidrico, 4cido sulfirico y 4cido acético, y se utilizaron en distintas

. .  y 2-
concentraciones, para comprobar su efecto en la oxidacion de ABTS™.

5.8.1 Oxidacién de ABTS* con H ,0; en una disolucion 0.05 M de dcido clorhidrico.

Se realizo primero la oxidacion de 2 mL de una disolucién 0.025 mM de ABTS” con acido
clorhidrico 0.05 M, mediante la adicion de 10 alicuotas de 50 pL de perdxido de hidroégeno
2.5 mM; las adiciones se realizaron in situ en la celda de cuarzo y los espectros de
absorcion UV-Vis, se adquirieron inmediatamente después de la adicion de cada alicuota.
La figura 5.8.1.1 presenta los espectros de absorcion obtenidos después de la adicion de

cada alicuota de peroxido de hidrégeno a la disolucion de ABTS™ indicada.

Los espectros de absorcion mostraron siete longitudes de onda que presentaron maximos de
absorcidn caracteristicos y corresponden a A = 223 nm, A = 273 nm, A = 319 nm, A = 394
nm, A =414 nm, A = 646 nm y A = 728 nm. Después de cada alicuota de perdxido de
hidrogeno adicionada se observo el abatimiento de las sefiales registradas a A= 223 nm, A=

273 nm y A= 319 nm, asi como el aumento de absorcion en las sefiales a A= 394 nm, A= 414
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nm, A= 646 nm y A=728 nm. Un punto isosbéstico se presentd en A= 365 nm, lo cual indicd

la presencia de especies en equilibrio (ABTS*/ABTS").

La disminuciéon de la absorcion a A= 223 nm, A= 273 nm y A= 319 nm indicaron el
consumo de ABTS”, mientras que el incremento en las longitudes de onda ubicadas a A=
394 nm, A= 414 nm A= 646 nm y A= 728 nm, indicaron la presencia de ABTS", lo que

confirmé la reaccién de H,O, con ABTS.

Los valores de absorbancia a A= 319 nm, mostraron una disminucion del 33 %, desde la
primera hasta la ltima adicion de peroxido, mientras que la absorbancia a A= 728 nm
mostrd un incremento de 1.4 %, esto se explica por el coeficiente de extincion molar, pues
valor de €728 nm, €8 mas bajo que el de €349 nm. L0 anterior indica, que se obtuvo el 33 % de
oxidacion de la disolucion, a pesar del exceso tanto de H,O, como de HCI, que debid
favorecer la reaccion. El porcentaje de oxidacion obtenido por este procedimiento y bajo
estas condiciones, fue similar al que se obtuvo empleando la enzima inmovilizada. La tabla
5.8.1.1 muestra los cambios de absorbancia (AA) registrados tras la adicion de alicuotas de

H,0, a dos diferentes longitudes de onda (A= 319 y A= 728 nm).

La disolucion 0.05 M de HCI tuvo una concentracion de iones H' equivalente a la

concentracion analitica del acido, debido a que se disocia completamente en disolucion

acuosa. Asi, la disolucion tuvo un valor de pH=1.3.
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—=—a) ABTS*/HCI 0.05 M b) 3.75 X 10 mmol H,0,
—v—¢)7.5X 10" mmol H,0, ——d)1.25X 10° mmol H,0,

Absorbancia

728 nm
646 nm ‘
0.0 - : 1000600089 ,~—:f i:iiiiiififi::lll;;fiﬁiii
200 500 600 700 800
A (nm)

Figura 5.8.1.1 Espectros de absorcion de 2 mL de una disolucién 0.025 mM de ABTS® en
acido clorhidrico 0.05 M obtenidos después de la adiciéon de 10 alicuotas de 50 uL de una
disolucion 2.5 mM de perdxido de hidrogeno.

De acuerdo con la estequiometria, la concentracion de protones requerida para la reaccion
con H,0,, fue del doble que la de ABTS utilizada, por lo que la especie H', se encontrd en
exceso para favorecer la reaccion. Cuando el pH de la disolucion fue menor a 1, la especie
ABTS?” se encontrd protonada (H,ABTS), de acuerdo con el esquema de equilibrio acido-
base mostrado en la figura. 2.7.1. A valores de pH cercanos a 2.2 + 0.3 se encontro el pK de
la especie HABTS  [41] que es capaz de establecer un equilibrio con ABTS?, y se observa

por medio del ensanchamiento de la banda, asi como su desplazamiento de A= 340 nm, que

104



Resultados y discusiones

es la longitud caracteristica de ABTS?”, hacia A= 319 nm. El pH empleado en este apartado,
es menor que el propuesto por algunos autores, para el equilibrio acido base (HABTS/
ABTS?) [44]. Sin embargo, este equilibrio no pudo descartarse, y la presencia del H,ABTS
a este valor de pH tampoco. El ensanchamiento de la banda a A= 319 nm, asi como la sefial
a A= 273 nm, podrian explicarse por la protonacion del cromoforo que involucra a los

grupos sulfonato, situados en los extremos del ABTS

Tabla 5.8.1.1 Registro de absorbancia a A= 319 nm y A= 728 nm tras la adicion de H,O, a 2 mL de una
disolucién 0.025 mM de ABTS* en HCI 0.05 M.

1.25X 10* 0.568 0 9 X10* 0
375X 10™ 0.522 0.046 0.018 0.017
75X 10* 0.463 0.059 0.026 8 X107
1.25X 107 0.378 0.084 0.065 0.039

Los valores que presenta la tabla 5.8.1.1 permitieron realizar la estimacion numérica del
abatimiento en la absorbancia que presenté la disolucion de ABTS* a A= 319 nm y el
aumento a A= 728 nm. Los AA indican el cambio de absorbancia entre una adicion de
peroxido y otra. Asi, se determiné el porcentaje de oxidacion, cercano al 33 % que es
similar al que se obtuvo utilizando enzima inmovilizada. Es posible, que aumentar la
concentracion del acido, sea un factor que favorezca mas la oxidacion del ABTS™, por lo

que se probo incrementar su concentracion al doble.
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5.8.2 Oxidacién de ABTS* con H 10, en una disolucion 0.1 M de acido clorhidrico.

Los resultados obtenidos en la seccidon anterior, indicaron que era necesario modificar las
. . ’ .y o) s 1 2-

condiciones en las que se llevo a cabo la reaccion entre peroxido de hidrégeno y ABTS™ a

fin de aumentar el porcentaje de oxidacion. La primera alternativa, fue elevar la cantidad de

+ .y .y ; e
H' presentes durante la reaccion, aumentando la concentracion del 4cido al doble.

Las adiciones de 10 alicuotas de 50 pL de peroxido de hidrogeno 2.5 mM, para la
oxidacion de 2 mL de una disolucion 0.025 mM de ABTS” disuelto en una disolucién 0.1
M de acido clorhidrico, se hicieron directamente en la celda de cuarzo. La adquisicion de
los espectros de absorcion UV-Vis, se realizd inmediatamente después de la adicion de

cada alicuota. La figura 5.8.2.1 muestra los espectros de absorcion obtenidos.

Los espectros de absorcion mostraron ocho longitudes de onda, que presentaron maximos
de absorcion caracteristicos a A= 206 nm, A= 273 nm, A= 319 nm, A= 394 nm, A= 414 nm,
A= 646 nm y A= 728 nm. Después de la adicién de cada alicuota de peroxido de hidrogeno
se observo el abatimiento de las sefiales registradas a A= 223 nm, A= 273 nm y A= 319 nm,
que indicé el consumo de ABTS”, mientras que el aumento en las sefiales a A= 394 nm, A=
414 nm, A= 646 nm y A= 728 nm, indicaron la presencia de ABTS” y confirmaron
nuevamente la reaccién de ABTS* con H,0,. El punto isosbéstico se presentd a A= 369

nm, corroborando la presencia del equilibrio entre dos especies (ABTS* y ABTS™).
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pae nm - 223 nm a) ABTS/HCI 0.05 M —<—b)3.75 X 10 mmol H,0,
—+—¢) 7.5 X10"mmol H,0, —=—d)1.25X 10" mmolH,0,
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Figura 5.8.2.1. Espectros de absorcion UV-Vis de una disoluciéon 0.025 mM de ABTS* empleando
una disolucion 0.1 M de acido clorhidrico, tras la adicion de 10 alicuotas de 50 pL de perdxido de
hidrogeno 2.5 mM

Nuevamente, se comprobd la oxidacion de ABTS* a ABTS™ [17,47] por la reaccion con

H,0,. No obstante, la principal caracteristica de los espectros de absorcion obtenidos con la

disolucién 0.1 M de HCI, fue la oxidacién completa de la disolucion de ABTS?, que se

alcanz6 después de la adicion de las alicuotas de peroxido. Los valores que presenta la tabla

5.8.2.1 permitieron realizar una estimacion numérica del abatimiento en la absorbancia que

presento la disolucion de HABTS™ a A= 329 nm y su correspondiente incremento a A= 728

nm.
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Tabla 5.8.2.1 Registro de absorbancias a A= 319 nm y A= 728 nm, tras la adicién de H,O, a 2
mL de una disolucion 0.025 mM de ABTS* en HC1 0.1 M.

0 0.588 0 0.01 0
3.75X10™ 0.451 0.137 0.049 0.039
7.5X10" 0.244 0.344 0.137 0.088
125X 107 0.068 0.176 0.223 0.086

Los AA indican el cambio de absorbancia entre una adicidon de perdxido y otra. De
acuerdo con estos valores, se obtuvo una disminucion de casi el 100 % de la absorbancia en
A= 329 nm desde la primera, hasta la ultima adicion. La disminucion de la absorbancia
correspondiente a A= 329 nm alcanzo el 98 %, mientras que el incremento a A= 728 nm,
que indica la formacion de ABTS", alcanzé el 96 %. De esta forma, se obtuvo la oxidacion

completa de ABTS® con la formacién del ABTS".

De acuerdo con lo indicado en la seccion 5.8.1, la concentracion de H™ determina el
equilibrio acido-base entre ABTS* y HABTS o H,ABTS, que se observd como el
desplazamiento de la banda de absorcion a A= 329 nm. La concentracion de la disolucion
0.1 M de 4cido clorhidrico da un valor de pH= 1, favoreci¢ la formacion de la especie
H,ABTS en la disolucion. Aunque fue probable que la presencia de H,ABTS dependa del

pKa del par H,ABTS / HABTS  asi como del pH del medio.

Ademas de la diferencia del porcentaje de oxidacion obtenido con ambas concentraciones
de HCI, se observaron desplazamientos de los valores de absorcion caracteristica, en el
intervalo 310 nm<A<350 nm, asi como la amplitud de la banda que se encuentré en A= 329

nm y la que se encuentrd desplazada 10 nm en A= 319 nm con HCI 0.05 M.
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La figura 5.8.2.2 muestra los espectros de absorcién de las disoluciones de ABTS>
obtenidos con ambas concentraciones de HCI con y sin H,O,, su comparacion con el
espectro obtenido con una disolucion 0.1 M de amortiguador de acetatos (Buffer) pH=4y

el desplazamiento de las sefiales de méaxima absorcion en el intervalo 310 nm>A>350 nm.

1.2

—=—a) ABTS*/HCL0.1M  —e—b) ABTS*/HCI 0.1 M+H,0,
1.0 1 c) ABTS®/HCI0.05 M  —v—d) ABTS*/HCI 0.05+H,0,
e) ABTS?/Buffer Acetatos 0.1 M pH=4

Absorbancia

I
300 400 500 600
A (nm)

Figura 5.8.2.2 Espectros de absorcion de disoluciones 0.025 mM de ABTS? empleando disoluciones
0.05 My 0.1 M de HCI con y sin H,O, y su comparacién con el espectro de absorcion de ABTS™ en
una disolucion 0.1 M de amortiguador de acetatos pH= 4.

El cambio en la relacion de absorbancia a A= 394 nm y A= 414, presentes con HCI1 0.05 M y
HCI 0.1 M después de las diez adiciones de perdxido, se debié a la cantidad de ABTS*

presente en la disolucion, pues en el primer caso, la oxidacion fue incompleta [62].
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Cuando se empled una disolucion 0.1 M de HCI, se busco aumentar la concentracion de H
en el medio, para favorecer la formacion de ABTS", no obstante, fue posible también
modificar las condiciones de reaccion, utilizando un &cido con caracteristicas distintas, que
pudieran proporcionar resultados aun mejores, que los obtenidos con HCI, durante la

oxidacién de ABTS?, por lo que se decidié emplear H,SOs.

5.8.3 Oxidacién de ABTS* con H 20; en una disolucion 0.05 M de dacido sulfurico.

Una vez que se determiné el efecto que tuvo el HCI, en la oxidacién del ABTS”, se buscé
analizar las consecuencias que tendria emplear un acido con caracteristicas completamente
distintas, en la oxidacion de ABTS?, para lo cual se buscoé utilizar la misma concentracion
de H que en la seccién 5.8.1. Con la finalidad de observar modificaciones durante la
oxidacién de 2 mL de una disolucién de ABTS, por efecto del tipo de 4cido, empleando
una disolucién 0.05 M de H,SO, como donador de H'. La figura 5.8.3.1 muestra el espectro
de absorcion de la disolucion de ABTS” en 4cido sulfurico (figura 5.8.3.1a) y los espectros
obtenidos tras realizar diez adiciones de 50 uL de H,O; 2.5 mM sucesivamente (figuras

5.8.3.1b-d).

Las sefiales a A= 394 nm, A= 414 nm, A= 646 nm y A= 728 nm, que son caracteristicas del
ABTS"™ mostraron un incremento en la absorcion tras cada adicion de H,O,, con la
correspondiente disminucion en la absorcion a A= 310 nm, que se asigno a la presencia del
HABTS™ [41]. Sin embargo, esta sefial no desaparecido por completo, incluso durante la

ultima adicién de H,O,. Ademas de A= 310 nm, se presentaron nuevos maximos de
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absorcion a A= 236 nm y A= 273 nm, que también mostraron un abatimiento después de
cada adicion de peroxido. El punto isosbéstico, que indico el equilibrio entre las especies

ABTS” y ABTS" se ubic6 a A= 359 nm.

., . ., 2- .,
De acuerdo con la concentracion de la disolucion de ABTS™, tanto la concentracion del
H,0, como la del acido, se encontraban en exceso. Con base en la estequiometria de la

., .. . 2-
reaccion, las condiciones son adecuadas para oxidar por completo el ABTS™.

—=—2a) ABTS*/H,S0, 0.05M —4—b)3.75X 10" H,0,
~—4—¢)7.5X 10" H,0, —e—d)1.25X 10° H,0,

Absorbancia

| |
400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 5.8.3.1. Espectros de absorcion UV-Vis de una disolucién 0.025 mM de ABTS™
empleando una disolucion 0.05 M de H,SO,4 obtenidos tras cada adicién de 10 alicuotas de 50
uL de peréxido de hidrogeno 2.5 mM.
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Sin embargo, no se llevé a cabo la oxidacion completa del ABTS™. La disminucion de
absorbancia que se alcanzé a A= 310 nm fue de 42 % mientras que el incremento que se
obtuvo a A= 728 nm fue de 10 %, de acuerdo a los cambios de absorbancia registrados en la
tabla 5.8.3.1. Esto planted la posibilidad de determinar un posible efecto cinético en la
oxidacién de ABTS* por parte del H,O, en presencia de H,SO4. Asi, una vez que se realizo
la ultima adicion de H,O,, se obtuvieron los espectros de absorcion después de 1 hora, 2.5
horas y 3.5 horas. La figura 5.8.3.2 muestra los espectros de absorcion obtenidos sin
adicion de H,O, (figura 5.8.3.2a) y con adicion de 1.25 X 10 moles de H,0, a t=0 h,t=1

h, t=2.5 hy t=3.5 h (figuras 5.8.3.2b-d).

1.0 - —w—a) ABTS*/H,SO, b) ABTS*+1.25 X 10” mmol H,0,
c) 1 hora —e—d) 2.5 horas
—=—e) 3.5 horas

Absorbancia

I I
500 600
A (nm)

Figura. 5.8.3.2 Espectros de absorcion UV-Vis de 2 mL de una disolucién 0.025 mM de ABTS*
a diferentes tiempos, después de la adicion de 1.25 X10  mmoles de H,0,.
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Después de 1 hora (figura 5.8.3.2c¢), la sefial a A= 310 nm, sufri6 una disminucion
considerable con el aumento simultaneo a A= 394 nm, A= 414 nm, A= 646 nm y A= 728 nm,
en el que se alcanzo el 94 % de oxidacion. Cuando transcurrieron 2.5 horas (figura
5.8.3.2d), se observaron los cambios maximos de absorbancia, en el que se alcanzé el 96 %
de oxidacion, mientras que a 3.5 horas (figura 5.8.3.2¢), se observd un abatimiento en la
absorbancia a A= 728 nm, con un incremento simultaneo a A= 310 nm. Esta disminucion de
la absorbancia a A= 728 nm, representa una disminucion del 6 % de oxidacion con respecto
al observado a 2.5 horas. La tabla 5.8.3.1 muestra los cambios de absorbancia registrados
en A= 310 nm y A= 728 nm, durante las adiciones de H,O, y después de 1 h,2.5hy3.5h
sin adicion de H,0,.
Tabla 5.8.3.1 Absorbancia a A= 310 nm y A= 728 nm y los incrementos que registra una disolucion

0.025 mM de ABTS* en H,SO, 0.05 mM después de la adicion de 10 alicuotas de perdxido de
hidrégeno, y 3.5 horas después.

AT 310 AA 310 NG AAT28
3.75X 10™ 0.794 0 0.014 0
7.50 X 10™ 0.751 -0.043 0.029 0.015
125X 107 0.462 -0.289 0.147 0.118
1 hora 0.146 -0.316 0.249 0.102
2.5 horas 0.119 -0.027 0.368 0.119
3.5 horas 0.167 +0.048 0.155 -0.213

Las diferencias con signo negativo indican un decremento en la absorbancia, mientras que
el signo positivo indica un incremento. A 2.5 horas, se observo la mayor disminucion de la
absorbancia en A= 310 nm y el mayor incremento a A= 728 nm, con la formacién de ABTS"
y la correspondiente desaparicién de HABTS'. El cambio en A= 728 nm (AA*"*®) mostré un

incremento en todos los casos, excepto a 3.5 horas, donde se observo un incremento a A=
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310 nm que no es proporcional a la disminucién a A= 728 nm. El equilibrio de las especies
ABTS” y ABTS" representado por el punto isosbéstico, se desplazé 9 nm con respecto al

valor registrado durante las adiciones de H,O,, y cuyo nuevo valor se ubicé en A= 364 nm.

El espectro de absorcion que corresponde a 3.5 horas, presentd un incremento a A= 345 nm,
una longitud de onda que no habia sido observada anteriormente. Esta sefal corresponde a
ABTS? y su aparicion, coincidié con el desplazamiento del punto isosbéstico. Es posible
que después de 2.5 horas de reaccion, el equilibrio acido-base, favoreciera la formacion de
ABTS” y no la de HABTS, lo que origind como consecuencia, que no se observaran
incrementos considerables a A= 310 nm. Es claro que el H,SO4 posee un fuerte efecto
cinético en la oxidacion de HABTS', ya que se alcanzaron los méximos valores de
oxidacion después de 2.5 horas de reaccidon, aunque estos decrecieran a las 3.5 horas.
Probablemente la presencia del ion HSO4™ jugd un papel importante en la concentracion de
la especie ABTS", efecto que no fue observado cuando se emple6 HCI. Por tal motivo, se
propuso el uso de un nuevo acido, que satisficiera la condicion de la concentracion de
protones y cuyo anion no aportara efectos cinéticos a la reaccion. De tal forma, se decidid

probar el 4cido acético.

5.8.4 Oxidacion de ABTS con H,0; en dcido acético 1.0 M

Para cumplir el objetivo de realizar la oxidacion de lignina en pulpa de papel, se requirio
oxidar previamente al ABTS”, mantener la concentracion del ABTS™ obtenido constante, y

que ésta no se modificara con el tiempo; manteniendo ademas, un alto porcentaje de
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oxidacion. Para cumplir con estas condiciones, se planteo el uso de una disoluciéon 1 M de

acido acético, para realizar la oxidacion de ABTS™, asi como una estrategia para facilitar la

formacion in situ de una disolucion reguladora, que se obtuvo neutralizando el acido

acético, al final del proceso. La metodologia sufrié algunos cambios, pues en esta ocasion

la adicion del volumen total de H,O, se realiz6 al inicio de la reaccion, se duplico la

concentracion de ABTS, y el cambio de absorbancia se monitored cada 0.5 horas, durante

12 horas. La figura 5.8.4.1 muestra los espectros de absorcion de 2 mL de una disolucion

0.05 mM de ABTS? disuelto en una disolucion 1 M de 4cido acético después de la adicion

de 0.5 mL de una disolucién 2.5 mM de H,0,.

Absorbancia

0h

AR
A ARSI

I I I I I
300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 5.8.4.1 Espectros de absorcion de 2 mL de una disoluciéon 0.05 mM de ABTS> empleando
una disolucion 1 M de 4acido acético, después de la adicion de 0.5 mL de H,O, 2.5 mM
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Los espectros de absorcion de la figura 5.8.4.1, muestran seis maximos de absorcion
caracteristica, que corresponden a las longitudes de onda A= 336 nm, A= 394 nm, A= 414
nm, A= 646 nm y A= 728 nm. A A= 336 nm, se observo el abatimiento en la absorbancia en
funcion del tiempo, asi como el correspondiente aumento en las longitudes de onda a A=
394 nm, A= 414 nm, A= 646 nm y A= 728 nm, que indicaron la formacion ABTS". El punto
isosbéstico, que representa el equilibrio entre las especies ABTS™ y ABTS", se presentd a

2= 370 nm.

El cambio en la absorbancia a A= 728 nm, indic6 que la formacién de ABTS™ se volvio mas
lenta a partir de las 4 horas, y entre las 10 y 12 horas se aprecié una disminucion de las
mismas. Entre las 4-6 horas de reaccion, se alcanzo el 72 % de disminucion de la
absorbancia a A= 336 nm y el 97.4 % de incremento en la absorbancia a A= 728 nm, que
indicd el méaximo porcentaje de oxidacion de la disolucion. La tabla 5.8.4.1 mostrd el
cambio de los valores de absorbancia a A= 336 nm y A= 728 nm, después de 0, 1,4, 6,9.5y

12 horas de reaccion.

Tabla 5.8.4.1 Absorbancia a A=336 nm y A= 728 nm y los incrementos que registra una disolucién 0.05
mM de ABTS? en Acido acético 1 M, 12 horas después de la adicion de 0.5 mL de una disolucién 2.5
mM de HzOz.

Tiempo (h) Abs ¥~ 336 nm AA Abs ¥~ 728 nm AA
0 1.4484 0 0.0126 0
1 0.8030 -0.644 0.3038 0.291
4 0.4040 -0.399 0.4708 0.167
6 0.3559 -0.048 0.4831 0.012
9.5 0.3396 -0.016 0.4722 - 0.010
12 0.3427 +3.1 X10~ 0.4578 - 0.014
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Los valores de AA con signo negativo indican decremento de absorbancia entre un valor y
otro, mientras que el signo positivo indica incremento. La figura 5.8.4.2 muestra la
evolucion de la reaccion mediante el trazo de la absorbancia a A= 336 nm, A= 414 nm y A=
728 nm. Después de 4 horas de reaccion, el cambio en la absorbancia a A= 336 nm (figura
5.8.4.2¢) fue minimo y se mantuvo sin cambios hasta las doce horas de la reaccion, donde
se observo un ligero incremento, mientras que a A= 728 nm (figura 5.8.4.2b), la absorbancia
se mantuvo sin cambios hasta las 9.5 horas, donde se observd que el porcentaje de

oxidacion diminuy6 0.4 % con respecto a las 6 horas.

—o—a) 414 nm b) 728 nm —=—c) 336 nm

Absorbancia

0.0 —

T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

tiempo (h)

Figura 5.8.4.2 Evolucion de la reaccion de oxidacion de una disolucion 0.05 mM de ABTS” en 4cido
acético 1 M con 0.5 mL de peréxido de hidrégeno 2.5 mM observada por medio del trazo de las
absorbancias a A= 336 nm y A= 414 nm.
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Después de 7.5 horas de reaccion, se observo un descenso en la absorbancia a A= 414 nm
(figura 5.8.4.2), que no mostr6é un incremento simultaneo a A= 336 nm. Lo anterior indica
que a pesar de que la concentracion de HABTS™ no cambid, si se modifico la del ABTS™, a
pesar de que a A= 728 nm, no es evidente el decremento de la absorbancia, hasta después de
9.5 horas. Informes previos indican la formacion de un complejo entre ABTS® y ABTS™
genera una interferencia en la absorbancia a A= 414 nm y se manifiesta como una baja
estimacion de la concentracion de ABTS™, no obstante, esta interferencia no se observa a
A= 728 nm [47]. Es posible entonces, que el descenso en la absorbancia a A= 414 nm
después de 7.5 horas, se deba a la formacion del complejo y no al cambio en la
concentracion de ABTS™, que aparentemente fue consumido sin la recuperacion de

HABTS'.

Esta interaccion entre ABTS® y ABTS", no impidié que la estrategia de oxidacion de
ABTS” con H,0; en 4acido acético 1 M, fuera utilizada para la oxidacion de lignina en
pulpa de papel, determinando la presencia de ABTS™ antes de las 10 horas de reaccion,
utilizando la longitud de onda A=728 nm. La estrategia empleada, permiti6 ademas la
formacion del amortiguador de acetatos in situ, empleando NaOH. Este amortiguador de
acetatos, permitio llevar a cabo la reaccion de oxidacion del ABTS™ con lignina de pulpa de
papel, bajo las mismas condiciones empleadas durante la oxidacion de ABTS utilizando
enzima inmovilizada, obteniendo un mayor porcentaje de oxidacion, que fue superior al 90

%, con respecto al porcentaje alcanzado con enzima inmovilizada.
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5.9 EFECTO DE LA MEZCLA ABTS”/ ABTS™ EN LA DESLIGNIFICACION DE

PULPA DE PAPEL

Una vez que se oxid6 la disolucion de ABTS® y se realizo la determinacion cuantitativa de
ABTS" en la mezcla obtenida, se tuvieron las condiciones adecuadas para llevar a cabo la
oxidacion in situ de lignina en pulpa de papel. Para esto, fue necesario determinar la

cantidad maxima de ABTS", capaz de llevar a cabo la oxidacién de la lignina en pulpa de

papel.

Se disefid una estrategia experimental, en la cual se emplearon diferentes cantidades de
ABTS" que provino de la mezcla (ABTS*/ABTS") obtenida de una disoluciéon 0.1 M de
ABTS? oxidada con alicuotas de HyO, 6.5 M, en 4cido acético 1 M. Durante la oxidacion,
la cantidad de H,O; utilizado correspondid a los moles necesarios para llevar a cabo
cuantitativamente la oxidacion de ABTS” de acuerdo con la relacion estequiométrica que
guardan. El porcentaje de ABTS™ que se obtuvo, fue menor al que se obtuvo en la seccion
5.8.4, debido en parte a la concentracion de ABTS* de la disolucién inicial, asi como el
reciclamiento de la mezcla, pues debido a la limitada disponibilidad del mediador, fue

utilizada en experimentos preliminares, lo que disminuy6 la concentracion del ABTS™.
Las cantidades de la mezcla utilizada, se calcularon de acuerdo con la concentracion exacta

de ABTS™ a emplear en cada tratamiento, de acuerdo con lo descrito en la seccion 5.6.1,

con muestras de 3 gramos de pulpa de papel libre de humedad, y su efecto se comparé con
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la disminuciéon debida tnicamente al proceso organosolv, empleando los resultados
obtenidos en la seccion 5.1. La tabla 5.9.1 muestra las cantidades de ABTS™ proveniente de

2 : ,
la mezcla con ABTS” empleada en cada tratamiento, asi como la nomenclatura usada para

cado uno.
Tabla 5.9.1. Cantidades de ABTS™ y ABTS* empleadas en cada tratamiento.
Tratamiento LB ABTS”
(mmol) (mmol)
Testigo 0 0
organosolv (1 h) 0 0
organosolv (2 h) 0 0
8 ABTS /92 ABTS™ 0.24 2.76
4 ABTS/96 ABTS™ 0.12 2.88
ABTS”™ 0 0.12

La figura 5.9.1 muestra el efecto de cada uno de los tratamientos en la disminucion del
numero kappa, empleando diferentes cantidades de ABTS™ (8 ABTS™/92 ABTSY), (4
ABTS™/96 ABTS”) y (ABTS”), combinado con el efecto del proceso organosolv. Los
coeficientes utilizados para nombrar cada tratamiento, muestran el porcentaje en el que se

encontraron el ABTS” y ABTS" en la mezcla empleada.

La primera columna de la figura 5.9.1, muestra el valor del nimero kappa de un testigo, es
decir, de pulpa sin tratamiento. La segunda columna, muestra la disminucion del nimero
kappa de una muestra que poseia el efecto inicamente del proceso organsosolv, durante 1
hora de reaccion; mientras que la tercera columna, presenta el mismo tratamiento por un
periodo de 2 horas, ya que a t= 2 horas se presentd la mayor disminucion del nimero

kappa, como se indica en la seccion 5.2. Las tres ultimas barras, presentan la disminucion
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del ntimero kappa de muestras que fueron pretratadas con diferentes cantidades de la
mezcla ABTS*/ABTS” y tratadas posteriormente con el proceso organosolv durante una

hora.

Efecto organosolv

Efecto ABTS?/ABTS”
+ 1 hora de organosolv

®
o
o
< 11.4
o ' 17 .4
g -
> 32.7
28.7
v |
7.4
I ] T
Testigo organosoly organosolv 8ABTS '/ 4ABTS / ABTS*
1 hora 2 horas 92ABTS? 96ABTS”

Tratamiento

Figura 5.9.1 Efecto de la cantidad de ABTS™ y ABTS” en la disminucion del nimero
kappa de pulpa de papel.

La disminucion del numero kappa, entre el testigo y la muestra de organosolov con t= 1
hora, fue de 18.7 unidades, mientras que la disminucién para t= 2 horas, fue de 39.4
unidades. La disminucién del namero kappa por efecto del tratamiento SABTS /92ABTS*
fue de 11.3 unidades con respecto al de organosolv t= 1 hora y de 30 unidades comparado
con el testigo. El tratamiento 4ABTS/96ABTS”, presenté una disminucién de 17.4

unidades con respecto a t= 1 hora y 36 unidades con respecto al testigo. Por otro lado, la
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disminucion del namero kappa del tratamiento ABTS? fue de 32.6 unidades con respecto a

t=1 hora y 51.3 unidades con respecto al testigo.

Como se indico en la seccidon 5.1, la mayor disminucion del numero kappa, por parte del
proceso organosolv, se obtuvo a t= 2 horas y no fue posible aumentarla, prolongando el
tiempo de reaccion. Esta disminucion, fue comparable con la disminucion obtenida con el
tratamiento 4ABTS™/ 96ABTS” y no vari6 considerablemente con el valor obtenido con el
tratamiento SABTS/92ABTS”. Sin embargo, el tratamiento ABTS™, presento la mayor
disminucion del nimero kappa, comparado con los demas tratamientos. Es claro, que
cuando la relacion ABTS?/ABTS" aumento, se observo también un aumento en la
disminucion del nimero kappa. Estos resultados, fueron contradictorios con la hipdtesis
planteada para este trabajo, pues de acuerdo con algunas referencias [12,11,41], el ABTS™
es el encargado de realizar la oxidacion de las estructuras de lignina, no obstante, los
valores experimentales indicaron, que la presencia de ABTS”, favorecié de alguna manera
la deslignificacion de pulpa de papel. Esto, no indica que fuera el responsable directo de
llevar a cabo la deslignificacion, sino s6lo que estuvo involucrado en ella, y que actia
formando parte de un mecanismo de reaccion que se desconoce. La explicacion de este
mecanismo de reaccion, no forma parte de los objetivos de este trabajo, por lo que se

propone que se aborde en futuras investigaciones.

A pesar de la aparente contradiccion de los resultados presentados en esta seccion, se
obtuvo un comportamiento consistente con los resultados que se presentaron en la seccion

5.6, no solo en lo referente a la presencia de ABTS> en mayor proporcion en la mezcla de
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reaccion, sino en la sobreestimacion del valor del nimero kappa obtenido, con respecto a la
disminucion calculada con base en el balance tedrico, como se indicd en la seccion 5.6.1.
Esta sobrestimacion del valor del numero kappa, podria ser un indicio de que el mecanismo
de reaccién desconocido, en el que el ABTS® estd involucrado en uno o mas ciclos.

Con el fin de encontrar evidencias que sustenten la existencia de un ciclo de oxidacioén en
que el ABTS™ y/o ABTS", estén involucrados en la destruccién de las estructuras de
lignina, se recuperaron los extractos organico/acuoso, obtenidos en el reactor, después del

proceso organosolv.

5.9.1 Recuperacion de la fase organica y acuosa del proceso organosoly

Con el proposito de determinar la presencia de ABTS* o ABTS", en los extractos
recuperados del reactor, utilizado en el proceso organosolv, se obtuvieron los espectros de
absorcion UV-Vis de las fases organica y acuosa de manera independiente, utilizando
butanol y una disolucion 1 M de NaOH como blancos de calibracion. La figura 5.9.1.1

muestra los espectros de absorcion de ambas fases.

Tanto la fase organica, como la fase acuosa, procedieron de la emulsion recuperada del
reactor y pertenecian a los extractos de los tratamiento ABTS” y 4ABTS™/96 ABTS®.
Ambas fases fueron separadas y sus espectros de absorcidon, se compararon con el espectro
de la Unica fase recuperada de una muestra que poseia solo el efecto del proceso

organosolv.
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Una caracteristica importante del proceso organosolv, fue el rompimiento de las estructuras
de lignina, para formar compuestos de bajo peso molecular, solubles en agua [51]. Este
comportamiento, se comprobod, con la distribucion de los componentes de las fases
recuperadas, que se distribuyeron en mayor proporcion en la fase acuosa, que en la fase

orgéanica, como lo muestra la figura 5.9.1.1.

3.0

205 nm —=®— a) ABTS?. Fase acuosa
—o—b) 4ABTS /96ABTS”. Fase acuosa

c) 4ABTS /96ABTS”. Fase organica
—e—d) Organosolv

—m—e) ABTS?. Fase organica

Absorbancia

Figura 5.9.1.1. Espectros de absorcion de las fases recuperadas después del proceso organosolv.

Las fases organicas presentaron una absorcién muy baja, con respecto a la que mostraron
las fases acuosas. A pesar de esto, presentaron tres maximos de absorcion: el primero, se
localiz6 entre 213-227 nm, el segundo entre A= 262 y A= 268 nm y el tercero entre A= 306

y A=316 nm. En las fases acuosas se observaron diferencias considerables entre los
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espectros de absorcion de cada tratamiento. El espectro correspondiente a la fase acuosa del
tratamiento 4ABTS /96ABTS? (figura 5.9.1.1b) mostré sefiales de méxima absorcion entre
A= 205-210 nm, A= 289-297 nm y A= 351-379 nm, mientras que el espectro de la fase
acuosa, correspondiente al tratamiento ABTS® (figura 5.9.1.1a) presenté maximos de

absorcion entre A= 202-205 nm, A= 260 nm y A= 339-345 nm.

La sefial que se present6 en las fases acuosas cerca de los 205 nm corresponde a lignina
soluble [28,34,65] y fue considerablemente mas grande en la fase acuosa de ABTS™ (figura
5.9.1.1a) que en la de 4ABTS/96ABTS™(figura 5.9.1.1b). Esto fue consistente con lo
indicado en la seccion 5.9, donde la mayor disminucion del numero kappa se presentd con
el tratamiento ABTS”. La sefial que presenté la fase acuosa del tratamiento ABTS® entre
339-345 nm, coincididé con la longitud de onda en la que se presento la sefial de maxima

absorcién del ABTS?.

Los maximos de absorcion restantes en las fases acuosas, no correspondieron con los
informados en la literatura para estructuras de lignina [30]. Las fases organicas, presentaron
un espectro de absorcion muy semejante a un espectro tipico de lignina, sin embargo, las
longitudes de onda de maxima absorcion se desplazaron de 10 a 12 nm [28,66]. La figura
5.9.1.2 muestra la ampliacion de los espectros de absorcion correspondientes a las fases

organicas.

Finalmente, los resultados obtenidos no proporcionaron evidencia contundente de la

presencia del ABTS? al final de la reaccion del proceso organosolv. Tampoco fue posible
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garantizar, por medio de los espectros de absorcion de las fases recuperadas, si alguna
especies oxidadas ABTS™ o ABTS', estuvieron involucradas en la oxidacién y el
rompimiento de las estructuras de lignina, cuando se intentd determinar su presencia al final

de la reaccion del organsosolv.

—=— a) organosolv —e—b) ABTS* c) 4ABTS°/96ABTS™
0.15
.©
O 0.10 —
c
@©
£
8 qd ¢
Qo i 306-316 nm
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Figura 5.9.1.2 Ampliacion de los espectros de absorcion correspondientes a las fases
organicas recuperadas después del proceso organosolv.

No obstante, se desconoce si el ABTS® o ABTS" se encuentra en las fibras y la cantidad en
la que estuvo presente, al inicio del proceso. Por esta razon, se realizd la determinacion de
la cantidad de ABTS® y/o ABTS™ que pudo adsorberse en pulpa de papel, después del

pretratamiento.
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5.9.2 Determinacion de la adsorcién de ABTS* y ABTS" en pulpa de papel

En la seccion 5.9, se determind que el mayor efecto en la disminucioén del numero kappa se
obtuvo, cuando se pretrato a la pulpa de papel solamente, con ABTS” y no cuando se
empled una mezcla ABTS*/ABTS". Esto sugirié que la presencia de ABTS” favorecia la
reaccion de deslignificacion y por consiguiente, la disminucion del nimero kappa, aunque
el mecanismo por el que se llevé cabo, es desconocido. Por otra parte, en la seccion 5.6, se
determin6 que el valor del numero kappa de un tratamiento estaba sobrestimado, debido a
la presencia de ABTS® en la pulpa de papel, el cual modifico la determinacion de materia
oxidable. Esto, proporcioné una evidencia de que el ABTS* pudo permanecer adsorbido.
No obstante, es necesario determinar la cantidad precisa que permanece en las fibras de
celulosa de la pulpa. Para estimar la cantidad de ABTS* o ABTS™ que se adsorbid en la
pulpa de papel después de efectuar el pretratamiento con la mezcla, se realizd un
experimento para determinar el cambio en la concentracion de una disolucion que contenia

una mezcla de ambos.

En el experimento, se determiné la disminucién de la concentracion de una disoluciéon que
contenia una mezcla 1 mM de ABTS®/ ABTS™ en 1 M de 4cido acético, para simular las
condiciones empleadas en la seccion 5.9. El experimento se realizd por triplicado,
utilizando 0.15 gramos de pulpa de papel, que permanecié en contacto con la mezcla
durante 19 horas, dentro de un sistema hermético para evitar la evaporacion. La

concentracion de ABTS® y ABTS™ en la mezcla y la concentracion total, se determinaron
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como se indica en la seccion 5.3. La figura 5.9.2.1 muestra los espectros de absorcion

obtenidos antes y después de 19 horas.

336 nm
0.30 + 237 nm 4

- # —e—a) ABTS?/ABTS t= 0

0.25 - —=—b) ABTS?/ABTS  t= 19 horas
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Figura 5.9.2.1. Espectro de absorcion de una mezcla de ABTS*/ ABTS™ antes y después de 19
horas de contacto con pulpa de papel.

Los espectros de la figura 5.9.2.1, presentan las longitudes de maxima absorcion
caracteristicas de las especies ABTS” y ABTS™. Después de 19 horas, se observé una
disminucion en la intensidad de la absorcion de todo el espectro. La tabla 5.9.2.1, muestra
los valores de absorbancia obtenidos a A= 336 nm y A= 414 nm, para determinar la
concentracion de ABTS” y ABTS™ respectivamente. A pesar de que A= 728 nm es la

longitud de onda mas confiable para la estimacion de la concentracion de ABTS”, se utilizd
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la longitud de onda A= 414 nm, debido a que la baja concentracion de la especie ABTS™
demanda el uso de una longitud de onda de mayor sensibilidad, ademas de poseer un
coeficiente de extincion molar mayor, ya que €414 nm= 36,000 L/cm™ mol™ es mayor €728 nm=

15,230 L/em™ mol™.

Tabla 5.9.2.1. Valores de absorbancia y concentracion de ABTS*, ABTS™ y la concentracion total,

obtenidas a partir de los espectros de absorciéon mostrados en la figura 5.9.2.1.

. 3=336 nm [ABTS™] =414 [ABTS"] [ABTS]otal
Tiempo (h) A M A M M

t=0 0.298 7.48 X10™* 0.032 0.89 X 10™ 837X 10™

t=19 0.191 4.81 X10™ 0.013 | 037X10* 518X 10™

Después de 19 horas, la absorbancia a A= 336 nm disminuy6 36 %, mientras que la
absorbancia a A= 414 nm disminuy6 59 %. La diferencia de la concentracién de ABTS™ es
de 2.67 X 10" M, mientras que la de ABTS™ es de 5.2 X 10° M. La diferencia de la
concentracion total de la mezcla de ABTS*/ABTS", fue de 3.19 X 10° M y corresponde a
la disminucion del 38 % de la concentracion de la disolucion. La disminucion del 40 % de
la concentracion total de la disolucion, se atribuy6 a la adsorcion en la pulpa de papel, y no
a la reaccién de ABTS™ con lignina, que daria como producto ABTS® y en consecuencia
un incremento en la absorcion a A= 336 nm. La diferencia de la concentracién de ABTS® y
de ABTS", indica que la adsorcion fue mayor para ABTS>, mientras que los porcentajes,
muestran selectividad por la adsorcion del radical. El ABTS* y el ABTS™, son especies con
carga eléctrica formal que pueden establecer interacciones electrostaticas facilmente,
incluso con la celulosa. La celulosa, establece puentes de hidrogeno con cadenas
adyacentes, y de la misma forma, se une a los demas componentes de la pared celular,

como la hemicelulosa y la pectina [7]. El ABTS” y ABTS" probablemente establecen el
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mismo tipo de interacciones con la celulosa, lo que hace posible su adsorcion. Si la
disminucion del namero kappa observado en la seccion 5.9, estuvo asociado con fendmenos
de adsorcion, resultd fundamental, estimar y proponer la cantidad de ABTS* o ABTS" que
se requiere para llevar a cabo los procesos de deslignificacion de pulpa de papel, pues
aunque no hay una evidencia contundente que explique la disminucioén del nimero kappa,
cuando se empled el pretratamiento con ABTS”, si se establecio una relacion estrecha

entre la cantidad de ABTS* presente en la reaccion y la disminucion del namero kappa.

La cantidad de ABTS?, que se adsorbié en pulpa de papel, corresponde a 3.19 X107 moles
por cada 0.15 gramos de pulpa, es decir, 6.38 X10™* moles de ABTS® por cada 3 gramos de
pulpa de papel. Esta cantidad, fue mucho menor que la propuesta por otros autores [11],
que utilizaron 150 mmoles de ABTS” por cada 3 gramos de pulpa de papel, para obtener
una disminucion de 2.5 unidades del numero kappa, empleando un sistema Lacasa-
Mediador (SLM). El ABTS”, es un compuesto que se encuentra disponible
comercialmente, pero su elevado costo, limita su aplicacion, especialmente a nivel
industrial. Por tanto, resulta interesante, realizar un ejercicio de analisis en el que se
determine el precio de la celulosa blanqueada, por medio del proceso acoplado propuesto

en este trabajo.
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5.10 EVALUACION ECONOMICA DEL ACOPLAMIENTO DE LOS PROCESOS

ABTS*— ABTS"/ ORGANOSOLYV

A pesar de que el mecanismo de accion del ABTS* o ABTS™ durante la reaccion de
deslignificacion de pulpa de papel no es claro, de acuerdo a la seccion 5.9, es posible
realizar un ejercicio en el que se estime el precio que alcanzaria la pulpa de papel que se
obtuvo por medio del proceso acoplado que se propuso en este trabajo, para verificar si

dicho proceso, representa una opcion viable.

Utilizando como una base, la cantidad de ABTS* que se adsorbi6 en pulpa de papel, se
relacion6 con la disminucion del nimero kappa, para evaluar el costo asociado. Durante el
proceso organosolv, se realizd una inversion energética por concepto del calentamiento y
mantenimiento de la temperatura dentro del reactor. La temperatura fue registrada por
medio de dos termopares que enviaron la sefial a un detector reciproco. Este detector,
tradujo la diferencia de temperaturas entre el reactor y la temperatura programada (150 °C)
y la codifico, como un suministro de energia eléctrica (Volts). Para determinar el
suministro total de energia durante el proceso, se calculd la potencia requerida durante la
fase de calentamiento y mantenimiento por medio de la integral de la curva potencia en
funcion del tiempo [63]. La figura 5.10.1, muestra la grafica que representa el suministro de
potencia, durante la fase de calentamiento y mantenimiento dentro del reactor y la

integracion de la curva correspondiente.
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Figura 5.10.1 Suministro de potencia, durante la fase de calentamiento y mantenimiento dentro
del reactor y la integracion de la curva correspondiente.

Durante la fase de calentamiento, se obtuvieron variaciones muy marcadas en el suministro
de la potencia. Estos cambios, se debieron propiamente al mecanismo del detector, que
registr6 grandes diferencias entre la temperatura programada, y la del termopar que se
encontraba dentro del reactor. No hubo suministro de voltaje durante la fase de enfriamiento
del reactor. El area debajo de la curva potencia Vs tiempo, indica un consumo total de 34.84
KW y el tiempo de reaccion fue de 100 minutos, ya que no se considerd el periodo de

enfriamiento. El costo en pesos mexicanos por KWH es de $0.31 de acuerdo a la tarifa
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vigente de Luz y Fuerza del Centro® (LyFC). El resultado, es un consumo de 58 KWH, con
un costo de $187. Sin embargo, las modernas plantas productoras de pulpa de papel, tienen
capacidad para producir 1000,000.00 ton/ afio. Para alcanzar estos volimenes de
producciodn, resulta impractico y sumamente caro, emplear energia eléctrica, por lo que se
utiliza vapor, que es generado en la misma planta, por medio de calderas, utilizando los
desechos de madera y papel como combustible. Por esta razén, el costo asociado a la
generacion de vapor, es minimo [23]. En el apéndice, se muestran los desechos de madera

utilizados como combustible y la capacidad calorifica que poseen.

La informacion presentada, permite establecer un modelo de planta productora de celulosa
blanqueada con capacidad de 1000,000.00 ton/ afio, y establecer los costos de operacion con
base en los costos asociados a la materia prima. La tabla 5.10.1 muestra un inventario de la
materia prima e insumos empleados para la obtencion de celulosa blanqueada por el proceso

acoplado ABTS*-ABTS"/organosolv.

Tabla 5.10.1. Inventario de materia prima e insumos y sus costos asociados a la obtencion
de celulosa por medio del proceso acoplado ABTS*-ABTS"/organosolv [64]

Materia prima Costo unitario Ton/Ton MP
(8/Kg) producto ($/ aino)
Butanol 25.96 19.4 5X 10"
ABTS™ 208,000 0.35 7.28 X 10"
Agua 1.52 2.4 3.64 X 10
NaOH 18.10 0.09 1.62 X 10°
Pulpa de papel 1.20 1 12X 10°
Vapor | = e I
Costo de operacion anual $5.79 X 10" %o MN.

Costo en M.N (M¢xico, 2006)

? La tarifa utilizada considera el costo real por suministro y no considera los descuentos por otras
transferencias ni el subsidio del gobierno federal.
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El butanol que se emplea durante el proceso, normalmente se recupera por destilacion y
puede ser reutilizado, por lo que sus costos se reducen drasticamente. Con la consideracion
de que el vapor, no representa una inversion, se desprecia el flujo de efectivo por concepto
de costos asociados al suministro de energia. Para que el modelo de evaluacién propuesto,
sea valido, se requiere que la planta productora de celulosa, lleve a cabo el proceso
integrado, que contempla el talado de arboles, descortezado, pulpeo y blanqueo, de lo
contrario, se elevan los costos por concepto de compra de materia prima (pulpa) y

suministro de energia.

El factor limitante de este proceso, es el costo asociado al ABTS”, pues la suma que
alcanza por tonelada de pulpa procesada, eleva el precio de la celulosa, que no compite con
los precios de venta de Brasil y que son de alrededor de US$ 120/ ton de celulosa
blanqueada, es decir $1,270 pesos mexicanos. La alternativa, que podria hacer viable la
aplicacion de este proceso acoplado a una escala mayor, seria emplear un mediador que

garantice los mismos resultados en la disminucion del nimero kappa, a un menor costo.

La implementacion de un proceso acoplado ABTS*-ABTS /organosolv, para la produccion
de celulosa blanqueada a nivel industrial con precios competitivos de venta, requiere de una
evaluacion econdmica mas formal y estudios de optimizacion del proceso. Un estudio mas
detallado y completo respecto a las cantidades de ABTS® necesario para la deslignificacion
de pulpa de papel, aportaria informacion valiosa para determinar la cantidad minima
requerida durante el proceso, puesto que los resultados mostrados en la seccion 5.9 indica

que el sistema es mas eficiente cuando se emplea menor cantidad de ABTS”. Ademas de la
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optimizacién del ABTS* necesario, puede considerarse el reciclaje del mismo. No obstante,
los resultados obtenidos por este trabajo dejan un antecedente para futuras investigaciones,

pues representa un buen campo de oportunidad.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES.

Fue posible desarrollar de manera efectiva, un procedimiento que combina Ila
deslignificacion de pulpa de papel en un proceso de preoxidacion, utilizando el mediador

redox ABTS™ (4cido 2,2’-3-etil benzotiazolin-6-sulfénico) y el proceso organosolv.

El proceso combinado, es capaz de disminuir aproximadamente 50 unidades del numero
kappa de pulpa de papel de Eucalyptus globulus. Este proceso, se propone como una

alternativa para posibles aplicaciones al blanqueo de pulpa de papel.

La cantidad maxima de ABTS® empleada en el proceso de preoxidacion, es de 0.12
mmoles de ABTS® por cada 3 gramos de pulpa, es decir, 0.01 mmoles de ABTS*/g pulpa,

que representa solo el 0.08 % del gasto de ABTS” propuesto por otros autores.

El ABTS?, tiene la capacidad de adsorberse en cristales de silica gel y en pulpa de papel.
En el primer caso, tiene un efecto perjudicial, disminuyendo la concentracion disponible de
ABTS” y ABTS" en la disolucién, mientras que en el segundo, favorece el proceso de

deslignificacion.

Durante la etapa de preoxidacion del proceso combinado, se lleva a cabo la adsorcion de
0.01 mmoles de ABTS*/g de pulpa de papel. El ABTS> adsorbido, juega un papel muy

importante en la disminucion del nimero kappa. Se desconoce aun el mecanismo de accién
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del ABTS” adsorbido en pulpa, que favorece la disminucién significativa del niimero

kappa.

La oxidacion de ABTS” utilizando H,O, en medio acido, demostrd una eficiencia cercana
al 98 %, empleando HCI 0.1 M, mientras que las eficiencias obtenidas con acido
clorhidrico 0.05 M, acido acético 1 M y acido sulfurico 0.05 M, alcanzaron valores de 35
%, 72 % y 96 % respectivamente. Por otra parte, la eficiencia oxidativa que se alcanzo

utilizando enzima inmovilizada es cercana al 35 %.

Lo anterior, demuestra que sustituir la enzima lacasa por un método de oxidacion de
ABTS” mas rapido y efectivo, como es el uso de peréxido de hidrogeno con 4acido acético
1 M, brinda resultados satisfactorios en eficiencia de oxidacion, asi como la posibilidad de
una posterior y sencilla preparacion in situ de una disolucion reguladora de pH, a
semejanza de las condiciones empleadas durante la oxidacion de ABTS” en presencia de la

enzima.

PERSPECTIVAS

Se plantea la posible de reutilizacion del ABTS* empleado, favoreciendo la disminucién de

los costos asociados al proceso y perfilando una alternativa importante en el blanqueo de

papel con costos comparables a los empleados en la iniciativa privada.
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Apéndices
APENDICE I

Volumen requrido

Soluciones. 0.02M de KMnO, en mL de ABTS” 100
0.1 M de Na,S,0; masa en g 27.435

[KMnOy4] 0.02 100 mL

[Na,S,03] 0.1

[ABTS?] 0.5

Muestra de pulpa 3 gramos

meq
mmol MnO; mmol KMnOs MnO, meq I, meq S,0,% mL S,0:% mmol ABTS®
mmol que
mL KMnO,4 mL KMnO;  mL KMnO4 KMnO,4 consumido residuales  residuales generados por paratitular 12 paratitular 12  consumiria kappa
afadidos consumidos  residuales totales por la fibra r}éggsgl la fibra asociado

100 100 0 2 2 0 0 0 0 0 0 100
100 90 10 2 1.8 0.2 1 1 2 10 1 90
100 80 20 2 1.6 0.4 2 2 4 20 2 80
100 70 30 2 1.4 0.6 3 3 6 30 3 70
100 60 40 2 1.2 0.8 4 4 8 40 4 60
100 50 50 2 1 1 5 5 10 50 5 50
100 40 60 2 0.8 1.2 6 6 12 60 6 40
100 30 70 2 0.6 1.4 7 7 14 70 7 30
100 20 80 2 0.4 1.6 8 8 16 80 8 20
100 10 90 2 0.2 1.8 9 9 18 90 9 10
100 0 100 2 0 2 10 10 20 100 10 0
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APENDICE II

Determinacion de lignina. Algoritmo de calculo [22].

K=(P)*(f)/W

Donde

P=(b-a)N/0.1

K = Numero kappa

f = Factor de correccion para un consumo del 50 % del permanganato, dependiente

del valor de p.

W = Gramos de pulpa libre de humedad

P = Centimetros cubicos de permangnato 0.1 N consumidos por la prueba

b= Centimetros cibicos de tiosulfato consumidos por la prueba.

a = Centimetros cubicos de tiosulfato consumidos por el blanco

N= Normalidad del tiosulfato.
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APENDICE III.

Propiedades de algunos solventes utilizados en los procesos organosolv [25].

Propiedad Metanol Etanol Butanol
Punto de ebullicion
65.15 78.5 117.2
°C, 1 atm.
Punto de fusion.
-93.9 -117.3 -89.5
°C, 1 atm.
Capacidad calorifica
51.71 81.19
J/mol K
Entropia
253.84 303.1
J/ mol K
Densidad especifica )5
20 0.78 (ds™) 0.78 0.810
(ds™)
Flash (° C) 12 13 36-38
APENDICE 1V

Combustibles de desechos sélidos quemados en calderas industriales [25]

Desecho HHV, KJ/ Kg
Bagazo 8,374-11,630
Residuo furfural 11,630-13,956
Corteza de arbol 9,304-11,630

Desecho de madera en
general

Desperdicios de papel

10,467- 18,608

13,695- 18,608
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