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RESUMEN

La pulpa celulésica obtenida desde madera mediante procesos de pulpaje es la materia prima
para la produccion de pulpa grado papel y pulpa grado soluble. La pulpa grado soluble es
utilizada para la obtencion de diferentes derivados biodegradables como hidrogeles de
celulosa. Actualmente se utilizan tratamientos quimicos para la conversion de pulpa grado
papel a pulpa grado soluble y como posibles alternativas mas sustentables, se han probado
diferentes tratamientos enzimaticos. Este trabajo evalué el efecto de tratamientos enzimaticos
en pulpa Kraft blanqueada de Eucalyptus utilizando los cocteles comerciales Cellic CTec2 y
Cellic CTec 3, y celulasa monocomponente de Trichoderma reesei; comparando su efecto en
la pulpa grado soluble obtenida desde una purificacion quimica y activacion con hidroélisis
acida. El objetivo consistio en obtener pulpas grado soluble de calidad superior mediante los
tratamientos enzimaticos, para elaborar en base a ellas hidrogeles de celulosa y estudiar su
capacidad de adsorcion del colorante azul de metileno. Para esto se determind la viscosidad
intrinseca, contenido de carboxilos y la estructura supramolecular de las pulpas tratadas, asi
como la densidad aparente, porosidad y capacidad de adsorcion de los hidrogeles en
diferentes concentraciones de azul de metileno. Tras la aplicacién de los preparados
enzimaticos comerciales (10 y 100 U) se logré obtener pulpa grado soluble a partir de pulpa
grado papel, y posteriormente la elaboraciéon de hidrogeles de celulosa. El andlisis de las
propiedades quimicas y supramoleculares de las pulpas de eucalipto tratadas y de los
hidrogeles, evidencié una mejora al aplicar una dosis de 10 U de endoglucanasas de T. reesei
(EGTT), presentando un mayor contenido de carboxilos (0,1391 mmol/g), una disminucion
del 17,61% de la viscosidad intrinseca y un grado de cristalinidad de 85,6 en el caso de las
pulpas. En el caso de los hidrogeles, éstos presentaron una menor densidad (0,0437 g/cm?®),
una mayor porosidad (96,92%) y capacidad maxima de adsorcion de azul de metileno (22,90
mg/g) que los resultantes de las pulpas tratadas con los multicomponentes enzimaticos Cellic
CTec (16,15 a 20,43 mg/g) y con el tratamiento quimico con extraccion alcalina e hidrolisis
acida (17,06 mg/g). El preparado de endoglucanasas de T. reesei representa la mejor
alternativa entre los cocteles enzimaticos comerciales probados para reemplazar los
tratamientos quimicos en las condiciones utilizadas en este estudio, para la modificacion de
pulpa de eucalipto destinada a la elaboracidn de diversos biomateriales, como los hidrogeles

con capacidad de adsorcion de colorantes.



ABSTRACT

Cellulosic pulp obtained from wood through pulping processes is the raw material for paper
grade and dissolving pulp production. Dissolving pulp is used to obtain different
biodegradable derivatives such as cellulose hydrogels. Currently, chemical treatments are
used for the conversion of paper grade pulp to dissolving grade pulp but more sustainable
alternatives as enzymatic treatments have also been tested. This work evaluated the effect of
enzymatic treatments on bleached Eucalyptus Kraft pulp using the commercial cocktails
Cellic CTec2 and Cellic CTec 3, and a monocomponent cellulase from Trichoderma reesei;
comparing their effect on dissolving grade pulp obtained from a purification and activation
with acid hydrolysis. The objective was to obtain soluble grade pulps of superior quality by
means of the enzymatic treatments, to elaborate cellulose-based hydrogels and their
adsorption capacity of methylene blue dye. For this purpose, the intrinsic viscosity, carboxyl
content and supramolecular structure of the treated pulps were determined, as well as the
bulk density, porosity, and adsorption capacity of the hydrogels in different concentrations
of methylene blue. After the application of the commercial enzyme preparations (10 and 100
U), it was possible to obtain soluble grade pulp from paper grade pulp, and subsequently the
elaboration of cellulose hydrogels. The analysis of the chemical and supramolecular
properties of the treated eucalyptus pulps and hydrogels showed an improvement when
applying a dose of 10 U of endoglucanases from T. reesei (EGTr), presenting a higher
carboxyl content (0.1391 mmol/g), a 17.61% decrease in intrinsic viscosity and a degree of
crystallinity of 85.6 in pulps. These hydrogels showed a lower density (0.0437 g/cm3), higher
porosity (96.92%) and maximum methylene blue adsorption capacity (22.90 mg/g) as
compared with those from pulps treated with Cellic CTec enzymatic multicomponents (16.15
to 20.43 mg/g) and from the chemical treatment by alkaline extraction and acid hydrolysis
(17.06 mg/g). The preparation of endoglucanases from T. reesei represents the best
alternative among the commercial enzyme cocktails tested to replace chemical treatments
under the conditions used in this study, for the modification of eucalyptus pulp intended for
the elaboration of biomaterials, such as hydrogels with dye adsorption capacity.
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1. INTRODUCCION

La pulpa grado papel y la pulpa grado soluble celul6sica son dos de los principales productos
del proceso de conversion quimica de la madera. La primera abarca sobre el 90% de la
produccion de pulpas a nivel mundial, y se utiliza para la elaboracion de papeles y cartones.
La pulpa grado soluble se diferencia por su pureza, pues presenta un contenido de celulosa
superior al 98-99% (Sixta, 2006; Yang et al., 2019; Arce et al., 2020), y es utilizada para la
fabricacion de diferentes derivados de celulosa tales como celulosa regenerada, ésteres y
éteres de celulosa, y otros productos a base de celulosa, como celulosa hano y microcristalina
(Chen et al., 2016). Sin embargo, para la produccién de estas pulpas también se utilizan
métodos quimicos y/o mecanicos que son altamente demandantes de energia o de reactivos
quimicos, por lo que, en vista de mejorar o sustituir estos procesos por alternativas
ambientalmente amigables se han evaluado alternativas biol6gicas como el uso de enzimas
hidroliticas (Jegannathan & Nielsen, 2013; Chapman et al., 2018), que permiten purificar y

activar la celulosa para la elaboracion de derivados desde pulpa soluble.

Existen antecedentes del uso de enzimas hidrolasas en procesos de conversién de pulpa grado
papel a pulpa grado soluble, como xilanasas y celulasas, que han demostrado tener la
capacidad de disminuir el contenido de hemicelulosas y aumentar la reactividad,
respectivamente, con mayor eficiencia en procesos combinados con extraccion alcalina
(Kopcke et al., 2010; Duan et al., 2017; Zhao et al., 2017). De la misma forma se ha estudiado
el uso de enzimas auxiliares como las monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMO) en
procesos de hidrolisis y sacarificacion en residuos agricolas como alternativa para aumentar
la actividad de las enzimas glucohidrolasas mediante una accion sinérgica (Du et al., 2018;
Hu & Saddler, 2018).

En base a lo anterior, se presentan antecedentes bibliograficos para proponer el uso de los
cocteles enzimaticos Cellic CTec2 (CCT2) y Cellic CTec3 (CCT3) constituidos por una
combinacion de enzimas hidroliticas y enzimas auxiliares y, el preparado monocomponente
de endo-glucanasas de Trichoderma reesei (EGTr), para avanzar hacia el objetivo de
disminuir las concentraciones de reactivos quimicos aplicados, ademas de mejorar las
propiedades de la pulpa grado soluble obtenida a partir de madera de eucalipto para la

generacion de derivados y biomateriales de celulosa.



1.1. Maderay celulosa

La madera esta compuesta por celulosa, hemicelulosa, lignina y extraibles, y se puede dividir
en 2 grandes grupos, maderas de especies latifoliadas y maderas de especies coniferas. En
una comparacion entre ambas, las maderas de latifoliadas tienen un contenido de lignina entre
el 23-30%, mientras que las maderas de coniferas entre 26-34%, y un contenido de celulosa
del 38-49% y 40-45% respectivamente (Rowell, 2012), ademas, el volumen de fibras es de
60-80% en maderas de latifoliadas y un 90-95% en maderas de coniferas (Chen et al., 2016).
Son importantes estas cualidades de las fibras pues determinan diferentes propiedades de la
celulosa que se obtendra de cada una, como la accesibilidad y la reactividad (lbarra et al.,
2010).

Existe una creciente demanda por las maderas de latifoliadas, prefiriendo la celulosa de fibras
mas cortas por su mayor disponibilidad en el mercado, rendimiento y crecimiento de las
especies, entre otras caracteristicas. Las especies de Eucalyptus en particular han tomado
gran importancia dentro del mercado de la madera de latifoliadas y la produccién de pulpa
grado papel y grado soluble (Kumar & Christopher, 2017), en gran parte debido a su rapido
crecimiento, calidad de la madera y alto rendimiento en las pulpas obtenidas, especialmente
en plantaciones comerciales de Sudamérica (Turnbull, 1999; Kopcke et al., 2010; Gomes et
al., 2015; Carrillo et al., 2017). Debido a estas caracteristicas, los eucaliptos representan las
especies de madera de latifoliadas mas plantadas en el mundo, y son ampliamente utilizadas

para la obtencidon de derivados de celulosa (Cetinkol et al., 2012; Carrillo-Varela et al., 2018).

La celulosa es un componente estructural de las paredes celulares de las plantas, y
corresponde al polimero renovable méas abundante del mundo. Posee una estructura ordenada
de cadenas de D-glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos p-1,4 que forman una red
rigida y compacta de cadenas largas no ramificadas. Su estructura repetitiva esta formada por
dimeros de celobiosa, D-glucopiranosil-p-1,4-D-glucopiranosa, y esta a su vez, por dos
anillos B-D-glucopiranosa rotados entre si (Pérez & Samain, 2010; Heinze, 2016).

La compleja organizacion de la celulosa es el resultado de la interaccion entre grupos
hidroxilos libres presentes entre las cadenas lineales del polisacarido, que forman enlaces
intra e intermoleculares, los cuales, dependiendo de su ordenacion, formaran la celulosa

nativa (celulosa 1) o la disposicién antiparalela en estado regenerado (celulosa Il) (Heinze,
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2016). La celulosa I es aparentemente el polimorfo mas abundante en el estado natural de las
plantas, y puede convertirse en celulosa Il mediante un tratamiento con NaOH, siendo esta
mas compacta y entrelazada (Koch, 2006; Carrillo et al., 2018).

Actualmente, las principales materias primas para obtener celulosa para la produccion de
derivados son la pulpa grado soluble de madera y el algodén (Li et al., 2018), pero el algodon
tiene un alto costo y, debido a la demanda estimada para el afio 2030, se pronostica que su
produccidn no cubrira las necesidades del mercado en los proximos afios (Haemmerle, 2011;
Liu et al., 2016). Por estas razones la produccion de pulpa ha aumentado, especialmente en
China, pais que a su vez es el principal consumidor en el mundo, y que presenta un creciente
interés en aumentar la eficiencia y disminuir el costo de la produccién de pulpa grado soluble
desde madera (Mateos-Espejel et al., 2013; Chen et al., 2016).

1.2. Pulpas celul6sicas desde madera

La pulpa obtenida desde madera tiene 2 posibles aplicaciones, la pulpa grado papel para la
produccién de papel y carton, y la pulpa grado soluble usada para la obtencion de fibras

regeneradas y derivados de celulosa (Sixta et al., 2013; Kumar & Christopher, 2017).

La pulpa grado papel es con diferencia la més producida en el mundo, con un porcentaje
sobre el 90% de la produccidn total de pulpa, donde el método mas usado para su obtencién
es el proceso Kraft (Hutterer et al., 2017; Bajpai, 2018). Mediante este proceso se obtiene
una pulpa con resistencia superior que es utilizada para fabricar papel, bolsas, carton Kraft,
papel de periddico y otros productos, dependiendo del tipo de madera del que proviene la
pulpa (Sixta, 2006).

La pulpa grado soluble es un grado especial de pulpa que destaca por su pureza y alto
contenido de a-celulosa (90-99%), un bajo contenido de hemicelulosas y solo trazas de
lignina, resinas u otras impurezas (Sixta, 2006; Yang et al., 2019; Arce et al., 2020). Es usada
como materia prima para la produccién de diferentes derivados de la celulosa, como la
celulosa regenerada, utilizada en la elaboracion de textiles; éteres y ésteres de celulosa,
acetatos de celulosa, celulosa nanofibrilada e hidrogeles de celulosa (Sixta et al., 2013; Zhang
et al., 2018). Los hidrogeles son redes de celulosa que tienen la capacidad de absorber

grandes volumenes de agua u otros solventes sin disolverse en el proceso, debido a su



contenido de enlaces de hidrogeno y alta cristalinidad, resultantes de la interaccion de las
fibras de celulosa (Carrillo-Varela et al.,, 2022). Pueden ser utilizados como agentes
adsorbentes para retener sustancias contaminantes presentes en soluciones acuosas, como
azul de metileno (MB), tetraciclina, iones Cu?* y Hg?*, entre otros, y resultan una excelente
alternativa para el tratamiento de agua debido a su facil separacion y recuperacion (Akter et
al., 2021; Lei et al., 2022; Yang et al., 2022). Su elaboracion puede ser llevada a cabo
mediante la disolucion y coagulacion utilizando liquidos idénicos, N-6xido de N-
metilmorfolina (NMMO) o con un sistema disolvente de LiOH/urea, entre otros métodos (Li
et al., 2009; Shen et al., 2019; Zhang et al., 2019; Yang et al., 2022).

En base al biomaterial que se producird, se busca que la pulpa grado soluble cumpla con
determinados niveles deseados de reactividad, viscosidad, polimorfos de celulosa y
hemicelulosa residual. La reactividad es un parametro para evaluar el estado y potencial uso
de la pulpa y depende en gran medida de la madera y los tratamientos utilizados en la
produccion (Carrillo-Varela et al., 2018; Ferreira et al., 2020). Se relaciona con la capacidad
de los grupos hidroxilos libres de la celulosa para reaccionar con reactivos quimicos
dependiendo del tipo de derivado a producir. Se ve afectada por las caracteristicas
estructurales de la celulosa, accesibilidad, tamafio de los cristales, grado de cristalinidad,
contenido de hemicelulosas, apertura de poros/huecos, entre otras (lbarra et al., 2009;
Carrillo-Varela et al., 2019; Ferreira et al., 2020). La viscosidad es determinada por el largo
de las cadenas de celulosa de la pulpa, o su grado de polimerizacién (DP), y esta relacionada
con la distribucion del peso molecular y, es junto a la reactividad, uno de los parametros
claves para determinar la procesabilidad de la pulpa para obtener derivados de celulosa
(Borrega et al., 2018). Los valores estandares de viscosidad deben ser controlados en un
rango entre los 400-550 mL/g, y para la produccion de viscosa de alta calidad, entre los 200-
300 mL/g (Kopcke et al., 2008), pues valores mas bajos pueden causar problemas de
filtracion, y valores mas altos reducen el rendimiento (Duan et al., 2015a; Yang et al., 2019).
Con relacion a los polimorfos de la celulosa, debe ser lo méas pura posible en contenido de
celulosa I, pues la celulosa Il presenta una orientacion antiparalela que forma de estructuras
mas compactas, debido a la formacion de nuevos enlaces entre los grupos hidroxilos (Kopcke
et al., 2010; Arnoul-Jarriault et al., 2015). La celulosa Il se forma producto de la

mercerizacion, dificultando la accesibilidad, pero incrementando la termo estabilidad de la
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pulpa (Kumar & Christopher, 2017). El contenido de hemicelulosas residuales en la pulpa
afecta a la morfologia y accesibilidad, dificultando la acetilacion de los grupos hidroxilos
libres al competir y bloguear a la celulosa, provocando la disminucion de la reactividad. El
valor ideal para la pulpa grado soluble corresponde a un contenido de hemicelulosas menor
al 4% (Roselli et al., 2014; Bajpai, 2018).

1.2.1. Obtencidn de pulpa grado soluble

Comercialmente los 2 procesos quimicos mas utilizados para la obtencion de pulpa grado
soluble son el sulfito acido (AS) y la pre-hidrdlisis Kraft (PHK), donde AS era el proceso
predominante con un porcentaje cercano al 60% de la produccidn total de pulpa, pero en los
ultimos afos en gran parte del mundo, sobre todo en China, se usa PHK para producir el 78%
de la pulpa grado soluble (Kumar & Christopher, 2017; Bajpai, 2018). La pre-hidrdlisis Kraft
es un método comercial que mediante una etapa previa al pulpaje, con agua o vapor de agua,
elimina una gran cantidad de las hemicelulosas de la madera, para luego realizar el pulpaje
Kraft que removera la lignina, seguido de un proceso de blanqueo que resultard en la
obtencidn de una pulpa grado soluble con un alto porcentaje de celulosa (Behin et al., 2008;
Dou & Tang, 2017; Bajpai, 2018).

La pulpa grado soluble, en comparacion a la pulpa grado papel, tiene un costo mayor de
produccién, explicado por un menor rendimiento en fibra y proceso de blanqueo
utilizado,pero un mayor valor de mercado comparado con la pulpa grado papel (Mateos-
Espejel et al., 2013; Sixta et al., 2013; Arnoul-Jarriault et al., 2015). El upgrade de pulpa
grado papel a pulpa grado soluble también es una alternativa que ha sido evaluada (Wang et
al., 2014; Yang et al., 2019). Los requisitos para el upgrade a pulpa grado soluble comienza
con la remocién de hemicelulosas residuales, que corresponde a la etapa de purificacion, y el
aumento de la accesibilidad, que se traduce en el incremento de la reactividad, corresponde
a la etapa de activacion (Ceccherini et al., 2021).

Para la remocion de hemicelulosas pueden utilizarse tratamientos quimicos de prehidrolisis
como parte del proceso de PHK, o post tratamientos con extraccion caustica en frio o caliente
(CCE o HCE), pues resultado del proceso Kraft se obtiene una pulpa con un contenido de
hemicelulosas cercano al 20% y debe disminuir a un valor entre 1-4% (Arnoul-Jarriault et

al., 2015; Bajpai, 2018). El problema del uso de estos reactivos quimicos es que a
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concentraciones mayores de alcalis (> 8%) se produce un cambio en la red cristalina de la
celulosa, resultando en la transformacion de celulosa | a celulosa I, disminucion de la
reactividad, a-celulosa, brillo y viscosidad de la pulpa (Goluguri et al., 2012; Duan et al.,
2016; Kumar & Christopher, 2017). Me parece raro esto, pues es justamente por eso que se
hace la mercerizacion para textiles. Para solucionar este inconveniente se han evaluado
alternativas de pretratamientos enzimaticos con xilanasas y celulasas para la remocion de
hemicelulosas, aumentar la reactividad y controlar la viscosidad, al disminuir el grado de

polimerizacion de la pulpa (Yang et al., 2019).

1.3. Tratamientos enzimaticos

Los tratamientos enzimaticos de la biomasa han surgido como una alternativa a los procesos
quimicos convencionales que tienen como consecuencia un gran coste energético y de agua,
ademas de residuos que ocasionan un riesgo medioambiental alto, lo que limita su uso de
cara al futuro (Hu et al.,, 2018). Los tratamientos con enzimas forman parte de las
herramientas biotecnolégicas utilizadas en las industrias desde hace décadas, donde se
aplican para la obtencién de alimentos, textiles, produccion de alcoholes, etc. (Toushik et al.,
2017). Mientras que, para el tratamiento de biomasa lignoceluldsica son ampliamente
utilizados para la sacarificacion enzimatica, transformando residuos agroindustriales en
biocombustibles. Este proceso conlleva la hidrolisis completa de la biomasa hasta azlcares
simples, y debe ser llevado a cabo por una variedad de enzimas lignocelulésicas que trabajan
en conjunto para degradar las paredes celulares vegetales, pues se ha comprobado que, para
numerosos fines, un solo tipo de enzima no es capaz de deconstruir la compleja estructura de
la biomasa vegetal (Lopes et al., 2018). Es por esto por lo que se ha trabajado en la
elaboracion de cocteles enzimaticos, que, mediante la adicion de enzimas de distintos tipos
y especificidades, muestren una accion coordinada y sinérgica que permita degradar o

modificar la biomasa mas eficientemente.

1.3.1. Cécteles enzimaticos

Para aprovechar este efecto sinérgico en la industria, los cocteles enzimaticos son utilizados
en la produccién de alimentos y bebestibles, textiles, variadas aplicaciones biotecnolégicas

y para la produccion de biocombustibles, pulpa o papel (Ibarraetal., 2010; Zhou et al., 2019).



Comercialmente, se pueden encontrar preparados enzimaticos con diferentes tipos y
cantidades de enzimas, de acuerdo con las indicaciones de los proveedores sobre sus
productos. Los cdcteles multicomponente se basan en la importancia de combinar diferentes
enzimas para aumentar su eficiencia y eficacia catalitica, de forma similar a como los
microorganismos heterotrofos como los hongos degradan complejos biopolimeros en la
naturaleza, mediante la secrecién de multiples proteinas y enzimas, dependiendo de las
condiciones medioambientales en las que se encuentran (Filiatrault-Chastel et al., 2021). En
estos cocteles multicomponente, se adiciona una enzima principal, a la que se agregan varias
otras enzimas de igual o diferente accion catalitica, que idealmente puedan actuar
colaborativamente con la enzima principal, aumentando la catalisis (Lopes et al., 2018). Por
el contrario, los preparados comerciales monocomponente, tedricamente deberian estar
compuestos solo por una enzima principal, indicada por el proveedor, generalmente
obtenidas de microorganismos especificos, muchas veces recombinantes (Filiatrault-Chastel
et al., 2021). En este caso, al tratarse de una sola enzima aumenta la especificidad del
tratamiento que puede realizarse para degradar o modificar un determinado sustrato, pero la
enzima se vera sometida a distintas condiciones como la accesibilidad al sustrato, la presencia
de otros polisacaridos, y los derivados liberados por la misma enzima que pueden causar su
inactivacion y, por ende, la detencion de su actividad catalitica (Scott et al., 2016; Cheng et
al., 2020; Forsberg et al., 2020).

Se han estudiado las interacciones sinérgicas entre enzimas hidrolasas y enzimas accesorias
para la degradacion de materiales lignocelulésicos, y sacarificacion para produccion de
biocombustibles y otros derivados de lignocelulosa (Cheng et al., 2020; Zerva et al., 2020;
Bernardi et al., 2021). En busca de optimizar el funcionamiento de los cocteles enzimaticos,
se puede, por ejemplo, adicionar enzimas no hidroliticas, suplementar con surfactantes u
otros reactivos quimicos, realizar una caracterizacion para determinar las condiciones

optimas de funcionamiento, entre otras modificaciones (Lopes et al., 2018).
1.3.2. Enzimas hidroliticas

La hidrodlisis de celulosa requiere la accion combinada y sinérgica de las celulasas, enzimas
catalogadas como glucohidrolasas y que incluyen a las endoglucanasas (EG),
celobiohidrolasas (CBH) y B-glucosidasas (BG) que actian en diferentes zonas de la



estructura de la celulosa (Dadwal et al., 2019). Las EG actian escindiendo los enlaces -1,4-
glucosidicos de los polisacaridos y oligosacaridos presentes en zonas internas de menor
compactacién (zonas amorfas) de la celulosa, las CBH hidrolizan los extremos expuestos de
las cadenas, liberando disacaridos de celobiosa. La presencia de este disacarido en el medio
inhibe la actividad de las celulasas, por lo que las BG hidrolizan la celobiosa y otros

oligosacaridos, en mondémeros de glucosa (Kim et al., 2014; Barbosa et al., 2020).

Las endoxilanasas (EX) catalizan la endohidrolisis de los enlaces 1,4-B-D-xilosidicos del
xilano. El xilano es el componente principal de un complejo entre diferentes carbohidratos
poliméricos que forman las hemicelulosas (Collins et al., 2005). Este complejo incluye
generalmente, ademas de xilano; manano, xiloglucanos, glucomanano, galactoglucomanano
y arabinogalactano (Dadwal et al., 2019; Kim et al., 2016) La presencia de xilano, restringe
significativamente la accesibilidad a la celulosa dificultando su hidrélisis (Li et al., 2017; Hu
& Saddler, 2018), por lo que se han implementado las xilanasas en diferentes cActeles
enzimaticos, pues estas enzimas pueden actuar removiendo selectivamente los xilanos
superficiales, aumentando la actividad hidrolitica de las celulasas en sustratos

lignocelul6sicos (Song et al., 2016).

Las enzimas xilanasas se han aplicado como pretratamiento antes de aplicar un CCE para la
purificacion de pulpa Kraft, disminuyendo la concentracion necesaria de reactivos quimicos
aplicados (<7%) (Kaur et al., 2016; Yang et al., 2019). Ademas, la utilizacién de celulasas
en un tratamiento enzimatico, seguida de xilanasas, aumenta la reactividad de la pulpa Kraft
de eucalipto desde un 35-36% a un 71%, con una disminucién simultanea de la viscosidad
entre 120 y 150 mL/g, en comparacién a un tratamiento solo con endoglucanasas (lbarra et
al., 2009). Sin embargo, la combinacién mas eficiente en términos de calidad de pulpa es la
aplicacion de xilanasas seguida de un tratamiento con &lcali, y finalmente un tratamiento con
celulasas, incrementando los valores de reactividad de Fock de 31,1% a 66,2%, y
disminuyendo la viscosidad de 725 a 290 mL/g, debido a la disminucion del grado de
polimerizacion de la pulpa, compensando los efectos del tratamiento con alcali (Kdpcke et
al., 2008; Ibarra et al., 2010; Duan et al., 2015b). Estos resultados relevan el papel de las
xilanasas en combinacidn con endoglucanasas, dependiendo del objetivo del tratamiento

enzimatico.



1.3.3. Enzimas accesorias

Con la finalidad de seguir mejorando la eficiencia de los procesos que buscan degradar
biomasa lignoceluldsica para su conversion en biocombustibles u otros derivados, se han
incluido en los tratamientos enzimaticos las enzimas accesorias, como las monooxigenasas
liticas de polisacaridos (LPMO), y se ha demostrado su efecto sinérgico con enzimas
xilanasas y celulasas (Guo et al., 2017; de Gouvéa et al., 2018; Du et al., 2018; Hu & Saddler,
2018).

Las LPMO son enzimas monocupricas muy estudiadas en la Gltima década por su actividad
oxidativa, y por actuar despolimerizando oxidativamente los polisacéridos, provocando
ruptura de los enlaces glucosidicos. Presentan un ion cobre (I1) en su sitio de union al sustrato
junto a dos residuos de histidina y uno de tirosina, formando una estructura plana que se une
al sustrato (Ipsen et al., 2021). Para el funcionamiento del mecanismo catalitico redox, las
LPMO necesitan la presencia de oxigeno (O2) o perdxido de hidrégeno (H202) como co-
sustrato para su activacién, siendo este Gltimo de mayor eficiencia, al permitir acelerar la
reaccion incluso en condiciones anaerdbicas (Mdller et al., 2018; Costa et al., 2020); y un
donador de electrones como acido ascorbico o acido galico, entre otros (Stepnov et al., 2021).
Debido a su actividad con O2 y H2O. como co-sustrato, las LPMO pueden tener actividad
monooxigenasa o peroxidasa, respectivamente. Para la reaccion monooxigenasa se necesitan
2 electrones y 2 protones para completar cada ciclo catalitico, lo que equivale a la escision
de un enlace glucosidico. La reaccién peroxidasa, que utiliza H,O2 como sustrato necesita 1
electron para la reduccion de LPMO-Cu-(11) a LPMO-Cu-(l) (Forsberg et al., 2020).

Estas enzimas estan actualmente clasificadas como enzimas de actividad auxiliar (AA), entre
las familias AA9-AA1l y AA13-AAL6, por la base de datos de las enzimas activas en
carbohidratos (CAZy; http://www.cazy.org) (Levasseur et al., 2013). Son catalogadas como
enzimas redox que participan en la degradacion de carbohidratos y que presentan actividad
en sustratos como xilano, xiloglucanos, hemicelulosas, almidon, quitina y celulosa cristalina
(Moreau et al., 2019; Valenzuela et al., 2019; Ipsen et al., 2021; Shi et al., 2021). Debido a
la capacidad catalitica de las LPMO, se ha estudiado su efecto sinérgico en combinacion con

las enzimas hidroliticas antes descritas, comprobando un aumento de la actividad hidrolitica



sobre diferentes tipos de sustratos lignocelulosicos (de Gouvéa et al., 2019; Bala et al., 2020;
Zhou et al., 2020; Li et al., 2021).

Si bien se han estudiado las interacciones sinérgicas entre enzimas hidrolasas y accesorias
para la degradacion de materiales lignoceluldsicos, sacarificacion para produccion de
biocombustibles y produccion de otros derivados de lignocelulosa (Ibarra et al., 2010; Zhou
etal., 2019; Cheng et al., 2020; Zerva et al., 2020; Bernardi et al., 2021), no se han realizado
ensayos enfocados a la conversion de pulpa grado papel a pulpa grado soluble usando
cocteles de enzimas. Existen antecedentes del uso de xilanasas y celulasas, en conjunto y
separadas, en el proceso de conversién a pulpa grado soluble, pero para aumentar la
accesibilidad y eficiencia de estas enzimas se deben combinar con procedimientos quimicos
0 mecanicos (Ibarra et al., 2010; Duan et al., 2016; Yang et al., 2019).

En este trabajo se evaluara el efecto de dos cocteles comerciales Cellic CTec2 y Cellic CTec
3, y del preparado monocomponente de celulasas de Trichoderma reesei en el proceso de
conversion de pulpa grado papel a pulpa grado soluble, mediante la caracterizacion quimica
y estructural de la pulpa resultante, la elaboracion y caracterizacion de hidrogeles
regenerados en base a las mismas (como modelo de biomaterial celulésico), con la respectiva
comparacion con un tratamiento quimico utilizado para la conversion de pulpa grado papel
a pulpa grado soluble de eucalipto. Los antecedentes proporcionados por los proveedores y
la literatura indican que los cdcteles del tipo Cellic CTec contienen enzimas del tipo EG, BG,
EX 'y CBH, diferencidndose principalmente por la adicion de enzimas tipo LPMO en el caso
del coctel Cellic CTec3 (Zhai et al., 2018; Pereira & Arantes, 2020; Bondancia et al., 2022)
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2. HIPOTESIS

El uso de preparados enziméticos comerciales multicomponentes (cécteles tipo Cellic CTec)
permite la obtencidn de pulpas celuldsicas con propiedades iguales o superiores a las pulpas
obtenidas con un preparado enzimatico monocomponente y tratamiento quimico durante la
conversion de pulpa grado papel a pulpa grado soluble de eucalipto. Particularmente, la pulpa
tratada con los coOcteles enzimaticos presentara mayor contenido de carboxilos y valores
similares de viscosidad, mientras que los hidrogeles obtenidos a partir de estas pulpas
presentaran niveles similares de densidad, porosidad, y una mayor capacidad de adsorcion

del colorante azul de metileno.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

e Determinar el efecto de la aplicacion de cocteles enzimaticos comerciales multi-
(Cellic CTec) y monocomponentes (endoglucanasa de T. reesei) durante el proceso
de conversion de pulpa grado papel a pulpa grado soluble de eucalipto para la

produccién de hidrogeles de celulosa.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar las propiedades quimicas y supramoleculares de la pulpa grado soluble
obtenida desde los tratamientos enzimaticos.

e Comparar el efecto de los tratamientos con cdcteles enzimaticos con el proceso
quimico para la conversién de pulpa grado papel a pulpa grado soluble.

e Obtener hidrogeles a partir de las pulpas tratadas quimica y enzimaticamente, y

determinar su capacidad de adsorcion.
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4. METODOLOGIA
4.1. Pulpa Kraft blanqueada

Se utilizo pulpa Kraft blanqueada de fibra corta que presenta un contenido del 80% de
Eucalyptus nitens y 20% E. globulus, proporcionadas por CMPC celulosa, Regidn del Biobio
(Chile). Estas pulpas fueron previamente caracterizadas por sus propiedades quimicas,

estructura supramolecular y viscosidad intrinseca (Carrillo-Varela et al., 2022).

4.2. Tratamientos enzimaticos de la pulpa

La pulpa Kraft blanqueada fue sometida a diferentes tratamientos enziméaticos con complejos
comerciales multicomponente Cellic CTec2 (CCT2) (Novozyme Inc., Curitiba, Brasil) y
Cellic CTec 3 (CCT3) (Novozyme Inc., Curitiba, Brasil), y con el complejo
monocomponente (endocelulasa) de Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.
UU.). Los cocteles Cellic corresponden a preparados liquidos viscosos, mientras que el
complejo de T. reesei corresponde a un preparado sélido en polvo. Previo a la realizacion de
los tratamientos, los complejos enzimaticos comerciales fueron debidamente caracterizados,
y para ello se utiliz6 una preparacion diluida 50 veces para el caso de los cocteles Cellic, y
una preparacién de 1 mg/mL de la endo-glucanasa de T. reesei (EGTT).

Los tratamientos enzimaticos se realizaron usando una cantidad adecuada de pulpa Kraft de
Eucalyptus con una consistencia del 3% en buffer citrato-fosfato 0,05 M (pH 6,0), vy el
volumen adecuado de cada coctel enzimatico por gramo de pulpa, correspondiente a 10 y
100 Ul de actividad de EG. Los tratamientos se realizaron en matraces de vidrio y se
incubaron a 50°C durante 1 h, en agitacion a 120 rpm. Los tratamientos control incluyeron
las mismas condiciones de incubacion, exceptuando la adicién de enzimas. Se realizo el
filtrado de las pulpas, luego se detuvo la reaccion enzimatica por adicion de agua hervida y
se lavaron las pulpas con 1 L de agua destilada. Se determinaron sus porcentajes de humedad
y almacenaron en refrigeracion (4°C) para realizar los posteriores analisis de caracterizacion.
Los azUcares reductores se determinaron a partir de los filtrados de las pulpas tratadas,
mediante el método del &cido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959).
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4.3. Determinacion de actividades enzimaticas en cocteles comerciales

Tanto en los complejos multicomponentes como en el monocomponente fueron determinadas
las actividades enzimaticas del tipo endo-celulasa o endo-glucanasa (EG), que deberia ser la
enzima principal predominante en los complejos comerciales usados aqui, como también la
actividad de las enzimas que podrian estar presentes en los preparados como exo-celulasas o
cellobiohidrolasa (CBH), B-glucosidasa (BG) y endo-xilanasa (EX), ademas se investigo la
presencia de enzimas oxidativas del tipo lacasa (LAC), peroxidasa (PER) y LPMO. Las
actividades enzimaticas fueron expresadas en pmoles de producto liberado por min (Ul). La
concentracion de proteinas (mg/mL) de los preparados comerciales se determiné mediante el
método Bradford, leyendo la absorbancia a 595 nm (Bradford, 1976). Todas las mediciones
de absorbancia fueron realizadas en un espectrofotometro UV—Vis (UV-1280, Shimadzu

Corporation, Kioto, Japdn), y los valores informados corresponden al promedio de 3 réplicas.

Las actividades EG, CBH y EX se midieron utilizando como sustratos enzimaticos
carboximetilcelulosa (CMC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.) al 0,44% (Tanaka et al.,
1981), Avicel (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.) al 1% (Kumar & Parikh et al., 2015), y
xilano de birchwood (Sigma, St. Louis, EE. UU.) al 1% (Bailey et al., 1992),
respectivamente. El buffer acetato de sodio 50 mM (pH 5.0) se utilizd para la determinacion
de las EG, CBH y EX, incubando a 50°C, durante 30, 60 y 5 min, respectivamente. Luego
de la reaccion enzimatica, los azlcares reductores liberados fueron determinados a través del
método del DNS, midiendo la absorbancia a 540 nm (Miller, 1959). La actividad BG se
determiné utilizando p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (pNPG) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EE. UU.) al 0,1% como sustrato y buffer acetato de sodio 50 mM (pH 5,0), a 50°C durante
30 min. El producto liberado (p-nitrophenol) se determin6 midiendo la absorbancia a 410 nm
(Tan et al., 1987).

Para la determinacion de las actividades LAC y PER se utilizo 2,2'-azino-bis (&cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) 2 mM como sustrato enzimatico y buffer acetato de
sodio 50 mM (pH 5,0), en presencia de H202 5 mM para el caso de PER. La cinética de
oxidacion del sustrato se siguié durante 5 min en el espectrofotometro a 420 nm
(Bourbonnais y Paice, 1990). Para el caso de la actividad LPMO se utiliz 2,6-dimetoxifenol
(2,6-DMP) 10 mM como sustrato, buffer fosfato 116 mM (pH 7,5), en presencia de H.O> 20
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mM. En este caso la cinética de oxidacion del 2,6-DMP se siguio durante 5 min a 469 nm en
el espectrofotometro (Bresimayr et al., 2018). Los valores de absorbancia se transformaron
en actividad de cada enzima utilizando el coeficiente de absortividad molar de los sustratos
(36.000 Mt cm™* para ABTS, 53.200 Mt cm™ para 2,6-DMP).

4.4. Tratamiento quimico

Se aplicd un tratamiento de extraccion caustica fria (CCE) a la pulpa blanqueada para la
remocion de hemicelulosas residuales, utilizando NaOH al 5% y 10% (p/v), durante 1 h a
30°C en bafio de agua, a una consistencia de pulpa del 10%. Posteriormente, las pulpas fueron
tratadas con acido con H2SO4 0,03 M a 80°C por 1 h, utilizando una consistencia del 3%,
para reduccién de la viscosidad intrinseca. Una vez concluido el tratamiento, las pulpas
tratadas se filtraron y lavaron con abundante agua destilada, y luego se almacenaron en

refrigeracion (4°C) para su caracterizacion (Carrillo-Varela et al., 2019).

4.5. Caracterizacion de pulpas tratadas

Determinacion de grupos carboxilos

El contenido de grupos carboxilos de las pulpas fue determinado por el método de valoracion
conductimétrica (Saito e Isogai, 2004). Se dispersaron 0,3 g de masa seca en 50 mL de agua
destilada y 5 mL de NaCl 0,01 M. Se ajust6 el pH de la solucion a 2,5 mediante la adicién
de HCI 0,1 M, vy se realizd la valoracion afiadiendo 0,1 mL/min de NaOH 0,01 M hasta
alcanzar el pH 11, registrando los valores de conductividad utilizando un conductimetro (HI
2315, HANNA Co., Seul, Corea del Sur). Las curvas obtenidas muestran 2 puntos de cambio,
donde A indica la neutralizacion del acido fuerte (HCI), y B representa la titracién del acido
débil (grupos carboxilos). El contenido de grupos carboxilos se calcul6 utilizando la siguiente

ecuacion (1):

V(NaOH) * C(NaOH)] Q)
g

mmol [
Carboxyl content( 7 )=

Donde V (NaOH) es el volumen en mL de la solucion NaOH usada para la titracion entre los
puntos Ay B, C (NaOH) es la concentracion de la solucion de NaOH (M), y g es el peso seco

utilizado para la reaccién.
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Viscosidad intrinseca

La viscosidad intrinseca fue calculada midiendo el tiempo de eflujo de la pulpa disuelta en
una solucién de cuprietilendiamina (CED) diluida, segin la norma TAPPI T230 om-99. Se
utilizaron 0,1 g de masa seca y se agitaron durante 10 min con 25 mL de agua. Se adicionaron
25 mL de CED y se mantuvo en agitacion por 15 min, para luego medir el tiempo de eflujo
en un viscosimetro capilar. Las mediciones se realizaron por triplicado y los valores se

expresaron en mL/g.
Difraccion de rayos X:

Para evaluar la cristalinidad de la celulosa y el tamafio de los cristales se aislaron 50 mg de
pulpa tratada y se prensaron para formar pellets (Nam et al., 2016). Estos pellets fueron
analizados en un difractometro de rayos X D4 Endeavor (Bruker AXS, Alemania) con
radiacion Cu Ko monocromatica (A=0,154 nm) a 40 kV y 20 mA. La intensidad fue medida
en un rango de 5° <260 < 45°, con intervalos de lectura cada 0,02°. Cada muestra se analizo
por duplicado. La curva fue ajustada con el software PeakFit (www.systat.com), el indice de
cristalinidad aparente por DRX (Crl) de las muestras se calculd por areas deconvolucionadas
(Cr1?) y por alturas de pico segtn el método de Segal (CrlI®), segiin la metodologia descrita
por Carrillo-Varela et al. (2018; 2019).

4.6. Preparacion de hidrogeles de celulosa

Los hidrogeles de celulosa fueron preparados utilizando las pulpas de Eucalyptus tratadas
quimica y enzimaticamente, realizando la disolucion en el solvente NMMO y usando agua
como antisolvente. En vasos precipitados (50 mL) se mezclaron 0,42 g de pulpa seca con 25
mL del solvente NMMO/H20 (50% p/p), adicionando una pequefia cantidad de propil galato
como antioxidante. La mezcla se mantuvo en agitacion a 90°C hasta obtener una solucion
transparente, luego fue enfriada hasta solidificarse, y se realizd la remocion del NMMO
agregando agua destilada al vaso precipitado, cambiando el agua cada 8 h hasta su remocién
completa. Los hidrogeles obtenidos se almacenaron en agua destilada hasta su

caracterizacion.
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4.7. Caracterizacion de los hidrogeles

Capacidad de adsorcion de azul de metileno (MB)

La capacidad de adsorcion de colorantes de los hidrogeles se determiné comparando las
cantidades de colorante (MB) que los hidrogeles adsorben en las mismas condiciones. Se
sumergieron 10 mg de masa seca de cada hidrogel en 10 mL de solucién MB de distintas
concentraciones: 25, 55, 90, 130 y 200 mg/L, a pH 9,0, con las cuales se elabord una curva
de calibracion. El ensayo se realizo por triplicado en un agitador-incubador orbital (Edmund
Buhler, Hechingern, Alemania) a temperatura ambiente y 120 rpm, por 48 h. La
concentracion de colorante adsorbido fue determinada mediante la diferencia entre las
soluciones iniciales y en equilibrio de MB, los datos de absorbancia fueron medidos a una

longitud de onda de 664 nmy se transformaron usando la curva de calibracion.

La capacidad de adsorcion de los hidrogeles se calcul6 con la siguiente ecuacion (2):

_(CO_Ce)V 2
Qe=—"——"— (2)

Donde Co y Ce son las concentraciones iniciales y en equilibrio de MB (mg/L),

respectivamente; V es el volumen de la solucién de MB (L); y m es el peso seco del hidrogel

(9).

Capacidad de absorcion de agua de hidrogeles

La capacidad de absorcion de agua (S) se midié mediante la siguiente ecuacion:

X 100 3)

Donde Wsw corresponde al peso del hidrogel secado superficialmente, luego de ser extraido
desde el agua destilada; Wary es el peso del hidrogel liofilizado (Sangtarashani et al. 2020;
Tyshkunova et al. 2021).

Isotermas de adsorcion

Se emplearon los modelos de isotermas de Langmuir y Freunlich para evaluar los datos
obtenidos de los ensayos de adsorcion de hidrogeles de celulosa utilizando 10 mg de masa

seca en 5 soluciones de MB con diferentes concentraciones (25, 55, 90, 130 y 200 mg/L) a
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pH 9,0. Los ensayos se realizaron por triplicado en un agitador-incubador orbital (Edmund

Buhler, Hechingern, Alemania) a temperatura ambiente y 120 rpm, por 48 h.

La funcion no lineal para el modelo de isoterma de Langmuir se obtuvo mediante la siguiente
ecuacion (4):
Ce
de = GmaxKL 17K,.C (4)

e

Donde Qe ¥ gmax SON las capacidades de adsorcion en equilibrio y al méximo (mg/g),
respectivamente. Ce es la concentracion de la solucion de MB en el equilibrio (mg/L) y K¢

es la constante de Langmuir (L/mg) (Langmuir, 1916).

La funcion no lineal para el modelo de isoterma de Freundlich se obtuvo mediante la
siguiente ecuacion (5):
1
ge = KpCpn (5)

Donde Kr es una constante que se relaciona con la capacidad de adsorcion (L/mg) y n indica
la intensidad de la adsorcién (Freundlich, 1906; Carrillo-Varela et al., 2022).

Densidad volumétrica y porosidad de hidrogeles

La densidad volumétrica (p) de los hidrogeles se calculé mediante la siguiente ecuacion (6):

m
p== (6)

Donde my v son la masa (g) y el volumen (cm®) del hidrogel, respectivamente (Tyshkynova
etal., 2021).

La porosidad (P) se determiné mediante la siguiente ecuacion (7):

(Ww - Wdry)/szo

X 100 (7)
(Ww - Wdry)/pHZO + Wdry/pc

P(%) =

donde Ww y Wary equivalen a los pesos del hidrogel hiumedo vy liofilizado, respectivamente;
przo €5 la densidad del agua (0.998 g/cm®) y pc es la densidad de la celulosa (1.528 g/cm®)
(Cai et al. 2008). Ambos parametros se midieron por triplicado.
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4.8. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software OriginPro 10.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, EE. UU). Se realizaron anélisis de ANOVA para determinar
diferencias significativas entre medias. Para determinar la homogeneidad de varianza se
aplico una prueba de Levene’s (valor p < 0,05). El coeficiente de correlacion de Pearson (r)
se utilizé para analizar la correlacion entre variables y se determind la significacion

estadistica del indice de Pearson (valor p < 0,05).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Caracterizaciéon enzimatica de cocteles comerciales

Se determind la actividad enzimatica de EG en los cocteles comerciales Cellic CTec 2, Cellic
CTec 3y Celulasas de T. reesei. Estas actividades cataliticas de enzimas glucohidrolasas se
utilizaron para establecer la dosis enzimatica que se aplicaria en los tratamientos de pulpa de
celulosa méas adelante. La mayor actividad fue determinada a partir de las diluciones del
coctel CCT2 (301 Ul/mL), seguido por el coctel CCT3 (298 UI/mL) y luego por el coctel de
EGTr (0.95 Ul/mg) (Tabla 1).

Tabla 1. Actividades de enzimas glucohidrolasas y oxidativas, y contenido total de proteinas
en preparados comerciales multi- y monocomponente

Actividad (Ul/mL) CCT2 CCT3 EGTr
Endoglucanasas 301+21 298 + 11 0,95+0,03
B-Glucosidasas 2169 + 33 2195 + 17 0,33+ 0,004
Endoxilanasas 6693 + 297 4093 + 187 1,65 +0,02
Celobiohidrolasas 50+8 44 +3 0,76 £ 0,36
LPMO 0,0193 + 0,0007 0,0183 + 0,0003 0,0021 + 0,0003
Peroxidasas s.a. s.a. s.a.
Lacasas s.a. s.a. s.a.
Proteinas (mg/mL) 233+5 335+4 0,88 £ 0,03

s.a.: Sin actividad

Al realizar la caracterizacion completa se evidencio la presencia de las 4 enzimas hidroliticas
(EG, BG, EX y CBH) en los 3 cdcteles, lo que permite comprobar que el coctel EGTr
realmente contiene mas enzimas que solo EG que los proveedores informan, e incluso
contiene enzimas tipo EX. Con esta informacién no puede corroborarse la presencia de
enzimas EX en el monocomponente debido a que podria tratarse de enzimas EG con la
capacidad de degradar hemicelulosas que podrian explicar esta actividad (Vlasenko et al.,
2010; Hua et al., 2018). Dentro del grupo de enzimas hidroliticas, el coctel CCT2 presento
la mayor actividad en EX y CBH (6693 y 50 Ul/mL, respectivamente), mientras que ambos
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cocteles (CCT2 y CCT3) presentaron similar actividad de BG (2169 y 2195 UI/mL,

respectivamente).

Dentro de las enzimas oxidativas medidas, las enzimas LPMO presentaron actividad en los
3 chcteles comerciales, siendo la Gnica de este tipo presente, pues no se observd actividad de
las enzimas PER y LAC, por lo menos utilizando ABTS como sustrato. Segun los
proveedores solo el CCT3 deberia contener enzimas LPMO, aun asi, se detect6 una actividad
mayor en CCT2 (0,0193 UI/mL), y su presencia en el preparado EGTr, sumado a las enzimas
hidrolasas detectadas, permitiria considerarlo también como un multicomponente, méas que

€COmo un monocomponente.

5.2. Caracterizacion de pulpas tratadas
Viscosidad intrinseca de las pulpas celulésicas

En la Figura 1 se presentan los resultados de viscosidad intrinseca de las pulpas blanqueadas
luego del tratamiento con cocteles enzimaticos en dosis de 10 U y 100 U, y tratamiento CCE
5% e hidrolisis acida diluida. EI control de pulpa Kraft blanqueada mostré un valor de 642
mL/g, valor que se buscaba disminuir hasta un rango entre 400 y 550 mL/g, pues valores
altos de viscosidad resultan en una mayor resistencia en la pulpa, dificultando la elaboracion,
por ejemplo, de hidrogeles como derivados de la pulpa tratada. Se observd que los
tratamientos con una dosis de 10 U de CCT2 (540 mL/g) y EGTr (529 mL/g), ademas de los
tratamientos quimicos, CCE5+HA (530 mL/g), disminuyeron los valores de viscosidad
significativamente respecto al control, pero no presentaron diferencias entre ellos (0,3534 >
p). Se observo que al aumentar la dosis enzimética a 100 Ul de EG el valor de la viscosidad
disminuy0 significativamente respecto al resto de tratamientos, mostrando la tendencia EGTr
(424 mL/g) < CCT3 (435 mL/g) < CCT2 (471 mL/g). En base a esto se comprueba que existe
una diferencia entre la aplicacion de las 2 dosis enzimaticas probadas, obteniendo una mayor
disminucion con la dosis de 100 U de los 3 cocteles comerciales. De la misma forma, se
obtuvo una mayor disminucion de la viscosidad intrinseca de las pulpas tratadas con los
cocteles (CCT2 100 U, CCT3 10y 100 U, y EGTr 100 U), comparada con la obtenida luego
de la aplicacion del tratamiento quimico. La disminuciéon de la viscosidad en todos los
tratamientos (enzimaticos o quimico) respecto al control, se explica por el corte de las

cadenas de celulosa disminuyendo su grado de polimerizacion. El &cido de estos tratamientos
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produce la degradacion de las zonas amorfas presentes en la pulpa, y dependiendo de la
concentracion de NaOH utilizada en el tratamiento de CCE, este serd& mayor 0 menor, pues
esta concentracion esta relacionada con la eliminacion de xilanos en la pulpa, polimeros que
forman redes que protegen las cadenas de celulosa y dificultan su degradacién (Palme et al.,
2016). De la misma forma, en los tratamientos enzimaticos la disminucion del largo de las
cadenas de celulosa es causada por las endoglucanasas principalmente, utilizadas en diversos
estudios como reemplazo del &cido en la etapa de activacion para la disminucion del grado
de polimerizacion, actuando sobre las zonas amorfas de la celulosa (Miao et al., 2015;
Virtanen et al., 2015). De forma similar al efecto del NaOH, otras enzimas se encargan de la
degradacion de xilanos en la pulpa, aumentando la accesibilidad hasta las cadenas de
celulosa, lo que explica que al aumentar la dosis de enzima por gramo de pulpa se observe

esta disminucion en la viscosidad.

Contenido de grupos carboxilos de pulpas celulésicas

Las cargas en la pulpa proceden en principio de la etapa de pulpaje debido a la interaccion
con los reactivos del proceso Kraft, generando grupos con cargas negativas, como los &cidos
hexenurdnicos que se forman en las cadenas de xilano (Laine et al., 1996). El valor en la
pulpa control medido fue de 0,080 mmol/g, coincidiendo con los valores registrados por
Carrillo-Varela et al. (2022). La pulpa tratada con el coctel CCT2 presentd una disminucién
significativa en el contenido de grupos carboxilos, pero no presenté diferencia entre las 2
dosis aplicadas (0,5058 > p) (Figura 2). Con el coctel CCT3 se obtuvo un resultado similar,
pues provoco en ambos casos una disminucion significativa del contenido de carboxilos, pero
evidencio diferencia entre las dosis aplicadas (0,0365 < p), siendo el tratamiento con 10 U el
que provocé la mayor disminucion. La disminucion del contenido de carboxilos por parte de
los cocteles Cellic podria deberse a la eliminacién de xilanos por parte de las xilanasas
presentes en el multicomponente, coincidiendo con el coctel que presentd la mayor actividad
de xilanasa por gramo de pulpa, lo que podria explicar la disminucion en menor grado del

contenido de carboxilos provocada por el coctel CCT3.
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Figura 1. Viscosidad intrinseca de pulpas de Eucalyptus tratadas quimica (CCE) y
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enzimaticamente, con complejos multicomponentes (CCT) y monocomponente (EGTr). Los
resultados son el promedio de 4 réplicas por tratamiento. Para discriminar entre medias se
aplicé una prueba de LSD de Fisher luego de comprobar diferencias significativas por
ANOVA (0,05 > p). Se aplicé una prueba de Levene’s para verificar la homogeneidad de las
varianzas (0,1392 > p).

El mayor contenido de carboxilos fue determinado de la pulpa tratada con 10 Ul del coctel
EGTr (0,1391 mmol/g), resultado de una menor remocion de xilanos desde la pulpa, dada su
menor actividad enzimatica comparada con los cocteles Cellic, y un aumento de la

accesibilidad por parte del complejo de celulasas.
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Respecto al tratamiento quimico, no presentd diferencia significativa con el control. Esto
podria deberse a que la extraccion con NaOH produjo una disminucién del contenido de
grupos carboxilos por el aumento en la remocion de xilanos, pero a su vez permite el acceso
a las fibras de celulosa por parte del acido en la etapa posterior, resultando en la
transformacion de los nuevos grupos hidroxilos disponibles en grupos sulfonicos que
también forman parte de los grupos que otorgan carga negativa a la superficie y son

detectados en la titulacion conductimétrica (An et al., 2016).
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Figura 2. Contenido de carboxilos en de pulpas de Eucalyptus tratadas quimica (CCE) y
enzimaticamente, con complejos multicomponentes (CCT) y monocomponente (EGTr). Los
resultados son el promedio de 3 réplicas por tratamiento. Para discriminar entre medias se
aplico una prueba de LSD de Fisher luego de comprobar diferencias significativas por
ANOVA (0,05 > p). Se aplic6 una prueba de Levene’s para verificar la homogeneidad de las
varianzas (0,8366 > p).
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Cristalinidad y tamafio de cristales de pulpas celulésicas

La Tabla 2 muestra los tamafios laterales de los cristales (L2oo) determinados por la ecuacion
de Scherrer, y los grados de cristalinidad aparente obtenidos por los métodos de
deconvolucion (Crl?) y de Segal (Crl®) para las muestras de celulosa de Eucalyptus. Los
valores obtenidos a partir del método Segal fueron mayores a los obtenidos de la
deconvolucion, tal como reportaron Carrillo et al. (2018) y Xu et al. (2013). Dado que solo
se observd la presencia de celulosa I, pues ni los tratamientos enzimaticos ni el quimico
provocaron la conversion a celulosa Il, el método Segal se utilizara para evaluar los
porcentajes de cristalinidad (Nam et al., 2016). EI control present6 un Crl del 83,9%, y se
observo que todos los tratamientos provocaron un aumento significativo en la cristalinidad
de las muestras tratadas quimica y enziméaticamente. El porcentaje méas alto de cristalinidad
se obtuvo del tratamiento quimico CCE5+HA (91,5%), donde la etapa alcalina del
tratamiento produjo la degradacion de las hemicelulosas residuales en la pulpa, para luego
eliminar principalmente la zona amorfa de la celulosa al aplicar el tratamiento &cido,

resultando en el aumento del porcentaje de cristalinidad.

Tabla 2. indice aparente de cristalinidad (Crl) calculado mediante el método de

deconvolucion (Crl?) y método de Segal (Crl®), y tamario lateral de cristales (L2oo) de pulpas

de eucalipto

Tratamientos Crl? (%) Crl® (%) L20o (nm)
Pulpa kraft 59,2+1 CD 83,9+0,2 A 422+0,04 A
CCT210U 56,2+0,9 A 87,4+0,1 D 437+0,03 B
CCT2100U 56,7+ 0,5 AB 84,7+ 0,7 B 475+0,02 D
CCT310U 61,6 £0,6 E 86,31 C 457+0,03 C
CCT3100U 57,9+0,8 BC 85,5+0,2 BC 485+004 E
EGTr10 U 508+1 D 85,6 +£0,4 C 505+0,04 G
EGTr 100 U 58,3+0,3 CD 86,3+ 0,3 C 496+0,02 F
CCE5 + HA 58,71 CD 915%£0,3 E 490+0,04 F

Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada columna (p < 0,05).

24



De la misma forma que la cristalinidad, el tamafio lateral de los cristales aumentd
significativamente en todos los tratamientos, esto debido a que la eliminacion de
hemicelulosa residual y celulosa amorfa, ademas de la degradacién de cristales de menor
tamafo, aumentaron el tamafio promedio de los cristales en la pulpa (Carrillo-Varela et al.,
2019).

Los cdcteles Cellic se comportaron de manera similar en la pulpa, aumentando de forma
significativa el tamafo lateral de los cristales al aumentar la dosis aplicada, siendo el
multicomponente CCT3 el que causé el mayor aumento (4,85 nm). EI mayor tamarfio de
cristales fue obtenido con el preparado EGTr con una dosis de 10 U (5,05 nm), sumado al
aumento significativo del indice de cristalinidad se obtuvo un efecto similar al registrado por
Ceccherini et al. (2021), luego de aplicar un tratamiento con endoglucanasas y enzimas tipo
LPMO de Trichoderma, observaron un aumento de ambos pardmetros. Segun Hu et al.
(2018) este resultado se explica debido a que las enzimas en conjunto modificaron la red de
enlaces intramoleculares en la estructura de la celulosa tras la conversion de grupos luego de
la oxidacion causada principalmente por las LPMO, favoreciendo la actividad del complejo

de celulasas.

Los patrones de DRX de la pulpa de Eucalipto tratada quimica y enzimaticamente se
muestran en la Figura 3. Estos muestran los peaks de celulosa | asociados su respectivo plano
cristalogréfico, ubicados en los grados 14,8° (0-10), 16,5° (110) y 22,3° (200) (French 2014),
donde se puede comprobar la ausencia de celulosa Il en las pulpas tratadas, pues no se
registran reflexiones en los planos (1-10), (110), y (020) que son donde se suelen observar

los peaks de celulosa Il (Nomura et al., 2020).
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Figura 3. Difractogramas DRX de pulpas de Eucalyptus tratadas quimica (CCE) y

enzimaticamente, con complejos multicomponentes (CCT) y monocomponente (EGTr).

26



5.3. Caracterizacion de hidrogeles de celulosa
Densidad aparente y porosidad de hidrogeles

En la tabla 3 se presentan los valores de densidad aparente y porosidad de los hidrogeles de
celulosa preparados por disolucion en NMMO. La densidad de los hidrogeles obtenidos a
partir de las pulpas tratadas enzimaticamente vario desde 0,0437 hasta 0,0524 g/cm?,
mientras que en los hidrogeles obtenidos de pulpas tratadas quimicamente fue de 0,0519

glcm®,

El valor de densidad esta relacionado con la concentracion de celulosa al preparar el hidrogel.
Liebner et al. (2009), reportaron que la densidad de los aerogeles en las mismas condiciones
de celulosa al 3% con NMMO/H20 fue de 46-69 mg/cm?®, coincidiendo con los rangos
obtenidos en este estudio, excepto por los hidrogeles correspondientes al tratamiento con
EGTr, que variaron de 0,0437 (10 U) a 0,0439 g/cm? (100 U).

Tabla 3. Densidad y porosidad de hidrogeles preparados con pulpas tratadas quimica y

enzimaticamente

Tratamientos Densidad aparente (g/cm?3) Porosidad (%0)
CCT210U 0,0503 + 0,0036 (B) 96,49 + 0,35 (bc)
CCT2100U 0,0524 + 0,0036 (BC) 96,43 + 0,19 (ab)
CCT310U 0,0505 + 0,0015 (B) 96,45 + 0,13 (ab)
CCT3100 U 0,0522 + 0,0026 (BC) 96,42 + 0,30 (ab)
EGTri0U 0,0437 + 0,0020 (A) 96,92 + 0,12 (c)
EGTr 100 U 0,0439 + 0,0017 (A) 96,67 + 0,05 (bc)
CCE5 + HA 0,0519 + 0,0054 (BC) 96,23 + 0,43 (a)

Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada columna (p < 0,05).

Se reporto por Sescousse et al. (2011), que al igual que los valores de densidad, la porosidad
esta relacionada inversamente con la concentracién de celulosa, por lo que al aumentar la
densidad aparente del aerogel la porosidad deberia disminuir. Esto se confirma en el presente

caso, donde se obtuvo una correlacion negativa significativa entre ambos parametros tras
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realizar una prueba de correlacion de Pearson (Figura 4). Estos parametros son importantes
para evaluar la capacidad adsorbente del hidrogel, pues las caracteristicas deseadas ademas
del area superficial, selectividad, y reciclabilidad, son una baja densidad y alta porosidad
(Foudazi et al., 2023).

En la Figura 5 se presenta el indice de correlacion de Pearson entre el contenido de carboxilos
en la pulpa tratadas quimica y enzimaticamente, y los valores de densidad aparente de los
hidrogeles regenerados a partir de las muestras, observando una fuerte correlacion negativa
entre estos pardmetros. Si bien no existen antecedentes relacionando el contenido de
carboxilos con la densidad de los hidrogeles, diversos estudios han reportado que al oxidar
las pulpas de celulosa se obtienen materiales con mayor porosidad (Masruchin et al., 2015;
Alam & Christopher, 2018; Hu et al., 2022), y dada la correlacion presentada anteriormente
entre la porosidad de los hidrogeles y su densidad aparente, el contenido de grupos carboxilos
en la pulpa permite estimar el comportamiento de los valores de densidad en los hidrogeles

previo a su elaboracion.
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Figura 4. Correlacion entre la densidad aparente y la porosidad de los hidrogeles obtenidos
de pulpas de Eucalyptus tratadas quimica (CCE) y enziméaticamente, con complejos

multicomponentes (CCT) y monocomponente (EGTr).
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Figura 5. Correlacion entre la densidad aparente de los hidrogeles y el contenido de
carboxilos en pulpas de Eucalyptus tratadas quimica (CCE) y enzimaticamente, con

complejos multicomponentes (CCT) y monocomponente (EGTT).

Capacidad de adsorcion de azul de metileno (MB) e isotermas de adsorcion

La capacidad de adsorcion de MB de los hidrogeles obtenidos a partir de las pulpas de
eucalipto tratadas quimica y enzimaticamente fue determinada utilizando una solucion de
MB de 200 mg/L (Figura 6). De acuerdo con los parametros de densidad aparente y porosidad
presentados anteriormente, se estimé que los hidrogeles con mayor capacidad de adsorcion
de MB corresponderian a los obtenidos del tratamiento con el monocomponente EGTr,
coincidiendo con los hidrogeles con mayor porosidad y menor densidad, caracteristicas que
permiten una mayor difusion del MB en el area superficial del hidrogel (Ning et al., 2021).
Esta estimacion coincidio con los valores de ge registrados, donde presentaron los valores
mas altos con una diferencia significativa del resto de tratamientos, 22,89 y 24,26 mg/g para
la dosis de 10 U y 100 U de EGTTr, respectivamente (Figura 6). Se evalud la correlacion entre
los parametros a partir de los valores registrados de qe, densidad aparente y porosidad,
obteniendo una fuerte correlacion negativa de la capacidad de adsorcion con la densidad

aparente, y una fuerte correlacion positiva con los porcentajes de porosidad de los hidrogeles
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(Figura 7), lo que confirma que para obtener una mayor adsorcién en los hidrogeles de

celulosa es necesaria una estructura menos compacta y con una mayor superficie disponible.

En el caso de las muestras CCT2 y CCT3, el aumento de la dosis enzimatica resulté en una
disminucion significativa de la capacidad de adsorcion de los hidrogeles (0,05 > p),
presentando en las dosis de 100 U los niveles de adsorcion mas bajos de los tratamientos
enzimaticos (Figura 6). El tratamiento quimico aplicado a las pulpas de eucalipto provoco el
aumento de la densidad y la disminucién de la porosidad en los hidrogeles de celulosa, lo que
explica su menor capacidad de adsorcién de MB. Carrillo-Varela et al. (2022) obtuvieron una
mayor capacidad de adsorcién en hidrogeles elaborados a partir de pulpas con un menor
porcentaje de cristalinidad, lo que podria explicarse debido al efecto que tienen los cambios
en la estructura supramolecular (grado de cristalinidad y tamarfio lateral de cristales), deriva
en una mayor compactacion de los hidrogeles regenerados en la solucion de NMMO,

resultando en la menor capacidad adsorcion obtenida.
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Figura 6. Capacidad de adsorcion de MB (200 mg/L) de los hidrogeles de celulosa obtenidos
desde pulpa tratadas de Eucalyptus tratadas quimica (CCE) y enzimaticamente (CCT y
EGTr) después de 48 h de adsorcion a pH 9,0 y 25°C. Los resultados son el promedio de 5
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réplicas por tratamiento. Para discriminar entre medias se aplico una prueba de LSD de Fisher
luego de comprobar diferencias significativas por ANOVA (0,05 > p). Se aplic6 una prueba

de Levene’s para verificar la homogeneidad de las varianzas (0,3918 > p).
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Figura 7. Correlacion entre densidad aparente (g/cm?®) (a), porosidad (%) (b) con la capacidad
de adsorcion de MB (200 mg/L) en hidrogeles de celulosa obtenidos desde pulpas de
Eucalyptus tratadas quimica (CCE) y enzimaticamente, con complejos multicomponentes

(CCT) y monocomponente (EGTT).
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Los modelos de isotermas de Langmuir y Freunlich sirven para describir como ocurre la
adsorcion de MB en los hidrogeles de eucalipto (Figura 8). EI método de Langmuir supone
que la adsorcion ocurre de forma homogénea y en una capa de la superficie, ademés de
suponer una energia constante de adsorcion y la ausencia de interaccion entre las moléculas
adsorbidas. De forma contraria, el método de Freunlich supone la adsorcion en multiples
capas, de forma no uniforme en la superficie (Foo & Hameed, 2010; Elmorsi, 2011; Kalam
et al., 2021). Al comparar los valores de R? de ambos métodos (Tabla 4) se concluye que el
modelo de isotermas de Langmuir se ajusta de mejor manera al comportamiento de los
hidrogeles de celulosa, excepto por el tratamiento de 10 U del coctel CCT3 que presentd un
mejor ajuste al modelo de Freunlich (Tabla 4). El valor gmax indica que los hidrogeles
obtenidos desde la pulpa tratada enzimaticamente con 10 U de los cécteles Cellic y en ambas
dosis del preparado EGTr presentan una mayor capacidad maxima de adsorcion en
comparacion con el tratamiento quimico, siendo mayor la capacidad al aplicar 10 U de

enzima EG por gramo de pulpa, en los tres casos.

Tabla 4. Parametros de modelos de isotermas Langmuir y Freundlich de adsorcién de MB en

hidrogeles de celulosa obtenidos de pulpa tratada de eucalipto

_ Modelo Langmuir Modelo Freundlich
Tratamientos
gmax (MQ/Q) Ki (L/mg) R? Kr (L/mg) n R?

CCT210U 202 0,062 + 0,013 0,914 5+2 4+1 0,823
CCT2100U 166 £0,7 0,087+0,011 0,971 6+1 51 0,905
CCT310U 19+1 0,091 +0,021 0,905 71 51 0,907
CCT3 100U 18,6 £0,8 0,040+0,003 0,991 34+0,7 32+£0,5 0,956
EGTr10U 26+2 0,054 £ 0,008 0,963 6+2 4+1 0,800
EGTr100 U 231 0,081 +0,013 0,953 70+08 41+0,5 0,970
CCE5 + HA 18,1+0,9 0,049+0,005 0,981 3,9+05 35+04 0,976

32



25 -

20

15 +

de (mg/g)

10

CCT2 10U
CCT2 100U
CCT3 10U
CCT3 100U
Freundlich

Langmuir

b)

25

20 -

15 -

qe (mg/g)

10

T T T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175 200 225

Concentracion de MB (mg/L)

@ ccTriou
D> EcTrio0u
@© CCE5+HA
---- Freundlich

—— Langmuir

T T T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175 200 225

Concentracion de MB (mg/L)

Figura 8. Ajustes no lineales con isotermas de Langmuir y Freundlich para la adsorcién de

MB en hidrogeles de eucalipto. a) Tratamientos enzimaticos con cocteles Cellic, b)

Tratamientos enzimaticos con EGTr y quimico CCE5+HA. Concentracion de MB: 25, 55,

90, 130y 200 mg/L, volumen de solucion: 10 mL, pH de la solucién: 9,0, temperatura: 25°C.

Los resultados son el promedio de 5 réplicas por tratamiento.
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El analisis realizado a los datos obtenidos de la aplicacion de los seis tratamientos
enzimaticos, para el tratamiento de pulpa de eucalipto, determiné que el aumento en la dosis
enzimatica de 10 para 100 U en todos los tratamientos provoco una disminucion en la
viscosidad intrinseca, un contenido similar o menor de grupos carboxilos y un menor
aumento de la cristalinidad, posiblemente por una menor remocion de la fraccion de
hemicelulosa residual por parte de enzimas tipo xilanasas, 0 una menor degradacion de las
zonas amorfas por parte del complejo de celulasas. Respecto a los hidrogeles elaborados se
registraron niveles similares de densidad y porosidad entre las dosis aplicadas de cada
tratamiento, pero diferencias significativas en su capacidad de adsorcion, siendo mayor en
los tratamientos de 10 U. Si bien la capacidad registrada por los hidrogeles del tratamiento
EGTr de 100 U fue mayor, segtin el modelo de isotermas de Langmuir aplicado, la capacidad
maxima calculada seria mas alta en el tratamiento de 10 U. El aumento de la dosis enzimatica
causo cambios en la pulpa que quizas no fueron evaluadas en este estudio, pero que provoco
esta disminucion en la capacidad de adsorcion de los hidrogeles, como la total o parcial de
remocion de hemicelulosas (Carrillo-Varela et al., 2022). Por esto existen estudios que
buscan optimizar temperaturas, tiempos de reaccion, tipos de enzimas o sustratos, y dosis
enzimatica para la obtencion de tratamientos mas especificos que permitan ahorrar
econdmica y energéticamente, y al mismo tiempo mejorando las propiedades de la pulpa
tratada en el proceso (Squincaet al., 2020; Kumar et al., 2021; Rosales-Calderon et al., 2021).
Estas mejoras en los tratamientos enzimaticos serviran para hacerlos mas competitivos en el
mercado, y aumentar su uso en reemplazo de tratamientos con reactivos quimicos que

conllevan un elevado riesgo medioambiental.

En el presente estudio se evaluaron tratamientos enzimaticos realizados con cocteles
multicomponentes y un preparado de T. reesei, que al realizar la caracterizacion de las
enzimas presentes se evidencié que también corresponde a un multicomponente pues
diferentes enzimas hidroliticas y una enzima tipo LPMO presentaron actividad catalitica. Al
realizar la caracterizacion de los cocteles Cellic y comprobar que ambos presentaban
actividad tipo LPMO, sumado a la presencia de las enzimas glucohidrolasas que ya habian
sido determinadas en ambos cocteles, se concluyo que las principales enzimas que componen
estos preparados multicomponente son similares, evidencia de esto son las propiedades de

los hidrogeles elaborados en base a las pulpas tratadas de eucalipto, donde no presentaron
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diferencias significativas en densidad, porosidad y adsorcion de MB entre los tratamientos
aplicados. La diferencia en la efectividad entre los cocteles tipo Cellic y el preparado de T.
reesei podria explicarse por la rapida liberacion de azucares de xilosa al medio debido a la
actividad xilanasa de los multicomponetes, pues se ha estudiado la inhibicion de la actividad
de enzimas del complejo de celulasas en presencia de altos niveles de estos azlcares,
disminuyendo su capacidad de aumentar la accesibilidad de la pulpa (Xiao et al., 2004; Qing
et al., 2010; Hsieh et al., 2014).

El coctel de endoglucanasas de Trichoderma produjo la mayor mejora de la calidad de la
pulpa, con una disminucion de la viscosidad dentro del rango deseado, un aumento
significativo del contenido de grupos carboxilos y la produccion de cambios en la estructura
supramolecular, que se tradujeron en una mejora significativa de las propiedades de los
hidrogeles elaborados en base a la pulpa tratada. Los diferentes preparados enzimaticos con
una dosis de 10 U cumplieron el objetivo de mejorar las caracteristicas de la pulpa en
comparacion al tratamiento quimico con extraccion alcalina con NaOH al 5% y un
tratamiento acido posterior, en un menor tiempo, un menor uso de equipos y sin el uso de

reactivos quimicos que requieran un almacenamiento, transporte o disposicion final.
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6. CONCLUSIONES

El andlisis de las propiedades quimicas y supramoleculares de las pulpas de eucalipto
tratadas y de los hidrogeles de celulosa obtenidos a partir de éstas, evidencid una
mejora luego del tratamiento con el preparado de endoglucanasas de T. reesei (EGTT),
presentando un mayor contenido de carboxilos y viscosidad dentro del rango deseado,
en el caso de las pulpas. En el caso de los hidrogeles, éstos presentaron una menor
densidad, una mayor porosidad y capacidad maxima de adsorcion de azul de metileno
que los resultantes de las pulpas tratadas con los preparados enzimaticos Cellic CTec
y con el tratamiento quimico con extraccion alcalina e hidrolisis acida, por lo que se
rechaza la hipétesis planteada.

La aplicacion de los preparados enzimaticos comerciales, multicomponente (Cellic
CTec) y monocomponente (endoglucanasa de T. reesei), al igual que el tratamiento
quimico, permitio la obtencion de pulpa grado soluble a partir de pulpa grado papel,
y posteriormente permitio la elaboracion de hidrogeles de celulosa, como una forma
de evaluar la capacidad adsorbente de estos biomateriales.

La capacidad de adsorcién de MB por los hidrogeles elaborados a partir de las pulpas
tratadas siguié la tendencia monocomponente de T. reesei (10 y 100 U) >
multicomponentes Cellic CTec (10 U) > multicomponentes Cellic CTec (100 U) ~
tratamiento quimico (extraccion alcalina + hidroélisis acida).

El preparado de endoglucanasas de T. reesei representa la mejor alternativa entre los
cocteles enzimaticos probados para reemplazar los tratamientos quimicos en las
condiciones utilizadas en este estudio, para la elaboracion de hidrogeles y
modificacion de pulpa de eucalipto destinada a la elaboracion de diversos

biomateriales.
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