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@ Resumen:

Preparacién enzimatica acuosa aislada y uso para la
funcionalizacién de la superficie del papel o soportes
celuldsicos.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere
a una preparacidon enzimatica acuosa aislada
obtenida a partir de la reaccion de por lo menos una
enzima oxidorreductasa, preferiblemente una lacasa,
y por lo menos un producto natural o sintético,
preferiblemente un compuesto natural, cuyo producto
natural o sintético comprende en su estructura por lo
menos un grupo fenol o alcohol, que opcionalmente
tiene una o méas cadenas hidrofébicas, o por lo menos
un grupo esterol.

En un segundo aspecto, la presente invencion se
refiere a la utilizacion de dicha preparacién enzimatica
acuosa aislada en la funcionalizacién de la superficie
del papel o soportes celuldsicos.
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DESCRIPCION

Preparacion enzimatica acuosa aislada y uso para la funcionalizacion de la superficie del papel o soportes
celulésicos.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere preferiblemente al campo del papel y soportes celulésicos. En particular la presente
invencion se refiere a una preparaciéon enzimatica acuosa aislada y a su uso para la funcionalizacién de la superficie
del papel o soportes celulosicos.

Antecedentes de lainvencidn

La funcionalizacién consiste en la adicién de grupos quimicos funcionales sobre una superficie con la finalidad de
modificar o mejorar sus propiedades. La funcionalizacion de fibras de celulosa mediante procesos biotecnoldgicos
utilizando enzimas ya ha sido descrita, por ejemplo, para la hidrofobizacion de las fibras (1), o la incorporacién de
fenoles naturales susceptibles de conferir propiedades antioxidantes, bacteriostaticas, o de incremento de la
resistencia mecanica (2). De hecho, existen dos patentes donde se aplica el sistema lacasa-mediador en masa, una
para mejorar la resistencia en humedo del papel (US 6, 610,172 B1) y otra para realizar el encolado interno del papel
(WO 11/009979). En general, la mayoria de estos tratamientos enzimaticos en la industria papelera son
comunmente disefiados para ser aplicados sobre la suspensién fibrosa, en las tinas de mezcla y antes de la
formacion de la hoja. Esto conlleva unos inconvenientes desde el punto de vista industrial como son por ejemplo una
limitacion en las condiciones de trabajo (pH, temperatura, consistencia, tiempo de reaccién, etc) que deben ser
adecuadas para una Optima accién de la enzima, un consumo elevado del reactivo transferido, posibles
interferencias en los enlaces entre fibras o con otros productos del proceso y dificultad en la recirculaciéon de los
efluentes generados.

Una posible solucién que disminuiria el consumo de reactivo transferido y que no afectaria a la capacidad de enlace
entre fibras seria realizar los tratamientos enzimaticos superficialmente en lugar de en masa (en suspension fibrosa).
Pero la realizacion de un tratamiento enzimatico en la superficie de un soporte celulésico resulta inviable debido a
las condiciones en que tiene que tener lugar la reaccion enzimatica. De hecho, en la bibliografia no se describe
ninguna aplicacion de sistemas enzimaticos con la finalidad de funcionalizar que se aplique directamente sobre la
superficie de un papel durante su formacion o ya formado. Existen referencias sobre biotratamientos superficiales en
madera (3) y en tejidos ya acabados (4). No obstante, en estos tratamientos la presencia del sustrato (madera o
tejido) es necesaria en el momento de la reaccién enzimatica. Para un proceso papelero no existen referencias
sobre biotratamientos superficiales aplicados sobre el papel, es decir, sobre una hoja previamente formada.

Algunas de las propiedades que se pueden conferir al soporte mediante dicha funcionalizacién son la hidrofobicidad,
la capacidad antioxidante, la capacidad antimicrobiana, resistencia en humedo, resistencia en seco, propiedades
barrera, proteccion de rayos UV, entre otras.

En cuanto a la propiedad de hidrofobicidad, la absorcién de liquidos en la estructura del papel es un factor clave
para el uso final de productos de papel (p.ej. vasos de papel, bolsas de papel, cajas para packaging o contenedores
de liquidos) y asimismo para la maquinabilidad de los procesos papeleros, p.ej. en “size press” o impresion (5, 6).
Los fabricantes de papel llevan a cabo procesos para reducir la tasa de absorcién de liquidos en la estructura del
papel, tratando la suspensién fibrosa con sustancias hidréfobas (7); esta operacion es la que denominamos
“encolado interno”. En contraste con el encolado interno tenemos el “encolado superficial”’, cuya finalidad es la
mejora de las propiedades superficiales (tales como, la lisura, la permeabilidad, la imprimibilidad, etc) del soporte
para su posterior utilizacion en el proceso de impresion i escritura. Este proceso consiste en aplicar agentes de
encolado (por ejemplo, almidon entre otros) en la superficie del papel en la seccidén de secado del proceso papelero.
Diversos estudios de investigacion han descrito recientemente que es posible realizar el encolado interno del papel,
utilizando métodos biotecnolégicos aplicados en masa, en los que el producto hidréfobo utilizado permanece
“acoplado” a las fibras (1). Sin embargo no existen datos sobre la realizacion de encolado superficial del papel
mediante métodos biotecnoldgicos.

Con respecto a las capacidades antioxidante y antimicrobiana, se sabe que muchos alimentos se deterioran y
pierden calidad durante el transporte, procesado y almacenado contaminandose éstos a través de microorganismos,
reacciones quimicas, y cambios fisicos. Entre estos modelos de degradacién el deterioro microbiano y las
reacciones de oxidacion son las que ejercen un mayor impacto. La propiedad antioxidante y antimicrobiana en un
papel es interesante desde el punto de vista de la conservacion de alimentos, ya que un papel con propiedades
antioxidantes o antimicrobianas podra ser implementado en la fabricacion de un packaging de contencion con
propiedades avanzadas (8).

Con el fin de superar las objeciones indicadas anteriormente, los presentes inventores proporcionan un nuevo
producto para su aplicacidon que presenta todo un conjunto de ventajas:
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1.- Es una formulacién sencilla y versatil segun la propiedad a adquirir, sin necesidad de modificar excesivamente
las condiciones de aplicacion, Unicamente si necesita 0 no las técnicas para facilitar la disgregacién/dispersion del
compuesto a transferir.

2.- No necesita ser preparado in-situ en el momento de ser aplicado, por lo que perfectamente puede ser
suministrado como producto formulado.

3.- Se pueden preparar diferentes productos o soluciones post-enziméticas que aporten diferentes propiedades al
soporte, unicamente cambiando el/los compuesto/s natural o sintético en la formulacion.

4.- Las condiciones del proceso enzimatico no varian excesivamente en funcion del compuesto natural o sintético.

5.- La reaccién enzimatica en la preparacion (producto) a aplicar tiene lugar antes de ser utilizada sobre el soporte
permitiendo su aplicacion superficial en diferentes puntos de la maquina de papel, como por ejemplo en la mesa de
formacion, antes de la sequeria, después de la sequeria e incluso en el producto acabado.

6.- Las condiciones elevadas de temperatura en la maquina de papel no afectan/perjudican a la reacciéon enzimatica
ya que ésta tiene lugar fuera del punto de aplicacion.

7.- Al poderse aplicar este producto post-enzimatico superficialmente, se reducen las cantidades de compuesto
natural o sintético y ademas éste queda mas superficial siendo mas efectivo.

8.- Como el producto no se aplica hasta que la hoja ya estd formada, el tratamiento enzimatico no afecta a la
capacidad de enlace de las fibras ni al proceso en si de formacioén de la hoja de papel.

9.- Las propiedades reolégicas de la preparacidon post-enzimatica permite que sea aplicada superficialmente
mediante diferentes métodos: size press, sprayers, metering bar, inmersion-impregnacion, etc.

10.- La introduccion de este método en fabrica no supone una inversiéon adicional de maquinaria puesto que se
pueden aprovechar los sistemas ya existentes en la maquina de papel, y en caso de que no sea asi, la inversion no
es desmesurada puesto que unicamente se necesitarian unos pulverizadores y un depésito de almacenaje de la
preparacion post-enzimatica.

11.- El producto puede prepararse de forma concentrada para ser diluido posteriormente en el momento antes de su
utilizacion, reduciendo de esta forma los costes de transporte, almacenamiento, dimensiones de las instalaciones de
preparacion del producto y energia consumida en la preparacion.

Por consiguiente, el producto de la presente invencion permite aportar al soporte diferentes propiedades en funcion
del compuesto natural o sintético utilizado en la formulacion del producto. Este producto innovador consiste en una
preparacién “post-enzimética”, es decir como resultado de una reaccidon enzimatica, cuyas caracteristicas y
condiciones reolégicas permiten su aplicacion en superficie mediante distintos sistemas de dosificacion.

Los presentes inventores patentaron previamente, segun el documento ES2352495B1, un procedimiento en el que
se conseguia un encolado interno del papel mediante un sistema enzima-mediador. Tal como se indica en los
ejemplos de esta patente, dicho sistema consistia en mezclar, previamente, las fibras de papel con un compuesto
(mediador) y, posteriormente, adicionar una enzima tipo lacasa para que tuviera lugar la reaccion enzimatica durante
un tiempo determinado, y de esta manera desarrollar la propiedad de encolado interno del papel. Por tanto, en la
anterior patente no se describia el producto aislado de la presente invencion, el cual es resultante de la reaccién de
un compuesto, tal como se define en la presente invencién, y una enzima oxidorreductasa, asi como su posible
aplicacion, y que ademas proporcione diferentes propiedades.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 representa un esquema en bloques de una fabrica de papel.

Figura 2: Evolucién de la propiedad hidréfoba medida a partir del WDT variando las condiciones de proceso. St.
Hace referencia al tratamiento standard; LGx2 hace referencia al tratamiento standard duplicando la dosis de
compuesto fendlico; St.+Tratamiento térmico hace referencia al tratamiento standard aplicando un curado a
temperatura; LGx2+Tratamiento térmico hace referencia a la combinacién del curado y la duplicacién de dosis de
compuesto fendlico.

Figura 3: Hidrofobicidad de las hojas de papel de filiro medidas con el goniémetro de angulo de contacto. Papel sin
tratar (a) y papel tratado superficialmente con la preparacion post-enzimatica (b).

Figura 4. Variacion del angulo de contacto a través del tiempo para el pag)el de filtro tratado y sin tratar (a), y
comparacioén de la absorcién-evaporacion entre el papel tratado y el TEFLON"(b)

Figura 5. Angulo de contacto de los papeles tratados con compuestos capaces de conferir cationicidad a las hojas
de papel y posteriormente funcionalizados mediante el producto post-enzimatico.

3



10

15

20

25

30

35

40

ES 2387426 Al

Descripciéon resumida de lainvencién

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una preparacion enzimatica acuosa aislada obtenida a partir
de la reaccion de por lo menos una enzima oxidorreductasa, preferiblemente una lacasa, y por lo menos un producto
natural o sintético, preferiblemente un compuesto natural, cuyo producto natural o sintético comprende en su
estructura por lo menos un grupo fenol o alcohol, que opcionalmente tiene una o mas cadenas hidrofébicas, o por lo
menos un grupo esterol.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a la utilizaciéon de una preparacién enzimatica acuosa
aislada obtenida a partir de la reaccidon de por lo menos una enzima oxidorreductasa y por lo menos un producto
natural o sintético que comprende en su estructura por lo menos un grupo fenol o alcohol, que opcionalmente tiene
una o mas cadenas hidrofébicas, o por lo menos un grupo esterol, en la funcionalizacién de la superficie del papel o
soportes celuldsicos.

Descripcion detallada de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una preparacion enzimatica acuosa aislada obtenida a partir
de la reaccién de por lo menos una enzima oxidorreductasa, preferiblemente una lacasa, y por lo menos un producto
natural o sintético, preferiblemente un compuesto natural, cuyo producto natural o sintético comprende en su
estructura por lo menos un grupo fenol o alcohol, que opcionalmente tiene una o mas cadenas hidrofébicas, o por lo
menos un grupo esterol. A dicha preparacion enzimatica acuosa aislada también se hace referencia en la presente
invenciéon como “producto o preparacion post-enzimatico/a” puesto que es una preparacion resultante de una
reaccion enzimatica

Preferiblemente, dicho compuesto natural o sintético se selecciona del grupo que consiste en las estructuras:

e Estructura A
COOR;

¥ OR,
OH

donde R3 puede ser un —H o bien un alquil > C4, preferiblemente entre C4 y Ca4, y R4, R2 pueden ser:
i) R1=-OHy Ry= -H;
i) R1y Ro= —H, ésteres del 3,4-dihidroxi-acido benzoico; o
iii) R1= —H y Ry= —CHj3, ésteres del acido vainillico

e  Estructura B-1: tocoferol

donde R4, Ry y R; pueden ser:
i) Ry = Rp = Ry = —CHj;
i) R1 = R3= —CH3; Ry = -H;
iii) R, = R3=-CH3; R1 =—H; 0
iv) R1 = R2=-H; R3 = —CHj3
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e  Estructura B-2: tocotrienoles

donde Ry,

i) Ri=Rx= R3= —CH3;

ii) R1 = R3= —CH3; R2 = —H;
iii) R, =R3=—-CHs; Ri=-H; 0
iV) R1 = R2= —H; R3 = —CH3

e Estructura C

OH
donde R4, R2y R3 pueden ser:
i) Ri=-H, R3=-0H y Ry = alquil > C4, preferiblemente entre C y Ca4;
i) R, = —-H, R3= -OH y Ry = alquil > C4, preferiblemente entre C4 y Cz4; 0

iii) Ry = —H, R3=—-H y Ry = alquil > C4, preferiblemente entre C1y Css

e  Estructura D: 2,4,6-tris(1-feniletil)fenol

H5;C

HsC CH,

e  Estructura E: 4-[4-(Trifluorometil)fenoxilfenol
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En las estructuras anteriores, por el término “alquil” se entiende que incluye grupos alquilo lineales y ramificados, ya
sean alifaticos o aliciclicos, y a su vez pueden ser saturados o insaturados (por ejemplo, parcialmente insaturado o
totalmente insaturado) que presentan como minimo un atomo de carbono en la estructura, preferiblemente entre 1
(C1) y 34 (Cs4) atomos de carbono en la estructura. Ejemplos de grupos alquilo saturados incluyen, pero sin
limitacion, metilo (C+), etilo (Cz), propilo (Cs), butilo (C4), pentilo (Cs), hexilo (Cg) y heptilo (C7). Ejemplos de grupos
alquilo ramificados saturados incluyen, pero sin limitacion, iso-propilo (Cs), iso-butilo (C4), sec-butilo (C4), tert-butilo
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CF3\©\ /©/0H
(0]

(Ca), iso-pentilo (Cs), y neo-pentilo (Cs).

Algunos ejemplos preferentes de compuestos naturales o sintéticos que tras la reaccion enzimatica proporcionan la

capacidad a la preparacion resultante de conferir propiedades hidrofébicas son:

Algunos ejemplos preferentes de compuestos naturales o sintéticos que tras la reaccion enzimatica proporcionan la

Dodecilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (LAURIL GALATO)

Ester octilico del acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (OCTIL GALATO)

Etilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (ETIL GALATO)

Propilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (PROPIL GALATO)
(E)-3-Acido(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoico (ACIDO FERULICO)
(2R)-2,5,7,8-Tetrametil-2-[(4R,8R)-(4,8,12-trimetiltridecil)]-6-cromanol (ALFA TOCOFEROL)
2,4,6-tris(1-feniletil)fenol (TRIESTIRILFENOL)

1-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)etanona (ACETOVANILLONA)
3-(4-Hidroxi-3,5-dimetoxifenil)prop-2-enal (SINAPIL-ALDEHIDO)

Distilled Cashew Nut Shell Liquid (CARDANOL)

capacidad a la preparacion resultante de conferir propiedades antioxidantes son:

1-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)etanona (ACETOVANILLONA)
3-(4-Hidroxi-3,5-dimetoxifenil)prop-2-enal (SINAPIL-ALDEHIDO)
Etilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (ETIL GALATO)

Ester octilico del acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (OCTIL GALATO)
Dodecilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (LAURIL GALATO)

Propilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (PROPIL GALATO)
(2R)-2,5,7,8-Tetrametil-2-[(4R,8R)-(4,8,12-trimetiltridecil )]-6-cromanol (ALFA TOCOFEROL)
2,4,6-tris(1-feniletil)fenol (TRIESTIRILFENOL)

Acido 3-(3,4-Dihidroxifenil)-2-propenoico (ACIDO CAFEICO)

Acido 4-Hidroxibenzoico (ACIDO PARA-HIDROXIBENZOICO)
Acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (ACIDO GALICO)
4'-Hidroxi-3',5'-dimetoxiacetofenona (ACETOSIRINGONA)
4-Hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido (SIRINGALDEHIDO)

Acido (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenoico (ACIDO PARACUMARICO)
4-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido (VANILLINA)
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- (E)-3-Acido(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoico (ACIDO FERULICO)
- (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enal (CONIFERIL ALDEHIDO)

- Acido 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenyl)prop-2-enoico (ACIDO SINAPICO)
- 2,4,56(1H,3H)-Pirimidinetetrona 5-oxima (ACIDO VIOLURICO)

- 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoato de metilo (SIRINGATO DE METILO)

- 17-(5-Etil-6-metilheptano-2-yl)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodecahidro-1H-
ciclopentala]fenantren-3-ol (B-SITOSTEROL)

- 4-[4-(trifluorometil)fenoxilfenol
- 3-Metilbutil o-hidroxibenzoato (SALICILATO DE ISOAMILO)

Algunos ejemplos preferentes de compuestos naturales o sintéticos que tras la reaccion enzimatica proporcionan la
capacidad a la preparacion resultante de conferir propiedades antimicrobianas son:

- Dodecilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (LAURIL GALATO)

- 4-Hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido (SIRINGALDEHIDO)

- 4'-Hidroxi-3',5'-dimetoxiacetofenona (ACETOSIRINGONA)

- Acido (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenoico (ACIDO PARACUMARICO)

La dosis de enzima a utilizar se sitia entre un minimo de 20U/L y un maximo que depende de la concentracion del
producto natural o sintético utilizado; preferiblemente el rango de dosis de la enzima oscila entre las 50U/L y las
3000U/L.

El compuesto natural o sintético que se hacer reaccionar se aplica en unas dosis que dependen de la solubilidad del
compuesto, y del grado de propiedad a conseguir. Dicho rango de dosificacion oscila entre un minimo de 0,1g/L y un
maximo que depende de los siguientes factores: la solubilidad del producto y la cantidad maxima de producto que se
puede mantener en suspension homogénea, ya sea mediante emulsidon estable o mediante agitacion.
Preferiblemente, el rango de dosificacion oscilaria entre los 0,1 y 30g/L. El compuesto natural o sintético se
selecciona en funcion de las propiedades a conferir por la preparacidon post-enzimatica. Algunos ejemplos de
propiedades son: hidrofobicidad, poder antioxidante, capacidad bactericida, capacidad antimicrobiana, propiedad
barrera a gases, propiedad barrera a agua o liquidos en general, propiedad barrera a aceites o grasas.

En una realizacion preferida, la preparacion enzimatica acuosa aislada se obtiene mediante la reacciéon de por lo
menos dos compuestos naturales o sintéticos con por lo menos una enzima oxidorreductasa, para asi conferir
diversas propiedades al papel y los soportes celuldsicos a partir de una sola preparacion post-enzimatica.

El tiempo de duracién de la preparacion enzimatica acuosa aislada depende de la combinacién de enzima y
compuesto natural o sintético utilizados.

Los tratamientos enzimaticos pueden realizarse bajo presion o a presion atmosférica segun necesidades o eficiencia
de la enzima.

En una realizacion preferida, la preparacion enzimatica acuosa aislada de la presente invencion se obtiene a partir
de la reaccion de por lo menos una enzima oxidorreductasa, preferiblemente una lacasa, y por lo menos un producto
natural o sintético, preferiblemente un compuesto natural, cuyo producto natural o sintético comprende en su
estructura por lo menos un grupo fenol o alcohol, que opcionalmente tiene una o mas cadenas hidrofébicas, o por lo
menos un grupo esterol, a un pH entre 4 y 10, y una temperatura entre temperatura ambiente y 90 C.
Preferiblemente dicho pH varia entre 4 y 7. También preferiblemente, dicha temperatura varia entre 30°C y 60°C.

En el caso de que el compuesto natural o sintético que se hace reaccionar con la enzima sea insoluble, se pueden
utilizar varias técnicas para obtener una buena disgregacion/dispersion. Entre ellas podemos destacar las siguientes:

- Desintegracién por ultrasonidos: Con la finalidad de romper los agregados de compuestos insolubles, antes de
realizar la reaccidon enzimatica, se sumerge una punta de ultrasonidos en una preparacion enzimatica acuosa que
comprende el compuesto insoluble. Se puede utilizar cualquier punta de ultrasonidos, con lo que la potencia de
sonicacion y el tiempo de reaccion se establecen en funcién de la punta empleada y la complejidad de disgregacion
del compuesto. Con esta técnica se obtiene un tamafio de particula menor y una distribucion mas homogénea del
compuesto insoluble.
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- Utilizacién de un surfactante natural o sintético: En la preparacion enzimatica acuosa aislada segun el primer
aspecto de la invencion puede ser necesario anadir un surfactante natural o sintético con la finalidad de reducir la
tensién superficial de la preparacion de reaccion y mejorar la distribucion del compuesto insoluble. La dosis a utilizar
depende del tipo de surfactante y del compuesto natural o sintético. Tal como se ha indicado antes, dicho
surfactante es i6nico, mas preferiblemente anidnico y como ejemplo de surfactante util en la presente invencion se
puede indicar la lignina sulfonada.

Por consiguiente, en una realizacién preferida, en la reaccién para obtener la preparacion enzimatica de la presente
invencion entre por lo menos una enzima oxidorreductasa, preferiblemente una lacasa, y por lo menos un producto
natural o sintético, preferiblemente un compuesto natural, cuyo producto natural o sintético comprende en su
estructura por lo menos un grupo fenol o alcohol, que opcionalmente tiene una o mas cadenas hidrofébicas, o por lo
menos un grupo esterol, se afiade ademas un surfactante natural o sintético para facilitar la disgregacién/dispersion
del compuesto natural o sintético antes de la reaccién con la enzima. Preferiblemente dicho surfactante es iénico,
mas preferiblemente aniénico. Un ejemplo de surfactante util en la presente invencion es la lignina sulfonada.

En otra realizacion preferida, en la reaccién para obtener la preparacién enzimatica de la presente invencién entre
por lo menos una enzima oxidorreductasa, preferiblemente una lacasa, y por lo menos un producto natural o
sintético, preferiblemente un compuesto natural, cuyo producto natural o sintético comprende en su estructura por lo
menos un grupo fenol o alcohol, que opcionalmente tiene una o mas cadenas hidrofébicas, o por Io menos un grupo
esterol, se utilizan ultrasonidos para disgregar/dispersar el compuesto natural o sintético previamente a la reaccion
con la enzima.

En una realizacién preferida, se realiza primero la desintegracién por ultrasonidos y posteriormente la adicion de un
surfactante.

La desintegracion por ultrasonidos y/o la adicion de un surfactante siempre se llevan a cabo antes de la adicion de la
enzima.

Una vez se ha obtenido la preparacion enzimatica acuosa aislada, ésta puede conservarse en la oscuridad en frio, a
temperatura ambiente o bien puede congelarse.

Este producto post-enzimatico puede obtenerse de forma concentrada, utilizando elevadas concentraciones de los
componentes iniciales, de forma que se puede preparar, transportar y/o almacenar en volumenes pequefios, y
puede ser diluido posteriormente en el momento antes de ser utilizada. El grado de diluciéon vendra determinado por
el nivel o cantidad de propiedad que se quiera obtener.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacidon de una preparacioén enzimatica acuosa aislada obtenida a
partir de la reaccion de por lo menos una enzima oxidorreductasa y por lo menos un producto natural o sintético que
comprende en su estructura por lo menos un grupo fenol o alcohol, que opcionalmente tiene una o mas cadenas
hidrofébicas, o por lo menos un grupo esterol, y cualquiera de sus variantes preferentes, en la funcionalizacion de la
superficie del papel o soportes celuldsicos. Dicha funcionalizacién superficial se consigue mediante la aplicacion de
dicha preparacion enzimatica acuosa sobre la superficie del papel o soportes celuldsicos.

El soporte celulésico util en la presente invencion, aunque sin limitarse a los mismos, incluye soporte obtenido de
fibras madereras y no madereras, fibras blanqueadas y sin blanquear, pastas mecanicas, quimicas y semi-quimicas,
fibras recicladas, films de microfibras de celulosa, flms de nanofibras de celulosa, cristales de nanocelulosa, films de
lignina u otros tipos de films y soportes. Asimismo, se pueden utilizar también soportes de tipo comercial.

Para modificar la carga iénica superficial del soporte celulésico y mejorar asi la fijacién del producto post enzimatico
en su superficie se pueden utilizar distintas técnicas. Concretamente, para la fijacion de algunos productos post-
enzimaticos se realizan tratamientos con productos cationicos tales como resinas cationicas (PAAE), quitosano,
almiddn catidnico u otros.

En una realizacion preferida, la aplicacion de la preparacion enzimatica acuosa de la presente invencién sobre la
superficie del papel o soportes celulésicos se realiza mediante inmersion-impregnacion, pulverizado, “size press” o
“metering bar”. Una vez el papel o soporte ya ha entrado en contacto con la preparaciéon enzimatica acuosa se deja
secar completamente a temperatura ambiente o bajo calor.

El “size-press” consiste en dos rodillos dispuestos horizontalmente, que ejercen una determinada presion entre ellos.
En el lado superior del contacto se dispone el liquido que se desea transferir al papel o soporte, y éste pasa a través
de los cilindros. De esta forma el liquido se transfiere superficialmente al papel o soporte. Los parametros que
influyen en la cantidad de liquido transferida son la velocidad y la presion.

Los pulverizadores consisten en unos cabezales pulverizadores en los que se envia el liquido a transferir a elevada
presion, y debido a la geometria de los orificios de salida generan unas microgotas que se depositan en forma de
fina capa sobre el papel o soporte.
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El “metering bar” consiste en un cilindro que gira inmerso dentro de una cubeta con la preparaciéon que se quiere
transferir al papel o soporte, de forma que una cierta cantidad de producto se dispone en una de las caras del papel
o soporte. A continuacién, un segundo cilindro ranurado y calibrado (metering bar) elimina el exceso de producto
dejando el espesor de producto deseado. En este sistema, solo se realiza el tratamiento en una de las caras del
papel o soporte.

En el proceso de inmersién-impregnacion, el papel o soporte pasa sumergido por el interior de una cubeta llena con
el liquido que se quiere transferir al papel o soporte. La velocidad de paso y la superficie expuesta determinaran la
cantidad de producto absorbido. A la salida, se pueden disponer unas “metering bars” para controlar el exceso de
liquido transferido.

En otra realizacion preferida, la aplicacion de la preparacion enzimatica acuosa sobre el papel o soportes celulosicos
e realiza en la zona de formacion, en la sequeria, en la “size press”, en la zona de estucado, en el producto final, o
entre las citadas operaciones (Figura 1).

A continuacion, se proporcionan un conjunto de ejemplos que Unicamente pretenden ilustrar la invencion sin que el
alcance de la misma quede limitado por los mismos.

EJEMPLO 1

El presente ejemplo ilustra la obtencién de un producto consistente en una preparaciéon post-enzimatica utilizando
una enzima lacasa de Trametes Villosa, y Lauril Galato (LG) como compuesto natural, que aplicado superficialmente
sobre el soporte pre-formado o acabado, aumentara el caracter hidrofébico de éste.

DOSIS Y CONDICIONES PARA LA OBTENCION DEL PRODUCTO POST-ENZIMATICO
La enzima utilizada fue la lacasa de Trametes villosa con una actividad de 588U/mL.

En este caso concreto, los tratamientos se realizaron en reactores de 250mL de capacidad, cerrados
herméticamente y con agitacion continua; y las condiciones generales de la reaccién fueron las siguientes: pH 4
(utilizando como tampdn solucién de tartrato sédico 50mM), 0,12% de Lauril Galato (compuesto natural), 0,12% de
cantidad de surfactante, que en este caso fue una lignina sulfonada, 40°C de temperatura y 4h de tiempo de
reaccion. Después de la reaccion, la preparacion se conservo en frio a 4°C y en la oscuridad.

ESTUDIO DE LA HIDROFOBICIDAD

Inicialmente, con el fin de determinar de una manera sencilla la hidrofobicidad de los papeles, se realizé el test de la
gota de agua (WDT) Tappi standard T835 om-08. Este consiste en disponer una gota de agua destilada mediante
una jeringuilla y medir el tiempo que tarda en ser adsorbida por el papel.

También se analizé el angulo de contacto inicial entre una gota de agua y la superficie de los papeles tratados, asi
como una modelizacién de la absorcién-evaporacion de la gota de agua en la estructura del papel.

APLICACION DEL PRODUCTO POST-ENZIMATICO. RESULTADOS.
La aplicacién del producto post-enzimatico en el soporte se realizé por inmersion.

En la siguiente tabla se muestran las dosis de tratamiento utilizadas para la obtencién de la preparacion de
funcionalizacién (producto post-enzimatico), asi como los distintos controles realizados, y la medicién de la evolucion
del WDT (como indicador del grado de hidrofobicidad) para cada uno de ellos, una vez aplicada la preparacion post-
enzimatica sobre el papel de filtro comercial.

Tabla 1. Dosis de los tratamientos y WDT de las muestras impregnadas.

Tratamiento Dosis enzima Dosis de Dosis surfactante. Dosis agua Tiempo de
(mL) compuesto a Lignina  sulfonada. tamponada absorcion
transferir Lauril  (g) (mL) (WDT) (s)

Galato (LG) (g9)

A 0,00 0,06 0,00 49,94 5+1
B 0,00 0,06 0,06 49,88 6+1
C 0,00 0,00 0,06 49,94 5+1
D 0,102 0,06 0,00 49,84 187+16
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E 0,102 0,00 0,06 49,84 5+1
F 0,102 0,06 0,06 49,78 3800+213

Aun cuando la utilizacién del producto post-enzimatico obtenido de la combinacion del lauril galato (LG) y la enzima
produce un aumento significativo de la hidrofobicidad (tratamiento D, tabla 1), se aprecia que el aumento sustancial
de dicha propiedad se produce claramente con el producto post-enzimatico resultante de la reaccion entre los tres
elementos LG, surfactante y enzima (tratamiento F, tabla 1). Los otros controles realizados (A,B,C y E) no producen
un aumento de la hidrofobicidad en los soportes.

La adicién de lignina sulfonada como surfactante en la preparaciéon del producto post-enzimatico tiene un efecto
clave en la mejora de la hidrofobicidad en el soporte. Esta mejora sustancial puede atribuirse a la mejor distribuciéon
del producto hidrofobo a lo largo de la superficie del soporte. Este hecho representa una novedad, ya que la
utilizacién de lignina sulfonada como surfactante para mejorar la distribucion de productos de funcionalizaciéon no ha
sido descrita hasta este momento. Asi mismo, la adicion de la lignina sulfonada ayuda a mantener la dispersion del
LG en su forma oxidada y a conservar la estabilidad de la preparacién funcionalizadora a lo largo del tiempo.

EFECTO DE LA DESINTEGRACION POR ULTRASONIDOS

El compuesto fendlico LG, es un sdélido con una energia libre de superficie muy baja que tiende a formar agregados
y no es mojado por el agua, resultando en una nula dispersiéon en el medio acuoso. La utilizacién de ultrasonidos
provoca una destruccion de estos agregados y fuerza a las particulas de LG a introducirse en el medio acuoso.
Como resultado de la aplicacion de los ultrasonidos, se consigue distribuir homogéneamente el LG en el medio, pero
debe realizarse inmediatamente el tratamiento enzimatico ya que de lo contrario, éste precipita y tiende a formar
agregados de nuevo.

EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO Y LAS DOSIS EN LA HIDROFOBICIDAD

Se realizaron diferentes pruebas duplicando la dosis de compuesto fendlico y aplicando un tratamiento térmico sobre
papeles funcionalizados, para ver la influencia de la variacion de éstos parametros sobre la hidrofobicidad. Se realizo
un tratamiento standard, que se modificdé segun lo indicado. El tratamiento base se realizé con las siguientes
condiciones: pH 4 (tampon solucién de tartrato sédico 50mM), cantidad de compuesto fendlico 0,12%, cantidad de
surfactante 0,12%, temperatura 40°C, tiempo 1h. En la figura 2 se observa que tanto la duplicacién de la dosis de
compuesto fendlico como el tratamiento térmico producen un aumento de la hidrofobicidad, y que ambos tienen un
efecto sinérgico cuando se aplican conjuntamente.

ANGULO DE CONTACTO Y ABSORCION

Hojas de papel de filtro se trataron por inmersiéon con las disoluciones funcionalizadoras y se compararon con el
papel sin tratar en términos del angulo de contacto (AC) entre el agua y la superficie del papel. El angulo de contacto
es un método que da una idea de la hidrofobicidad de una superficie. Generalmente se asume que si el angulo de
contacto es menor de 90°, tenemos una superficie hidréfila, mientras que si éste angulo es mayor de 90°, estamos
delante de una superficie hidréfoba. Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un goniofotometro de angulo de
contacto, depositando una gota de 4uL en la superficie del papel, y obteniendo un angulo de contacto de alrededor
de los 18° para el papel sin tratar y del orden de 130° para el papel tratado con las preparaciones post-enzimaticas
(Figura 3).

La experiencia con los papeles obtenidos mostré que, para los papeles tratados, la gota de agua permanecia por un
periodo de tiempo muy largo en la superficie del papel antes de desaparecer por completo. Por este motivo se
monitorizé la evolucién del angulo de contacto a lo largo del tiempo. Los cambios en el &ngulo de contacto después
de la deposicién de la gota fueron debidos a la disminuciéon de su volumen y promovidos basicamente por 2
fendmenos: la absorciéon en la estructura de la hoja y la evaporacion. La evaporacion entra en juego cuando la
desaparicion de la gota se produce en periodos largos de tiempo.

Se tomaron medidas del angulo de contacto a una velocidad de captura de 25 imagenes/minuto durante 2 horas
después de la deposicion de la gota en la superficie del papel. Para el papel de filtro sin tratamiento superficial, el
angulo de contacto cae rapidamente hacia 0° (menos de un segundo) mientras que para las hojas tratadas con los
productos funcionalizadores, el angulo de contacto tarda hasta una hora en caer a 0° (Figura 4a).

Debido a estos largos tiempos de absorcién, que evidencian un elevado comportamiento hidréfobo, se compararon
las hojas tratadas con una lamina de TEFLON®, por tratarse éste de un material no-absorbente en el cual la
desaparicion del volumen de una gota de agua depositada en su superficie se debe Unica y exclusivamente a la
evaporacién. Se depositaron 4uL de agua en la superficie de ambos materiales y se monitorizdé el cambio en el
volumen de la gota hasta la completa desaparicién de ésta. La figura 4b muestra que las curvas obtenidas son muy
similares, indicando que el mayor fendmeno que tiene lugar en el papel tratado es la evaporacién. Asi pues, las
hojas tratadas con los productos post-enzimaticos permiten obtener papeles altamente hidréfobos.
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TRATAMIENTO SOBRE SOPORTES CELULOSICOS. MODIFICACION DEL ESTADO IONICO SUPERFICIAL DEL
SOPORTE

Se aplicaron las soluciones post-enzimaticas sobre hojas de papel obtenidas mediante un formador de laboratorio.
Se realizaron hojas a partir de pasta kraft de eucalipto cruda y blanqueada ECF.

Se obtuvieron nuevas hojas (tanto de eucalipto crudo como blanqueado) utilizando en masa los siguientes
compuestos capaces de conferir cationicidad a las hojas de papel:

Tabla 2. Compuestos capaces de conferir cationicidad al papel.

Compuesto Dosis

Agente de resistencia en humedo, resina PAAE 0,7% de sélidos en fibra
Quitosano Preparacion al 2%
Almiddn catidnico 1% respecto peso de fibra

Una vez los papeles tratados con los compuestos anteriores fueron impregnados con preparacion post-enzimatica,
todos ellos presentaron elevados indices de hidrofobicidad. La figura 5 muestra el valor del angulo de contacto para
todos los papeles considerados. Se observa que los valores del angulo de contacto obtenidos tratando los papeles
con los distintos compuestos modificadores del estado i6nico y posterior impregnacion con el producto post-
enzimatico son similares.

EJEMPLO 2

El presente ejemplo ilustra el mantenimiento y mejora en las propiedades fisicomecanicas de papeles tratados con el
producto ilustrado en el ejemplo 1, consistente en un producto post-enzimatico resultante de la reacciéon entre una
enzima lacasa de Trametes Villosa, y Lauril Galato (LG) como compuesto fendlico. Los tratamientos superficiales se
realizaron sobre muestras de papel de filtro.

CARACTERIZACION FISICOMECANICA

Los papeles utilizados para evaluar el efecto del producto del ejemplo 1 sobre las propiedades fisicomecanicas
fueron papeles de filtro de laboratorio de grado comercial. Se evaluaron la permeabilidad Bendtsen (ISO 5636), la
resistencia al estallido (ISO 2758), la resistencia al desgarro (ISO 1974), la resistencia al doble pliegue (ISO 5626),
la resistencia a la traccion (ISO 1924), la resistencia a la traccion en humedo (ISO 3781), el encolado Cobbg (ISO
535) y la traccidon Zero-Span (ISO 15361). Se realizaron un minimo de diez repeticiones para cada ensayo,
obteniéndose el valor medio y la desviacion estandar.

Se evaluaron las hojas de papel sin tratar, tratadas solamente con la solucién tampén (ver ejemplo 1), y las hojas
tratadas con el producto post enzimatico descrito en el ejemplo 1.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se detallan en la siguiente tabla:

11
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Tabla 3. Propiedades fisicas de los papeles sin tratar, tratados con solucién tampén, y hojas tratadas

con el producto post enzimatico descrito en el ejemplo 1.

Hojas sin tratar | Hojas tratadas con | Hojas tratadas
solucion tampon con producto post
enzimatico
Indice de Estallido [kN/g] 2,23 2,36 2,41
Desv. Estandar 0,23 0,31 0,25
Indice de Desgarro [mNmZ/g] 12,36 11,58 11,95
Desv. Estandar 1,44 0,5 0,92
Doble Pliegue [log n°] 3 3 3
Desv. Estandar 0,3 0,1 0,1
Indice de Traccion [Nm/g] 38,38 46,03 36,77
Desv. Estandar 5,43 3,23 4,06
Indice de Traccién en humedo [N] 6,72 6,56 9,10
Desv. Estandar 0,73 0,83 2,55
Cobbso [g/m?] - - 22
Desv. Estandar - - 2,07
Zero-Span [N/cm] 73 85 79
Desv. Estandar 9 6 6

En la tabla 3 puede apreciarse como los resultados de las propiedades de Estallido, Desgarro, Doble pliegue,
Traccioén, y Zero-Span son del mismo orden y no se ven alteradas por utilizacion del producto post enzimatico.
Incluso, las propiedades de Tracciéon en humedo y encolado Cobbgy mejoran después del tratamiento. En el caso del
encolado Cobbsgy, l6gicamente el papel sin tratar y el papel tratado unicamente con solucién tampoén presentan una
absorcion de agua tan elevada que no fue posible medir el valor del Cobbego, mientras que una vez tratado el papel,
éste adquiere un caracter hidrofébico tan elevado que ya es posible realizar la medida. En cuanto a la traccion en
himedo, ésta aumenta un 35% con respecto al control. Estos resultados son muy interesantes puesto que se
consigue hidrofobizar el soporte sin perjudicar las propiedades de resistencia iniciales.

EJEMPLO 3

El presente ejemplo ilustra la obtencién de un producto consistente en una preparacion post-enzimatica utilizando
una enzima lacasa diferente a los dos ejemplos anteriores, y Lauril Galato (LG) como compuesto fendlico que,
aplicado superficialmente sobre el papel pre-formado o acabado, aumentara el caracter hidrofébico de éste. La
enzima es una lacasa fungica procedente de un cultivo de Cerrena Unicolor IBB303, producida en fermentacion
sumergida. Los ensayos se realizaron en soportes celuldsicos pasta kraft de eucalipto cruda y blanqueada ECF.

DOSIS Y CONDICIONES PARA LA OBTENCION DEL PRODUCTO POST-ENZIMATICO
La enzima fungica procedente de un cultivo de Cerrena Unicolor IBB303 tenia una actividad de 1660U/mL.

En este caso, los tratamientos se realizaron en reactores de 250mL de capacidad, cerrados herméticamente y con
agitacion continua, y las condiciones generales de la reaccion fueron las siguientes: pH 4 (utilizando como tampén
solucién de tartrato sédico 50mM), 0,12% de Lauril Galato (compuesto fendlico), 0,12% de cantidad de surfactante,
que en este caso fue una lignina sulfonada, 40°C de temperatura y 4h de tiempo de reaccion. Después de la
reaccion, la preparacién se conservo en frio a 4°C y en la oscuridad. Indicar que el compuesto fendlico LG, se
desintegré mediante ultrasonidos tal como se ha expuesto en el ejemplo 1.
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ESTUDIO DE LA HIDROFOBICIDAD

Para la determinacion de la hidrofobicidad, se realizé el test de la gota de agua (WDT) Tappi standard T835 om-08,
explicado en el ejemplo 1.

TRATAMIENTO SOBRE SOPORTES CELULOSICOS. MODIFICACION DEL ESTADO IONICO SUPERFICIAL DEL
PAPEL

Se aplicaron las soluciones post-enzimaticas del tratamiento con Lauril Galato y la enzima de Cerrena Unicolor
IBB303 sobre soportes celuldsicos obtenidos mediante un formador de laboratorio. Se realizaron soportes a partir de
pasta kraft de eucalipto cruda y blanqueada ECF. Con el propdsito de conferir cationicidad a los soportes, se utilizd
en masa una resina de resistencia en humedo PAAE, tal como se describe en el ejemplo 1.

RESULTADOS

En la siguiente tabla se muestran las dosis de tratamiento utilizadas para la obtencién de la preparacién de
funcionalizacién (producto post-enzimatico), asi como los dos controles realizados, y la medicién de la evolucién del
WDT (como indicador del grado de hidrofobicidad) para cada uno de ellos, una vez aplicada la preparacion post-
enzimatica sobre los papeles.

Tabla 4. Dosis de los tratamientos y WDT de las muestras impregnadas.

Tratamiento Dosis enzima Dosis de Dosis surfactante. Dosis agua Tiempo de
(mL) compuesto a Lignina sulfaonada. tamponada absorcion (s)
transferir Lauril  (g) (mL)

Galato (LG) (9)

A 0,102 0,06 0,00 49,94 3770
0,102 0,06 0,06 49,88 4965

Aun cuando la aplicacion del producto post-enzimatico resultante de la reaccion entre el lauril galato (LG) y la
enzima produce un aumento significativo de la hidrofobicidad (tratamiento A, tabla 4), se aprecia que el aumento
sustancial de dicha propiedad se produce claramente con el producto funcionalizador resultante de los tres
elementos LG, surfactante y enzima (tratamiento B, tabla 4).

Los resultados en este ejemplo estan en la misma linea que los mostrados en el ejemplo 1, pero con la diferencia de
que se utiliza una enzima oxidativa diferente.

EJEMPLO 4

El presente ejemplo ilustra la obtencion de 4 productos diferentes consistentes en diversas preparaciones post-
enzimaticas (utilizando una enzima lacasa de Trametes Villosa, y 4 compuestos) que, aplicados superficialmente
sobre el soporte pre-formado o acabado, aumentaran las propiedades antioxidantes de éstos.

DOSIS Y CONDICIONES PARA LA OBTENCION DE LOS PRODUCTOS POST-ENZIMATICOS
La enzima utilizada fue la lacasa de Trametes villosa con una actividad de 588U/mL.

Los tratamientos se realizaron en reactores de 250mL de capacidad, cerrados herméticamente y con agitacion
continua. Las condiciones generales de la reaccién fueron las siguientes: pH 4 (utilizando como tampodn solucién de
tartrato sédico 50mM), 0,12% de compuestonatural, 40°C de temperatura y 4h de tiempo de reaccion. Después de la
reaccion, la preparacion se conserva en frio a 4°C y en la oscuridad.

COMPUESTOS UTILIZADOS

Los compuestos utilizados para conferir capacidad antioxidante a los soportes son los siguientes:
- 2,4,6-tris(1-feniletil)fenol (TRIESTIRILFENOL)

Ester octilico del acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (OCTIL GALATO)

Dodecilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (LAURIL GALATO)
- (E)-3-Acido(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoico (ACIDO FERULICO)
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ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para el estudio de la capacidad antioxidante se ha utilizado un método desarrollado por el Grupo de Investigacion
Papelero y Grafico de la UPC, basado en los métodos de Van der Berg et al. 2009 (9), y Serpen et al. 2007 (10).
Este ensayo se fundamenta en la cuantificacién de la decoloracion del radical ABTS* debido a la interaccion de
especies donantes de hidrégeno o de electrones. El radical catiénico ABTS* es un croméforo que absorbe a una
longitud de onda de 415nm, 654nm o 754nm, y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (acido 2,2’-azino-
bis(3ethylbenzthiazoline-6-sulfonato de amonio)) con persulfato de potasio.

TRATAMIENTO SOBRE SOPORTES CELULOSICOS. MODIFICACION DEL ESTADO IONICO SUPERFICIAL DEL
SOPORTE

Se aplicaron las preparaciones post-enzimaticas sobre soportes celulésicos obtenidos mediante un formador de
laboratorio. Se realizaron hojas a partir de pasta kraft de eucalipto cruda y blanqueada ECF. Se pre-trataron los
soportes utilizando en masa una resina de resistencia en humedo, tal como se describe en el ejemplo 1.

RESULTADOS

En la siguiente tabla se muestran los compuestos utilizados para la obtencion de las preparaciones de
funcionalizaciéon (producto post-enzimatico), y la medicion de la evolucion de la capacidad antioxidante como
porcentaje de inhibicién (decoloracién) del radical catiénico ABTS*. Un mayor porcentaje de inhibicion significa una
mayor capacidad antioxidante.

Tabla 5. Capacidad antioxidante de los soportes impregnados con los distintos productos funcionalizadores.

Tratamiento Compuesto a transferir % de
inhibicion

A - 5

B Triestirilfenol 89

C Octil galato 99

D Lauril galato 73

E Acido Ferulico 74

En la tabla 5 se observa claramente que el papel por si solo no presenta capacidad antioxidante alguna (Tratamiento
A, tabla 5), mientras que el soporte tratado con los distintos productos post enzimaticos aumentan su poder de
inhibicion en un rango que va des del 73% al 99% de poder de inhibicién del radical catidonico de ABTS*. Cabe
destacar el tratamiento con el compuesto Octil Galato (tratamiento C, tabla 5), con el cual se obtuvo un poder de
inhibicion practicamente total.

El estudio se puede hacer extensivo a otros compuestos susceptibles de presentar capacidad antioxidante.
EJEMPLO 5

El presente ejemplo ilustra la obtencidon de dos productos consistentes en preparaciones post-enzimaticas (utilizando
una enzima lacasa fungica procedente de un cultivo de Cerrena Unicolor IBB303 y dos compuestos) que, aplicados
superficialmente sobre el soporte pre-formado o acabado, aumentaran las propiedades antioxidantes de éste. En el
presente ejemplo se ha utilizado una enzima diferente a la del ejemplo 4.

DOSIS Y CONDICIONES PARA LA PREPARACION DE LOS PRODUCTOS POST-ENZIMATICOS

La enzima utilizada fue la lacasa fungica procedente de un cultivo de Cerrena Unicolor IBB303, con una actividad de
1660 U/mL.

Los tratamientos se realizaron en reactores de 250mL de capacidad, cerrados herméticamente y con agitacion
continua. Las condiciones generales de la reaccién fueron las siguientes: pH 4 (utilizando como tampoén solucién de
tartrato soédico 50mM), 0,12% de compuesto fendlico, 40°C de temperatura y 4h de tiempo de reaccion. Después de
la reaccion, la preparacion se conservo en frio a 4°C y en la oscuridad.
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COMPUESTOS UTILIZADOS

En base a los resultados de los anteriores ejemplos se seleccionaron dos compuestos para conferir capacidad
antioxidante a los soportes y fueron:

- Ester octilico del acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (OCTIL GALATO)

- Dodecilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (LAURIL GALATO) (éste compuesto ademas aporta propiedades
hidrofébicas)

ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
Para el estudio de la capacidad antioxidante se ha utilizado el método descrito en el ejemplo 4.

TRATAMIENTO SOBRE SOPORTES CELULOSICOS. MODIFICACION DEL ESTADO IONICO SUPERFICIAL DEL
SOPORTE

Se aplicaron las dos soluciones post-enzimaticas anteriores sobre soportes celulésicos obtenidos mediante un
formador de laboratorio. Se realizaron hojas a partir de pasta kraft de eucalipto cruda y blanqueada ECF. Se pre-
trataron los soportes utilizando en masa una resina de resistencia en humedo, tal como se describe en el ejemplo 1.

RESULTADOS

En la siguiente tabla se muestran los compuestos utilizados para la obtencion de las preparaciones de
funcionalizaciéon (producto post-enzimatico), y la medicion de la evolucion de la capacidad antioxidante como
porcentaje de inhibicidn (decoloracion) del radical cationico ABTS*.

Tabla 6. Capacidad antioxidante de las hojas impregnadas con los productos Octil Galato y Lauril Galato.

Tratamiento Compuesto a transferir % de
inhibicion
A - 5
Octil galato 57
C Lauril galato 83

En la tabla 6 se observa que el soporte tratado con el producto post-enzimatico derivado de la reaccién entre la
enzima fungica procedente de un cultivo de Cerrena Unicolor IBB303 y el compuesto Lauril Galato (tratamiento C,
tabla 6) ha conferido un elevado poder antioxidante del orden del 83% de poder de inhibicion del radical cationico de
ABTS*. En el caso en que el que el compuesto fue el Octil Galato (tratamiento B, tabla 6), se obtuvo un poder de
inhibicion menor, del orden del 57%, pero que es de todos modos interesante.

Estos resultados demuestran que es posible utilizar distintas enzimas para la obtencién de productos post-
enzimaticos que, aplicados sobre el soporte, le van a conferir a éste poder antioxidante.
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REIVINDICACIONES

1. Preparacion enzimatica acuosa aislada obtenida a partir de la reaccion de por lo menos una enzima
oxidorreductasa y por lo menos un producto natural o sintético que comprende en su estructura por lo menos un
grupo fenol o alcohol, que opcionalmente tiene una o mas cadenas hidrofébicas, o por lo menos un grupo esterol.

2. Preparacién segun la reivindicacién 1, en la que dicho producto es un producto natural.

3. Preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la enzima oxidorreductasa es una
lacasa.

4. Preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho producto natural o sintético se
selecciona del grupo que consiste en las estructuras:

e Estructura A
COOR;,

OH

donde R3 puede ser un —H o bien un alquil > C+, preferiblemente entre C1 y Cas, y R4, Rz pueden ser:
i) Ri=-OHy Ro=-H;
i) R1 y Ro= —H, ésteres del 3,4-dihidroxi-acido benzoico; o
ii) R1= —H y Ro= —CH3, ésteres del acido vainillico

e  Estructura B-1: tocoferol

donde R4, R2y R3 pueden ser:
i) R1 =Rz = R3=—-CHg;
i) R1 =R3=-CHj3; R, = —H;
i) R2 = R3=-CH3; Ry =-H; 0
iv) R1 = R2=—-H; R3 = —CHj3

e  Estructura B-2: tocotrienoles
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donde R1, R2y Rs pueden ser:
i) Ri1=R2=R3=-CHg;
i) Ry = R3= —CH3; Rz = -H;
i) R, =R3=—-CH3; Ry =—H; 0
iv) Rt = Ra=—-H; R3 = —CHj3

e Estructura C

OH

donde R4, R2y R3 pueden ser:
i) Ri1=-H, R3=-0OH y Ry = alquil > C4, preferiblemente entre C4 y Csy4;
i) R, =—-H, R3=-OH y Ry = alquil > C4, preferiblemente entre C4 y Cs4; 0
iii) Ry = —H, R3=—-H y Ry = alquil > C4, preferiblemente entre C1y Cs4

e  Estructura D: 2,4,6-tris(1-feniletil)fenol

H;C

H;C CH,

e  Estructura E: 4-[4-(Trifluorometil)fenoxilfenol

(0]

5. Preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho producto natural o sintético se
selecciona del grupo que consiste en

- 1-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)etanona (ACETOVANILLONA)
- 3-(4-Hidroxi-3,5-dimetoxifenil)prop-2-enal (SINAPIL-ALDEHIDO)
Ester octilico del acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (OCTIL GALATO)

Dodecilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (LAURIL GALATO)
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- Etilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (ETIL GALATO)

- Propilo 3,4,5-trihidroxibenzoato (PROPIL GALATO)

- (2R)-2,5,7,8-Tetrametil-2-[(4R,8R)-(4,8,12-trimetiltridecil)]-6-cromanol (ALFA TOCOFEROL)
- 2,4,6-tris(1-feniletil)fenol (TRIESTIRILFENOL)

- Acido 3-(3,4-Dihidroxifenil)-2-propenoico (ACIDO CAFEICO)

- Acido 4-Hidroxibenzoico (ACIDO PARA-HIDROXIBENZOICO)

- Acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (ACIDO GALICO)

- 4'-Hidroxi-3',5'-dimetoxiacetofenona (ACETOSIRINGONA)

- 4-Hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido (SIRINGALDEHIDO)

- Acido (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenoico (ACIDO PARACUMARICO)

- 4-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido (VANILLINA)

- (E)-3-Acido(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoico (ACIDO FERULICO)
- (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enal (CONIFERIL ALDEHIDO)

- Acido 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenyl)prop-2-enoico (ACIDO SINAPICO)
- 2,4,5,6(1H,3H)-Pirimidinetetrona 5-oxima (ACIDO VIOLURICO)

- 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoato de metilo (SIRINGATO DE METILO)

- 17-(5-Etil-6-metilheptano-2-yl)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodecahidro-1H-
ciclopentala]fenantren-3-ol (B-SITOSTEROL)

- 4-[4-(trifluorometil)fenoxi]fenol
- 3-Metilbutil o-hidroxibenzoato (SALICILATO DE ISOAMILO)
- Distilled Cashew Nut Shell Liquid (CARDANOL)

6. Preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la reaccién enzimatica se realiza a un
pH entre 4 y 10, y una temperatura entre la temperatura ambiente y 90°C.

7. Preparacion, segun la reivindicacién 6, en el que dicho pHes entre 4 y 7.
8. Preparacion, segun la reivindicaciéon 6 6 7, en el que dicha temperatura es entre 30°C y 60°C.

9. Preparacion, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que para su obtencién se utilizan
ultrasonidos para disgregar/dispersar el compuesto natural o sintético previamente a la reaccion con la enzima.

10. Preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que para su obtencién se afiade un
surfactante natural o sintético para facilitar la disgregacion/dispersion del compuesto natural o sintético antes de la
reaccion con la enzima.

11. Preparacion segun la reivindicacion 10, en la que dicho surfactante es iénico, preferiblemente anidnico.
12. Preparacion segun la reivindicacion 11, en la que dicho surfactante es lignina sulfonada.

13.- Utilizacion de una preparacion enzimatica acuosa aislada tal como se define en las reivindicaciones 1 a 12 en la
funcionalizacién de la superficie del papel o soportes celuldsicos.

14.- Utilizacion segun la reivindicacién 13, que comprende aplicar dicha preparacién sobre la superficie de papel o
soportes celuldsicos.

15. Utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 13 6 14, en la que la aplicacion de la preparacion enzimatica
acuosa se realiza mediante inmersion-impregnacion, pulverizado, “size press” o “metering bar”.

16. Utilizacién, segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en la que la aplicacién de la preparacién enzimatica
acuosa se realiza en la zona de formacion, en la sequeria, en la “size press”, en la zona de estucado, en el producto
final, o entre las citadas operaciones.
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Figura 4
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Figura 5
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 11,12 SI
Reivindicaciones 1-10,13-16 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 11,12 SI
Reivindicaciones 1-10,13-16 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201230852

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2011/009979 Al 27.01.2011
D02 J. GARCIA-UBASART et al., Bioresource Technology, 2012
[accesible en linea 25-02-2012], vol. 112, pp. 341-344

D03 A. FILLAT et al., Bioresource Technology, 2010, vol. 101, n° 11,
pp. 4104-4110

D04 J. GARCIA-UBASART et al., “Bioresource Technology, 2011,
vol. 102, n°® 3, pp. 2799-2803

D05 D. MOLDES et al., Bioresource Technology, 2008, vol. 99, n° 17,
pp. 7959-7965

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La invencion se refiere a una preparacion enzimatica acuosa obtenida a partir de la reaccion de una enzima oxidorreductasa
y un compuesto natural o sintético que tiene en su estructura un grupo fenol, alcohol o esterol y que opcionalmente tiene
una o varias cadenas hidrofébicas. El compuesto fendlico o alcohdlico se corresponde con las estructuras A, B-1, B-2, C, D
y E recogidas en la reivindicacién dependiente 4 de la solicitud. La invencion también se refiere a la utilizacion de la
preparacion enzimatica en la funcionalizacién de la superficie del papel o soportes celuldsicos.

El documento DO1 divulga un procedimiento para fabricacion de papel con encolado interno que supone el tratamiento
enzimético de las fibras celuldsicas con un sistema enzima-mediador, siendo la enzima una lacasa Trametes villosa o
Pycnoporus cinnabarinus y el mediador un compuesto de tipo fenol o alcohol cuya estructura se corresponde exactamente
con las estructuras A,B-1,B-2,C,D,E y F de la invenciéon. También en D01 se divulga el uso de dicho sistema enzima-
mediador para la fabricacion de papel con encolado interno (ver ejemplos y reivindicaciones).

El documento D02 divulga un procedimiento enzimético de hidrofobizacién de fibras celulésicas y encolado interno de papel
en el que se utiliza un sistema enzima-mediador formado por la reaccidn de una lacasa y un compuesto fendlico hidrofébico,
en concreto lauril galato.

El documento D03 divulga un sistema enzima-mediador formado por una enzima lacasa Pycnoporus cinnabarinus y un
mediador natural que puede ser siringaldehido, acetosiringona y &cido p-cumarico. Los ensayos de estabilidad de la
preparacion enzimatica se realizan a pH 4 y temperaturas entre 30° y 60°C y en presencia del surfactante no i6nico Tween
80. Se utiliza para el blanqueo enzimatico de pulpa de lino.

El documento D04 divulga un tratamiento enzimético para el encolado interno del papel en el que se emplea una lacasa
Trametes villosa y como mediador un compuesto hidrofébico que puede ser etil galato, propil galato, octil galato, lauril
galato, B-sitosterol, a-tocoferol, 4-[4-(trifluorometil)fenoxi]fenol, salicilato de isoamilo y 2,4,6-tris(1-feniletil)fenol. La reaccion
enzimatica se lleva a cabo a pH 4 y 50°C.

El documento DO5 divulga un estudio comparativo de la eficacia de los mediadores naturales y sintéticos en los sistemas
enzima-mediador para el tratamiento enzimatico de pulpa kraft. Se utlizan compuestos fendlicos naturales como
siringaldehido y vanillina, y se comparan con mediadores sintéticos como 1-hidroxi benzotriazol, acido viollrico y promazina.
La enzima utilizada es lacasa Trametes villosa y el tratamiento se lleva a cabo a pH 4, 50°C y en presencia del surfactante
Tween 80.

En consecuencia, las caracteristicas de las reivindicaciones 1-10,13-16 ya son conocidas a partir de lo que divulgan los
documentos D01-D05, por lo que no se consideran nuevas ni con actividad inventiva a la vista del estado de la técnica
conocido (articulos 6.1 y 8.1 LP 11/1986).

No se han encontrado en el estado de la técnica documentos que recojan preparaciones enzimaticas acuosas formadas por
el sistema enzima-mediador en los que se emplee un surfactante aniénico, en particular, lignina sulfonada. Aunque en el
estado de la técnica se han encontrado documentos en los que se utiliza un surfactante no iénico (ver D03 y D05), a la vista
de lo que queda recogido en los ejemplos de la invencion, la adicion en particular de lignina sulfonada como surfactante en
la preparacién enzimatica lacasa-mediador tiene un efecto inesperado en la mejora de la hidrofobicidad del soporte
celulésico. Por lo tanto, las caracteristicas de las reivindicaciones dependientes 11-12 se consideran nuevas y con actividad
inventiva y aplicacion industrial segun los articulos 6.1y 8.1 LP 11/1986.
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