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DESCRIPCION
Preparacion enzimatica de fibras vegetales
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a procesos para preparar fibras vegetales.
Antecedentes de la invencion

Histéricamente, las fibras de cafiamo se han usado en la industria textil. Sin embargo, los recientes avances en los
materiales compuestos permitieron que fibras renovables, por ejemplo, las de cafiamo, sustituyeran a las fibras de
vidrio como refuerzos en materiales compuestos. Por tanto, el desarrollo de procedimientos para extraer fibras de
cafiamo sin dafar su integridad facilitara su uso tanto en la industria textii como en biomaterial compuesto. Tal
procedimiento seria preferentemente eficiente desde el punto de vista energético y evitaria el uso de agentes
peligrosos y/o no biodegradables.

En el tallo de las plantas de fibra, tales como cafiamo, lino y yute, una capa similar a corteza que contiene fibras de
liber rodea un nucleo lefioso o la madera del tronco. El descortezado, tanto manualmente como mecanicamente, es
un proceso que puede dividir el tallo del cafiamo en una fracciéon de “corteza” de cafiamo y “madera de tallo” del
cafiamo. La fraccion de “madera del tallo” puede utilizarse para la fabricacion de pasta quimica (Kortekaas 1998). La
“corteza” se usa para describir todos los tejidos externos del tallo, que incluyen las fibras de liber. Las fibras de liber
o haces de fibras estan rodeadas por pectina u otros materiales engomados.

Las fibras vegetales estan compuestas de polisacaridos, principalmente celulosa. Esto es diferente de las fibras
animales, tales como sedas de gusanos de seda y arafias, lana de ovejas u otro ganado peludo, que estan
constituidas de proteina.

Se requiere el aislamiento de fibra vegetal de la corteza descortezada antes de cualquier aplicacion industrial. La
extraccion implica principalmente el desengomado, una eliminacion de pectina de la fibra. La pectina es un
polisacarido que es un polimero de acido galacturénico. La pectina no es soluble en agua o acido. Sin embargo,
puede eliminarse por disoluciones alcalinas fuertes como sosa caustica (hidroxido sédico concentrado).

Métodos generales para el aislamiento de fibras limpias incluyen enriado al rocio, enriado al agua y procesos
quimicos y enzimaticos, con diversas modificaciones. Implica soltar o eliminar el pegamento que mantiene juntas las
fibras. Los métodos tradicionales son enriado al agua o al rocio. En el enriado al rocio, las cafias se dejan yacer en
el campo después de cortarlas. En algunas zonas del mundo, el cafiamo se enria al agua colocando haces de cafias
en charcos o corrientes. Estos dos métodos de enriado (enriado limitado) dependen de la digestion de pectina por
enzimas secretadas por microbios naturales. El proceso de enriado al agua tiene la desventaja de contaminar los
canales o corrientes. El enriado al rocio requiere dos a seis semanas o mas para completarse, y esta muy afectado
por el tiempo sin garantia de condiciones favorables.

El enriado con enzima implica la accion de la enzima pectinasa con o sin otras enzimas, como xilanasa y/o celulasa.
Sin embargo, la aplicacion practica de tales enzimas para el aislamiento de fibra de cafiamo sigue estando en fase
experimental.

Hoy en dia, el procedimiento industrial comun es el enriado quimico que implica productos quimicos peligrosos
agresivos como ceniza de sosa, sosa caustica y acido oxalico, frecuentemente a temperatura alta de 160 °C a varias
presiones atmosféricas.

Se conocen en la técnica diversos procesos de enriado. Clarke et al. (Clarke 2002) describen un proceso de
eliminacién de pectina o materiales engomados de piel de liber descortezada para dar fibras individuales colocando
la piel de liber (con o sin remojo en una disolucién de enzima en un proceso de pretratamiento) en un recipiente
impermeable al gas cerrado tal como una bolsa de plastico. Los microbios productores de enzima naturales para la
piel de liber se desarrollaran sobre los nutrientes iniciales liberados por el pretratamiento con enzima y acabaran el
proceso de enriado en este entorno cerrado. Clarke también describe un proceso de pretratamiento alternativo que
implica productos quimicos en lugar de enzimas, y esto incluye sosa caustica, ceniza de sosa, silicato de sodio,
acido oxalico y acido etilendiaminatetraacético (EDTA).

Asi, existe la necesidad de un proceso mas suave y eficaz para aislar fibras de cafiamo que implique agentes
respetuosos con el medioambiente y/o biodegradables. También es una cuestion de si la pectina es el Unico objetivo
del desengomado. La eliminacion de materias engomadas distintas del objetivo primario, la pectina, puede ofrecer la
oportunidad de dar fibras de cafiamo mas finas y mas suaves.

Sung et al. (Sung 2007) ensefiaron que el pretratamiento de la piel de liber de cafiamo descortezada con una
disolucién acuosa que contiene citrato de disodio, citrato de trisodio, 0 una mezcla de los mismos, que tiene un pH
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de aproximadamente 6-13 a temperatura de aproximadamente 90 °C o menos, facilita la posterior extraccion de fibra
con la enzima pectinasa.

El tallo de cafiamo consiste en tanto fibra de liber (corteza) como nucleo lefioso (madera del tallo). Los principales
componentes de estas dos partes son celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina (véase la Tabla 1) (Garcia-Jaldon

1998).

Tabla 1
Analisis quimico de las partes del cafiamo
Fibra de liber (%) Nucleo lefioso (%)
Celulosa 55 48
Hemicelulosa 16 12
Pectina 18 6
Lignina 4 28
Cera + grasa 1 1
Ceniza 4 2
Proteina 2 3

En términos de composicion quimica, las principales diferencias entre la fibra de liber (corteza) y el nucleo lefioso
(madera del tallo) son la cantidad de pectina (18 % frente al 6 %) y lignina (4 % y 28 %). La gran cantidad de lignina
en la “madera del tallo” da su rigidez. En el caso de la fibra de liber (corteza), la ausencia de lignina se compensa
por pectina para pegar juntas la fibra larga individual y los haces de fibra. Por tanto, la mayoria de la investigacion en
la liberacion de la fibra larga de la corteza se ha centrado en la hidrdlisis de la pectina, el principal componente
engomado, mediante la aplicacion de la enzima pectinasa.

En comparacion, la cantidad de proteina es muy pequeia en la fibra de liber (2 % en fibra de liber, Tabla 1). Sin
embargo, parte de esta proteina aparentemente poco importante es proteinas estructurales como “extensina”,
responsable de la matriz de proteina que contribuye a la integridad estructural de la propia planta. La aplicacion de
proteasa a la corteza puede degradar la matriz de proteina, produciendo la liberacién de material no de fibra o
residuos fisicamente o quimicamente asociados a la proteina vegetal. Como resultado de tal tratamiento, puede
liberarse o separarse fibra.

Pokora et al. ensefiaron la deslignificacion de pulpas de madera mecanicas de refinador para facilitar la produccion
biolégica de pasta, usando proteasa a pH acido (Pokora 1994). Pokora et al. ensefiaron que se usaron proteasas
para deslignificar la madera por la proteina de la madera “extensina”. La “extensina” es una proteina reticulada que
se sospecha que esta unida a la lignina y funciona como un esqueleto de soporte a un nivel celular. Como Pokora et
al. se refieren a la eliminacion de lignina en pulpas de madera mecanicas, no es relevante para el aislamiento de la
fibra larga de la “corteza” que contiene poca lignina (Tabla 1).

Dorado et al. han ensefiado el uso de proteasa a pH neutro para eliminar lignina especificamente de “madera del
tallo” de cafhamo mediante un pretratamiento con proteasa (Dorado 2001). Similarmente, esto no es relevante para
la extraccion de fibra larga de la corteza.

La proteasa se usa comiunmente en la purificacion de fibras naturales de origenes animales, como lana y seda.
Estas fibras también son de origen de proteina, por lo tanto fundamentalmente diferentes de las fibras vegetales que
son de polisacaridos.

También se ha aplicado proteasa en el “biolavado” de fibras de algodon que tienen diversas capas de materiales no
celulésicos que incluyen proteina/sustancias nitrogenosas. El algodén, cuando se recoge, es “baga de algodén”, que
es una bola esponjosa mullida de fibras individuales ya separadas. La eliminacion de materiales no celulésicos de la
superficie de fibras de algodon individuales potencia la humectacion y facilidad de coloracion (Karapinar 2004). Esto
no es para la aplicacién en la separacion o extraccion de fibra de corteza o piel de liber de plantas de fibra. La
corteza o piel de liber de plantas de fibra tales como corteza de cafiamo o lino es bastante diferente de la baga de
algododn. La corteza o piel de liber es una hoja que contiene fibras individuales todas pegadas (o engomadas) juntas
en el haz, y a continuacién en una hoja. No es visible fibra individual en esta etapa. Aunque la proteina constituye
una pequefia parte de las plantas de fibra, proteinas estructurales como “extensina” conectan microfibrillas
separadas (fibras finas) para reforzar la arquitectura. Otras proteinas también pueden insertarse para reticular
extensina, formando una red entre las fibras.

En lugar de la aplicacion de una unica enzima, la purificacion de fibras vegetales puede hacerse con mezclas de
enzimas liquidas comerciales producidas directamente mediante el cultivo del hongo Aspergillus niger, que incluye
Novo SP249 (Akkawi 1990) o Pektopol PT-400 (Pektowin, Polonia) (Sedelnik 2004; Sedelnik 2006). La corteza de
fibra descortezada tiene que tratarse con un bafio que contiene esta mezcla de enzimas fungicas durante nada
menos que 24 a 36 h. Como era de esperar, estas mezclas de enzimas naturales obtenidas mediante cultivo de
Aspergillus contienen un amplio espectro de sus enzimas normales, que incluyen poligalacturonasa, pectinasa,
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celulasas, beta-glucanasa, hemicelulasas, xilanasas, arabinasa y proteasa en diversas cantidades (Massiot 1989;
Steinke 1991).

Las mezclas de enzimas comerciales anteriormente mencionadas (Novo SP249 y Pektopol), producidas
directamente mediante el cultivo del hongo Aspergillus, solo son adecuadas para aplicacién a pH acido con intervalo
optimo de pH de 4-6 (Akkawi 1990; Sedelnik 2006; Steinke 1991). Hacia pH neutro, las enzimas Aspergillus pierden
actividad rapidamente.

En cuanto al efecto de un tiempo de tratamiento largo sobre la fibra vegetal a pH acido (bajo), Jaskowski (Jaskowski
1984) ensefa que las disoluciones de tratamiento acidas a pH inferior a 4,5 pueden promover la hidrélisis acida de
fibra vegetal, que es principalmente celulosa, y que se produce degradacion significativa de fibra de liber
descortezada si la fibra sigue en tales disoluciones de tratamiento durante mas de 1 h. Como el tratamiento con
mezclas de enzimas fungicas como se ha descrito anteriormente dura 24 h o mas, el dafio a la integridad de la fibra
purificada es motivo de preocupacion.

Resumen de la invencion

Ahora se ha encontrado que el tratamiento de piel de liber de planta descortezada de una planta de fibra con una
proteasa a pH alcalino, después de haberse pretratado quimicamente la piel de liber bajo condiciones suaves,
produce extraccion eficiente y eficaz de fibras de la piel de liber de planta a pesar del contenido relativamente bajo
de proteina de plantas de fibra. Esto permite ventajosamente realizar la etapa de tratamiento enzimatica a pH no
acido que reduce el dafio producido por la hidrdlisis acida de las fibras vegetales.

Asi, se proporciona un método de extraccion de fibras de piel de liber de planta descortezada que comprende:
pretratar piel de liber de planta descortezada de una planta de fibra con una disoluciéon acuosa que contiene citrato
de trisodio que tiene un pH en un intervalo de 8-14 a una temperatura de 90 °C o menos; y posteriormente tratar las
fibras recuperadas con una proteasa a pH alcalino.

En el pretratamiento, una disolucién acuosa que contiene citrato de trisodio solo tiene un pH de aproximadamente 9.
La concentracion de citrato de trisodio esta preferentemente en un intervalo de aproximadamente el 0,4 %
(peso/volumen) a aproximadamente el 1,6 % (peso/volumen), basado en el volumen total de la disolucion acuosa. Si
se desea, el pH puede elevarse mediante la adicién de una base mas fuerte. Preferentemente, la base mas fuerte es
una disolucién acuosa de hidréxido sédico, que tiene preferentemente una concentracidon en un intervalo de
aproximadamente el 0,01 % (peso/volumen) a aproximadamente el 5 % (peso/volumen), mas preferentemente
aproximadamente el 0,1 % (peso/volumen) a aproximadamente el 0,5 % (peso/volumen), basado en el volumen total
de la disolucién acuosa. Si se desea, el pH puede reducirse a tan solo 8 mediante la adicion de acido.
Preferentemente, el acido es una disolucién acuosa de acido citrico, que tiene preferentemente una concentracion
de aproximadamente el 0,5 % (peso/volumen) basado en el volumen total de la disolucién acuosa.

En el pretratamiento, la temperatura de la disolucién acuosa es 90 °C o menos, preferentemente en un intervalo de
65 °C a 90 °C, por ejemplo, en un intervalo de 65 °C a 85 °C. El pretratamiento se realiza preferentemente durante
un tiempo en un intervalo de aproximadamente 0,5-12 horas, por ejemplo, 0,5-5 horas.

Si se desea, el pretratamiento de las fibras puede producirse en mas de una etapa, una primera etapa en la que las
fibras se tratan con citrato de trisodio sin la adicion de una base mas fuerte, seguido de una o mas etapas
adicionales en las que las fibras se tratan con citrato de trisodio con la adicién de una base mas fuerte (por ejemplo,
hidréxido sadico, hidréxido potasico, etc.) para ajustar el pH, preferentemente a un pH en un intervalo de 10-14. Las
concentraciones de citrato de trisodio y la base mas fuerte en las etapas adicionales son como se han descrito
anteriormente. Las condiciones de temperatura de las etapas adicionales son como se han descrito anteriormente.
La primera etapa se realiza preferentemente durante aproximadamente 0,5-2 horas, mas preferentemente 0,5-1
hora, y la segunda etapa preferentemente durante aproximadamente 0,5-4 horas, por ejemplo, 0,5-2 horas.
Ventajosamente, la primera etapa aumenta la eficiencia de extracciéon de las etapas adicionales. Si se desea, las
fibras pueden lavarse con agua entre etapas.

Para la preparacion de fibra antes del tratamiento con enzima, con fibra de lino, es adecuado un pretratamiento de
una sola etapa con citrato de trisodio. Con fibra de cafiamo se prefiere un pretratamiento de 2 etapas con citrato de
trisodio inicialmente, seguido de hidréxido sddico y citrato de trisodio.

El pretratamiento como se ha descrito anteriormente, tanto si se hace en una etapa como mas de una etapa, se
realiza ventajosamente sin la presencia de enzimas. Como resultado del pretratamiento, el tratamiento enzimatico
posterior es mas eficaz y/o puede realizarse bajo condiciones mas suaves. Ventajosamente, el pretratamiento como
se describe en el presente documento permite un tratamiento enzimatico practico industrialmente aplicable de fibras
de plantas de fibra bajo condiciones suaves respetuosas con el medioambiente.

Las fibras vegetales recuperadas del pretratamiento se aclaran preferentemente con agua antes del tratamiento
enzimatico con proteasa. El tratamiento enzimatico de fibras recuperadas emplea una o mas proteasas,
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preferentemente de fuentes animales o bacterianas. Una fuente de proteasa preferida es microorganismos de
Bacillus. Preferentemente, la proteasa es subtilisina, termolisina, alcalasa o esperasa, pudiendo funcionar todas
o6ptimamente a pH alcalino. La proteasa puede ser natural o modificada (por ejemplo, mutante o recombinante). Una
proteasa particularmente preferida es subtilisina natural o modificada. Preferentemente, la proteasa se usa en una
cantidad de al menos 0,24 unidades de enzima por gramo de fibra tratada. Es particularmente adecuada una
cantidad en un intervalo de 0,24-24 unidades de enzima por gramo de fibra tratada. Puede usarse satisfactoriamente
una cantidad en un intervalo de 0,24-4,8 unidades de enzima por gramo de fibra tratada, o incluso 0,24-2,4 unidades
de enzima por gramo de fibra tratada. Una unidad de la proteasa se define como la cantidad de la proteasa que
puede hidrolizar caseina para producir el equivalente de color a 1,0 ymol (181 pg) de tirosina por min a pH 7,5 a 37
°C (color por reactivo de Folin-Ciocalteu).

El uso de proteasas permite ventajosamente realizar tratamiento enzimatico a un pH alcalino. Preferentemente, el
tratamiento enzimatico se realiza en un medio acuoso a un pH de 8-12. Mas preferentemente, el pH es de 8-10,
incluso mas preferentemente de 8,0-9,5. Preferentemente, la temperatura a la que se realiza el tratamiento
enzimatico esta en un intervalo de 35 °C a 65 °C, mas preferentemente en un intervalo de aproximadamente 40 °C a
65 °C. Preferentemente, el medio acuoso contiene sales y/o tampones, por ejemplo, citrato de trisodio. La
concentracion de cualquier sal o tampén no debe ser demasiado alta para no afectar excesivamente la actividad de
la enzima. Por ejemplo, la concentracion de citrato de trisodio puede estar en un intervalo de aproximadamente 3-7
mM, por ejemplo, 5 mM.

Preferentemente, el tratamiento enzimatico de las fibras se realiza durante un periodo de tiempo en un intervalo de
aproximadamente 0,5-12 horas, por ejemplo, aproximadamente 1-12 horas, mas preferentemente aproximadamente
0,5-3 horas, incluso mas preferentemente aproximadamente 1-3 horas. Puede hacerse agitacion del medio acuoso.
Preferentemente, el medio acuoso se agita cada 15 min durante el tratamiento enzimatico. Las fibras purificadas
después del tratamiento enzimatico pueden aclararse con agua.

Ventajosamente, el tratamiento con proteasa permite la hidrélisis de proteinas vegetales, tales como las proteinas
estructurales. La degradacion proteolitica liberaria adicionalmente residuos fisicamente o quimicamente asociados a
estas proteinas. Sorprendentemente, aunque la proteina constituye una parte muy pequefia de plantas de fibra, la
desconstruccién de elementos estructurales basados en proteina en la corteza facilita la liberacién de fibras. En una
realizacion particularmente preferida, el tratamiento enzimatico con proteasa no incluye tratamiento simultaneo con
una o varias de otras enzimas. En una realizacion tal no se usan mezclas de enzimas, ya que la proteasa se usa
sola en forma purificada. La proteasa hidroliza especificamente proteinas sobre o entremedias de las fibras. Las
mezclas de enzimas descritas en el estado de la técnica (por ejemplo, Novozyme Pectinase Ultra SP-L™) también
contienen otros componentes de enzima como pectinasas, celulasas, xilanasas, glucanasa y hemicelulasas. Estas
otras enzimas pueden atacar los componentes fundamentales de la fibra, por ejemplo, celulosa, xilano y
hemicelulosa, durante el tratamiento.

Si se desea, las fibras purificadas pueden someterse a un tratamiento posterior con otra enzima, por ejemplo, una
pectinasa.

El pretratamiento con citrato de trisodio y/o hidroxido sddico permite ventajosamente recircular las enzimas en la
extraccion de las fibras. Por ejemplo, las disoluciones de enzima usadas pueden reutilizarse para otros lotes de fibra
hasta 4 veces, o incluso mas en algunos casos.

Las fibras purificadas del tratamiento con enzima pueden someterse a otros tratamientos, por ejemplo, blanqueo,
tincion, etc., para su eventual aplicacion.

Plantas de fibra incluyen, por ejemplo, cafiamo y lino.

En una realizaciéon particularmente preferida se proporciona un método de extraccion de fibras de piel de liber de
planta descortezada que comprende: pretratar piel de liber de planta descortezada de una planta de fibra con una
disolucién acuosa que contiene citrato de trisodio que tiene un pH en un intervalo de 8,5-9,5 a una temperatura de
90 °C o menos durante 30-60 minutos; a continuacion tratar las fibras con una disolucién de hidréxido sédico a una
temperatura de aproximadamente 90 °C o menos durante aproximadamente 30-120 minutos; y, a continuacion tratar
las fibras con una proteasa a una temperatura en un intervalo de 40-65 °C a un pH en un intervalo de 8-10 durante
0,5-12 horas para eliminar tanto residuos insolubles como materiales solubles de las fibras. Esta realizacién es
particularmente util para piel de liber de cafiamo descortezada.

En otra realizacién particularmente preferida se proporciona un método de extraccion de fibras de piel de liber de
planta descortezada que comprende: pretratar piel de liber de planta descortezada de una planta de fibra con una
disolucién acuosa que contiene citrato de trisodio que tiene un pH de 8,5-9,5 a una temperatura de 90 °C o menos
durante 30-60 minutos; y, a continuacion tratar las fibras con una proteasa a una temperatura en un intervalo de 40-
65 °C a un pH en un intervalo de 8-10 durante 0,5-12 horas para eliminar tanto residuos insolubles como materiales
solubles de las fibras. Esta realizacion es particularmente Util para piel de liber de lino descortezada.
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Caracteristicas adicionales de la invencion se describiran o seran evidentes en el transcurso de la siguiente
descripcion detallada.

Descripcion de realizaciones preferidas

Ejemplo 1: Tratamiento de fibra de cafiamo de piel de liber descortezada de cafiamo de crecimiento completo, con
proteasa a diferentes concentraciones

Etapas 1y 2: Pretratamiento de piel de liber de cafiamo (o corteza) antes del tratamiento con proteasa

Se pretrataron doce gramos de piel de liber de cafiamo descortezada por agitacion en 360 ml (3,3 % de
consistencia) de una disolucidon acuosa que contenia 0,4 % (peso/volumen) de citrato de trisodio a 85 °C durante 1 h.
La disolucion se desechd. Esto fue seguido de agitacion de la fibra en 360 ml de una disoluciéon acuosa que contenia
0,5 % de NaOH y 0,4 % (peso/volumen) de citrato de trisodio a 85 °C durante 4 h. La disolucion se desechd y la fibra
se aclaré tres veces con agua.

Etapa 3: Tratamiento con la proteasa subtilisina

La fibra recuperada de la Etapa 2 se dividié en 6 porciones iguales, equivalentes a 2 gramos de la fibra seca sin
tratar. Cada porcién se suspendio en 40 ml (5 % de consistencia) de 0,1 % (peso/volumen) de citrato de trisodio (pH
9,0) y se traté por una de las cuatro concentraciones de la proteasa (0, 0,2, 0,4 y 0,8 pl/ml), a 55 °C durante 3 h. La
proteasa es subtilisina de Bacillus licheniformis (Sigma, 94 mg de proteina/ml, 12,9 unidades/mg de proteina).

La liberacién de materiales totales, que incluye el residuo insoluble, en cada una de las disoluciones se monitorizd
mediante D.O. medida por espectroscopia UV-Vis a 280 nm (Tabla 2). Después de la centrifugacion para eliminar el
residuo, la D.O. del sobrenadante claro se determiné de nuevo a 280 nm (Tabla 3). Se sacaron alicuotas (1 ml) para
la medicion de D.O. a 1, 2y 3 horas.

En la Tabla 2, sin proteasa (0 ul/ml), el tampdn liberé continuamente materiales de fibra de cafiamo, que incluyen
tanto residuo como sustancias solubles, representadas por la DOgg del sobrenadante como 0,855, 1,041 y 1,269 en
1, 2 y 3 h, respectivamente. Sin embargo, con la adiciéon de proteasa a diferente concentracion de 0,05, 0,1 y 0,2
pl/ml, hubo un aumento coherente en la tasa de liberacion de materiales (DOzg0) en los sobrenadantes en los
mismos periodos. Como comparacion, con proteasa a 0,2 pl/ml, la DO2go del sobrenadante es 1,540, 1,842 y 2,018
en 1, 2y 3 h respectivamente. Tales aumentos de DOzgo del sobrenadante no pueden explicarse por la insignificativa
DOgso de fondo (0,087) de la proteasa, que es 0,084 a esa concentracion. Es obvio que la proteasa aceler6 la
liberacién de tanto residuo como materiales solubles de fibra.

A las mayores concentraciones de 0,4 y 0,8 pl/ml, no pareci6 que la velocidad aumentara la liberacion
significativamente, en comparacion con 0,2 pl/ml.

Tabla 2
D.O. del sobrenadante en bruto con residuos de fibra de cainamo china tratada a diferentes concentraciones de
proteasa
Concentracion de proteasa (ul/ml) DO,g a diferentes tiempos de reaccion’
1h 2h 3h

0 0,855 1,041 1,269

0,05 1,273 1,538 1,801

0,1 1,411 1,613 1,832

0,2 1,540 1,842 2,018

0,4 1,599 1,912 2,118

0,8 1,700 1,978 2,156

' La DO2go del fondo creado por proteasa a la mayor concentracion de 0,8 pl/ml es aproximadamente 0,29, e inferior
a 0,084 a la concentracion de 0,2 ul/ml.

Después de la eliminacion del residuo mediante centrifugacion, volvid a determinarse la DO de las mismas
disoluciones para mostrar solo la liberaciéon de sustancias solubles detectada a 280 nm. En la Tabla 3, sin proteasa
(O pl/ml), la liberacién de materiales solubles por tampén se representd por el aumento de DO-gg del sobrenadante
(0,443, 0,607 y 0,710) en 1, 2 y 3 h respectivamente. La adiciéon de proteasa a las concentraciones de 0,05, 0,1y 0,2
pl/ml también produjo tasas mas rapidas de liberacion de los materiales solubles en los mismos periodos. Por tanto,
indicd que la proteasa ha acelerado la liberacion de materiales solubles de fibra.

A las mayores concentraciones de 0,4 y 0,8 ul/ml, no pareci6 que la velocidad aumenta la liberacion
significativamente, en comparacion con 0,2 pl/ml.
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Tabla 3
D.O. del sobrenadante claro centrifugado de fibra de cafiamo china tratada a diferentes concentraciones de proteasa
Concentracion de proteasa (ul/ml) DO,g a diferentes tiempos de reaccion’
1h 2h 3h

0 0,443 0,607 0,710
0,05 0,845 1,029 1,178
0,1 0,852 1,049 1,186
0,2 1,025 1,194 1,312
0,4 1,131 1,306 1,421
0,8 1,264 1,380 1,478

" La DO2g de los sobrenadantes claros de la Tabla 2 a diferentes tiempos de reaccién se determind después de
eliminar el residuo mediante centrifugacion.

Basandose en las Tablas 2 y 3, es evidente que la proteasa puede acelerar la liberaciéon de tanto el residuo como la
sustancia soluble de la fibra tratada. La significativa liberacion puede llevarse a cabo en 1 h a una concentracién de
proteasa a 0,2 pl/ml.

Generalmente, la D.O. a 280 nm se usa para determinar la presencia de compuestos que contienen anillos
aromaticos que incluyen sustancias como lignina o proteina vegetal con residuos de aminoacidos aromaticos. Como
la liberaciéon de las sustancias solubles se efectud por proteasa, el sustrato diana en la fibra de cafiamo seria las
proteinas vegetales. El presente tratamiento con proteasa de la fibra de cafiamo ha liberado probablemente péptidos
solubles cortos y otras sustancias fisicamente o quimicamente asociadas.

El presente tratamiento con proteasa de corteza descortezada a pH alcalino es, por tanto, diferente de aquel por la
mezcla de enzimas de Aspergillus a pH acido descrito en diversos estados de la técnica.

Etapa 4: Tratamiento con pectinasa

Después de la etapa con proteasa, el sobrenadante se desechd y la fibra se aclaré tres veces con agua. La fibra
recuperada (equivalente a 2 g de la fibra de liber seca de partida) se traté en 40 ml (5 % de consistencia) de una
disolucion acuosa que contenia la enzima pectinasa (Novozyme Pectinase (poligalacturonasa) de Aspergillus niger)
a 0,2 pl/ml en citrato de sodio 50 mM (pH 5) a 55 °C. Después de 0,5 h, la disolucion de enzima podria recuperarse
para la recirculacion. La fibra se aclar6 dos veces con agua.

Etapa 5: Blanqueamiento

La fibra de la Etapa 4 se blanqued en 20 ml (5 % de consistencia) de una disolucion de 0,35 % de H202 y 0,2 % de
NaOH, 70 °C durante 1 hora. Se desech¢ la disolucién de blanqueamiento y la fibra se lavo tres veces con agua. La
comparacion de las diferentes muestras de fibra indicé que aquellas procesadas con proteasa a concentracion de
0,1 pl/ml o superior en la Etapa 2 estaban mas separadas en fibras mas finas, mas suaves y mas brillantes que la
muestra de control sin tratamiento con proteasa.

Ejemplo 2: Tratamiento de fibra de cafiamo de piel de liber descortezada de cafiamo de crecimiento completo, con
proteasa a diferentes temperaturas y pH

Determinacion de la temperatura 6ptima en el tratamiento con proteasa de fibra de cafiamo

Se pretrat6 fibra de liber como se ha descrito en las Etapas 1 y 2 del Ejemplo 1. A continuacion, la fibra pretratada
(equivalente a 1 g de la fibra de liber de partida seca) se tratdé con la proteasa subtilisina de Bacillus licheniformis
(0,2 pl/ml) en 20 ml (5 % de consistencia) de 0,1 % (peso/volumen) de citrato de trisodio (pH 9,4), a 55 y 65 °C
durante 3 h.

La liberaciéon de materiales solubles, libres del residuo, en cada una de las disoluciones se monitorizé mediante D.O.
medida por espectroscopia UV-Vis a 280 nm (Tabla 4). Después de la centrifugacion para eliminar el residuo, la
D.O. del sobrenadante claro se determin6 de nuevo a 280 nm (Tabla 4). Se tomaron alicuotas (1 ml) para la
medicion de D.O. a 1, 2y 3 horas.

Tabla 4

Efecto de la temperatura sobre el sobrenadante claro centrifugado de fibra de cafiamo china tratada por proteasa a
diferentes temperaturas

DOys a diferentes tiempos de reaccion
Temperatura ( °C) 1h 2h 3h
55 (Tampon) 0,603 0,726 0,834
55 1,001 1,193 1,312
65 0,945 1,223 1,324
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En la Tabla 4, los sobrenadantes con proteasa (55 °C y 65 °C) tienen DO mucho mayor que el control, que es un
tampon sin proteasa. Hubo poca diferencia en la DO entre los sobrenadantes a 55 °C y 65 °C.

Determinacion del pH éptimo del tratamiento con proteasa de fibra

Se procesaron las muestras de fibra (equivalentes a 1 g de fibra de liber de partida seca) pretratadas por NaOH
como se ha descrito en la Etapa 2 del Ejemplo 1 con la proteasa subtilisina de Bacillus licheniformis (0,2 pl/ml) en 40
ml de 0,1 % (peso/volumen) de citrato de trisodio a diferentes pH (8,0, 8,5, 9,0 y 9,5) y 55 °C durante 3 h.

La liberaciéon de materiales solubles, libres del residuo, en cada una de las disoluciones se monitorizé mediante D.O.
medida por espectroscopia UV-Vis a 280 nm (Tabla 5). Después de la centrifugacion para eliminar el residuo, la
D.O. del sobrenadante claro se determin6 de nuevo a 280 nm (Tabla 5).

Tabla 5
D.O. del sobrenadante claro centrifugado de fibra de cafiamo china tratada por proteasa a diferentes pH
pH DOys a diferentes tiempos de reaccion
1h 2h 3h

8,0 0,561 0,663 0,728
8,5 0,609 0,680 0,758
9,0 0,700 0,820 0,876
9,5 0,534 0,660 0,710

En la Tabla 5, basandose en el valor de DO2g, fue evidente que la proteasa subitilisina fue eficaz a pH 8,0, 8,5, 9,0y
9,5, pero ligeramente mas a 9,0 que el resto. El uso de pH alcalino en el presente tratamiento con proteasa es, por
tanto, un gran contraste con el uso de pH acido de la mezcla de enzimas de Aspergillus descrita en diversos estados
de la técnica.

Ejemplo 3: Tratamiento de fibra de cafiamo de piel de liber descortezada de cafiamo joven (70 dias), con proteasas

Con el fin de confirmar que el tratamiento con proteasa es aplicable a otra muestra de fibra de cafiamo, el protocolo
usado en el Ejemplo 1 se repitié para el procesamiento de cafiamo joven cultivado durante 70 dias en la region de
Peace River, Alberta, Canada, incluyendo las Etapas 1 a 5.

En la Etapa 3 que implica el tratamiento con proteasa se trataron 2 muestras con o sin la proteasa subtilisina a 0,2
pl/ml. Se determiné la DOggo de tanto los sobrenadantes en bruto como centrifugados (Tabla 6). La DOggo del
sobrenadante de proteasa fue coherentemente superior al control. Por tanto, indicd que el tratamiento con proteasa
es eficaz para liberar tanto el residuo como el material soluble de la fibra de cafiamo canadiense.

Tabla 6

D.O. de los sobrenadantes en bruto y centrifugados de fibra de cafiamo canadiense tratada con o sin proteasa

Concentracion de DO2sp del sobrenadante en bruto a DO2sp de los sobrenadantes claros
proteasa (ul/ml) diferentes tiempos de reaccion’ centrifugados a diferentes tiempos de

reaccion
1h 2h 3h 1h 2h 3h
0 0,381 0,338 0,350 0,186 0,242 0,312
0,2 0,565 0,608 0,714 0,442 0,442 0,551

" La DO4g del fondo creado por la proteasa es inferior a 0,084 a concentracién a 0,2 pl/ml.
2 Se determino la DO.go de los sobrenadantes claros a diferentes tiempos de reaccién después de eliminar el residuo
mediante centrifugacion de las disoluciones en bruto.

Ejemplo 4: Extracciéon de fibra de cafiamo de piel de liber descortezada del cafiamo de crecimiento completo, sin el
uso de pectinasa.

La fibra de cafnamo de liber de crecimiento completo también se purificé por un procedimiento mas corto, en
comparacion con el Ejemplo 1, que incluye un pretratamiento mucho mas corto en NaOH (de 3 h a 1 h) y tratamiento
mas corto en la proteasa subtilisina (3 h a 1,5 h), sin el posterior tratamiento con pectinasa como se ha descrito
como Etapa 4 en el Ejemplo 1.

Etapas 1y 2: Pretratamiento de piel de liber de cafiamo (o corteza) antes del tratamiento con proteasa

Se pretrato piel de liber de cafiamo descortezada por agitacion en una disolucién acuosa (3,3 % de consistencia)
que contenia 0,4 % (peso/volumen) de citrato de trisodio a 85 °C durante 30 min. La disolucion se desechd y la fibra
se aclaro tres veces con agua. La disolucion se desech6. Esto fue seguido de agitacién al 3,3 % de consistencia en
una disolucion acuosa que contenia 0,5 % de NaOH y 0,4 % (peso/volumen) de citrato de trisodio a 85 °C durante 1
h. La disolucién se deseché. La fibra se pulverizé con un chorro de agua para facilitar la eliminacion de una buena
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cantidad de residuo de planta libremente unido a la fibra.
Etapa 3: Tratamiento con proteasa

La fibra de cafiamo pretratada de la Etapa 2 se suspendié al 5 % de consistencia en una disolucion de 0,1 %
(peso/volumen) de citrato de trisodio (pH 9,0) con o sin la proteasa subtilisina a 0,2 pl/ml a 55 °C durante 1,5 h. La
disolucion se desechd y la fibra se lavo dos veces con agua. Sin el tratamiento con pectinasa descrito en el Ejemplo
1, la fibra lavada se blanqued.

Etapa 4: Blanqueamiento

La fibra de cafamo de la Etapa 3 de tratamiento con proteasa se blanqued en 20 ml (5 % de consistencia) de una
disolucion de 0,35 % de H202 y 0,2 % de NaOH, 70 °C durante 1 hora. Se desechd la disoluciéon de blanqueamiento
y la fibra se lavo tres veces con agua. Esto dio fibras brillantes, finas y suaves comparables a la muestra procesada
con el protocolo largo descrito en el Ejemplo 1.

Como el pretratamiento con citrato de trisodio/ hidréxido sddico siguié a pH 9-14 y el posterior tratamiento con la
proteasa siguio a pH 9, todas las etapas en la presente purificacion de fibra se han producido en pH alcalino. Esto ha
evitado cualquier exposicion larga de la fibra en condicion acida que pueda dafar su integridad.

Ejemplo 5: Extraccion de fibra de cafiamo de piel de liber descortezada del cafiamo joven, sin el uso de pectinasa

La fibra de cafiamo de liber joven también se purificd por un procedimiento mas corto en comparacion con el
Ejemplo 1, que incluye un pretratamiento mucho mas corto en NaOH (3 h a 2 h) a menor temperatura (70 °C frente a
85 °C) y tratamiento mas corto en la proteasa subtilisina (3 h a 1,5 h), sin el posterior tratamiento con pectinasa
como se ha descrito como Etapa 4 en el Ejemplo 1.

Etapas 1y 2: Pretratamiento de piel de liber de cafiamo (o corteza) antes del tratamiento con proteasa

Se pretrato piel de liber de cafiamo descortezada por agitacion en una disoluciéon acuosa (3,3 % de consistencia)
que contenia 0,4 % (peso/volumen) de citrato de trisodio a 70 °C durante 30 min. La disolucion se desechd y la fibra
se aclaro tres veces con agua. La disolucion se desech6. Esto fue seguido de agitacién al 3,3 % de consistencia en
una disolucion acuosa que contenia 0,5 % de NaOH y 0,4 % (peso/volumen) de citrato de trisodio a 70 °C durante 2
h. La disolucidon se deseché. La fibra se pulverizdé con un chorro de agua para facilitar la eliminacion de cualquier
residuo de planta libremente unido a la fibra.

Etapa 3: Tratamiento con proteasa

La fibra de cafiamo pretratada de la Etapa 2 se suspendié al 5 % de consistencia en una disolucion de 0,1 %
(peso/volumen) de citrato de trisodio (pH 9,0) con o sin la proteasa subtilisina a 0,2 pl/ml a 55 °C durante 1,5 h. La
disolucion se desechd y la fibra se lavé dos veces con agua. Sin el tratamiento con pectinasa descrito en el Ejemplo
1, la fibra lavada se blanqued.

Etapa 4: Blanqueamiento

Se blanqued la fibra de cafiamo de la Etapa 3 del tratamiento con proteasa en 20 ml (5 % de consistencia) de una
disolucion de 0,35 % de H202 y 0,2 % de NaOH, 70 °C durante 1 hora. Se desechd la disoluciéon de blanqueamiento
y la fibra se lavé tres veces con agua. Esto dio fibras brillantes, finas y suaves.

Al igual que el Ejemplo 4, todas las etapas que incluyen el pretratamiento con citrato de trisodio/ hidroxido sédico
que siguieron a pH 9-14 y el posterior tratamiento con proteasa que siguié a pH 9, se han realizado en pH alcalino.
Esto ha evitado la larga exposicion de fibra en condicion acida que puede daiar su integridad.

Ejemplo 6: Tratamiento de fibra de lino de piel de liber descortezada de lino, con proteasa

Se purifico fibra de lino por un procedimiento mas corto en comparacion con el Ejemplo 1, que incluye un
pretratamiento de 1 etapa sin NaOH, sin posterior tratamiento con pectinasa.

Etapa 1: Pretratamiento de piel de liber de lino (o corteza) antes del tratamiento con proteasa

Se pretratd piel de liber de lino descortezada por agitacion en una disolucién acuosa (5 % de consistencia) que
contenia 0,4 % (peso/volumen) de citrato de trisodio a 85 °C durante 1 h. La disolucion se desechd y la fibra se
aclaré tres veces con agua. Sin pretratamiento con NaOH descrito en la Etapa 1 del Ejemplo 1, la fibra se traté con
la proteasa subtilisina como se ha descrito en la Etapa 2 a continuacion.

Etapa 2: Tratamiento con proteasa
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La fibra de lino pretratada de la Etapa 1 se suspendio al 5 % de consistencia en una disolucién de 0,1 %
(peso/volumen) de citrato de trisodio (pH 9,0) con o sin la proteasa subtilisina a 0,2 yl/ml a 55 °C durante 3 h. La
liberacion de materiales totales, que incluye el residuo, en cada una de las disoluciones se monitorizé6 mediante D.O.
medida a 280 nm (Tabla 7). Se tomaron alicuotas (1 ml) para la medicion de D.O del sobrenadante en bruto y el
sobrenadante centrifugado claro a las 1, 2 y 3 horas. Fue evidente que la proteasa ha acelerado la liberacion de
residuos y otros materiales solubles de la fibra de lino.

Tabla 7

D.O. de los sobrenadantes en bruto y centrifugados de fibra de lino tratada con o sin proteasa

Concentracion de DO2go del sobrenadante en bruto a DOa2go de los sobrenadantes claros
proteasa (ul/ml) diferentes tiempos de reaccion’ centrifugados a diferentes tiempos de
v 2
reaccion
1h 2h 3h 1h 2h 3h
0 0,478 0,616 0,754 0,209 0,305 0,368
0,2 1,507 1,861 2,380 0,925 1,204 1,452

" La DO2g del fondo creado por la proteasa es inferior a 0,084 a concentracién a 0,2 pl/ml.
2 Se determino la DO.go de los sobrenadantes claros a diferentes tiempos de reaccion después de eliminar el residuo
mediante centrifugacion de las disoluciones en bruto.

Etapa 3: Blanqueamiento

La fibra de lino de la Etapa 2 del tratamiento con proteasa se lavo dos veces con agua. Sin el tratamiento con
pectinasa descrito en el Ejemplo 1, la fibra se blanqueé en 20 ml (5 % de consistencia) de una disolucion de 0,35 %
de H202 y 0,2 % de NaOH, 70 °C durante 1 hora. Se desechd la disoluciéon de blanqueamiento y la fibra se lavo tres
veces con agua. La comparacion de las muestras de fibra indicé que aquellas procesadas con proteasa estaban
mas separadas en fibras mas finas y mas suaves que la muestra de control sin tratamiento con proteasa.

Tanto el pretratamiento como el tratamiento con proteasa en la presente purificacién de fibra se han realizado en pH
alcalino. Esto ha evitado cualquier larga exposicion de la fibra en condicion acida que pueda dafar su integridad.

Ejemplo 7: Extraccién de fibra de cafiamo de piel de liber de cafiamo enriada, sin el uso de pectinasa

También se purificd fibra de cafamo de liber enriada por un procedimiento mas corto, en comparacién con el
Ejemplo 1, que incluye un pretratamiento mucho mas corto en NaOH (3 h a 2,5 h) a 85 °C, y tratamiento mas corto
en la proteasa subtilisina (3 h a 2 h) a menores concentraciones, sin el posterior tratamiento con pectinasa como se
describe como Etapa 4 en el Ejemplo 1.

Etapas 1y 2: Pretratamiento de piel de liber de cafiamo enriado (o corteza) antes del tratamiento con proteasa

Se pretrato piel de liber de cafamo enriada y descortezada por agitacion en una disolucion acuosa (3,3 % de
consistencia) que contenia 0,4 % (peso/volumen) de citrato de trisodio a 85 °C durante 30 min. La disolucion se
desechd y la fibra se aclaré tres veces con agua. La disolucion se deseché. Esto fue seguido de agitacion al 3,3 %
de consistencia en una disolucion acuosa que contenia 0,5 % de NaOH y 0,4 % (peso/volumen) de citrato de trisodio
a 85 °C durante 2,5 h. La disolucién se desechd y la fibra se aclaré tres veces con agua.

Etapa 3: Tratamiento con proteasa

La fibra de cafiamo pretratada de la Etapa 2 se suspendié al 5 % de consistencia en una disolucion de 0,1 %
(peso/volumen) de citrato de trisodio (pH 9,0) con proteasa subtilisina a 0, 0,01, 0,05, 0,1 y 0,2 pl/ml a 55 °C durante
2 h. La liberacion de materiales solubles en las disoluciones de cada ejecucion se monitorizd mediante
espectroscopia UV-Vis a 280 nm. Se tomaron alicuotas (1 ml) para la medicion de D.O. a 0, 0,5, 1, 1,5y 2 h.
Después de la centrifugacion para eliminar residuos, la D.O. del sobrenadante claro se determind a 280 nm
mediante espectroscopia UV-Vis (Tabla 8).

Tabla 8

D.0O. de los sobrenadantes centrifugados de fibra de cafiamo tratada con proteasa a diferentes concentraciones

DO2g0 de sobrenadantes claros centrifugados a diferentes tiempos de reaccion
Concentracion de proteasa (ul/ml)
Tiempo (h) 0* 0,01 0,05 0,1 0,2

0 0,203 0,170 0,182 0,186 0,208

0,5 0,321 0,373 0,418 0,461 0,451

1,0 0,348 0,444 0,486 0,534 0,525

1,5 0,371 0,490 0,523 0,589 0,576

2,0 0,380 0,504 0,578 0,633 0,610
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D.0. de los sobrenadantes centrifugados de fibra de cafiamo tratada con proteasa a diferentes concentraciones

DO2g0 de sobrenadantes claros centrifugados a diferentes tiempos de reaccion

Concentracion de proteasa (ul/ml)

* 0,1 % (pesol/volumen) de citrato de trisodio (pH 9,0) sin proteasa

Después de 2 h, la disolucidon se desecho vy la fibra se lavé dos veces con agua. Sin el tratamiento con pectinasa
descrito en el Ejemplo 1, la fibra lavada se blanqued.

Etapa 4: Blanqueamiento

Se blanqued la fibra de cafiamo de la Etapa 3 del tratamiento con proteasa en 20 ml (5 % de consistencia) de una
disolucion de 0,35 % de H202 y 0,2 % de NaOH, 70 °C durante 1 hora. Se desechd la disoluciéon de blanqueamiento
y la fibra se lavo tres veces con agua. Las muestras de fibra que se trataron previamente con la proteasa a
concentracion de 0,01 a 0,2 pl//ml en la Etapa 3 dieron fibras finas brillantes y suaves.

Comparacién del tratamiento con proteasa con el tratamiento con pectinasa:

El Ejemplo 4 tomado con el Ejemplo 1 muestra que el proceso que implica proteasa sola produce fibras de mejor
calidad que el proceso con pectinasa del estado de la técnica (Sung 2007).

En el Ejemplo 1, el protocolo para probar la proteasa tiene cinco etapas: Etapas 1 y 2 de pretratamiento, Etapa 3 de
proteasa, Etapa 4 de pectinasa y Etapa 5 de blanqueamiento. En el Ejemplo 1 también hay una realizacion de
control paralelo sin la Etapa 3 de proteasa, que es equivalente al “proceso con pectinasa” de Sung y col. (Sung
2007). La realizacion del control es de cuatro etapas: Etapas 1y 2 de pretratamiento, Etapa 3 de pectinasa y Etapa 4
de blanqueamiento. En la Tabla 2, la realizacién del control se representa por la realizacion con concentraciéon de
proteasa a 0 yl/ml. Como se indica en el Ejemplo 1, la comparacion de las diferentes muestras de fibra indicd que
aquellas procesadas con proteasa a concentracion de 0,1 pyl/ml o mayor en la Etapa 2 estuvieron mas separadas en
fibras mas finas, mas suaves y mas brillantes que la muestra de control sin tratamiento con proteasa. Por tanto, el
Ejemplo 1 ensefia que con tanto el tratamiento con proteasa como pectinasa, la fibra es mejor que con el tratamiento
con pectinasa sola.

Ademas, el Ejemplo 4 describe un protocolo con cuatro etapas, es decir, para eliminar la etapa de pectinasa. Por
tanto, hay cuatro etapas: Etapas 1 y 2 de pretratamiento, Etapa 3 de proteasa y Etapa 4 de blanqueamiento. En este
protocolo solo hay tratamiento con proteasa sin tratamiento con pectinasa. Como se describe en el Ejemplo 4, este
proceso (es decir, proteasa sola) dio fibras brillantes, finas y suaves comparables a la muestra procesada con el
protocolo largo (es decir, proteasa mas pectinasa) descrito en el Ejemplo 1. Por tanto, el Ejemplo 4 ensefia que el
proceso con proteasa sola es comparable al proceso con proteasa/pectinasa.
Como el Ejemplo 1 demuestra que el protocolo largo con tanto proteasa como pectinasa es mejor que la pectinasa
sola, y el Ejemplo 4 demuestra que el proceso con proteasa sola es comparable al proceso con proteasa/pectinasa,
es evidente que el proceso con proteasa sola proporciona resultados mejorados con respecto a la pectinasa sola.
Por tanto, el presente proceso con proteasa es mejor que el proceso con pectinasa del estado de la técnica.
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Otras ventajas que son inherentes a la estructura son obvias para un experto en la materia. Las realizaciones se
describen en el presente documento ilustrativamente y no pretenden limitar el alcance de la invencion como se
reivindica. Variaciones de las anteriores realizaciones seran evidentes para un experto habitual y esta previsto por el
inventor que estén englobadas por las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de extraccion fibras de piel de liber de planta descortezada que comprende: pretratar piel de liber de
planta descortezada de una planta de fibra con una disoluciéon acuosa que contiene citrato de trisodio que tiene un
pH en un intervalo de 8 - 14 a una temperatura de 90 °C o menos; y posteriormente las tratar fibras recuperadas con
una proteasa a pH alcalino.
2. El método de la reivindicacién 1, en el que la temperatura de pretratamiento esta en un intervalo de 65 °C a 90 °C.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la temperatura de pretratamiento esta en un intervalo de 65 °C a 85 °C.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el pretratamiento se realiza durante un
tiempo en un intervalo de 0,5 - 5 horas.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el tratamiento con proteasa se realiza en un
medio acuoso a un pH en un intervalo de 8 - 12.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el tratamiento con proteasa se realiza en un
medio acuoso a un pH en un intervalo de 8 - 10.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el tratamiento con proteasa se realiza en un
medio acuoso a un pH en un intervalo de 8,0 - 9,5.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el tratamiento con proteasa se realiza a una
temperatura en un intervalo de 35 - 65 °C.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que el pretratamiento se hace a un pH en un intervalo de 8,5 - 9,5 a una
temperatura de 90 °C o menos durante 30 - 60 minutos, seguido de tratar con una disolucion de hidréxido sédico a
una temperatura de 90 °C o menos durante 30 - 120 minutos, y en el que el tratamiento de las fibras recuperadas
con proteasa se hace a una temperatura en un intervalo de 40 - 65 °C a un pH en un intervalo de 8 - 10 durante 0,5 -
12 horas.

10. El método de la reivindicacion 9, que comprende ademas tratar las fibras con una pectinasa en una disoluciéon
acuosa de citrato de sodio a un pH en un intervalo de 4 - 6 a una temperatura de 30 - 45 °C durante 1 - 12 horas.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 10, en el que la planta de fibra es cafiamo.
12. El método de la reivindicacion 1, en el que el pretratamiento se hace a un pH de 8,5 - 9,5 a una temperatura de
90 °C o menos durante 30 - 60 minutos y en el que el tratamiento de las fibras recuperadas con proteasa se hace a
una temperatura en un intervalo de 40 - 65 °C a un pH en un intervalo de 8 - 10 durante 0,5 - 12 horas.
13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 6 12, en el que la planta de fibra es lino.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 13, en el que la proteasa es de origen de Bacillus.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 13, en el que la proteasa es subtilisina, termolisina,
alcalasa o esperasa natural o modificada.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 15, en el que la proteasa se usa en una cantidad de al
menos 0,24 unidades de enzima por gramo de fibra tratada.

17. El método de la reivindicacién 16, en el que la cantidad de proteasa esta en un intervalo de 0,24 - 24 unidades
de enzima por gramo de fibra tratada.

18. El método de la reivindicacion 16, en el que la cantidad de proteasa esta en un intervalo de 0,24 - 4,8 unidades
de enzima por gramo de fibra tratada.
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