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Resumen

Para mejorar la actividad enzimatica de las celulasas es necesario disminuir las
barreras estructurales de la celulosa con distintos pretratamientos, en este trabajo
se realizo el estudio del pretratamiento hidrotérmico de celulosa comercial a distintos
factores de severidad, con el fin de mejorar la conversidn a azucares reductores y
disminuir la cristalinidad. Ademas, se estudid la degradacion enzimatica de la
celulosa pretratada hidrotermicamente con celulasas comerciales previamente
inmovilizadas en SiOz-NH>. Los resultados indican una mayor degradacion de la
celulosa tratada frente a la celulosa no tratada, a pesar que la actividad enzimatica
disminuye cuando las enzimas se inmovilizan. Este proceso es un tratamiento
amigable con el medio ambiente.
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Abstract

It is necessary decrease the structural walls to improve the enzymatic activity of
cellulases. In this work, the hydrothermal treatment of commercial celluloses using
different severity factors was studied. The principal aim was increase the conversion
at reductor sugars and decreases the crystallinity index. Besides, it was studied the
enzymatic degradation using commercial cellulase and immovilized in SiO2-NH;
support. The results shown that a higher degradation with pretreated cellulose was
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obtained compared with commercial cellulose. However, the activity is lower when
the cellulases are immobilized. This process is treatment friendly with the
environmental.

Keywords: celullases, hydrothermal pretreatment, severity factor

1. Introduccion

La hidrdlisis de la celulosa en azucares reductores es un paso crucial para el uso
efectivo de la biomasa lignoceluldsica, dado que pueden ser refinados de manera
eficiente para la obtencion de diversos productos quimicos, biocombustibles,
alimentos y medicinas, entre otros. La hidrdlisis acida tiene la desventaja de la
conversion de los azlcares en productos de degradacion como alquitranes, ademas
presentan problemas asociados a residuos, corrosion y una ineficiente separacion
de los productos finales que hace a este tratamiento nada amigable con el ambiente
(Zheng, Zhao, Fuging, & Yebo, 2014)(Huang & Ragauskas, 2012). La degradacion
de los azlcares se puede prevenir mediante el uso de enzimas que favorecen la
conversion selectiva de la celulosa en glucosa, ademas la hidrdlisis enzimatica en
comparacion con la hidrdlisis acida provee mayores ventajas ya que la hidrolisis se
realiza normalmente a condiciones (pH 4,8) y temperaturas suaves (318-323 K). Sin
embargo, la hidrodlisis enzimatica de la lignocelulosa se ve obstaculizada por la
cristalinidad de la celulosa, grado de polimerizacion de celulosa, area de superficie,
y el contenido de lignina (Sun & Jiayang, 2002)(Nickerson & Habrle, 1947)(Li, Pu,
Kumar, Ragauskas, & Wyman, 2012). La celulosa se degrada enzimaticamente en
glucosa por la accién sinérgica de tres clases distintas de enzimas Endoglucanasas
(EC 3.2.1.4), Exoglucanasas (EC 3.2.1.91) y B-glucosidasas (EC 3.2.1.21).

Las endoglucanasas inician el proceso de hidrdlisis de la celulosa, lo que altera los
enlaces internos B-1,4-glucosidicos a lo largo de la cadena, aumentando el nimero
de extremos de cadenas de celulosa disponibles para exoglucanasas para posterior
hidrolisis de la celobiosas. Estas reacciones de hidrdlisis predominan en las regiones
amorfas de celulosa (Juturu & Chuan, 2014). Una vez degradada las zonas amorfas,
la regidn cristalina comienza a ser hidrolizada, como resultado de la accién
sinergistica de la endoglucanasa y la exoglucanasa. Finalmente, la B-glucosidasa (BG
también conocidas glucohidrolasas: EC 3.2.1.21), hidroliza la celobiosa para producir
glucosa. Esta Ultima etapa , limita la degradacidon de la celulosa, dado que la
celobiasa inhibe la accién de las glucanasas (Balat, 2011).
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El éxito de la hidrdlisis enzimatica depende del estrecho contacto entre las celulasas
y la celulosa. Sin embargo, la enzima tiende a disociarse lo que resulta en su rapida
inactivacion, por ello, requiere ser inmovilizada para su aplicacion industrial,
permitiendo el redso y conservando su actividad enzimatica (Rojas, Martinez, &
Vargas, 2014). La inmovilizacién de celulasas presenta como ventajas el uso de
cantidades muy bajas de esta, presentando alta actividad hidrolitica y la posibilidad
de reutilizacion.

En consecuencia, pretratamientos que disminuyan las barreras estructurales y
permitan una mejor acciéon de los tratamientos enzimaticos, deben realizarse. Sin
embargo, muchos de estos pretratamientos también son corrosivos y costosos. El
pretratamiento hidrotérmico es simple y ambientalmente mas amigable dado que el
agua a temperaturas superiores a la temperatura de ebullicion se puede aplicar para
la fragmentacion en sus componentes mayoritarios de la celulosa (Dinjus & Kruse,
2004; Nitsos, Matis, & Triantafyllidis, 2013; Xiong, Pham, & Datye, 2014). La
busqueda de tratamientos amigables en todos los procesos de la quimica es una
necesidad apremiante (Moreno, Mufoz Prieto, & Casanova, 2015)(Munoz Prieto,
Rivas, & Sanchez, 2013)(Chaparro et al., 2015).

De esta manera, el principal reto es disminuir la estructura cristalina de la celulosa
a bajas condiciones de temperatura, para el posterior tratamiento enzimatico,
teniendo en cuenta que se requiere aumentar la estabilidad de la enzima en el
tratamiento de la hidrdlisis de la celulosa. Asi, en este trabajo se probaron diferentes
tratamientos hidrotermicos de celulosa y se estudié la actividad enzimatica de
celulasas comerciales libres e inmovilizadas en un soporte modelo en la hidrolisis
enzimatica de celulosa sometida a pre tratamientos hidrotérmicos.

2. Materiales y método

El pretratamiento hidrotérmico de la celulosa se realizé siguiendo la metodologia
propuesta por Nitsos et a/ (Nitsos et al., 2013), en la cual se coloco celulosa micro
cristalina (C6429 de Sigma-Aldrich) en presencia de agua destilada en una
proporcién de 1:15 en un reactor de acero inoxidable totalmente sellado a distintas
condiciones de temperatura y tiempo con una agitacion constante de 700 rpm. Las
condiciones de temperatura y tiempo se calcularon segun el factor de severidad (log
(Ro)), segun la ecuacién:

Ro = t exp [(T-100)/14.75]

Donde: Ro = factor de severidad, T = temperatura en °C, t = tiempo en min [35].
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Se plantearon siete tratamientos hidrotérmicos, tal como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Relacidn de tiempo y temperaturas segun el factor de severidad estudiado

Tiempo (min)  Temperatura log (Ro)
(®)
60 90 1,48
60 110 2,07
60 130 2,66
60 150 3,25
120 150 3,55
180 150 3,72
240 150 3,85

Después del tiempo de reaccion, el producto (sobrenadante y la celulosa pretratada)
se centrifugo a 4000 rpm por 10 minuto. El sobrenadante se recolecto en tubos de
ensayo y se le realiz6 la evaluacién de azucares reductores segun el método de
(Miller 1959) (Miller, 1959); la fraccidn solida se sec6 en un rotaevaporador hasta
que la muestra quedo totalmente seca y se analizd por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR) en un FTIR Nicolet IS50 en modalidad de
absorbancia con pastillas de KBr.

Para los estudios de inmovilizacion de celulasas, se inmovilizd Celulasa
de Trichoderma reesei (ATCC 26921 C2730 (EC 3.2.1.4.), Sigma-Aldrich de >700
units/g) en un soporte de SiO>-NH>, preparado previamente usando SiO, comercial
(Syloid 266 de Grace Davidson) funcionalizado con aminopropiltrietoxisilano (APTES
> 99%, Sigma Aldrich). El procedimiento de inmovilizacién se realizé disolviendo la
celulasa (EC 3.2.1.4.) en un buffer fosfato de sodio manteniendo el pH en 7, a la
cual se le adiciond una proporcién de 1:10 de enzima: soporte, posteriormente se
agitd por 18 horas a 4 °C. Después de transcurrido la 18 horas de agitacion, la
celulasa inmovilizada se centrifugo a 4000 rpm durante 15 minutos, el primer
sobrenadante resultado de la inmovilizacién se tomé como la enzima residual y se
determind la cantidad de proteina residual por el método de Lowry, 1951 (Lowry,
Rosebrough, Farr, & Randall, 1951). Posteriormente se realizd 10 lavados con agua
destilada a la celulasa inmovilizada en el soporte modelo a 4000 rpm durante dos
minutos luego se resuspendié la enzima inmovilizada en buffer citrato pH 4.8.

La evaluacion de la actividad enzimatica de la celulasa libre e inmovilizada se realizé
mediante el ensayo de papel filtro segun el protocolo de Ghose (1987) (Goshe.T.K,
1987) en buffer citrato pH 4.8 y posteriormente se estudid la hidrolisis enzimatica
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de los mejores pretratamientos hidrotérmicos usando 41 mg de la celulosa pre
tratada en vez de papel filtro. La cantidad de glucosa liberada por la dilucion de
celulasa libre y celulasa inmovilizada se reporta como las cantidades de glucosa
(FPU) liberados segun la ecuacién:
FPU=mg glucosa liberado x 0,185.
Donde 0,185 es una constante que indica que un 1 mg de glucosa =1.0 / 0,18 x
0,5 x 60 pmol min mL! de sustrato. (Goshe.T.K, 1987)

3. Resultados y discusion

3.1 Seleccion de las condiciones de tratamiento hidrotérmico

En la primera etapa del estudio se selecciond los mejores pretratamientos teniendo
en cuenta el indice de cristalinidad (IC) y concentracion de azucares reductores. La
tabla 2 relaciona el factor de severidad (Log Ro) Yy el indice de cristalinidad (IC) de
la celulosa pretratada y el contenido de azicares reductores presentes en el
sobrenadante de los tratamientos hidrotermicos. El factor de severidad se ha usado
para permitir una facil comparacion de los resultados y determinar los parametros
experimentales necesarios para disminuir el grado de cristalinidad de la celulosa, en
relacion con la capacidad de ruptura de polisacaridos segin la proporcidn
temperatura y tiempo (Nitsos et al., 2013) .

El IC fue calculado a partir de la relacién de absorbancia de la sefial a ~1431 cm y
la sefial ~ 900 cm™ de los espectros de FTIR obtenidos para cada una de los
tratamientos de celulosa tratada hidrotermicamente. La sefial a 1431 cm 1 se
designa como la “celulosa cristalina" y la sefial a 900 cm se designa como celulosa
amorfa (Sang Youn Oh, Dong IlYoo, Younsook Shin, & Gon Seo, 2005). Las
intensidades de absorbancia a 900 y 1430 cm -1 son muy sensibles a la cantidad de
estructura cristalina frente a la estructura amorfa de la celulosa, es decir, la
ampliacién de la banda de 900 cm refleja una mayor cantidad de estructura
desordenada. La presencia de estas sefales depende del tratamiento efectuado.
Puede observarse en la tabla 2, que el indice de cristalinidad es bruscamente
afectado por un cambio menor en el grado de severidad, pero a partir de un grado
de severidad mayor (log Ro = 2,5) el IC permanece constante, lo que indica que a
pesar que se incremente el factor de severidad para realizar el pretratamiento
hidrotérmico el indice de cristalinidad no presentara una mayor disminucion.

Con respecto a la concentracién de glucosa (mg/mL) presente en los sobrenadantes,
los resultados indican que aumenta proporcionalmente con respecto al factor de
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severidad, y toma una forma asintotica a mayores valores de Log Ro (véase Figura
1).

Tabla 2. Factor de severidad (Log Ro) y su correspondiente indice de cristalinidad
(IC) de la celulosa pretratada hidrotermicamente y concentracion de glucosa
presente en cada uno de los sobrenadantes.

mg/mL de glucosa
IC presente en la g/ giu

t |
Log Ro celulosa pretratada presente en fos
sobrenadantes
0 1,62 -
1,5 1,62 0,21
2,5 1,31 0,21
2,7 1,23 0,22
3,3 1,22 0,24
3,6 1,26 0,25
3,7 1,24 0,28
3,9 1,21 0,40
2.0~ 1 0.6
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Figura 1. Factor de severidad (Log Ro) y su correspondiente indice de cristalinidad
(IC) de la celulosa pretratada hidrotermicamente y cconcentracion de glucosa
presente en cada uno de los sobrenadantes.
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Teniendo en cuenta los resultados descritos anteriormente se podrian clasificar tres
regiones en un tratamiento hidrotérmico, una region inicial donde no se modifica el
IC ni la concentracidon de azlcares reductores, una region intermedia donde el IC
cae bruscamente pero la concentracion de azucares reductores no se modifica y una
tercera region donde el IC no se disminuye mas pero aumenta la concentracion de
azUcares reductores. Estas tres regiones se pueden explicar considerando que solo
valores de Log Ro superior a 3,0 se podria modificar la estructura cristalina de la
celulosa y que mayores valores de Log Ry reflejarian una degradacién de la celulosa
amorfa mas que de la celulosa cristalina, explicando asi el valor mas alto de los
azucares reductores cuando el IC es superior a 3.0. Sobre estas regiones se estudio
la degradacion enzimatica.

3.3. Inmovilizacion de celulasas Trichoderma ressei ATCC 26921

El método empleado para la inmovilizacién de la celulasa ha sido la unién mediante
interacciones electroestaticas entre la enzima y la silice aminada. El pH de
inmovilizacién presenta un valor intermedio entre el punto isoeléctrico del soporte y
el de la enzima (pI 6.0). En los materiales puramente siliceos (pI = 2,0) la regién de
trabajo, es relativamente estrecha y es muy dificil su inmovilizacion, la diferencia de
cargas, no es muy grande, por lo que se establecen bajas interacciones
electrostaticas, y como resultado la carga enzimatica, la actividad y eficiencia
catalitica de los biocatalizadores son bajas. Al funcionalizar con grupos aminopropilo,
la superficie incrementa el punto isoeléctrico del soporte y mejora la afinidad por la
enzima. La funcionalizaciéon con grupos amino (pKa 10,5) permite realizar la
inmovilizacién a valores de pH mucho mas alejados de los puntos isoeléctricos de
enzima y soporte, potenciando las atracciones electrostaticas. Cuando el pH de
inmovilizacién es de 7,0 los grupos amino del soporte estan cargados positivamente
y la enzima negativamente. Por esta razon se escogid este pH para la inmovilizacion,
lo que permitiria una mayor afinidad quimica de la enzima por la superficie de los
materiales. Los resultados de la proteina acoplada mostraron que la eficiencia de la
unidn soporte-enzima de la silice aminada (SiO2-NHz) con la celulasa presenta un
rendimiento de inmovilizacidon relativamente alto cerca al 88 % de la celulasa
inicialmente cargada como se evidencia en la tabla 3. La eficiencia de unién de la
proteina acoplada, se debe al area de superficie del soporte SiO2-NH2 (202 cm?/g) y
al pH de la inmovilizacién utilizado.
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Tabla 3. Concentracidn de proteina dilucion celulasa libre, proteina residual, dilucion
de celulasa libre / 1 mL buffer, proteina residual / 1mL buffer, proteina acoplada / 1
mL de buffer, proteina acoplada / 1 mL buffer*mg soporte y porcentaje de proteina
acoplada

Proteina
Proteina dilucién celulasa libre (mg/mL) / 1 mL buffer 0,0462
Proteina Residual (mg/mL) / 1 mL buffer 0,0054
Proteina acoplada (mg/mL) / 1 mL buffer 0,0408
Proteina acoplada (mg/mL) / 1 mL buffer * mg de soporte 0,00041
Porcentaje (%) de proteina acoplada (mg/mL) / 1 mL 88

buffer

La tabla 4 resume la actividad expresada en FPU de las células libres e inmovilizadas
utilizando celulosa cristalina y celulosa tratada hidrotermicamente. Una menor
actividad de la enzima inmovilizada es observada comparada con la enzima libre. El
80 % de la actividad de la enzima se retiene con celulosa cristalina, mientras un 50
% con celulosa tratada hidrotermicamente. Estos resultados se pueden observar
mejor en la Figura 2, donde se observa una menor disminucion de la eficiencia de
la actividad enzimatica de la dilucién de enzima libre con respecto a la celulosa
inmovilizada. En todo caso, el tratamiento hidrotérmico favorece la actividad de la
enzima, puesto que a mayor factor de severidad mayor actividad enzimatica, lo que
indica que al exponer la celulosa a un pretratamiento térmico la estructura cristalina
se disocia para que posteriormente la celulasa pueda actuar de manera eficiente y
se obtenga una mayor produccidn de azucares reductores. Por lo tanto se evidencia
que el pretratamiento hidrotérmico causa cambios estructurales a la celulosa y tiene
un impacto significativo en la produccion de azlcares reductores (Pu, Hu, Huang,
Davison, & Ragauskas, 2013).

Tabla 4. Actividad enzimatica de la dilucidn de celulasa libre y celulasa inmovilizada
con celulosa cristalina y los pretratamientos (FPU unit/mL)

FPU _FPU o
Lo (unidad/mL) (unidad/mL Eficiencia
9 ) celulasa FPU inmov/FPU
(RoO) celulasa ] o .
libre inmovilizad libre (%)

a
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Figura 2. Log (Ro) Vs. Actividad enzimatica de dilucion celulasa libre (=) y celulasa
inmovilizada (e) en FPU (Unid/mL)

Conclusiones

El tratamiento hidrotérmico incrementd de manera significativa la degradacién
enzimatica, observandose una mayor actividad enzimatica a mayores valores de log
(Ro). A partir de un log (Ro) de 2,66 el indice de cristalinidad no se modificd
sugiriendo que a mayores valores de log (Ro) solo se transformara la celulosa
amorfa. Se sintetizd un soporte (SiO2-NHz) que logra por métodos de adsorcion
fisica retener mas del 80 % de la enzima inmovilizada. Aunque se presentd una
disminucién en la actividad enzimatica de las celulasas inmovilizadas cercana al 50
%, se evidencia que el tratamiento hidrotérmico favorece la hidrolisis de la celulosa.
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TABLAS

Tabla 1. Relacién de tiempo y temperaturas segun el factor de severidad estudiado

Tiempo (min) Temperatura (°) log (Ro)
60 90 1,48
60 110 2,07
60 130 2,66
60 150 3,25
120 150 3,55
180 150 3,72
240 150 3,85

Tabla 2. Factor de severidad (Log Ro) y su correspondiente indice de cristalinidad (IC) de la celulosa
pretratada hidrotermicamente y concentracion de glucosa presente en cada uno de los
sobrenadantes.

IC presente en la celulosa mg/mL de glucosa presente
Log Ro

pretratada en los sobrenadantes
0 1,62 -
1,5 1,62 0,21
2,5 1,31 0,21
2,7 1,23 0,22
3,3 1,22 0,24
3,6 1,26 0,25
3,7 1,24 0,28
3,9 1,21 0,40

Tabla 3. Concentracién de proteina dilucién celulasa libre, proteina residual, dilucion de celulasa libre
/ 1 mL buffer, proteina residual / 1mL buffer, proteina acoplada / 1 mL de buffer, proteina acoplada
/ 1 mL buffer*mg soporte y porcentaje de proteina acoplada

Proteina
Proteina dilucion celulasa libre (mg/mL) / 1 mL buffer 0,0462
Proteina Residual (mg/mL) / 1 mL buffer 0,0054
Proteina acoplada (mg/mL) / 1 mL buffer 0,0408
Proteina acoplada (mg/mL) / 1 mL buffer * mg de soporte 0,00041

Porcentaje (%) de proteina acoplada (mg/mL) / 1 mL buffer 88
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Tabla 4. Actividad enzimatica de la dilucién de celulasa libre y celulasa inmovilizada con celulosa
cristalina y los pretratamientos (FPU unit/mL)

Log (Ro) (unidad/mL)
celulasa libre

FPU

FPU

(unidad/mL)

celulasa

Efic

iencia

FPU inmov/FPU libre

inmovilizada (%)
0 0,05357 0,0428 80
1,48 0,13866 0.0701 51
2,66 0,15515 0.0801 52
3,85 0,19276 0.0951 49
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Figura 1. Factor de severidad (Log Ro) y su correspondiente indice de cristalinidad (IC) de la celulosa
pretratada hidrotermicamente y cconcentraciéon de glucosa presente en cada uno de los

sobrenadantes.
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Figura 2. Log (Ro) Vs. Actividad enzimatica de dilucion celulasa libre (=) y celulasa
inmovilizada (e) en FPU (Unid/mL)
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