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ABSTRACT. A study was made of the reaction of the enzymatic hidro-
Iysis in a laboratory batch reactor, analyzing the manner in which
variations of parameters such as pH, temperature, enzyme concentra-
tion and substrate concentration (cellulosic material} alter the reaction
rate. It was also studied the stability of the enzime uscd and the
influence on the hydrolysis velocity of the produced reducing sugars
concentration. Lastly, the effects of substrate modification were studied,
these being a change in the degree of polimerization and an increasc
in crystallinity. '

RESUMEN. Se hizo un estudio de la reaccidn de hidrélisis enzimética
en un reactor batch de laboratorio, analizandose como alteran a la
velocidad de reaccidn las variaciones en los parametros pH, tempera-
tura, concentracién de enzima y concentracidn de sustralo (material
celuldsico). Ademds, se estudid la estabilidad de la enzima cmpleada,
la influencia de la concentracién de azicares reductores producidos so-
bre la velocidad de hidrélisis y por vltimo los efectos de la modificacion
del sustrato sometido a hidrélisis, como fueron el cambio en el grado de
polimerizacion v ¢l aumento en la cristalinidad.

INTRODUCCION

De todos los procesos de degradacion de materiales celulosicos, la hi-
drolisis enzimatica es quizas, la que en mayor magnitud ocurre en la
naturaleza. Suman varios miles los microorganismos que participan en
el proceso de degradacién de la celulosa hasta convertirla en carbohi-
dratos de menor peso molecular (Ghose, 1969).

Los principales géneros se encuentran entre las bacterias y hongos, aun-
que también se han aislado levaduras con gran capacidad celulolitica. -
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Los microorganismos que poseen esta propiedad de forma especifica, se
debe a que contienen las enzimas extracelulares que pueden catalizar la
hidrélisis de la celulesa.

El mecanismo de ataque de la celulosa es altamente complicado y atin su
estudio es incompleto. Casi todos los investigadores coinciden en que
son complejos enzimdticos entre los que se destacan dos fracciones fun-
damentales llamadas celulosa I v celulosa X.

Fl componente de este complejo enzimitico verdaderamente celulolitico
es el Cy, el cual ataca la celulosa natural convirtiéndola en polimeros
de cadenas lineales, el otro grupo, las Cx actlian sobre esas cadenas li-
neales, hidrolizandolas (Reese y cols., 1960; Mandels y Reese, 1964; Li
y cols., 1965; Selby, 1963; Reese, 1956; Nisizawa, 1973 y Kolitcina y Kos-
lov, 1969).

Los trabajos de Selby v Maitland, (1967 y 1968} y Wood, (1968) sobre el
fraccionamiento de los componentes enzimaticos de la Trichoderma vi-
ride mediante columnas de Sephadex y columnas de intercambio iénico,
corroboré lo antes planteado y el efecto sinergistico entre los compo-
nentes.

Un esquema simplificado de lo antes expuesto es el planteado por Reese
y cols., (1960) sobre la forma de ataque del complejo enzimético celulosa.

Moléculas pequefias

Cadenas cortas solubles, capaces
de polianhidro ' de difundirse dentro
Celulosa natural ——s glucosa — 5 de la célula
N kN v— J
. organismao no celujolitico
d
organismo celulolitico

Otro esquema mads detallado publicado por Katz y Reese, (1968} es el
siguiente:

Cadenas de

1 Cx
Celulosa —— celulosa lineales ——s Celobiosa (Celobiosa) Glucosa

\ S
—

Pasos hidroliticos
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Todo este esquema de ataque serd mas efectivo en la medida que poda-
mos determinar las causas que lo alteran.

El presente trabajo tiene como objetivo el estudio a escala de laborato-
rio de los factores fundamentales involucrados en la hidrélisis enzima-
tica de la celulosa del bagazo de¢ cafia, utilizando para ésto, enzimas
libres de células obtenidas por cultivo sumergido de Trichoderma Viride.

MATERIALES Y METODOS

Equipos utilizados y condiciones de las reacciones

Todas las reacciones de hidrélisis enzimatica fueron realizadas en un
reactor de 2 litros de capacidad, con suficiente agitacién (300 = 20 rpm),
control de temperatura (50 == 0.1°C) y un pH de 5 == 0.1 (buffer acetato
de sodio 0.2 M) (Figs. 1, 2, 3 y 4).

Fig. 1. Vista general de las instalaciones donde se realizaron los experimentos.

El promedio de duraciéon de las corridas fue de 30 horas.

Se sacaron muestras del reactor, para seguir la velocidad de reaccién
por los azicares formados en la hidrélisis, a diferentes intervalos, par-
tiendo de 0.25 horas durante la etapa inicial y aumentando el intervalo de
tiempo a medida que iba decreciendo la velocidad de reaccién en la hidro-
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lisis, buscando extraer el nimero de muestras imprescindibles para mi-
nimizar el error por no reposicion de la solucién. Las muestras eran
conservadas congeladas en tubitos pldsticos de 2 ml de capacidad para
su posterior analisis.

Los ensayos de laboratorio realizados para comprobar la variacién con
el tiempo de las muesiras asi preservadas no mostraren diferencias sig-
nificativas en los resultados analiticos a lo largo de todo el intervalo
de tiempo estudiado (240 horas).

Fig. 2. Reactor utilizado en las reacciones de hidrélisis enzimatica, desmontado
para gue se puedan apreciar sus diferentes aditamentos.

Preparacion del sustrato

El bagazo de cafia es sometido a un proceso de oxidacién alcalino con
hidréxido de sodio al 10%, a temperaturas entre 170 y 180°C durante una
hora, de acuerdo al procedimiento descrito por Dunlap, (1969), con el
cual se logra eliminar una gran parte de la lignina unida a las molécu-
las de celulosa, disminuir la longitud promedio de las fibras, el mime-
ro de moléculas fuertemente ordenadas y regularmente orientadas y asi
poder realizar un ataque enzimatico més efectivo. Antes del tratamiento:
50.20 = 1.10% de celulosa, 26.00 = 2.03% de pentosanos, 20.50 = 0.90%
de lignina, el grado de polimerizacién fue 1200 y el indice de crista-
linidad 64 = 1%. Después del tratamiento: 75.10 = 1.06% de celulosa,
11.00+ 1.30% de pentosanos, 11.10 = 0.95% de lignina, 879 de grado de
polimerizacion y el indice de cristalinidad fue de 42.00 = 1.00%.
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Fig. 3. Detalles del equipo montado en una zaranda donde se realizaron los
experimenios usando tubos de ensayos, logrando mantener un buen
control de la temperatura y pH.
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Fig. 4. Prueba para comprobar la inactivacidon por congelacién de las muestras. Se
pusieron a congelar las muesiras en tubitos pldsticos semejantes a los utilizados en
la corrida, conteniendo una solucién de hidrolizado de pH 5 (buffer acetato 0.2 M)
extrayéndose del frio, con determinada periodicidad, para hacerla reaccionar duran-

te una hora a 50°C con papel de filtro Whatman No. 1.
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Enzimas empleadas

Se utilizaron enzimas obtenidas a partir de cultivo sumergido de Tricho-
derma Viride, del tipo Onozuka SS (All Japan Biochemical, Ltd) traba-
jando a una actividad celulolitica de 0.3 mg/ml h de aztcares reductores
(0.08¢% P/V de enzima).

Determinaciones analiticas

Concentracion de azicares reductores (mg/ml): segiin el méiodo de So-
mogyvi-Nelson modificado.

Actividad celulolitica, (debido a C:) utilizando como sustrato papel de
filtro Wahtman No. 1 v actividad enzimatica hidrolitica (debido a Cx)
utilizdndose CMC: fueron determinadas por los métodos empleados por
Ghose, (1969), siguiendo la formacién del producto por los azticares re-
ductores.

Contenido de celulosa: segun el método gravimétrico de Crampton vy
Maynard, (1938).

Contenido de pentosanos: por el método espectrofotométrico de Jones,
(1961).

Grado de polimerizacién: método viscosimétrico de Tappi T-230 SM 50
modificacién,

Contenido de lignina: Arsenav y Pepper, (1965).

Indice de cristalinidad: por difraccién de rayos X, aplicamos la férmu-
la de Segal-Creely, utilizando 11° para el pico y 9.5° para el fondo del
difractograma. Se usaron pastillas, con 0.29 g de muestras sometidas a
10 atm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de los factores que alteran la velocidad de reaccion

Temperatura. Se probéd la actividad C, a varias temperaturas, desde
30°C hasta 70°C, manteniendo el pH a 5, que fue donde se observé una
mayor actividad de la enzima. Los resultados reportados fueron obteni-
dos después de hacer reaccionar la mezcla enzima-sustrato durante una
hora.
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Como puede observarse en la Fig. 5, la velocidad de hidrélisis es mayor

a 50°C que a 45°C y que a 55°C. Mostrando un proceso de desactivacion
sumamente rapido después de los 35°C,

o
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Fig. 3. Afcctacion de la actividad enzimatica de la celulosa con la variacidn de tem-
peratura, manteniendo los otros parametres constantes (pH 5, concentracion de
enzimas 0.08%, concentracidn de sustrato 10.44% v volumen de solucién 1500 ml).

pH. La concentracion de iones hidrégeno tiene un marcado efecto sobre
la velocidad de accion de las enzimas. Se comprobd que el rango de pH
optimo, utilizando una temperatura de 50°C, estaba entre 5 v 5.2 y que
en los extremos de la curva, es decir por debajo de pH 3 v por encima
de pH 7 ocurria un proceso irreversible, (Fig. 6), lo cual pudo compro-
barse al restablecerse el pH 6ptimo v no observarse cambios significa-
tivos en las velocidades de reaccion de las enzimas en relacion al pre-
sentado en esas condiciones extremas; esto probablemente se debe a una
desnaturalizacion de las proteinas enzimaticas.

Aunque los resultados varian de acuerdo a la fuente de microorganismo
utilizadas y el sustrato empleado (Halliwell, 1965; Reese, 1956; Selby v
Maitland, 1967 v Toyama, 1969), reportandose valores de pH desde 3.5
a 6 v temperaturas que varian desde 40 hasta 60°C; algunos investiga-
dores han reportado parametros de pH y temperatura muy semejantes

a los obtenidos en cste trabajo (Ghose, 1969; Reese y cols., 1960 y To-
yama, 1969).
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Fig. 6. Curva de actividad de la celulasa a difercntes pH, manteniendo las otras
condiciones constantcs (temperatura 50 = 0.1°C, concentracién de enzimas 0.08%
concentracion de sustrato 10.44% y volumen de solucién 1500 ml).

)

Productos de la hidrdlisis. La concentracién de azucares reductores se
incrementa de acuerdo al grado de extensién de la hidrélisis (fundamen-
talmente glucosa y en menor cuantia xilosa). Katz v Reese, (1968), halla-
ron que la glucosa producida a concentraciones de un 30%, producia
efectos inhibitorios de un 40% aproximadamente. Ghose, (1969}, proban-
do a diferentes periodos también encontré efectos inhibitorios sobre la
hidrélisis, pero mas bajos que los reportados por Katz y Reese para una
concentracion de un 30% de azticares reductores, en un tiempo de con-
tacto dado por la enzima y el sustrato entre 2 y 48 horas el % de inhibi-
cién oscilé entre 17 y 29.

En nuestro caso se afadieron diferentes concentracions de glucosa al
inicio de la reaccion, hasta 2% (concentracién por encima de la que es-
tamos obteniendo en la hidrélisis), dando una linealidad altamente sig-
nificativa, mostrando con estos resultados que no existia inhibicién a
esos niveles probados (Fig. 7).

Estabilidad de la enzima. Las enzimas en solucion sometidas a las con-
diciones de la reaccién, pH 5 y temperatura de 50°C (Fig. 8), sufren al
final de las 30 horas de reaccién una pérdida por inactivacién de un 10%,
mostrando una variacién lineal con el tiempo.



HIDROLISIS ENZIMATICA DEL BAGAZO DE CANA 345

£

e

£

2 o =09974

o «=0 00l

£

S o

™ 4 [+]

=

<

[N e iy ——
i 5 9 I3

CARDAnadidos

Fig. 7. Se¢ afadieron inicialmente diferentes concentracioncs de glucosa, para
observar su posible efecto de inhibicion por Ia concentracion de glucosa en
solucion. La pendiente es practicamente cero.
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Fig. 8. Efecto de la inactivacién con el tiempo de las enzimas sometidas
a las condiciones de la reaccion (50°C, pH 5).

Cambio de las condiciones en el sustraro. Al hidrolizar enzimaticamente
el bagazo pretratado se observé un notable decrecimiento en el grado de
polimerizacién (de 879 a 430) y un aumento en el % de cristalinidad
(405 == 1 — 71 #= 1.5). Cuando ese bagazo residual, después de lavado y
secado, otra vez tue sometido a hidrélisis enzimatica, con una solucion
de enzimas frescas, manteniendo las mismas condiciones de temperatura,
pH, concentracién de enzimas v concentracién de sustrato (material celu-
ldsico), a pesar de que el grado de polimerizacién era mucho menor que
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en el primer hidrolizado, el grado de extensién de la hidrélisis fue bajo.
Mostrando que predomind como factor fundamental el grado de crista-
linidad de la celulosa (Fig. 9).
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Fig. 9. Curva de extension de la hidrdlisis para comparar las velocidades iniciales

V, v V,.V, =velocidad inicial de la reaccién I producida al hacer reaccionar la

enzima con bagazo tratado alcalinamente. V, = velocidad inicial de la reaccién IT

producida al hacer reaccionar la enzima fresca con bagazo hidrolizado enzimética-
mente al final de la reaccidn 1. V, — velocidad finat de la reaccién T.

La curva I muestra el comportamiento del experimento con el bagazo
pretratado, la velocidad final (V1) en la hidrolisis fue de 0.562. Al cabo
de 28 horas paralizamos la reacciéon y ese bagazo lavado y secado es so-
metido de nuevo a hidrolisis enzimdatica manteniendo todas las condi-
ciones iguales, v nos dio una velocidad inicial (V.) de 0.092, que si se
tiene en cuenta al paralizar Ia reaccion (en la curva I) existia una velo-
cidad de reaccién (V:) de 0.072 al comparar estadisticamente V; v V3 la
diferencia nos dio no significativa.

CONCLUSIONES

En el estudio de los parametros que alteran la velocidad de reaccidm,
se determiné que las variaciones en el pH por encima de 7 y por debajo
de 3, producen efectos irreversibles, al igual que las temperaturas altas,
por encima de 53°C comicnza a observarse su efecto. Estos resultados
deben tenerse presente en trabajos posteriores.
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Dci analisis de la velocidad de hidrélisis con el tiempo de reaccién, se
puede ver que ésta decrece a medida que progresa la hidrolisis. La ex-
plicacién que puede darse del comportamiento cinético de las reacciones
de hidrélisis de la celulosa del bagazo de cafia por ataque de las enzimas
producidas por cultivo sumergido de la Trichoderma viride, en las con-
diciones planteadas, cs que el grado de extensién de la hidrélisis con
respecto al tiempo de reaccidn, decrece fundamentalmente con el aumen-
to en la cristalinidad de la celulosa,
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