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INTRODUCCION

La hidrolisis de material lignoce.uldsico es de gron interés comer-
cial debido, principalmente, ol encrme potencial de uso que presenta
la glucosa, principal producto de este proceso. En particular, el efa-
nol, producto que puede ser derivado de la glucosa, es uno de los
que genera mayor expectafiva decico a su potencial uso como com-
bustible alternativo en mezcla con combustibles fésiles o como aditivo
para aumeniar el octanaje. Las principales ventajos del uso de com:
bustibles basados en biomasa son fo caracteristica renovable de Ig

fuente y la reduccion de las emisiones gaseosas. Por ofra parte, se
visualiza un creciente interés por e' uso de “biocombusfibles” asi como,
también, la necesidad de buscar -uevas fuentes de energias.

Los actuales métodos de degreaacién de material lignocelulasico
comprenden el tratamiento Gcido v el enzimdtico. La hididlisis acida
de celulosa se aplica, exitosamene  nivel industrial; sin embargo, la
lecnica enzimdtica presenta ventcics debido a la menor formacion
de productos secundarios y menc+ oérdida de azicares producidos,
por lo que se obtiene mejores rencimientos.

El presente trabajo tiene come objetivo general estudior la degra-
dobilidad de lo madera mediante yn método enzimdtico, para la pro-
duccién de glucosa, utilizando maderc de E. maidenii

ANTECEDENTES

o hidwlsis de la madera ha sGo tema de estudio durante muchos
afios. De los componentes que estar ovesentes en la madera slo g celulo
sa'y hemicelulosas son hidrolizables: oo tal motivo, las reacciones han sido
mds extensamente estudiadas sobre ce ulosa pura (Goldstein, 1981).

los productos de la hidiclisis son azicares simples, la solucion
producto de la depolimerizacion ¢cida contiene entre 46% de azo-
cares. Los rendimientos tipicos promedios oscilan entre el 30y 35%en
base a madera seca, valor que depende, en gran medida, de la ma-
teria prima utilizada (Chandia 1983, Camacho y col, 199¢).

La hidrolisis acida provee cinéticas mas épidas que las obfenidas
por medio de enzimas, pero lo generacion de productos laferales,
tales como ! furfural o hidroximetifurfural, pueden dificultor la ufilizo-
cion de los licores de reaccion en su procesamiento posterior, La hi
drlisis enzimdtica, por otra parte, provee de reacciones mas selecti-
vas y en condiciones de operacién mds suaves.
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las enzimas son biczz-olizczares e noturaleza proteica, ‘orma-
dos por codenas de pc zépticzs cor peso molecular elevacs no
dializable y termolabi.

Los foctores que inf.znciar = catdi'sis enzimatica son, prircipal-
mente, la concentracién == ig enz ~a, le concentracién del sustc, el
oH y la temperatura. los 205 ¢~ as sen especificas para cacs tipo
de enzima

En sustratos lignoce:. 2sicos zomo ia maderaq, se ha descuoierto
que los componentes de sisterz celulasa, de cualquier orgarismo,
son mliples y variados egin =ayn (1985) y Knowles(1987! cita-
dos por Klyosov en el "T-='cdo |- 2 strial de Ingenieria Enzimétics . la
“esolucion de un sistemz =~zimé- =0 de una sola fuente, reveld entre
15y 20 componentes i~ = viduc &s.

Esta complejo natu-z 220 c= los enzimas celuldticas y le super
estructura del material iz~ ocelu zsico, representan significativas com-
plejidades para el estuc = de los mecanismos de accion enziméiicos.

Lo teoria de la hidré s's enz ~tice de celulosa nativa sefale que
el proceso se realiza graz o5 a lc nteraccion sinérgica de las glucano-
sas y celobiasas para pre aucir ce obiosa, la cual, es subsecuentemen-
e diidida a glucosa (M z-sfiele 1999]

Este mecanismo sir = ficacc resulta de gran ufilidad para com-
prender el proceso de = =+¢lisis e zimética sobre lo celulosa: sin em-
bargo la accion especi’ =z de ias diferentes enzimas en compuestos
lignoceluldsicos es més compleic y depende de factores propios del
materiol a hidrolizar, toles como ! grado de polimerizacion, cristalini.
dad de la celulosa, tamzfo de o particula, distribucién de ligning,
entre ofros (ver Mansfie'c 1999" y de factores propios del complejo
enzimético tales como s ~ergisme. adsorcién, inhibicion, efc.

Debido ala dlta cor=ejidec del moterial lignocelulésico, se hace
necesario, para estudios ze deg-cdabilidad enzimética, dor ratamien-
tos a la madera, previos = . efapz de hidrélisis; sin embargo, el enten-
dimiento de cémo éstos “acilitan ia degradacién es agn limitado. Exis
ten muchos métodos de *atamie~o de la madera previos @ una hidié-
lisis enzimatica que se < asificar en tres grandes grupos: mecénicos,
quimicos y bioldgicos.

la maderq, convenie~temente astillada, se sometié a pretratamien-
los antes de su procesariento con las enzimas adecuadas.



METODOLOGIA de la octividad enzimética y la concentracion del susato sobre el
la metodologia de trabajo consta de tres partes fundamentales:  rendimiento global de la hidrélisis.
En lo primera, se efectus la biosintesis de las enzimas involucradas en

la degradacion del material con el fin de tener una visién global de  PREPARACION DE LAS ENZIMAS:

los requerimientos del proceso. En ung segunda elapa, se efectuaron Se obtuvieron complejos enziméticos dess= ias esc22'es T viride
prefratamientos a la madera de Eucolyptus maidenii para mejorar la - (celulosas] y A. niger (b-glucosidasa), en mez 25 de c. - 55 especic-
susceptibiidad del sustrato y promover la extensiva conversion de éste.  les, para ambos microorganismos, como se e ficae s -ablo N+

los prefratomientos efectuados fueron: Deslignificacion parcial ol sulfi Se prepararon 250 ml de cada medio o= o 2 nocuid &
0 neutro seguida de una desfibracién mecanica en discos planos y  culivo de cada hongo. Lo fempcratura se mant. . - consicrz 3 23°C can
fratamiento alealino de la pulpa con cgentes hinchantes. agitacion orbital durante siete dias. Durante esie = =iodo <= TEeming o

Finalmente, se efectus la hidrdlisis propiamente tal, y se determing  produccion de enzima midiendo I canfided ce 3 ucose c=ada ol oo
el efecto de los cargas de reactivos en ios elapas quimicas, los efectos  ner en contacto una muestra del medio con unc . 2te de c= . 5sa pairon

Tabla 1. Com
Hongo Iincubado

osicion de los medios de cultivo.
T. viride

Medio Medio A Medio B Medio C Medio D
Composicién Ext. Malta 10 g/l Ext. Malia 10 g/ Ext. Malta 10 g/! Ext. Malta 10 g/I
Glucosa 5 g/ Glucosa 5 g/ Glucosa 5 g/ Glucosa 5 g/1
Peptona 1 g/ . Peptona 1 g/I Peptona 1 g/I Peptona 1 g/I
Carboximetilcelulosa, 4,8 g/ Celobiosa 4,8 g/

Con las enzimas obtenidas se realizé un andlisis de sensibilidad de /a activigad enzimatica con las variables de temperatura y pH. Los
resultados se muestran en ef gréfico N%3. (figura 3.6)

e
PRETRATAMIENTOS DE LA MADERA considerando las principales variables de cada prerciamiento y s principales

Los efectos de los prefratamienios sobre la hidkdliss enzimdiica fueron evalus: — varibles asociadas @ lo enzima que afecian ko hidrdliss enzimétics. Las voriobles
dos a fravés de un disefio experimental facioriol con punios estellas adiciondles, manipuladas y los rangos de operacion se espedifican en lo toble N2,
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Tabla 2. Definicién y rangos de variacién de los factores.

Variable Nomenclatura

Unidades

Rango de variacién

Razon Na,SO,/madera RSM % bms 30 -80
Concentracion de NaOH CHS % p/v 3-8
Concentracion de sustrato CS % p/v 2-5
Actividad Enzimatica AE FPU/ml 01-025
FPU: Unidades pape/ filtro.
Las principales variables respuestos observadas fueron: Refencion de polisacdridos, corersion de carbolcraios en s=.cares 23 ciores

ancentracidn de azdcares reductores en la solucion producto, rendimiento ce la hidrdlisis de proceso global.

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion del complejo enzimdtico:

En los graficos 1y 2 (grdficos 3.3 y 3.4) se observa la evolucién de
la produccion de celulasas y bglucosidasa, respectivamente, en el medio
de cultivo, medido como la cantidad de glucosa liberada (mg). En ellos se

puede observar que alrededor del cuario dia (96 raras ar =« se obie-
ne lo méxima produccion de enzimos, ‘o que conc.erda cz- > reporta-
dos con ofros autores (Tao 1997). Tiemoos mayores a 12C = como lc
reportado por Ghose (1975) citado por Rose, se deber -~ zamental
mente, a lo mayor dilucion del indculo en ef medio io que c-zvoca tiem-

pos muertos en el crecimiento de la colonia.
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Gréfico 1. Actividad de la enzima en funcion de la temperatura yelpH
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Gréfico 2. Actividad die /a enzima en funcion de ia temperatura yelpH

En el grdfico 1, es destacable lo diferencia en los resultados obeni-
dos entre el medio Ay el B. Se observa que en el punto de méxima
produccion el medio B duplica al medio A, que solo contiene glucosa.
Este resultado esta en concordancia con los obtenidos por Mandels
(1969}, citado por Rose en 1980, que obtuvo producciones dplimas de
enzimas al usar celulosa entre 0,5y 1 % (similor ol medio B). Algo simi-
lar, pero menos notorio, se observa en la produccién de b-glucosidasa,

donde se obtienen resultados mas deficientes en el medic .2 sélo con
liene glucosa.

los valores de actividad enzimdtica de los diterentes ~2zios y colo-
nias se resumen en lo Tabla 3. En ella se puede observar g.2 en genera!
los valores de actividad enzimdtica encontrada en este e:.dio son de
drdenes de magnitud similares a los reportados por ofres z.iores, para
otras especies fingicas y medios de cultivo.

Tabla 3. Valores de actividad enzimdtica y de los diferentes medios y colonia.

Ensayo Fuente de Carbono

A Glucosa 0,95
B Carboximetilcelulosa 2,31
C Glucosa 3,82
D Celobiosa 4,64

Glucosa Liberada {mg)

Actividad estimada Actividad precipitada

0,087 {FPU/ml) 0,82 {FPU/ml)
0,231 (FPU/ml) 2,38 (FPU/mi)
0,353 (CBU/ml) 3,76 (CBU/ml)
0,431 {CBU/ml) 4,90 (CBU/ml)

La mayor parte de la informacién respecto a actividad enzimdtica
reportada en literatura se encuentra detallada pora soluciones enzimé:
ficos purificadas a fravés de distintos tratamientos. Nakamura {1988)
menciona actividod de un medi sin purificar a partir de ceflumonas udo
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y obtuvo 0,234 U/ml de actividad medidas con celulosc cristaling Avi-
cel, como sustrato. Este valor es del mismo orden de mag-*ud que el de
este estudio. En ofro estudio redlizado por T. Wood (16€8), utilizando
Trichoderma koningii, obtuvo 3,6 U/ml de actividod de e~doglucanasa
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Graéfico 3. Actividad de /a enzima en Tuncion de /a
lemperatura y ef pH

y 0,424 U, "ml de actividad de b-glucosidasa, medida después de rea-
lizar la precipitacion con sulfato de amonio. Por dliimo se puede citar o
Tanaka (1988) que realizando un estudio con Eupenicilivm javanicum,
obtuvo 2,49 U/ml de octividad , ulilizando carboximetilcelulosa como
sustrato.

El gréfico 3lfigura 3.6) muestra lo variacion de la glucosa libera-
da por una solucion enzimatica puesta en contacto con una muesira
equivalente de papel filtro o distintos niveles de temperaturas y pH. Fn
él se puede observar que se obfienen mayores valores de glucosa
para una temperalura de SO?C y un pH cercano 4 4,5. Esio coincide
con ofros autores que sugieren un pH Gpfimo de frabajo de 4,8. Al
realizar uno prueba a S0-C y un pH de 4,8 se obtuvo un leve aumen:

<
g 80
2
a
-4 RSM (% bms)

CHS (% pv) 30 %

Griéfico 4. Retencion de polisacdricos despues de
deslignificacion parcial y tratamiento hinchante con NaOH
—— e

‘0.0 682 mg de glucose car o que se tomé como ph :otimo carg
105 5igu 2~'es ensayos.

PRETRATAMIENTOS

A c37ir de ensayos < -eliminares se dererminaror 2andicicnes

para lo: oretratamientos . 25 rangos en los cuales se & diaror ios
efectos c2 las variables ~ znipuladas (ver labla 4). Pe-= =i cose de
la hidré 's's enzimdtica se "%, como se establecié anta- srmente, la
temperc.ro en 50°C y e oH en 4,8. Se vario, enfor =23 la gorivie
dad enzmadtica del mea : y la concentracion del sus-ato (puipa
con preratamientos).
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ara pretratamientos

Deslignificacién Parcial

Variables Valores
Tiempo para alcanzar Temperatura méxima (min) 120
Temperatura maxima (°C) 170
Tiempo a temperotura maxima {min) 120

% sulfito de sodio % {bms) 30 - 80
Razén Sulfito/Bicarbonato (g/g) 4/1
Razén Llicor Madera (ml/g) 4/

- el grdfico 4 {figura 3.7 se muesira la refencion de polisacar

dos e~ funcidn de lo variacién ce \a razén sulfito/madeia RSM!y I

concentracidn de hidréxido de sadio {CHS). Como puede observar-
se lc ~enor pérdida de poliséea'dos se obtiene cuando las cordicio-

nes ce ambos pretratamiento scr los mas suaves; sin embargo. debe

Hinchomiento con NaOH

Variables Valores
Tiempo para alcenzar Temperatyra méximo (min)

Temperatura méx ma (°C) 100
Tiempo a tempe-c-ura maxima (min) 180

% NaOH [p/V} 3-8
Consistencia (g <. pa/g lolales) =7
zastacarse que =~ ayor pérdida de polisacarides se ders 2 io oo
z3ndelasode =~ 3 etopa de hinchamiento, come coede .2seene
zdlico 5 (ligu= & 27 Por otra parte se observa gue o raz: suffiio
~adera en lo cz: 3nificacion parciol fiene muy cozo e'222 en

cérdida de po:z:zidos

RP (g

0 2 4 8 8 10
Concentracion de NaOH (%PV)

I—o—mm —m— 30%bms

Gréfico 5. Pérdida de polisacéridos en el tratamiento con
agentes hinchantes

RSM (%bms)

Gréfico 6. Concentracion de azdcares reductores en fa solucion
proaucto. CS= 3.5 % PV. AE= 0,175 FPU/ml.

42.68

RH (g hidrolizados/ g asties)
s 2
g &
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55 ‘~3 RSM (% bms)
CHS (% piv) ) 30 30

Grafico 7. Rendimiento de la hidrolisis. C5=2% PV, AE= 0,25
FPU/mi.

CP (g hidrolzados / g polisscandos)

CS (%piv)

Grafico 8. Conversion de polisacéridos. RSM= 55, CHS=5,5.
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Es importante notar que, a pesar de la pérdida de po- CS sobre la conversion de los polisacaridos ssto es o

lisacaridos que produce el lratamiento con soda cdustica,  freecion de polisécaridos alimentados en la ecpa de hi.

esle tratamiento promueve ung moayor hidrolisis enzimat.  dré sis que son hidrolizados a azgcares reducrores. an gl

ca, lo que se reHejo €n una mayor concentracidn de azy- se ¢.ade ver, claramente, que a mayor activizzz erz'mg.

cares reductores en la solucién producto, como se mues.

ticz Tayor es la conversién; por el confrario = g,~a~ip

fra en el gréfico 6 [figura 3.11) donde Ia concenfracion  de : concentracion del sustrato influye nego®. s~2- = g

de azucores reductores alcanza un maxime para valores  ma. TG cenversidn se obtuvo paraunarozén c= 3.t e
altos de CHS y RSM. 807 THS 3% CS 2%y AF de 0,25 FPU/ml.

En el grafico 7 (figura 3.14] se observa el efecto de “2specio a i concentracidn de los 0zicass req. zro-

las variobles CHS y RSM sobre el rendimiento global del  res CAR) se puede observar en el gigfico 9 {Fzor03.72)
proceso; en él puede destacarse que el lratamiento alcali- gis 3 yno actividad enzimadtico dada, lo CAR o.~enis zon
no tiene un efecto negativo pequeno sobre esta respuesta g cencentracion del sustrato hasta un nivel er sl ces g
y que lo carga de sulfito tiene un leve efecto positivo. Bl cy-. 5 comienza a hacerse asintética, evidenc zndo cue,
mayor rendimiento se alcanzg paro una RSM de 80% y  perz cada nivel de AE, existe una conversion ~dxima de
3,4% de CHS (cyando AE=0,25 FPU/ml y CS=2% |. pc :icaridos.

Las otras dos variable que se hon estudiado: actividad “2r Gltimo, y como se pudiera esperar, el "endimiento
enzimética [AE) y concentriacion de sustrato (CS), propias  de = hidrolisis oumenta, notoriamente, con el c.men-z de
de la etapa final de! procesos (hidrdlisis enzimatica), tie- g szivided enzimética, presentando mejores resyliados
nen mayor significancia en las respuestas analizadas. G b3'as concentraciones de sustralo. Ver gréfico 10 {figu-

El grafico 8 ( figura 3.10]muestro el efecto del AE y ra 313}

COPIULEMU

TECNOLOGIA DE PUNTA PARA LA
GESTION SEGURA DE RESIDUOS

Coiulemuy

¢ Tratamiento y disposicién de

¢ Residuos sélidos industriales
¢ Residuos domiciliarios

¢ Estacién de transferencia de residuos complejos
¢ Recuperacién y revalorizacién de materiales

¢ Instalaciones seéguras que responden a los mas
exigentes requerimientos medioambientales

Calle B, N°1170 Lomas de San Sebastian, Concepcién - Fono: (41) 485011 - Fax: (41) 485007
Planta Industrial: Km. 20 Camino Concepcion - Cabrero - VIII Region
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Griéfico 9, Concentracicn 06 azicares reductores en 45 Solucion
producto. RSpM=55 % b.m.s. CHS= 55 % PV
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Griéfico 10, Rendimiento ge la hidrolisis, RSpf= 5% b.m.s.
CHS= 55% Py,
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CONCLUSIONES

* Dentro de los intervolos estudiados, las varigbles que mds in-
fluencia fienen sobre le rendimiento global de la hidrlisis sor la con.
centracién de soda causticg en el pretratamiento de la pulpa, la activi-
dad enzimatico y la concentracion de sustrato.

* Elaumento de sodg en el ratamiento alcaling disminuye notq-

favorece una mayor hidrélisis del materig

* Existe ung dependenciq directa entre o actividad

18

enzimdtica y |q concentracidn de systrayo. Pec un nivel de
acividad enzimaticq dado, existe Una concentzcign de SUs-
'r¢o dptima que maximiza los producios de h'a-glisis.

¢ la deslignificacion parcial con sulfito de sos S 72ne un leve

€23 posifivo sobre el rendimiento global de I hic-= : . v sobre Ig

Cor.ersion de polisacéridos o azicares redyctores - 3783 propie-
=72 1al).

* Por dlimo se debe destacor que medionte = - 3-5ig enzi-
™2 za de maderg deslignificadg parcialmente y gz 55 -~ agentes
" Timanles se puede aleonzar mayores rendimier-c: + = mediante

Psis acida convencional. £n egte estudio se olcz--- -7 méximo

¢z “2ndimiento de 45,7% en base g madera secq.
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