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1 Introduccidn

Actualmente estamos viviendo de manera acelerada, donde los patrones de
consumo de combustibles fosiles se estan reduciendo drasticamente los
recursos naturales con los que se cuenta y emitiendo grandes cantidades de
emisiones a la atmosfera, lo que conlleva a una problematica ambiental, por cual
motivo fuentes alternativas de energia estan siendo estudiadas. En el caso del
sector de consumo de energia para transportacion, el bioetanol est4 siendo
utilizado para los automotores que habitualmente utilizan gasolina. La mayoria
del bioetanol que actualmente se usa en los automotores, proviene de productos
relacionados con la alimentacién humana (maiz, cafia de azucar); lo cual hace
polémico su uso. A manera de resolver esta problematica y a la vez utilizar las
caracteristicas ambientales favorables de este combustible alternativo; Bioetanol
esta siendo obtenido de biomasa, que el humano no utiliza como alimento. La
biomasa lignocelulésica utilizada estd compuesta de Hemicelulosa, Celulosa y
Lignina. En la produccion de bioetanol con material lignocelulésicos es
necesario primeramente hidrolizar la hemicelulosa, generalmente por medio de
hidrolisis acida, y después hidrolizar la celulosa, generalmente por hidrolisis

enzimatica, para posteriormente realizar la fermentacion y destilacion.

Bajo esta linea de investigacion, se realiz6 un proyecto de tesis de licenciatura
titulado “Produccién de etanol a partir de Buffel” por Torrecano Alvarez
(2009); en dicho trabajo se caracterizé la fermentacion de los azucares
obtenidos por el pretratamiento con acido sulfurico diluido de Buffel (Cenchrus
ciliaris); posteriormente, se hizo un proyecto de maestria, obteniendo la tesis
‘Estudio cinético de la formacion de xilosa por hidrélisis con &cido
sulfarico diluido de Cenchrus ciliaris” por Encinas Soto (2010). Este ultimo
trabajo mostré6 que bajo las condiciones de temperatura de 135°C y tiempo de
reaccion de 1 hora, utilizando acido sulfurico 0.15 M, la hemicelulosa es
hidrolizado en un 95%. Durante este proceso se obtiene como producto;
glucosa, xilosa y arabinosa en solucién y el tejido de Cenchrus ciliaris pretratado



con la celulosa susceptible a la accion enzimatica. Esta investigacion fue dirigida
al estudio de la hidrdlisis enzimatica de la celulosa. Desde el punto de vista

operacional esta etapa plantea dos interrogantes:

1. Relacion de la cantidad de tejidos pretratados a la cantidad de celulasas
agregadas.

2. Actividad de las celulasas en el efluente producto del pretratamiento.

Los puntos mencionados anteriormente fueron los objetivos a lograr como

producto de esta investigacion.

1.1 Etanol como combustible

El etanol, ofrece grandes ventajas como combustible en términos de
almacenaje, entrega, y compatibilidad infraestructural, lo cual podria ser una
gran oportunidad para motores de combustion interna por su alto rendimiento.
Sin embargo, como es una importante materia prima para la industria (quimica,
farmacéutica) juega un papel muy importante en la preparacion de carburantes
para vehiculos automotores. El etanol como combustible aumenta el indice de
octano, necesario para reducir el consumo y las emisiones de mondxido de
carbono e hidrocarburos de un 10 al 15% [1]. La mayor parte de etanol, que
actualmente se produce para la utilizaciobn en los automotores proviene de
productos relacionados con la alimentaciéon humana (maiz, cafia de azucar). En
la Tabla 1-1 se muestras las diferentes materias primas para la obtencion de

etanol con su relaciéon de emisiones emitidas.

La sustentabilidad que ofrece el etanol como combustible, radica en que puede
ser utilizado en vehiculos con motores de combustién interna no modificados
(los cuales estan garantizados para utilizarse con mezclas bajas de etanol),
motores flexibles de combustion interna (capaces de usar etanol, metanol, y

gasolina en cualquier proporcion), motores encendidos por compresion, motores



de combustién interna especializados (optimizados para aprovechar las

caracteristicas particulares de los alcoholes), y celdas de combustible [2].

Tabla 1-1: Diferentes materias primas para la obtencion de bioetanol.

Materia prima Relacion de Emisiones evitadas
energia

Cafa de azlcar 9.3 89%
Maiz 06-2.0 - 30% a 38%
Trigo 097-1.11 19a47%
Remolacha 1.2-18 35 a 56%
Mandioca 16-1.8 63%
Residuos 8.3-8.4 66 a 73%
lignocelulésicos

Fuente: [3]

Una aplicacién importante del etanol, es el uso como aditivo para oxigenar la
gasolina estandar, como reemplazo para el metil ter-butil éter (MTBE), el cual es
un producto con el que se reformula la gasolina, permitiendo reducir las
emisiones de CO,. Esta accion es muy importante ya que el MTBE, siendo un
compuesto estable, de baja degradacion y soluble en agua, se convirti6 en un
contaminante de aguas subterraneas, y a su vez, es clasificado como un

potencial carcinégeno [1].

1.2 Procesos de obtenciéon de etanol

El etanol se obtiene, principalmente, al tratar etileno con &cido sulfdrico
concentrado y sometiéndolo a una posterior hidroélisis, pero de una manera
natural, es obtenido a través de fermentacion, por medio de levaduras a partir de
materias primas que son ricas en carbohidratos. Las principales materias primas

para la produccion de etanol son aquellas que contengan un alto contenido de



sacarosa, almidon o celulosa. La fermentacion alcohdlica es un proceso
bioquimico que permite convertir azicares en alcohol y dioxido de carbono. La

conversion se representa mediante la reaccion:

CeH1206 + Levadura =92C-HsOH + 2C0, + Levadura Q)

Glucosa Etanol

Las principales responsables de esta transformacion son las levaduras. La
levadura fermenta el azucar en alcohol y en didxido de carbono, solo en la
ausencia de aire, pero necesita oxigeno para crecer. Estas levaduras produce
alcohol etilico y diéxido de carbono de azucares simples como la glucosa y la
fructosa. Saccharomyces cerevisiae, es la especie de levadura usada con mas
frecuencia. En condiciones donde exista un exceso de oxigeno, el alcohol puede

ser oxidado y convertido en &cido acético [4].

Biomasa azucarada
(cana. remolacha)

Biomasa amilacea
(maiz. trigo)

'

'

Biomasa celulésica
(pasto. bagazo)

'

Extraccion por
presion o difusion

Trituracion Trituracion
' '
Hidrolisis enzimatica Hidréli'&s_écicla 0
enzimatica

!

'

Solucion azucarada fermentable

'

Fermentacion

'

Destilacion

Bioetanol

Figura 1-1: Diagrama de flujo en la produccién de etanol.




El producto de la fermentacion se somete a un proceso de purificacion. Para
poder utilizar el etanol como combustible mezclado con gasolina, es necesario
eliminar el agua hasta alcanzar una pureza del 99.5 al 99.9% vl/v.
Tradicionalmente, la separacion del sistema etanol-agua se hace con destilacion
azeotropica, usando benceno, pentano o dietil éter como solvente, o mediante

destilacion extractiva empleando etilenglicol o gasolina [4].

Existe un gran interés en el empleo de enzimas para la degradacion previa de la
celulosa y su posterior uso en procesos de fermentacion productores de etanol.
Los problemas que en este momento limitan estas aplicaciones provienen de la
disposicion estructural de la celulosa, es su estado nativo [5]. La cafia de azUcar
constituye uno de las principales fuentes posibles para la produccion de proteina
unicelular derivada de la fermentacién del azicar y demas subproductos. El
etanol es producido por la fermentacion de mieles cuando se emplea levaduras
en condiciones anaerdébicas, y cuando es factible producir proteina microbiana a

partir de etanol.

La celulosa, sin duda, es el material organico mas abundate en la tierra,
renovable por naturaleza y de la cual se puede obtener muy diversos productos.
Como compuesto primario de la naturaleza, y en muchos casos considerado
desperdicio, su utilizacion presenta ventajas econdmicas y ecoldgicas. Los
llamados desperdicios celulésicos comprenden:
e Desperdicios agricolas (paja, bagazo, olotes, hojas, etc.)
e Desperdicios del procesamiento de alimentos (cascaras de frutas, pulpas,
pedazos de vegetales, etc.)
e Desperdicios de madera (aserrin, cortezas, astillas, etc.) y desperdicios
municipales (40% a 60% de los desperdicios en la basura son papel)

Todos los residuos celulésicos estan formados por tres componentes

principales: celulosa, hemicelulosa, y lignina asociada a pequefas cantidades de



resinas, gomas, proteinas, grasa y minerales [6]. La producciéon mundial de

etanol en 2004 fue de cerca de 41000 millones de litros. En promedio, el 73%

del etanol producido mundialmente corresponde a alcohol carburante, el 17% a

alcohol para bebidas y el 10% es alcohol industrial. Los datos para el alcohol

carburante tomados de diversas fuentes indican que Brasil y EEUU contabilizan

el 73% de la produccion mundial (12600 y 10666 millones

en 2003,

respectivamente) aunque este porcentaje estd cambiando constantemente

debido a la dinamica del mercado mundial de este biocombustible [7].

Tabla 1-1I: Produccion mundial de alcohol etilico (2004).

Pais

Millones de

litros

Brasil

EEUU
China

India
Francia
Rusia

Sur Africa
Reino Unido
Arabia
Saudita

Espafa

15098.37
13379.98
3648.74
1748.67
828.91
749
416.35
401.21
299.01

299.01

Total

40764.45

Fuente: [7]

La principal materia prima para la produccion de etanol es la cafia de azucar, ya

sea en forma de jugo de cafla o como melazas (subproducto de la industria



azucarera). Se pueden obtener cerca de 70 L de etanol por tonelada de cafiay 9
L de etanol por tonelada de melazas, ademas de cerca de 100 kg de azulcar.
Para efectos de costeo, se debe esperar un rendimiento de 58 galones de etanol
a partir de 1 ton de melazas que contengan un 46% de azUcares. El
microorganismo mas utilizado es Saccharomyces cerevisiae por su capacidad
de hidrolizar la sacarosa de la cafia de azucar para su conversion hasta glucosa
y fructosa, dos hexosas facilmente asimilables; ademéas puede desarrollarse en
condiciones anaerdbicas, pero se necesitan pequefias cantidades de O, para la
sintesis de sustancias como acidos grasos y esteroles. La reaccion general de la

fermentacion se puede representar como:

CoHa0,, + HiO — CH,.0, + CH,.0,

Sacarosa Glucosa  Fructosa
C.H-0 + 8. cerevisice — 2C.H.OH + 2C0,
Etanol
)

La fermentacién alcohdlica puede llevarse a cabo por lotes alimentados o en
forma continua. El proceso tipico de produccion de alcohol por lotes a partir de
melazas o jugo de cafia (denominado proceso Melle-Boinot), comprende la
esterilizacion de la materia prima seguida del ajuste del pH con H,SO,y de los
°Brix a valores de 14-22. El mosto obtenido se somete a fermentacién. El vino
resultante se decanta y centrifuga para recuperar el etanol, mientras la levadura
se recircula a los fermentadores. Para la obtencion de alcohol anhidro se utiliza

mayoritariamente la destilacion azeotropica con benceno. [7]

1.3 Hidrdlisis enzimética en la produccién de etanol

Se entiende por hidrdélisis enzimética la hidrélisis que se produce mediante un
grupo de enzimas llamadas hidrolasas. Estas enzimas ejercen un efecto
catalitico hidrolizante, en todos aquellos enlaces que fueron formados por la
liberacién de una molécula de agua. Los constituyentes de la materia prima para

producir etanol (biomasa) son principalmente celulosa, hemicelulosa y lignina.


http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3lisis
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzimas

Siendo la celulosa y la hemicelulosa formadas por la reaccion de un grupo OH
con un grupo aldehido (R-CO-H) o un grupo cetona (R-CO-R), con la liberacion
de una molécula de agua. Siendo de esta manera, estas sustancias susceptibles
de ser degradadas por enzimas hidroliticas. La aplicacion de enzimas hidroliticas
en la produccién de etanol consiste en el uso de hemicelulasas y celulasas. Con
la finalidad de degradar hemicelulosa, producir carbohidratos de 5y 6 carbonos
y liberar celulosa se utilizan las hemicelulasas. Las celulasas se emplean con la
finalidad de degradar celulosa y producir glucosa [8]. Menon y colaboradores en
2010 [9] utilizaron xiloglucanasas para obtener carbohidratos de tejidos de
tamarindo, obteniendo conversiones en el rango de 55 a 78%a 50°C y 50 horas.
Wany Li, en 2010 [10] demostraron que la lignina de los residuos de maiz puede
ser hidrolizada por enzimas producidas de Cerioposipsis subvermispora,
permitiendo en pasos posteriores obtener conversiones de glucosa de 57% a
66%. Duan, Prakash y colaboradores en 2010 [11] utilizaron xilanasas
termoestables para hidrolizar la hemicelulasas de residuos agricolas. Ellos
encontraron que a 60 % al 50% de la hemicelulasas de trigo fue hidrolizado a
50°C. Person y colaboradores en 2009 [12], utilizaron celulasas para hidrolizar la
paja de trigo y centeno obteniendo de 80% a 90% de conversidon después de 72
horas. Karin y colaboradores en 2008 [13] reportaron el uso de celulasas de
Trichoderma reesie en el rango de 45 a 50°C en el proceso de fermentacion y

sacarificacién secundarias.



2 Objetivos

2.1 Objetivo general

Estudio cinético de la hidrolisis enzimatica de tejidos pretratados con &cido

sulfurico diluido de Cenchrus ciliaris

2.1.1 Objetivos particulares

1. Determinar la relacion cantidad de sdlidos agregados a cantidad de
celulasas agregadas
2. Determinar la unidad de actividad de la enzima celulasa de Aspergillus

niger en el efluente producto del pretratramiento.



3 Revision Bibliografica

3.1 Enzima

La palabra “enzima” se deriva del griego que significa “en las levaduras”. Una
enzima es un catalizador biolégico y, como todos los catalizadores, las enzimas
aumentan la rapidez de una reaccién quimica sin sufrir un cambio quimico
permanente en si misma. Las enzimas son catalizadores especificos: cada
enzima cataliza un solo tipo de reaccién, y casi siempre actia sobre un Unico
sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos. En una reaccion catalizada por
una enzima:

» La sustancia sobre la que actla la enzima se llama sustrato.

« El sustrato se une a una region concreta de la enzima, llamada centro
activo. El centro activo comprende de (1) un sitio de unién formado por los
aminoacidos que estan en contacto directo con el sustrato y (2) un sitio
catalitico, formado por los aminoacidos directamente implicados en el
mecanismo de la reaccion

* Una vez formados y liberados los productos la enzima puede comenzar

un nuevo ciclo de reaccion

Las enzimas se utilizan en un gran nidmero de sectores industriales, de los
cuales el mas grande es la industria alimentaria. Otras areas son los
detergentes, productos médico-farmacéuticos y textiles. Se conocen unas 2000
enzimas y han sido clasificadas. Kindel (1981) estimo que existen mas de 25000
enzimas en la naturaleza. Por lo tanto se puede ver el grado de potencial de
aplicacion de las enzimas. Hay muchas razones para uso de las enzimas en la
industria. En particular, las enzimas tienen muchas ventajas sobre los
catalizadores tradicionales, que son;

e Alto poder catalitico; se logra un aumento de hasta 10° a 10 en la

rapidez sobre la actividad no enziméatica

10



e En tanto que las enzimas individuales tiene una alta especificidad por
su substrato, las enzimas, como un todo, tienen un intervalo amplio de
actividad.

e Las reacciones se pueden realizar en condiciones moderadas de pH,
temperatura y presion.

e Se puede crear un centro quiral dentro de un centro proquiral.

A pesar de todas estas ventajas y de un conocimiento bastante detallando en un
gran numero de enzimas, solamente 14 de ellas se usan a escalas comerciales.
Ellas son:
» Carbohidrasas
e 0-amilasa
e [-amilasa
e Gluco-amilasa
e Invertasa
> Proteasas
e Protesas en general (obtenidas de hongo/bacterias)

e Pancretina

e Renina

e Pepsina

e Papaina
» Lipasas

e Lipasas
» Otras

e Glucosas isémera

e Glucosas oxidasa

e Pectinasas
Las mayorias de las enzimas usadas industrialmente son hidrolasas (85 % del
total); el 15% restante se divide entre oxidorreductasas e isomerasas. De las
hidrolasas, 70% hidrolizan proteinas, 26% hidrolizan carbohidratos y 4%
hidrolizan lipidos [14].
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3.2 Actividad catalitica de las enzimas

La Comision sobre Enzimas ha definido una unidad internacional de la
actividad enzimatica, el katal, el cual es la cantidad de enzima que trasforma un
mol de substrato por segundo bajo condiciones experimentales estandar. Esta
es una unidad de valor elevado: por ello se utiliza mas corrientemente

submultiplos de ella; microkatal (ukat) [15].

Es dificil comparar la rapidez de reaccién de las reacciones catalizadas por
enzimas con la rapidez de reaccion que ocurre en ausencia de la misma enzima
bajo condiciones similares de temperatura, pH, etc. Esto se debe principalmente
a las dificultades para medir las bajas velocidades de las reacciones no

catalizadas por enzimas.

Otra caracteristica importante que tiene las enzimas es su capacidad para
funcionar como catalizadores en un intervalo moderado de temperaturas (~300
K), pH (2-10) y presion (~1 atm.). Otra propiedad importante de las enzimas es
que, a diferencia de la catdlisis quimica, su actividad a menudo se puede

regularse mediante iones o moléculas pequefias [15].

3.2.1 Factores que influyen en la velocidad de las reacciones enzimaticas

Temperatura: Un aumento en la temperatura provoca un aumento de la
velocidad de reaccidén hasta cierta temperatura Optima, ya que después de
aproximadamente 45° C se comienza a producir la desnaturalizacion térmica.
Las enzimas de muchos mamiferos tienen una temperatura éptima de 37°C, por
encima de esa temperatura comienzan a inactivarse y se destruyen Sin embargo
existen especies de bacterias y algas que habitan en fuentes de aguas termales

y en el otro extremo ciertas bacterias articas tienen temperaturas Optimas

0
cercanasa 0 C.
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Efecto Del pH Sobre La Actividad Enzimética: ElI pH modifica la
concentracion de protones; estos ademas de alterar la estructura de la enzima y
el substrato, pueden participar también en la reaccion como substrato o
producto. En esos casos, la concentracion de protones afecta directamente la
velocidad de la reaccion. Cualquier cambio brusco de pH, sabiendo que las
enzimas son proteinas, puede alterar el caracter i6nico de los grupos amino y
carboxilo en la superficie proteica, afectando asi las propiedades cataliticas de
una enzima. A pH alto o bajo se puede producir la desnaturalizacion de la

enzima y en consecuencia su inactivacion. [15].

3.3 Celulasas

El término celulasas involucra un complejo de por lo menos tres actividades
diferentes, las que a su vez existen en una multiplicidad de formas para llevar a
cabo la hidrdlisis total de la celulosa. De esta manera las endof3-1,4-glucanasas
rompen al azar los enlaces internos de la molécula en las regiones amorfas,
producen un rapido decremento en la longitud de la cadena y un lento
incremento de los grupos reductores libres. Las exo-3-1,4-glucanasas remueven
unidades de glucosa o celobiosa a partir del extremo libre no reductor de la
cadena de celulosa, dando como resultado un incremento rapido en los
azUucares 0 grupos reductores y poco cambio en el tamafio del polimero.
Finalmente la R-glucosidasa hidroliza la celobiosa producida por las actividades
anteriores, dando como producto final la glucosa [16]. La degradacion
enziméatica de la celulosa es un proceso complicado debido a la naturaleza del
sustrato, ya que, en forma nativa la celulosa esta compuesta por largas cadenas
cristalinas unidas por puentes de hidrégeno. Estas fibras estan cubiertas por una
matriz de hemicelulosa y lignina lo que reduce su accesibilidad a los enzimas
celuloliticos. Los microorganismos que degradan la celulosa poseen un sistema
enzimatico con una variedad de enzimas, diferentes en cuanto a especificidad y

modo de accion, los cuales actian de manera sinérgica en la hidrélisis de
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celulosa. La celulasa es un complejo enzimatico, mezcladas por lo menos dos

enzimas, C1y C, cuya funcién no esta perfectamente definida. Kim desarrollo un

modelo cinético basado en los siguientes postulados:

a) C; es una enzima que reduce las uniones entre las cadenas de celulosa
abriendo la estructura cristalina y convirtiendo la celulosa cristalina en
amorfa y/o reactiva. Cy (endo y exo-B-glucanasas) hidrolizan la celulosa mas
reactiva eliminado las unidades de glucosa a partir de los extremos n
reductores (exo) y por rompimiento aleatorio de las cadenas largas (endo).

b) Cx actla en la celulosa cristalina generando extremos libres, que son mas
susceptibles al ataque enzimatico; C; es una enzima que hidroliza los
extremos reactivos de la celulosa producidos por la accién de C.

c) Se considera que la solucién de la enzima como de un solo componente y
las distintas actividades cataliticas aparecen cuando la celulosa es adsorbida
en diferentes porciones de la matriz de la celulasa. Se postula que la enzima
gue rompe las uniones cristalinas tiene una forma complejade C; + Cx0 C1 y

Cy actuan en el ciclo de hidrdlisis para producir azucares reductores.

3.3.1 Fuentes de celulasa

Los microorganismos producen una amplia gama de enzimas utiles a nivel
industrial, muchas de las cuales son segregadas al exterior celular. Estos
microorganismos son capases de desarrollarse facil y rapidamente en su medio
de cultivo cuya tecnologia se encuentra hoy bien establecida. La optimizacion de
la produccion de enzimas a partir de microorganismo depende de una serie de
factores interrelacionados, lo que significa que una enzima solo puede
sintetizarse durante parte del crecimiento. Algunos microorganismos de
importancia industrial empleados para la obtencidon de metabolitos son los
correspondientes al género de Deuteromicetos (Deunteromicotina), entre los
cuales estan Aspergillus Niger, Penicillium notatum-chrysogenum y Trichoderma
viride [17]. Las celulasas son de las enzimas que tiene una gran importancia por

sus grandes aplicaciones que tiene dentro de la industria, como lo es en la
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industria textil, en la industria de produccion de detergente, la produccion de
alimentos y en la formulacién de medicamentos. Las celulasas son producidas
por una gran variedad de microorganismos entre los que se encuentran hongos
y bacterias como lo es Aspergillus niger [18]. La mayoria de los microorganismos
celuloliticos son capaces de producir tanto celulasas como xilanasas; sin
embargo, algunos otros sélo producen celulasas o xilanasas. A partir de los
estudios realizados tanto en hongos como bacterias se ha propuesto un modelo
general de regulacion controlado por dos mecanismos. Por un lado, la induccién
gue se lleva a cabo por sus sustratos naturales celulosa y xilan para las
celulasas y xilanasas, respectivamente, y por otro la represién por fuentes de
carbono de bajo peso molecular como glucosa y celobiosa para el caso de las

celulasas, y xilosa, arabinosa o xilobiosa para las xilanasas.

3.4 Naturaleza de los tejidos pretratados de Cenchrus ciliaris

Los tejidos de Cenchrus ciliaris fueron obtenidos en un trabajo de investigacion
previo sometiendo por un periodo de una hora, 10 gramos de Cenhrus ciliaris, de
tamafio de particula menor a 0.173 mm, en 1000 ml de &cido sulfurico de
concentracion 0.15 M a 135 °C por un lapso de 60 minutos.

3.4.1 Composicién de Cenchrus ciliaris

El Cenchrus ciliaris es una planta perenne, crece en el verano y puede llegar a
crecer hasta 150 cm de alto. Este zacate soporta desde climas sub-tropicales
hasta regiones calidas con veranos lluviosos y largas temporadas de sequia.
Cenchrus ciliaris tiene como sus principales componentes celulosa (33.5%
w/w), hemicelulosa (31.8% w/w) y lignina (5.3% w/w)[19].

Celulosa: su formula quimica es (C¢H100s)n puede contener grandes cadenas
de la misma. La celulosa es rigida, insoluble en agua y contiene desde varios

cientos hasta varios miles de unidades de glucosa.
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Figura 3-1: Estructura molecular de la celulosa.

Hemicelulosa: es también un componente de las paredes de las células de las
plantas. Su funcién es la de una sustancia de soporte y armadura, es decir, es
la de unir la celulosa y la lignina.

Lignina: el papel de la lignina es cementar los polisacaridos de la pared vegetal
y actuar como barrera de la degradacion microbiana del material lignocelulosico.
Después de la celulosa es la segunda sustancia organica mas abundante en el
planeta [8].

A continuacion se muestra en la Tabla 3-1 la composicion de Cenchrus ciliaris
utilizado en el proceso de pretratamiento para obtener los tejidos utilizados en la

presente investigacion.

Tabla 3-1: Composicion quimica del Cenchrus ciliaris.

Componente % En peso de
materia seca
Materia Organica 84.4
e Proteina cruda 10
o Fibra detergente neutra 74.54
o Celulosa 35.5
o Hemicelulosa 31.8
o Lignina detergente acido 5.3
o Cenizas insolubles en 2.1
acido

Fuente: [19]
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3.4.2 Composicién de los tejidos pretratados de Cenchrus ciliaris

En el trabajo de maestria realizado previamente, donde se produjeron los tejidos
utilizados se concluyé que como efecto de las condiciones de proceso, la
totalidad de la hemicelulosa fue removida; asumiendo que el proceso aplicado
fue especifico para la hemicelulosa; la composicion de los tejidos utilizados en el
presente estudio es mostrada en la Tabla 3-II.

Tabla 3-II: Composicion de los tejidos pretratados de Cenchrus ciliaris.

Componente % En peso de
mataria seca
Materia Organica 77.23
e Proteina cruda 14.61
e Fibra detergente neutral 62.62
o Celulosa 51.82
o Hemicelulosa 0
o Lignina detergente 7.74
acido
o Cenizas insolubles en 3.06
acido

17



4 Marco Tedrico

La hidrolisis de la celulosa puede ser catalizada eficazmente tanto por acidos
como por enzimas celuloliticas. El &cido puede introducirse profundamente en la
estructura morfologica de la celulosa, debido al pequefio tamafio de las
moléculas y llevar a cabo una reaccion secuencial de pseudo primer orden. Los
principales inconvenientes de este proceso son; el rendimiento relativamente

bajo, la alta formacion de subproductos y elevado consumo de energia.

La hidrélisis enzimética puede dar un producto puro con un rendimiento
cuantitativo, consumiendo menos energia. Pero la enzima es una
macromolécula, por lo que su acceso a la celulosa, en el substrato celulésico
heterogéneo e insoluble, puede estar restringido por muchos factores que no

interviene en la catalisis acida [8].

4.1 Cinética enziméatica homogénea

El objetivo de la cinética enzimética es el estudio de las enzimas en su
funcionamiento. Se propone, en particular, establecer las relaciones que existen
entre la velocidad de la reaccion enzimatica y las concentraciones del substrato
y de la enzima, asi como la influencia de algunos factores: pH, temperatura, etc.
[15].

La cinética enzimatica simple se basa en tres principios experimentales:
1.- Que el substrato, S, forma un complejo intermediario enzima-
substrato, ES, con la enzima, E.
2.- Que la rapidez de la reaccién a tiempo, t (es decir, la rapidez de
desaparicion del substrato, -dS/dt, o bien, la rapidez de formacion del
producto, dP/dt) se representa con la pendiente de la curva P o S=f(t).
Estas pendientes varian con el tiempo durante el curso de la reaccion,

debido a la desaparicion del substrato (Figura 4-1). La mediciones
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sintéticas de basan generalmente en la parte lineal de la curva, es decir,
la velocidad inicial o la rapidez inicial de la reaccion. En esta region es
extremadamente pequefia la concentracibn del producto y, en
consecuencia la descomposicion del producto a substrato es
insignificante (determinado por la constante de rapidez, K;) y se puede

escribir:

ky
E+S ES—E+P
4—

k_y 3)

A; intervalo para el cual
dP/dt permanece constante

Producto formado

|
|
|
|
1

| I Tiemp 0 —

A

Figura 4-1: Cambio de concentracion del producto en funcién de tiempo.

3.-Para una concentracion dada de substrato, la determinacién de la
variacion en la rapidez de reaccién como funcién de la concentracién de
la enzima no es lineal, sino hiperbdlica (Figura 4-2). Esto se debe a que
todo estad formado por un complejo enzimatico enzima substrato [ES] a
altas concentraciones de la enzima. En consecuencia, la rapidez inicial de

la reaccién como funcién de la concentracién de la enzima permanece
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constante en estas condiciones. Para estudios cinéticos es necesario
situarse en las condiciones que corresponden al principio de la curva,

donde es lineal, es decir, a concentraciones bajas de enzimas. [15]

[}

B; intervalo de concentracion en gue se aplican las
ecuaciones de rapidez

Rapidez de reaccidn

T Concentracion de la enzima (E)

B

Figura 4-2: Rapidez de la reaccién en funcion de la concentracion de la enzima.

4.1.1 Mecanismo de reaccidn

La cinética de Michaelis-Menten describe la velocidad de reaccion de muchas
reacciones enzimaticas. Su nombre es en honor a Leonor Michaelis y Maude
Menten. Las reacciones catalizadas por enzimas exhiben cinética de saturacion.
A bajas concentraciones de substrato, la velocidad de la reaccion es
proporcional a la concentracién de substrato y la reaccién es de primer orden
con respecto al substrato. A medida que la concentracion de substrato aumenta,
la rapidez de la reaccién disminuye y ya no es proporcional a la concentraciéon
de substrato; la reaccion es de orden mixto. A concentraciones alun mas altas la
rapidez de reaccion es constante e independiente de la concentracion del

substrato, la reaccion se vuelve de orden cero (Figura 4-3).
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Figura 4-3: Rapidez inicial de la reaccion en funcion de la concentracion de

substrato.

Estos factores llevaron a Michaelis y Menten en 1913, a proponer una teoria
general de las cinéticas enzimaticas que mas tarde fue extraida por Briggs y
Haldane. Estas teorias se basan en tres suposiciones principales:

1. Que la concentracion de la enzima [E] es mucho mas baja que la
concentracion de substrato [S], de modo que el cambio en [S] durante la
reaccion es insignificante.

2. Que la concentracion del producto P es cero.

3. Que la liberacion de S a partir del complejo ES es mucho mas rapido que
la liberacion de los productos y, en consecuencia, E y S pueden

considerarse en equilibrio.
E+S§S ES—E+4+P
4_
= @)
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Por lo tanto
ki [E] [S] = k-1[ES] puesto que k3 << k-1

= o1
[E]= [ESl;=5 5)

Asi la ecuacién contiene dos incégnitas, [E] y [ES], ya que es imposible
determinar concentraciones a cualquier tiempo dado de estas especies, sin

embargo se conoce la concentracion total de la enzima, Er:
Er= [E]+[ES] (6)

Sustituyendo ecuacién 7 en la ecuacion 6, se obtiene:

=

ET=[ES][1+K1[5]

(7)

La rapidez de reaccion es V= k3[ES], como reaccion inversa puede ser

ignorada (k.3); en consecuencia:

KE El" — KH ET[S]

K K
14+ —1_ 514+ =1
K,[5] (5] Ky (8)
Esta ecuacion relaciona la rapidez de reaccion con la concentracion total
de la enzima, Et, y la concentracion de substrato, S. los términos de rapidez k;,
k-1, ks, son constante y , por lo tanto, la relacibn de k-; /k; también lo es 'y
puede representarse por el termino K, la constante de Michaelis. Ademas ksE+

es la rapidez maxima de reaccién y entonces, la expresion se pude escribir de
la forma: [20]:

V — Vmﬂx [s:l
K, +[S] (9)
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4.1.2 Determinacién de los parametros enzimaticos por la grafica de

Lineweaver-Burk

En una curva hiperbdlica es dificil determinar con precision Vigax Y, €n
consecuencia, Kn. Debido a esto se ha recurrido a muchas formas lineales de la
ecuacion de Michaelis- Menten, de las cuales la mas popular es la gréfica de
Lineweaver-Burk, la cual simplemente implica tomar los reciprocos de ambos
lados de la expresion de la ecuacion de Michaelis-Menten (9) de ambos lados de

la expresién, como se muestra a continuacion:

V — erz;r [5]
K, + [5] ©)

Y los reciprocos de la ecuacion de Michaelis- Menten

1 (Kn+[S) Ky 1 1

_ - +
V {I'Fma.r [S]:] Iin. ar [S] Lfmﬂr (10)

Posteriormente se realiza la grafica de 1/V contra 1/[S] produce una linea recta
con una pendiente , Kn/Vimax, Una ordenada al origen. 1/ Vqhax Y una ordenada
sobe la abscisa de -1/ K, (Figura 4-4). Por lo tanto, en dicha grafica Kn, y Vimax S€
pueden medir directamente [20].
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Figura 4-4: Grafica de Lineweaver-Burk.

4.2 Cinética enzimética heterogénea

Como la catalisis es heterogénea, el catalizador se encuentra en una en
una fase distinta a la fase de la mezcla de reaccion. Para este tema de
investigacion el catalizador fue la celulasa; la cual es soluble en la solucién
donde se lleva a cabo la reaccion y el substrato se encuentra en estado sélido e
insoluble en la solucién. El punto de atencién se concentr6 en la enzima
(celulasas) que se encuentra en solucién y el sustrato que se encuentra solido,
la celulosa de Cenchrus ciliaris. Las celulasas actian sobre un medio porosos
(Cenchrus ciliaris) en donde se puede llevar la ruptura de la glucosas

polimerizada que forman la celulosa.

421 Mecanismo de reaccidn

Para desarrollar un modelo razonable para cinética heterogénea se opta por
considerar lo siguiente: la enzima ahora absorbe en el sustrato. Dejando un sitio
vacante en la superficie del sustrato (A), asumimos que el equilibrio es el
siguiente [16]:
Kgds
E+A —/—— EA

Kies

(11)
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Si ap es el numero total de moles de los sitos de adsorcion en la superficie del

substrato por unidad de volumen de la mezcla de la reaccion, nos da:
ao=A + (EA) (12)

Combinando esta ecuacion con la relacion de equilibrio para la adsorcion de la

enzima, obtenemos:

E
(E4) = _ %=
K, +E (13)
Donde;

_ Ku’es

ads (14)

=

4.2.2 Determinacion de los parametros enzimaticos
De la ecuacion 13 se deriva la siguiente ecuacion al sustituir V... = (E,)(as) y

Km:KA.

_ Vmax(E)
V= Ky +E (15)

Donde V es la velocidad de produccién del producto, Vmax €S la maxima
velocidad de producciéon del producto que se puede alcanzar en el sistema; la
cual es alcanzada a valores determinados de temperatura y pH, E es la
concentracion de enzima y Ky, es el valor de concentracion de enzima en el cual

se alcanza un medio de Vmax.

Para calcular los parametros cinéticos Vmax Y Kn la ecuacion 17 es arreglada de

la siguiente forma:
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1 (K, 1+ 1
V \Vol E V..

Y se utiliza el siguiente procedimiento:

(19)

1) graficar el inverso de la velocidad de reaccion contra el inverso
concentracion de enzima

2) Obtener interseccion con eje y cuando x=0

3) Sacar inverso de la cantidad obtenida en el paso 2 y obtener Vax.

4) Para calcular de K, , multiplicar la pendiente por el valor de Vmax

obtenido en el paso 3.
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5 Materiales y Métodos

Los tejidos de Cenchurs ciliaris utilizados en esta investigacion fueron obtenidos

por pretratamiento con H,SO, al 0.15 M, a 135°C, para eliminar la hemicelulosa.

Con los tejidos obtenidos se realizaron ensayos de hidrdlisis a temperatura de
40 °C y pH de 4.5, donde se evaluo la formacion de glucosa utilizando celulasas

de Aspergillus niger.

5.1 Naturaleza de los tejidos pretratados de Cenchrus ciliaris

Los tejidos de Cenchrus ciliaris fueron obtenidos en un trabajo de investigacion

previo donde tuvieron un pretratamiento con H,SO, al 0.15 M, a 135°C, por un

periodo de una hora, para eliminar la hemicelulosa, de tamafio de particula

menor a 0.173 mm.

5.2 Enzima utilizada
En la presente investigacion para lograr la hidrélisis de los tejidos pretratados de
Cenchrus ciliaris fue utilizada celulasas producidas por Aspergillus niger
obtenidas de USB Corporation (Cleveland, OH USA). La cual tiene como

condiciones 6ptimas de pH 4.5 y Temperatura 40°C.

5.3 Disefio experimental
Para la realizacion de la experimentacion del proyecto se utilizo el siguiente
material:
Material
e Agitador magnético
e Reactor (Vaso con reflujo de agua para calentamiento de 1000 ml)
e Controlador de temperatura PolyScience modelo 210

e Potencibmetro y Termémetro digital OAKTON
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Placa agitadora magnética

Vaso de precipitado de 100 ml

Pipetas Volumétricas de 10 ml, 5 mly 1 ml.

Viales de 1 ml

Matraz de 250 ml

Balanza digital

Agua desionizada

Tejidos pretratados con acido sulfarico diluido de Cenchrus ciliaris
Celulasas (USB Corporation (Cleveland, OH USA))
Acido sulfdrico diluido (0.15 M)

Hidroxido de Sodio (8 M)

Centrifuga

Filtro Pall 0.45u nylon

Jeringa de 1 ml

Para realizacion de los experimentos se siguié el siguiente procedimiento:

En el vaso de precipitado de 100 ml se le adicionan 50 ml de agua
desionizada.

El vaso con 50 ml de agua desionizada se introdujo en el reactor (vaso
con reflujo para calentamiento) hasta que llegue a una temperatura de
40°C.

Medio gramo de Cenchurus ciliaris se coloco en el vaso de precipitado en
cual ya se la habia adiciona a los 50 ml de agua desionizada que se
encuentraba en el reactor a la temperatura adecuada.

Cuando se encuentre la solucién homogenizada se ajusta el pH con acido
sulfurico diluido (0.15 M) e hidréxido de sodio al 8 M que se encontraba

preparada previamente.
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Cuando la soluciéon se encuentre a las condiciones adecuadas para la
realizacion de la experimentacion se pesa la celulasa deseada y se
adiciona al reactor.

Después de adicionar la celulasa se toma muestras de 1 ml a intervalos

de tiempo razonables para determinar velocidad inicial de reaccion.

5.4 Andlisis de las muestras por HPLC

Una vez que se tomaron muestras de la experimentacion se realiza el andlisis

por medio de HPLC y el procedimiento utilizado fue el siguiente:

Las muestras en viales de 1.5 ml fueron centrifugadas por alrededor de 5
minutos para la eliminacion de solidos que se encuentran en la solucion
Después de centrifugar la solucion es filtrada por un filtro Pall 0.45u
Nylon
De la solucion filtrada se toma aproximadamente 0.5 ml en la jeringa de 1
ml para ser inyectado al HPLC.
Las condiciones y equipos de HPLC son
» Bomba Prostar 220 operando a un flujo de 0.6 ml/min
» Detector de indice de refraccion Varian Star 9040 utilizando un
factor de atenuacién de 256x 10° RIU/F.S a 35°C
» La separacion de los carbohidratos fue realizado por medio de una
Columna BioRad Aminex 84P a temperatura de 85°C.
» Tiempo de retencion en el equipo HPLC fue de aproximadamente
de 12 min.
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Agregar en un vaso Pesar 0.5 g de la Pesar las cantidades de
de 100 ml 50 ml de muestra de Cenchrus enzima para cada ensayo a
agua desionizada ciliaris realizar

Mantener temperatura
constante de 40°C

}

Ajustar el pH 4.5

Mezclar y mantener
homogenizado

Tomar muestras
cada periodo de

v

Analizar cada muestra
tomada en HPLC

Figura 5-1: Diagrama de flujo del disefio experimental.
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6 Resultados

6.1 Curvade calibracion de glucosa

Para determinar la curva de calibracion se analizaron soluciones a
concentraciones conocidas de estandares de glucosa; la cual presento la sefial
correspondiente a los 12 minutos. A continuacion se muestra una tabla (Tabla 6-
1) con las diferentes concentraciones utilizadas y con las diferentes areas dada

para cada uno de ellas.

Tabla 6-1: Concentracion de glucosa.

GLUCOSA (g/L) Area (mV*min)

2.1 26.7167678
1.68 21.695773
1.05 14.0386878

0.5 7.47508747
0.42 5.33294648
0.21 2.96475037
0.105 2.34391365

Los valores anteriores son graficados; lo cual nos da una curva de calibracion

como se muestra en la Figura 6-1.
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Figura 6-1: Grafica de curva de calibracion

En la grafica se muestra la ecuacion de la curva de calibracién la cual es
y=12.448x+0.7243 y el coeficiente de correlacion de 0.9982. De la cual es
posible estimar la concentracibn de una muestra conociendo el area
correspondiente a la muestra, el factor de dilucibn y mediante el uso de la

siguiente formula:

Area — l].?243)

Concentracion = FD (
12448

(20)

Dénde:
FD:; es el factor de dilucién

Area; es el area dada por la integracion de la curva de analisis

6.2 Resultados experimentales

Se realizado la hidrélisis enzimatica utilizando como substrato a Cenchrus ciliaris
con un pretatramiento de acido sulfarico con una concentracion de 0.15 M a

135°C y la misma cantidad para cada ensayo que es de 0.5 gramos en un
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volumen, con celulasas de Aspergillus niger a diferentes concentraciones con
agitacion constante, controlando las variables de temperatura (40°C) y pH (4.5),

en un tiempo de 2 horas y tomando muestras de 20 minutos o mayores.

En la Figura 6-2 a 6-6 se muestra la produccion de glucosas al poner en
contacto de 0.5 gramos de tejidos de Cenchrus ciliaris en un volumen de 50 ml
de solucién a 40°C y pH 4.5 a diferentes relaciones de enzima-substrato que van
desde 0.02 hasta 3.2 g/L.

3
jary
B 25
3
g 2
o
S 15
S
T y=0.0019x- 0.02
£ R?=0.7002
3
c 05
o
O ._/471%/”/’
0 ’
0 50 100 150 200
t{min)

Figura 6-2: Produccion de glucosa a 40°C, pH 4.5, a 0.2 g/l.
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Figura 6-3: Produccion de glucosa a 40°C, pH 4.5, a 0.4 g/l.
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Figura 6-4: Produccién de glucosa a 40°C, pH 4.5, a 0.8 g/l.
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Figura 6-5: Produccion de glucosa a 40°C, pH 4.5, a 1.6 g/l.
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Figura 6-6: Produccion de glucosa a 40°C, pH 4.5, a 3.2 g/l.

Considerando la cantidad de tejidos pre tratados agregados al reactor y su
composicién; la maxima concentracion de glucosa esperada era de 5.2 g/L; la
Figura 6-6 muestra una concentracion maxima de 2.8 g/L a los 120 minutos; lo
gue equivale a una conversién aproximada de 53.84%.
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6.3 Calculo de velocidades de reaccion

La velocidad de reaccion se calculd con las pendientes de los datos mostrados

en las Figuras 6-2 a 6-6.

Tabla 6-1I: Concentracion de enzima y velocidad de reaccion.

ENZIMA (g/L)

r (g/(L*min))

0.2
0.4
0.8
1.6
3.2

0.0019
0.0045
0.0069
0.0093
0.0131

6.4 Calculo de los parametros enziméaticos

El calculo de los valores de Kn, ¥ Vimax fue realizado utilizando las ecuaciones 17

y 18. Un primer paso consiste en graficar la velocidad de reaccién contra la

concentracion de enzima,; lo cual es mostrado en la Figura 6-7.

0.018

0.016

0.014

0.012

0.01

0.008

v [g/{L*min)]

0.006

0.004 *

0002 —¢

1.5

E(g/L)

Figura 6-7: Velocidad de reaccion (v) en funcién de concentracion de enzima

(E).
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La grafica anterior muestra los datos experimentales obtenidos de la cual es
posible obtener los parametros cinéticos utilizando regresion no lineal; pero la
metodologia mas utilizada para lograr este propésito es la descrita en la
Seccién 4.2.2. La Figura 6-8 muestra la aplicacion de procedimiento de la

seccion 4.2.2.

600
&

500
= 400
=
*
= 300
= y=94.419x+32.528
= R2=0.9765
= 200 *
— //

100 ’/t

0
0 1 2 3 4 5 6
1/[E{g/L)]

Figura 6-8: Grafica de inversa de velocidad de reaccion en funcion de inversa

de concentracion de enzima.

De la grafica anterior se deduce que el valor de Vnax es 1/32.528=0.03074274;
obteniéndose asi Vmax =0.0307 g/(L*min). Utilizando este valor y multiplicando
por la pendiente de la recta de la Figura 4-7 se obtiene el valor de K, de
2.902269921. De esta manera K, es igual a 2.902 g/L. La forma en que los
valores obtenidos de los parametros cinéticos describen los resultados

experimentales es mostrada en la Figura 6-9.
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Figura 6-9: Descripcion de datos experimentales por Vimax=0.0307 y K,=2.903.

Los valores de Kn, Y Vimax que fueron obtenidos utilizando una forma lineal
del modelo. En dicho procedimiento, de acuerdo a los datos experimentales se
obtienen valores inversos los cuales son de magnitud variante, esto conlleva a
gue los resultados arrojados, no describan de forma adecuada los datos. Una
descripcibn mas adecuada se obtiene al realizar una regresion no lineal y
minimos cuadrados; el procedimiento consiste en variar los valores de Kn, Y Vimax
hasta que se obtenga un minimo valor de la suma de las diferencias cuadradas
de los datos experimentales y los datos dados por el modelo. Al aplicar este
método se obtiene que Kn=1.39759930351448 y Vax=0.01853344. La forma en
gue estos valores describen los resultados experimentales es mostrada en la
Figura 6-10.

38



0.018

0.016
0.014
o
‘e 0.01
* /
= 0.008
od /
>

0.006 /
0.004

0.002

E(g/L)

Figura 6-10: Descripcidon de datos experimentales por Vmax=0.0185 y
Km=1.3975.

Por lo tanto es evidente que al usar el método de los inversos no se obtienen
valores apropiados que describen los resultados experimentales; por lo tanto los
valores que describen la cinética de la hidrdlisis de la celulosa contenida en los
tejidos pre tratados de Cenchrus ciliaris son Kn=1.397 g/L y Vmax=0.0185
g/(L*min).
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7 Conclusiones

1.- La hidrolisis enziméatica de los tejidos pretratados con acido sulfdrica diluido

de Cenchrus ciliaris obedece la cinética dada por el siguiente modelo:

Vg (E)
KEn+E

V=

Con los valores de Ky, =1.3979/L Y Vimax =0.0185 g/(L*min) al realizar la hidrdlisis
a 40°Cy pH de 4.5 utilizando celulasas de Aspergillus niger.

2.- La descripciéon de los resultados experimentales fue mejor al utilizar los

valores de los parametros obtenidos al aplicar regresion no lineal, que al utilizar

Vg (E)
KEn+E

los valores obtenidos linealizando la ecuaciéon v =

3.- La relacion de solidos agregados a cantidad de celulasas que permite
velocidades de produccion de 0.009 g/(L*min), lo cual equivale al 50% de la
velocidad méaxima, es de (0.5g/50mL)/(1.397¢g/L) = 7.158 gramos de solidos por

gramos de enzima.

4.- Utilizando celulasas de Aspergillus niger fue posible obtener un 53.84% de
hidrolisis de celulosa de los tejidos obtenidos como producto del pretratamiento
acido después de 120 minutos utilizando una concentracion de tejidos
pretratados de Cenchrus ciliaris de 10 g/L, una concentracion de enzima de 3.2
g/L a 40°Cy pH 4.5. Comparando los resultados obtenidos en esta investigacion
con los de Zhang y colaboradores (2010) se observa que estos investigadores
obtuvieron el 67.6% de conversion después de 24 horas a 50°C, mientras que
en esta investigacion se obtuvo el 53.83% de conversion después de 2 horas a
40°C.
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