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1. Resumen Ejecutivo

Se estudid la factibilidad de producir bioetanol de segunda generacién desde orujo de uva
tinto que proviene de vinificacion. Para esto se degradaron las fibras de celulosa presentes en
el orujo usando enzimas especificas conocidas como celulasas, mediante una reaccion
quimica denominada hidrolisis enzimatica. El producto de esta reaccion son azlcares
asimilables por levaduras para la fermentacion alcohélica. Para mejorar el rendimiento de la
reaccion de hidrolisis enzimatica, se hicieron tratamientos previos a la hidrélisis y en esta
investigacion se probaron los pretratamientos acido y alcalino sobre el orujo tinto.

Se realizaron ensayos de hidrélisis enzimatica del orujo con el fin de caracterizar el progreso
de la reaccion, comparando diferentes cargas enzimaticas de celulasas (15, 30 y 90 [FPU/g
de celulosa]) y diferentes razones de actividad enzimatica entre las dos enzimas utilizadas
(0,4; 0,8y 2,4 [IU de B-glucosidasa/FPU de celulasa]). Se evidencié que a 30 [FPU/g] y una
razon de actividad de 2,4 [IU/FPU] se obtiene la mayor conversion en la hidrélisis sin
pretratamientos (13,04 [g azucares reductores/g celulosa]), y esas condiciones también se
obtienen las mayores conversiones cuando se usan pretratamientos acido y alcalino (16,67 y
15,71 [g azucares reductores/g celulosa] respectivamente).

Las concentraciones de azUcares reductores alcanzadas con los pretratamientos no son
significativamente diferentes, pero las diferencias radican en el porcentaje total de masa
solubilizada y el contenido de polifenoles totales; estos criterios permitieron determinar que
el pretratamiento acido es una mejor alternativa, frente al pretratamiento alcalino.

También se estudio el efecto de la temperatura sobre el proceso de hidrolisis y fermentacion
simultanea (SSF) probando tres valores (28, 39 y 50°C) y comparando con la configuracién
separada (SHF), encontrandose que no hay diferencias significativas en el rendimiento de
etanol al cambiar la temperatura (15,8% para todos los experimentos). Con los resultados
obtenidos se puede concluir que es posible obtener azucares reductores desde el orujo de uva
usando la hidrolisis enzimatica, que el pretratamiento acido es preferible al alcalino y que en
las condiciones seleccionadas el rendimiento de etanol obtenido es bajo debido al efecto
inhibitorio de los compuestos fendlicos sobre las enzimas celuloliticas y las levaduras,

independiente de la configuracion utilizada.
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2. Introduccion

La industria vitivinicola ha desarrollado la produccion de vino mediante la vinificacion, que
implica el control y optimizacion del proceso de fermentacion alcohdlica del jugo o mosto
de la uva. Este proceso bioquimico, involucra la metabolizacion de monosacéridos como la
glucosa y la fructosa por parte de algunos microorganismos que son capaces de convertirlos
en etanol y di6xido de carbono. Las levaduras de la variedad Saccharomyces Cerevisiae son
los microorganismos mas estudiados y utilizados tanto en procesos de vinificacion como en
otro tipo de fermentaciones alcohdlicas. Al igual que muchas industrias, la vinificacion
genera subproductos del proceso que son considerados residuos, los cuales pueden ser
solidos, liquidos y gaseosos, en su mayoria de composicion organica. En la actualidad, a
causa de los potenciales efectos de los residuos sobre el medio ambiente, el manejo final de

éstos es muy relevante en el proceso productivo.

El orujo de uva es uno de los principales residuos organicos solidos que se origina en la
vinificacion. Este residuo corresponde a una mezcla de hollejos, semillas, tallos y pulpa
residual que se obtiene después de la fermentacion en el caso del vino tinto, y antes del
proceso de fermentacion cuando se realiza vinificacion blanca. Se estima que el 30% de la
masa total de la uva procesada en la vinificacion termina como orujo de uva, y las
disposiciones medioambientales establecidas para su disposicion final varian segun la
geografia. Mientras que en Europa la mayor parte del orujo se utiliza para la produccién de
destilados de orujo, en Chile se dispone en suelos para recuperar nutrientes o evitar la

aparicion de plagas.

Desde la década de los 80, la comunidad cientifica ha trabajado en la busqueda y desarrollo
de nuevas fuentes energéticas que tengan menos impacto sobre el medio ambiente en
comparacion a los combustibles fésiles. Uno de los biocombustibles mas populares dentro
de los estudios relacionados con esta area es el bioetanol, que corresponde al alcohol etilico
producto de la fermentacion alcoholica de azucares por parte de las levaduras. Este bioetanol

puede ser de primera 0 segunda generacion.



La primera generacion hace alusién al bioetanol obtenido de materia prima vegetal que esta
destinada principalmente a alimentacion humana (arroz, trigo, cebada, entre otros) y el
bioetanol de segunda generacion corresponde al mismo producto, pero proveniente de
biomasa vegetal descartada como desecho.

Dado que el orujo de uva constituye un residuo del proceso de vinificacion, se puede utilizar
como materia prima para producir bioetanol de segunda generacién. Y esto es gracias a la
estructura del orujo de uva que esta compuesta principalmente por un sustrato denominado
lignocelulosa, que corresponde a diferentes entrelazamientos y distribuciones estructurales
de tres polimeros presentes en esta conformacion: Celulosa, lignina y hemicelulosas. Tanto
la celulosa, como las hemicelulosas son polimeros conformados principalmente por
monosacaridos que podrian ser fermentados en etanol, pero para poder ser metabolizados por
las levaduras deben estar disponibles en una forma simple y asimilable. Y para eso, se han
desarrollado técnicas para degradar y despolimerizar estas macromoléculas para obtener

monosacaridos.

Las tecnicas utilizadas han sido variadas, sin embargo, las que lideran su aplicacion son la
hidrolisis acida, que permite la eficiente degradacion de enlaces glucosidicos en medio &cido,
y el otro método es la hidrdlisis enzimatica, que corresponde a la degradacion de los
polimeros presentes en la lignocelulosa mediante el uso de enzimas especificas para los tipos
de enlaces presentes. Se han estudiados diversos sistemas enzimaticos y bioldgicos para
describir y cuantificar la produccion de bioetanol a partir de diferentes fuentes de

lignocelulosa.

La produccién de bioetanol desde lignocelulosa se ha realizado utilizando microorganismos
termo-tolerantes, ajustando los nutrientes disponibles en el medio de cultivo, usando enzimas
mas especificas, utilizando pretratamientos y cambiando la configuracion de fermentacion.
El cambio de configuracién se ha estudiado con algunos sustratos lignocelulésicos,
hidrolizando enziméaticamente, y a medida que se generan los azUcares reductores estos son
consumidos inmediatamente por las levaduras en un mismo reactor. Esta configuracion se
denomina sacarificacién y fermentacion simultanea (SSF) y parece una opcion atractiva
para desarrollar con un sustrato como el orujo de uva, ya gque otros estudios han confirmado

su potencial uso para la produccion de bioetanol.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Evaluar la factibilidad técnica de hidrolizar enziméaticamente y fermentar de manera

simultanea orujo de uva tinto proveniente de vinificacion.

3.2 Objetivos Especificos

Estandarizar las condiciones de hidrolisis enzimatica como la carga enzimatica
de celulasas (CEC) y la razon de actividad enzimatica de B-glucosidasa/celulasa
(Ap/Ac).

Evaluar el efecto de los pretratamientos acido y alcalino sobre el rendimiento de

la hidrélisis enzimatica.

Estudiar el efecto de la temperatura sobre el proceso de fermentacion e hidrélisis
simultanea (SSF), y comparar con el rendimiento del proceso al hidrolizar y

fermentar el orujo de uva en forma separada.
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4. Antecedentes Generales

4.1 Residuos de la industria vitivinicola

La industria vitivinicola, que mediante la fermentacion alcohdlica del mosto de la uva (Vitis
Vinifera) produce vino, constituye una de las actividades agricolas mas importante a lo largo
del mundo. La industria es dominada por Italia, Francia, China y Espafia con el 44,4% de la
produccion mundial, el resto se reparte en mas de 67 naciones productoras como Australia,

Nueva Zelanda, Chile, Argentina, Sudéafrica, entre otros [1].

En el afio 2017 se produjeron alrededor de 73,3 millones de toneladas de uvas en el mundo
y aproximadamente el 52% se utiliz6 para producir 279 millones de hectolitros de vino [2].
Se estima que se pueden generar hasta 270 [Kg] de residuos solidos por cada metro cubico
de vino producido, con una fraccion hameda del 60%, el resto se componen
aproximadamente por un 63% de orujo (compuesto por hollejos, semillas, tallos, pulpa
residual y borra residual); un 14,8% de tallos y escobajos, y un 22,2% de borra de vino, la
cual esta compuesta por levaduras residuales y otros solidos [3]. El tipo de residuo producido
depende directamente de los procedimientos especificos realizados en la vinificacién, lo cual
puede afectar las propiedades fisicoquimicas de estos residuos, las caracteristicas que
determinan su potencial uso y el ciclo de revalorizacion especifico en el cual éstos pueden
ser incluidos [4]. Aun asi, estos sélidos residuales se caracterizan por presentar un alto
contenido de compuestos biodegradables y s6lidos en suspension [5], haciéndolos atractivos

para su explotacion.

La Figura 1 presenta un resumen de los principales residuos provenientes de la industria
vitivinicola y su clasificacion. Mientras que la Figura 2 (Adaptada de [5]) muestra las
principales etapas de la vinificacién tinta y blanca, y los respectivos residuos generados en

cada una de las etapas.
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Figura 1. Principales tipos de residuos generados en la industria vitivinicola. Elaboracion propia

4.2 Residuos de la industria vitivinicola nacional

Chile se destaca en la industria vitivinicola como el cuarto exportador de vino en el mundo
y su calidad en este rubro es reconocida a nivel internacional. Solo en el afio 2017 se
produjeron 2,0 millones de toneladas de uvas totales, de las cuales 1,52 millones de toneladas
se utilizaron para vinificacion, produciendo 12,9 millones de hectolitros de vino, exportando
casi el 93% de este volumen [2]. La industria vitivinicola nacional produce importantes
residuos solidos como los escobajos, el orujo y las pepas de uva que se estiman enun 3, 8y
3% de la masa total de uvas procesadas, respectivamente [6], lo que estimativamente
corresponde a 45.600 toneladas de escobajos, 121.600 toneladas de orujo y 45.600 toneladas
de pepas.
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Figura 2. Etapas de vinificacion y residuos solidos producidos. Adaptado de [5]
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4.3 Revalorizacion de los residuos sélidos vitivinicolas

Actualmente en Europa, por disposiciones legales, el orujo y la borra se envia a destilerias
para produccion de destilados de orujo [7]. En Chile el mayor uso que se les da es como
abono para suelos y compostaje, de manera de reducir la erosion y reciclar nutrientes [6].
Estos residuos poseen bajo pH, alto contenido de fosforo, nitrégeno y materia organica
comparado con otros fertilizantes, también presentan un alto contenido en metales pesados y

polifenoles, lo que se relacionan con potenciales efectos fitotoxicos y antimicrobianos [7].

Otra opcion de revalorizacion es la recuperacion energética de los residuos vitivinicolas
solidos, sin embargo, quemar la materia organica, a pesar de su bajo costo, puede producir
emisiones de material particulado a la atmosfera [8], y aunque en una escala pequefia a
mediana puede ser una combustion controlada, los grandes volimenes en los que estos
residuos son generados y el uso de pesticidas en los cultivos, podrian aumentar el contenido
de elementos (como metales pesados) que en la combustion podrian producir gases

contaminantes o cenizas, requiriendo tratamientos previos [9].

Existe un vasto conocimiento sobre las composiciones estructurales y elementales de los
residuos vitivinicolas [1,7], y es esto mismo lo que ha incentivado la reutilizacion de estos
residuos considerando su naturaleza estructural dandole especial atencion a la extraccion y
purificacion de componentes de valor y su respectiva conversion en biocombustibles,
suplementos alimenticios o algin otro bio-producto con alto valor industrial [10]. Ademas,
se debe considerar que la competitividad de la industria vitivinicola se ve fuertemente
influenciada por el uso de tecnologias verdes, el aumento de la eficiencia energética y la
reducciéon de la huella de carbono. Es por eso, que el manejo, la reutilizacion y la
revalorizacién de los residuos se vuelve una prioridad [11]. La Figura 3 muestra los

principales residuos sélidos de la industria vitivinicola.
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4.3.1 Usosy aplicaciones de los escobajos

Los escobajos son precisamente el racimo de uva desprovisto de los granos. Se caracterizan
por tener de pH &cido, presentar un alto contenido en materia orgénica y se componen
principalmente de lignina, hemicelulosa y celulosa [7], ademé&s de poseer un alto contenido
de compuestos fendlicos que pueden extraerse mediante diversos métodos como la
microfiltracion y el uso de solventes organicos [10,12] . Otros antecedentes postulan a los
escobajos como secuestrantes de metales pesados presentes en efluentes contaminados, que
se atribuye a la presencia de grupos carboxilo, hidroxilo, sulfato, fosfato y amino que pueden
enlazarse a estos metales [13]. La composicién lignoceluldsica de los escobajos también ha
permitido su revalorizacién a través de degradacién mediante pretratamientos o uso de

enzimas, esto permite recuperar lignina, hemicelulosa y celulosa [3,5,14].

Figura 3. Principales residuos sélidos de la industria vitivinicola. 1. Orujo tinto, 2. Borra de vino, 3. Escobajo
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4.3.2 Usosy aplicaciones de la borra de vino

La borra de vino se define como el residuo que se forma en el fondo de los fermentadores de
vino, posterior al proceso de fermentacion, durante el almacenamiento del vino o posterior a
tratamientos autorizados [15] y contiene principalmente levaduras muertas, acido tartarico,
polifenoles y etanol [8], también puede contener otros acidos organicos como acido malico
y acido acético [16]. Se han reportado diversas aplicaciones para recuperar el acido tartarico
mediante resina de intercambio i6nico [17] o tratamientos con acido clorhidrico [18], también
se ha reportado la recuperacion de antioxidantes mediante el uso de membranas de filtracion
[19]. Se ha evidenciado también el uso de hidrolizados enzimaticos de la fraccion sélida de
la borra como fuente de nutrientes para la produccion de &cido polihidroxibutirico (PHB)

[15] o en la produccion de acido lactico por Lactobacillus pentosus [18].

4.3.3 Usosy aplicaciones del orujo de uva

El orujo de uva se compone de hollejos, tallos, pepas y agua. También puede presentar
algunos &cidos organicos, etanol y polifenoles [20]. EI componente que siempre esta en
mayor porcentaje en masa es el hollejo, entre un 50% y 80% [21]. El orujo blanco, al no
participar en la fermentacion, se caracteriza por poseer un alto contenido en azlcares
residuales, mientras que el orujo tinto presenta etanol y un bajo contenido de azucares

residuales [20]. En la Tabla 1 se resumen algunas propiedades fisicas y quimicas del orujo.

Tabla 1. Propiedades fisicas y composicion del orujo de uva tinto. [1]La composicion mdsica corresponde a la del hollejo,
componente mayoritario del orujo. Adaptado de [21]

Parametro Valor Parametro  Valor [%p/p] 1Y
pH 3,6+0,2 Celulosa 20,8
Humedad 73,62,6 %p/p Hemicelulosa 12,5
Azlcares 1,5%0,3 %p/p Taninos 13,8
reductores
Ceniza 4,6+0,5 %p/p Proteinas 18,8
Ceniza 7,8
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La estructura del orujo es principalmente lignocelulésica, y aunque inherentemente no es
dafiina, los altos volimenes en que es producido se corresponde con un alto contenido de
materia organica, y ésta se relaciona con un proceso de inmovilizacion y mineralizacion de
nutrientes mas lento en suelos, enlenteciendo la disponibilidad de los nutrientes en forma
asimilable para el crecimiento de plantas [22]. Las pilas de orujo pueden generar lixiviados
(que contienen taninos y otros compuestos) que pueden causar agotamiento de oxigeno en
suelos y contaminar aguas subterraneas, y si no se trata previamente, puede generar diversos
peligros medioambientales como malos olores y atraccion de plagas que pueden facilmente
propagar enfermedades [23].

En Chile el principal destino del orujo proveniente de la fermentacion es la enmienda de
suelo para recuperar nutrientes, y ademas, como medida de mitigacion de la especie Lobesia
Botrana, una polilla cuyo principal hospedante es la especie Vitis Vinifera [24]. Sin embargo,
no se consideran los efectos fitotoxicos y contaminantes que posee la disposicion en suelos
de orujos no tratados, por eso se ha motivado el estudio por revalorizar desde otros enfoques
el orujo de uva. La Figura 4 presenta un resumen de las aplicaciones del orujo de uva que se

han evidenciado.

Extraccion de Recuperacionde
componentes valiosos polifenoles
A
s s
Conversion Mejoramiento Térmico
termoquimica Recuperacion Energética
Aplicaciones del ’ \
orujo de uva ’ ( f
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Agriculturay P J
. . Alimento de ganado
Bioremedacion
Bioremediacién de suelos
A
s s
Tratamientos Fermentacion alcohdlica
Bioldgico Digestion anaerdbica

AN

Figura 4. Resumen de las aplicaciones del orujo de uva tinto como residuo vitivinicola. Elaboracion propia.
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l. Recuperacion de compuestos fendlicos:

Los polifenoles son compuestos que se caracterizan por tener anillos aromaticos sustituidos
con mas de un grupo hidroxilo (-OH), que pueden ser monomericos o poliméricos[20], las
Figuras 5A y 5B muestra los principales polifenoles encontrados en la biomasa vegetal. Se
caracterizan por poseer aplicaciones relacionadas con la salud humana: actividad
antioxidante contra radicales libres, actividad antinflamatoria, antialérgica y anticancerigena
[25]. Se ha estudiado mucho sobre la extraccion de polifenoles desde orujo con soluciones
organica de etanol, metanol y acetona [23,25,26] y la posterior caracterizacion del extracto,
y en algunos casos, la modelacion cinética de la extraccion. Otros autores comparan estos
métodos convencionales usando extracciones con ultrasonido, microondas y liquidos
supercriticos [27-29]. Algunos autores también han reportado sobre los efectos
anticancerigenos de los extractos de polifenoles desde orujo [30]. Es importante destacar que
las composiciones de los polifenoles dependen de diversos factores, como el origen
geograéfico, la cepa y las técnicas enoldgicas utilizadas [31,32].

En la biomasa vegetal, la lignina es una importante fuente de polifenoles, y al ser degradada
por tratamientos quimicos o enzimaticos liberan estos compuestos en forma libre o de
oligémeros de lignina al medio de reaccion, lo cuales pueden inactivar enzimas celuloliticas
uniéndose reversiblemente a ellas [33,34]. Ademas, se ha determinado que en la
bioconversion de glucosa a etanol por parte de microorganismo fermentativos, los
compuestos fendlicos derivados de la despolimerizacion de la lignina pueden interactuar con
la estructura de la membrana bioldgica, afectando su selectividad, su capacidad de promover
el crecimiento celular y de asimilar monosacaridos [35]. Todos estos mecanismos se

relacionan con la resistencia de la biomasa vegetal de ser degradada por agentes externos.
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1. Conversidn termoguimica del orujo de uva

El orujo tiene un potencial significativo como materia prima para biorrefineria. Su poder
calorifico es similar no solo a algunos residuos agricolas, como desechos de la industria
aceitunera y el aserrin, sino también similar a algunos combustibles fésiles como el carbén y
el coque [36,37]. Sin embargo, al presentar alto contenido de metales alcalino,
especificamente potasio K, es susceptible a la aglomeracion de ceniza, lo que requiere una

medida de mitigacion previo uso como combustible [38].

Latorrefacciony la carbonizacion hidrotérmica son técnicas empleadas para mejorar el poder
calorifico de biomasa vegetal disminuyendo la humedad e incrementando la hidrofobicidad
[20]. Ambos procesos han sido estudiados usando orujo de uva tinto como materia prima. Al
disminuir las razones O:C (debido a la descarboxilacion) y H:C (debido a la

deshidrogenacidn), se produce un aumento del poder calorifico[39].

Se han reportado técnicas de recuperacion energética usando el orujo de uva como materia
prima, la combustion de mezclas de orujo/madera (Miscanthus) producen menor material
particulado y menor contenido de NOx a mayor proporcion de orujo [40]. Respecto a la
gasificacion de orujo de uva, se ha evidenciado que es ineficiente y consume mucha materia
prima [39]. También se ha estudiado la pirdlisis de orujo de uva y se ha observado que la
temperatura tiene un efecto significativo sobre la eficiencia del proceso, aunque se requieren
altos valores (~550°C) y la pir6lisis constituiria solo un pretratamiento para su

aprovechamiento energético [41].
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1. Agricultura y Biorremediacion usando orujo de uva

El orujo en si constituye un producto de compostaje, de alimento de ganado y un
biofertilizante. Se ha estudiado el compostaje de hidrolizados acidos de orujo de uva y orujo
no pretratado, ambos compostajes resultaron ineficientes debido a que no alcanzan las
condiciones mesofilicas para el crecimiento bacteriano debido al bajo pH que presentan
ambos residuos, ademas de presentar deficiencia de nitrogeno [42].

Otro uso del orujo como residuo ha sido como alimento de ganado, y se ha estudiado que
vacas lecheras alimentadas con orujo de uva disminuyen sus emisiones de metano comparado
con otros alimentos [43], sin embargo, el contenido de polifenoles podria afectar la
digestibilidad del alimento [44]. Desde la misma perspectiva que se han utilizado los
escobajos para descontaminar efluentes, se ha estudiado el uso del orujo como un biosorbente
de pesticidas [45], como secuestrante de metales pesados como Pb(Il) y Cd(Il) [46] y también
se ha observado la adsorcion de fésforo, amonio, nitrato, potasio, magnesio y sulfato desde
riles de vinificacion usando orujo de uva inmovilizado en lechos de alginato de calcio [47],

obteniéndose excelentes rendimientos de adsorcion aunque con altos costos de procesos.
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V. Aplicaciones bioldgicas del orujo de uva

Al ser orujo de origen vegetal y, por lo tanto, presentar una estructura lignocelulésica, puede
ser usado para la produccion de bioetanol y biogas mediante el uso de diversos tratamientos
quimicos y bioldgicos. Tradicionalmente a nivel mundial el orujo de uva proveniente de la
industria vinera se usa para una fermentacion postvinificacion que produce destilados de
orujo [48]. Se prensan los residuos sélidos al terminar la fermentacion alcohdlica y se apilan
para que ocurra una fermentacion espontanea de los azUcares residuales, 0 bien se recupera
el lixiviado de estas pilas (rico en azlcares) seguido de una fermentacion anaerébica [49]. La
fermentacion espontanea es el método méas usado y permite una mejor recuperacion del
alcohol al destilar [50]. Se ha investigado el uso de hollejo blanco para produccién de
bioetanol [51], extrayendo las azlcares con una solucion de hexano, seguida de una hidrolisis
acida del extracto inoculado posteriormente con Saccharomyces cerevisiae. Otros estudios
consideran la digestion anaerobica de orujo de uva para produccion de biogas [52-54], en
donde los polimeros complejos de la biomasa vegetal se convierten en mondmeros que sirven
de nutrientes para bacterias acetogénicas y metanogénicas que producen finalmente una
mezcla de metano y dioxido de carbono. Tanto en la obtencidn de bioetanol y biogas, la
presencia de lignina dificulta la degradacion de la matriz vegetal, creando la necesidad de

pretratar la materia prima antes de su aprovechamiento [55].
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4.4 Hidrdlisis enzimatica de celulosa de residuos lignoceluldsicos

4.4.1 Materiales Lignoceluldsicos

Se le denomina materiales lignocelul6sicos a la biomasa vegetal en base seca, que se
compone principalmente de tres tipos de polimeros: Celulosa, hemicelulosas y lignina [56].
El polisacarido principal presente en la materia vegetal es la celulosa, que es un polimero
lineal que se compone de unidades de glucosa CegH120s, en su configuracion B-D-
glucopiranosa, unidas por enlaces P-1,4-glucosidicos. La configuracion piranosa se
caracteriza por ser un anillo de seis miembros formado por 5 a&tomos de carbono y un atomo
de oxigeno. El enlace B-1,4 glucosidico se forma entre el carbono 1 hidroxilo de una -D-
glucopiranosa y el carbono 4 hidroxilo de otra unidad de f-D-glucopiranosa, con la remocion
de una molécula de agua. Para que se forme este enlace una de las dos unidades debe girar
en 180° formando un polimero lineal [57]. Esto conforma la unidad de repeticion de la
celulosa que corresponde a la celobiosa, dos unidades de p-D-glucopiranosa unidas, como

se presenta en la Figura 6.

Unidad de celobiosa

OH
':f
OH
oy i)
OH

Figura 6. Estructura molecular de la celulosa y del enlace 8-glucosidico de la unidad de celobiosa.
Adaptado de [55]

OH OH

La estructura lineal del polimero de celulosa, ademas de la presencia de numerosos enlaces
hidroxilo, permite la formacion de muchos enlaces de hidrogeno entre unidades de
glucopiranosa de la misma cadena, y entre unidades de cadenas contiguas, lo que resulta

finalmente en el arreglo cristalino de la celulosa.
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Recubriendo las fibras de celulosa se encuentra las hemicelulosas, que corresponde a
polisacarido glucanos que se unen por puentes de hidrogeno a las microfibrillas de celulosa.
Sus principales componentes pueden ser pentosas (D-xilosa, L-arabinosa) y/o hexosas (D-
glucosa, D-manosa, D-galactosa, D-ramnosa), también pueden incluir grupo acetilos y
metilos en su estructura y enlaces de tipo p-1,4 0 0-1,3 [58]. En la Tabla 2 se resumen los

principales y variados tipos de hemicelulosas que pueden encontrarse en la biomasa vegetal.

Tabla 2. Principales hemicelulosas encontradas en la madera suave. Adaptado de [59]

Galactoglucomanano Glucosa, manosa, Grupos acetilos,
galactosas
Arabino-glucoronoxilano Xilosa, arabinosa, acido 4-o-

metilglucurdnico
Arabinogalactano Galactosa, arabinosa
Glucorono-xilano Xilosa, acetilos, &cido 4-o0-

metilglucurdnico

Glucomanano Glucosa, manosa

La lignina es un polimero complejo compuesto de fenilpropanoides metoxilados e
hidroxilados que estd presente en la pared celular de las células vegetales y confiere
resistencia mecanica e hidrofobicidad, ademas de servir como una defensa contra patdgenos
[60]. Sus principales componentes son el alcohol p-cumarilico, el alcohol coniferilico y el
alcohol sinapilico, como puede verse en la Figura 7. Estos compuestos estan unidos mediante
enlaces esteres, éteres y fenil-fenil [58]. Al igual que las hemicelulosas, los arreglos
estructurales de la lignina abarcan y recubren las fibras de celulosa conformando la matriz

lignocelulésica.
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La bioconversion de materiales lignoceluldsicos ha sido ampliamente estudiada y aplicada
para la obtencidén de compuestos de alto valor. La degradacion de estos polimeros presentes
en la biomasa vegetal permite la despolimerizacion, solubilizacion y extraccion de los
componentes, que pueden usarse como sustratos y/o nutrientes para otros procesos
bioquimicos de interés. Sin embargo, el desafio real recae en la extrema variabilidad con la
que pueden encontrarse estos polimeros en la biomasa vegetal, no solo presentan variaciones
en la composicién como lo indica la Tabla 3, sino que ademas los arreglos moleculares de
estas estructuras poliméricas varian de un material a otro y, por lo tanto, al presentarse esta
heterogeneidad estructural se da lugar al estudio de tratamientos especificos para cada
material con el fin de asegurar alguna extraccién o solubilizacién de algin o algunos
componentes especificos. La Figura 7 esquematiza el arreglo estructural en forma
generalizada de los principales componentes de la biomasa lignocelul6sica y sus principales

constituyentes.

Tabla 3. Materiales lignoceluldsicos de origen vegetal y sus composiciones lignoceluldsicas. Adaptado de [54]

Residuo lignocelulésico Celulosa [%p/p] Hemicelulosa [%op/p] Lignina [%p/p]

Alamo 50,8 - 53,3 26,2 28,7 15,5-16,3
45,0 -50,0 25,0-35,0 25,0-35,0
Paja de trigo 35,0-39,0 23,0-30,0 12,0 - 16,0
Mazorca de maiz 33,7412 31,9-36,0 6,1-159
Tallo de maiz 35,0-39,6 16,8 — 35,0 7,0-184
Paja de arroz 29,2 -34,7 23,0-259 17,0-19,0
Céascara de arroz 28,7—35,6 12,0-29,3 15,4 -20,0
Cafia de azlcar 25,0-45,0 28,0-32,0 15,0 - 25,0
Paja de sorgo 32,0-35,0 24,0-27,0 15,0-21,0
Paja de cebada 36,0 —43,0 24,0-33,0 6,3-9,8
Pasto 25,0 -40,0 25,0-50,0 10,0 -30,0
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Figura 7. Estructura lignoceluldsica de las plantas. Adaptado de [55]

4.4.2 Hidrdlisis Enzimatica de Celulosa

La hidrolisis enzimatica es una técnica utilizada para degradar materiales lignocelulésicos,
en la cual se utilizan enzimas celuloliticas o celulasas que permiten degradar las fibras de
celulosa y hemicelulosas presentes en la biomasa vegetal para obtener monosacaridos [61].

El proceso puede representarse en forma simplificada con la siguiente reaccion quimica:

celulasas . . .
celulosa + H,0 — gluco — oligosacaridos + celobiosa + glucosa
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El polimero de celulosa se descompone en cadenas de monosacaridos mas pequefas
denominadas gluco-oligosacéridos, en unidades de celobiosa y glucosa. Todo esto ocurre
bajo la accidn de un sistema de enzimas que actlan sinérgicamente para hidrolizar la celulosa,

rompiendo enlaces glucosidicos afiadiendo moléculas de agua [62].

Se han estudiados diversos sistemas enzimaticos para la degradacién de la celulosa y
numerosos pretratamientos que aumentan el rendimiento del proceso [63]. Ademas, tiene
ventajas importantes sobre la hidrolisis &cida, pues considera menor uso de recursos como
aguas de enfriamiento, gas o electricidad, ademas posee menor costo de disposicion de
residuos y no hay problemas de corrosién por el uso de reactivos [61]. La Figura 8 entrega
una de las primeras propuestas del mecanismo de la reaccion de hidrolisis enzimatica de
celulosa, mientras que la ilustracion de la Figura 9 presenta un mecanismo de reaccion

propuesto con todas las enzimas que pueden participar de la degradacion de la celulosa.

Celulosa
EG CBH
] . CBH,EG .
Gluco-oligosacaridos » Celobiosa
BG
Glucosa

Figura 8. Mecanismo de reaccion propuesto por Persson [59] de la hidrdlisis enzimdtica de celulosa. EG = Endoglucanasa,
CBH = celobiohidrolasa y 8G = betaglucosidasa.
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l. Celulasas que participan en la hidrélisis enzimdtica

La hidrolisis enzimatica de celulosa, también llamada sacarificacion enzimatica, requiere de
la accion combinada de al menos tres enzimas que puedan hidrolizar los enlaces glucosidicos
[61,64,65]:

)] Endoglucanasas o endo-1.4-B-D-glucanasa (EG)

Rompen aleatoriamente enlaces p-1,4 en la fibra de celulosa produciendo asi

extremos reductores y no reductores.

i) Exoglucanasas, celobiohidrolasa o celulosa-1,4-g-celobiosidasa (CBH)

Liberan celobiosas, que se componen de dos unidades de glucosa, de los extremos

libres de las cadenas de celulosa.

iii)  B-glucosidasa o 1,4-B-glucosidasa (BG)

Rompen unidades de celobiosa y gluco-oligosacaridos liberados por las dos

enzimas anteriores, dando lugar a la glucosa.

Las fibras de celulosa se descomponen en gluco-oligosacaridos por la actividad
endoglucanasa (EG) y en unidades de celobiosas por la actividad exoglucanasa (CBH), para
que finalmente se hidrolicen los enlaces glucosidicos de la celobiosa por la actividad
glucosidasa (BG), obteniéndose finalmente glucosa [61]. La Figura 7 entrega un esquema

simplificado de este mecanismo de reaccion.
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Figura 9. Mecanismo de reaccion propuesto por Dimarogona [66] de la hidrdlisis enzimdtica de celulosa

En el esquema de la Figura 9 se detalla el mecanismo de reaccion de la hidrolisis enzimatica
de celulasas. Las EG principalmente pueden hidrolizar enlaces glucosidicos en las regiones
amorfas de la celulosa, dada su mayor porosidad respecto de la region cristalina [65]. La
actividad sinérgica de estas enzimas es fundamental para degradar la celulosa, se han
identificado dos tipos de sinergias esenciales: la primera se denomina endo-exo (EG-CBH),
que corresponde a la accion combinada de una EG y una CBH para producir residuos de
celobiosa; y la segunda es exo-exo (CBH-CBH) que corresponde a la accién de dos
celobiohidrolasas de hidrolizar enlaces glucosidicos desde extremos reductores a extremos
no reductores (CBH7) y en la direccién opuesta (CBH6) en forma simultanea [67].
Actualmente, también se ha identificado otra sinergia enzimatica de dos enzimas que son la
CDH (celobiosa deshidrogenasa) y la PMO (polisacarido monooxigenasa) que mediante un
proceso oxidativo permite cortar enlaces glucosidicos [66]. Aunque conforman una actividad
enzimatica importante, han sido menos utilizadas que las EG, CBH y BG en las
investigaciones, ademas que aun se estudian los mecanismos asociados a la hidrolisis de

polisacaridos por la PMO [68].
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Il.

Cinética de la hidrdlisis enzimdtica de lignocelulosa

La hidrélisis enzimatica de celulosa cuenta con un mecanismo de reaccion que consiste en

una catalisis heterogénea, pues considera la degradacion de un sustrato insoluble (celulosa)

usando un catalizador soluble (la enzima). Este mecanismo se compone de una serie de etapas

que se detallan a continuacion [61,69]:

Vi.

Adsorcion de las celulasas en el sustrato a través de la unién de su sitio de dominio
(CBD).

Locacion de un enlace susceptible a la hidrolisis en la superficie del sustrato
(extremo de la cadena si es una CBH, enlace hidrolizable si es EG)

Formacion del complejo enzima-sustrato (uniendo el extremo de la cadena en el
sitio catalitico de la CBH, para comenzar la hidrolisis).

Hidr6lisis de los enlaces B-glucosidicos y el deslizamiento simultaneo de la
enzima a lo largo de la cadena celulosica.

Desorcion de las celulasas desde el sustrato o repeticion de la etapa iv o la etapa
ii y iii solo si el dominio catalitico se desprende de la cadena.

Hidrélisis de celobiosa a glucosa por una B-glucosidasa.

Se han estudiado diversos modelos cinéticos empiricos que consideran el efecto del tiempo,

el contenido de lignina [70], la concentracion de enzima o razén enzima/sustrato [71], el

porcentaje inicial de solidos, temperatura y pH [72] sobre la conversion de la celulosa en

glucosa, la concentracion final de azlcares reductores o en algunos casos, sobre la

concentracion de etanol cuando se ha estudiado la hidrélisis enzimatica y fermentacion

alcohdlica del hidrolizado.
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Claro est& que los modelos empiricos tienen validez al realizarse en las condiciones en las
que se ensayan, no consideran la inhibicion por producto y ademas la alta variabilidad entre
las composiciones de los sustratos utilizados tiene un efecto directo sobre el producto de la
hidrélisis enzimética, sin embargo, entregan una idea importante sobre como algunos
factores y propiedades del sustrato y/o la enzima afectan el proceso. Uno de los primeros
modelos empiricos fue publicado en 1983 por Ohmine et al [73] (ecuacion 1), el cual aplicaba
para el sustrato artificial Avicel usando tanto hidrélisis acida como hidrdlisis con celulasas
de Trichoderma Viride.

p= (%) In(1 + vokt/Sy) (1)

Donde P es la concentracion de producto, So es la concentracion inicial de sustrato, vo es la

velocidad de reaccion inicial, k es la constante de retardo de velocidad y t el tiempo.

En 2004, Bezerra & Dias, probaron 8 modelos basadas en la cinética de Michaelis-Menten
en la hidrolisis de celulosa Avicel ® usando celulasas Cel7A de T.Reesei para diferentes
razones sustrato/enzima [74]. Los modelos ajustados permitieron dilucidar que el
agotamiento del sustrato y la inhibicion competitiva por parte de la celobiosa afectan
significativamente la velocidad de reaccion, en comparacion a otros factores como uniones
no productivas de las celulasas o la inactivacion de la enzima. Otros modelos basados en
cinéticas de tipo Michaelis-Menten que incluyen el efecto de la cristalinidad de la celulosa y
la inactivacion de la enzima [73] sugieren que la cinética de esta reaccion es muy variable y
que factores relacionados con la heterogeneidad del sustrato afectan de manera importante la

velocidad de reaccion.

También se ha reportado el estudio de la cinética de hidrdlisis enzimatica considerando la
cinética de adsorcion de celulasas (explicado en detalle en el apartado siguiente) a la celulosa

que incluye dos nuevas etapas en la cinética general de esta reaccion:

1. La adsorcion de celulasa a la celulosa, que corresponde a la interaccion del sitio de
unién con la fibra de celulosa [75]
2. Laformacién del complejo celulasa adsorbida-sustrato, que es el posicionamiento del

enlace a hidrolizar en el sitio activo de la enzima [76].
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1l. Factores que determinan el rendimiento de la hidrdlisis enzimdtica de celulosa

Los factores que determinan el rendimiento de la hidrolisis enzimatica se pueden dividir en
dos grupos: factores relacionados con la enzima y factores relacionados con el sustrato,

resumidos en el esquema de la Figura 10.

Factores Factores
relacionados con relacionados con
la enzima el sustrato
. .
Inhibicion por | | Cristalinidad
producto de la celulosa
— —
. .
Estabilidad | Contenido de
Térmica Lignina
~— —
) ) EE——
. . Transferencia
— Sinergismo — .
de materia
— -
. )
—  Adsorcion
—

Figura 10. Factores que determinan el rendimiento de la hidrdlisis enzimdtica de celulosa. Adaptado de [64]

Los factores relacionados con la enzima afectan directamente la actividad enzimatica de las
celulasas, y los factores relacionados con el sustrato inciden sobre el acceso de la enzima

hacia la fibra de celulosa, y en general, sobre la velocidad de reaccion [77].
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)] Inhibidores de las celulasas

La inhibicion de celulasas durante la hidrélisis enzimatica de lignocelulosa puede tener
diversas causas, dentro de las cuales esté la inhibicidn por sustrato, la inhibicién por producto
(celobiosa, xilo-oligosacaridos y glucosa) [61,77], otra causa es la resistencia a la
transferencia de materia, el efecto del tamafio de particula y las uniones no productivas entre
la celulasa y la matriz lignocelulésica [33]. También se ha evidenciado que la actividad de la
enzima disminuye a causa de la presencia de algunos subproductos originados en los
pretratamientos como acidos débiles, furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF) y compuestos
fendlicos solubles [78,79]. Estos compuestos liberados al medio que pueden inhibir celulasas,
se relacionan con un mecanismo propio de la biomasa vegetal para evitar ser degradada [33]

y pueden inhibir también microorganismos fermentativos [79].

i) Estabilidad térmica

Respecto a la estabilidad térmica, tanto EG como CBH alcanzan un méaximo en su actividad
entre 50 — 60°C, y sobre esta temperatura la actividad enzimatica comienza a disminuir [80].
Se reportd una reduccion del 46% de la concentracion inicial de proteinas de una mezcla
enzimatica de Novozyme 188 y Celluclast 1.5L después de 4 dias de incubacion a 50°C en
condiciones de hidrdlisis enzimatica de celulosa. La disminucion de la concentracion de la
proteina se debe mayormente a la desnaturalizacion, inducida por la temperatura, de B-
glucosidasas de Novozyme 188, lo que promueve su agregacion y posterior precipitacion,
mientras que las celulasas de Celluclast 1,5L experimentan una menor pérdida de la

concentracion de proteinas en las mismas condiciones [81].
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iii) Sinergismo

Se define el sinergismo como un aumento de la tasa de accion de dos 0 més enzimas [82], en
comparacion a la suma de las acciones individuales. Se ha reportado que la actividad
enzimatica de mezclas de enzimas con actividad endoglucanasa, exoglucanasa y p-
glucosidasa es mayor a la suma de las actividades enzimaticas individuales, lo que evidencia

el efecto sinérgico en la mezcla de enzimas [69].

No hay un extenso conocimiento de los mecanismos de reaccion y de transferencia de materia
involucrados en las acciones sinérgicas entre celulasas en condiciones de hidrélisis
enzimatica de sustratos lignoceluldsicos. Sin embargo, la teoria mas popular establece que el
mecanismo general de sinergismo entre celulasas se relaciona con la interaccion de celulasas
a los sitios de union del sustrato lignoceluldsico [83], y a la manera en que las enzimas entre
si aumentan la disponibilidad de los sitios de union a lo largo de la hidrolisis enzimatica. Por
ejemplo, las endoglucanasas con su capacidad hidrolitica de cortar aleatoriamente un enlace

glucosidico permite la liberacion de méas extremos libres, lo que favorece a las exoglucanasas.

Algunos estudios realizados han permitido establecer que hay tres factores claves que

determinan el grado de sinergismo entre celulasas [84]:

I. Razon y concentracion de los componentes enzimaticos.
ii. Acceso a los sitios de union para la mezcla de celulasas.

iii. Heterogeneidad fisica y quimica de los sustratos lignoceluldsicos.

La complejidad asociada a la accesibilidad de las enzimas hacia el sustrato, y el cambio de
esta propiedad a lo largo del transcurso de la hidrolisis enzimatica, es un factor clave para
comprender los mecanismos de sinergia entre celulasas, y de esa manera complementar los

modelos de despolimerizacion propuestos [61,69].
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iv. Adsorcion

Al ser la celulosa un sustrato insoluble, se hace necesario el proceso de adsorcion de la
celulasa a la celulosa para que ocurra la hidrolisis enzimatica [82], esto ocurre gracias a que
las celulasas ademés de un sitio activo contienen un sitio de unién, denominado
“carbohydrate binding-module” (CBD). Este sitio se une a las fibras de celulosa gracias a
fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno, aumenta la concentracion local de la
enzima en la superficie de la celulosa y ademas ayuda a liberar la fibra para ser degradada
por la celulasa [82,85]. La Figura 11 esquematiza la union de la celulasa a la fibra de celulosa

para comenzar la hidrolisis enzimatica.

Catalytic domain
Linker region

O_ b Binding domain

l Product cellobiose
1 p

Figura 11. Esquema del enlazamiento de la celulasa del tipo CBH a la fibra de celulosa. 1) Adsorcion, 2) Locacion del
extremo reductor, 3) Formacion complejo enzima-sustrato, 4) Hidrdlisis de enlaces 8-glucosidasas

La adsorcion de celulasas en la superficie del sustrato lignoceluldsico es la que promueve la
consecuente formacién del complejo enzima-sustrato, y por lo tanto, consiste en la etapa

critica de inicio de la reaccién de hidrolisis [86].

Las adsorciones pueden ser productivas, que finalmente permitiran la hidrdlisis de un enlace
glucosidico, o improductivas, cuando la enzima usa su sitio de dominio, pero no
necesariamente se localiza un enlace susceptible a la hidrélisis [87], esto se debe a que las

celulasas no tienen preferencias de adsorcion.
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Esta union a veces puede ser irreversible, y su reversibilidad depende de la disponibilidad
local del sustrato que tenga la enzima [69,86]. Otros estudios han establecido que la desorcion
optima de una celulasa depende del contenido de lignina [88], puesto que este polimero es

quien determina mayormente el acceso a las fibras de celulosa.

V. Cristalinidad de la celulosa

Las fibras de celulosa cominmente se agrupan en dos conformaciones: estructura amorfa y
cristalina [57,58]. La estructura amorfa es un arreglo irregular de fibras de celulosa que tiene
mayor porosidad y es altamente susceptible a la degradacion enzimatica, y en efecto, se ha
evidenciado que esta region es la primera en reaccionar en la hidrolisis enzimatica [69]. La
estructura cristalina corresponde a un alineamiento compacto paralelo y antiparalelo de las
fibras estabilizado principalmente por puentes de hidrogeno. Esto le confiere mucha
resistencia a la degradacion tanto quimica como biologica [89] y a medida que ocurre la
reaccion de hidrolisis enzimética, la cristalinidad del sustrato aumenta a causa de la
degradacion de la region amorfa, esto reduce la accesibilidad de las enzimas al sustrato y

consecuentemente, una disminucion de la velocidad de reaccién [61].

Vi. Contenido de Lignina

Como se aprecia en la Figura 6, las fibras de celulosa estan recubiertas por cadenas
poliméricas de hemicelulosas y lignina. El contenido y la distribucion de los diferentes tipos
de estos polimeros tienen una incidencia directa sobre la velocidad inicial de reaccién de
hidrolisis y el rendimiento final [77]. Se ha evidenciado que las celulasas presentan tamafios
de entre 3 — 18 [nm] y dentro de este rango, las enzimas podrian ser muy grandes en
comparacion a la porosidad que presenta la biomasa vegetal a nivel de pared celular [90] .
Ademas, se ha estudiado sobre los efectos inhibitorios de la lignina al generar uniones

lignina-celulasa que impiden la hidrolisis enzimatica [85].
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La remocién y modificacion de esta estructura usando pretratamientos permiten aumentar la
superficie de contacto y la porosidad del material lignocelulésico al ser hidrolizado
enzimaticamente [61,65,77,90]. Estudios recientes han planteado que al actuar la lignina
como un “recubrimiento”, no esta directamente entrecruzada con las fibras de celulosa, por
lo tanto, solubilizar y remover hemicelulosas seria mas importante que remover lignina para

mejorar el acceso de la enzima [82].

Vii. Transferencia de materia

Al tratarse la hidrolisis enziméatica de una catalisis heterogénea, la interaccion entre el
sustrato insoluble y la enzima soluble es una etapa clave para comenzar la reaccion de
hidrolisis, y la velocidad de esta reaccion esta determinada principalmente por tres
velocidades [84]:

I. Velocidad de transferencia de masa de la enzima en la capa limite que rodea el
sustrato sélido.

ii. Velocidad de transferencia de masa de adsorcion de la celulasa dentro del sustrato
solido.

iil. Velocidad de catalisis de la celulosa.

Estas restricciones difusionales son significativas tanto al inicio como en el transcurso la
degradacion enzimatica de las fibras de celulosa, incidiendo sobre la velocidad de reaccion
global [91]. La mayor incidencia de la resistencia a la transferencia de materia sobre la
velocidad de reaccion ocurre en las etapas de adsorcion y desorcidn, y los cambios
estructurales que ocurren en el sustrato en el curso de la hidrélisis pueden favorecer la

transferencia de masa de adsorciones tanto productivas como improductivas [92].
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4.4.3 Pretratamientos utilizados en Materiales Lignoceluldsicos

Se ha discutido sobre la importancia de modificar previamente la matriz lignocelulésica, dada
la resistencia que esta presenta a la degradacion enzimética. Muchos estudios se han realizado
para evidenciar los efectos, y también para optimizar las condiciones de operacion, de
diferentes tipos de pretratamientos que pueden ser clasificados segin su naturaleza en:

fisicos, quimicos, fisicoquimicos y bioldgicos.

l. Pretratamientos Fisicos

El objetivo de los pretratamientos fisicos es la reduccion del tamafio de particula y de la
regularidad estructural que presenta la lignocelulosa [77], incrementando la superficie de
acceso de la enzima a la celulosa. Dentro de estos pretratamientos, el mas utilizado es la
conminucion mecanica, que comprende la molienda del material a degradar, de esta manera
se reduce considerablemente el grado de cristalinidad y el grado de polimerizacion de la
celulosa [93]. Otro método también usado es la radiacion que consiste en irradiar la materia
vegetal con rayos gamma, un haz de electrones o microondas; aunque su implementacion a
nivel industrial tiene alto costo [94]. Claro esta que la energia necesaria para reducir el
tamafo de particula se relaciona con el tamafio deseado, por tanto, el costo energético podria
incrementarse en forma importante si se desea un tamario lo suficientemente pequefio para
facilitar la hidrdlisis [61].

1. Pretratamientos Quimicos

El pretratamiento quimico de la biomasa lignocelulésica comprende el uso de diversos
agentes quimicos que, al remover, modificar o afectar la configuracion de la estructura
original pueden aumentar el acceso de las enzimas a las fibras de celulosa [95]. Entre los
pretratamientos quimicos mas utilizados se encuentra el tratamiento acido, el tratamiento

alcalino, la delignificacion oxidativa, la disolucién organica y el uso de liquidos iénicos.
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i) Tratamiento Acido

El tratamiento &cido cumple dos funciones principales: 1) hidroliza enlaces glucosidicos para
asi obtener azucares reductores desde fibras cristalinas de celulosas y hemicelulosas [96] y
2) hidroliza enlaces éteres de la lignina y/o enlaces de hidrogeno entre lignina y hemicelulosa
modificando su estructura primitiva [82]. Este tratamiento se puede hacer usando acidos
concentrados o diluidos, aunque el uso de &cidos concentrados promueve la sintesis de
compuestos inhibitorios [96]. Comunmente se utiliza &cido sulfdrico (H2SOs), éacido
clorhidrico (HCI) y &cido nitrico (HNOz) [97]. El pretratamiento de &cido diluido a altas
temperatura ha sido estudiado en diversos materiales lignocelulosicos [98-101] y su efecto
sobre el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica y en el rendimiento de etanol en la
fermentacion posterior. En la hidrdlisis enzimatica de vainas vacias de Moringa Oleifera [99]
el pretratamiento acido de la materia prima con H>SO4 al 0,5[%vV/v] durante 20 [min] a 160°C
produce un importante aumento en la conversion de celulosa desde 5,6% a 84,3%, mientras
que a condiciones mas severas (>190°C) la alta presencia de lignina ejercia una mayor
inhibicion en la hidrolisis. Dentro de las desventajas de usar pretratamientos acidos estéa la
formacion de furanos [102]. A altas temperaturas en condiciones acidas, las pentosas
liberadas desde las pueden convertirse en furfural, mientras que las hexosas pueden
convertirse en 5-hidroximetilfurfural HMF (Figura 12), ambos compuestos pueden inhibir

microorganismos fermentativos [103].
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Figura 12. Reaccion quimica de 1) Xilosa a Furfural y 2) Glucosa a 5-hidroximetilfurfural (HMF). Adaptado de [104]
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i) Tratamiento Alcalino

El tratamiento alcalino es uno de los mas utilizados en la biomasa vegetal para mejorar el
rendimiento de la hidrélisis enzimética [77]. Tiene la capacidad de romper enlaces ésteres
presentes en la estructura de la lignina permitiendo su solubilizacién y puede romper enlaces
éteres de las hemicelulosas en condiciones alcalinas y altas temperaturas [105]. Entre los mas
utilizados estan el hidroxido de sodio NaOH y el de calcio Ca(OH)2, aunque también se ha
estudiado el uso de hidroxido de potasio KOH, carbonato de sodio Na,COsz y amoniaco NH3
[106]. Uno de los efectos mas importantes del tratamiento alcalino es que permite expandir
la matriz celulosica, disminuyendo su grado de polimerizacion, esto mejora el acceso de
celulasas durante la hidrolisis enzimatica [82,85]. Generalmente, el tratamiento alcalino de
la biomasa requiere de una accion adicional que corresponde a la remocion de la lignina
solubilizada para reducir los potenciales efectos inhibitorios de los compuestos fendlicos
sobre los microorganismos fermentativos, ademas el costo que implica la recuperacion de

esta lignina podria ser muy alto segun el contenido [105-107].

Al usar soluciones diluidas de NaOH, la temperatura y el tiempo de tratamiento son factores
importantes [108], en el tratamiento alcalino de paja de cebada con NaOH al 2,0 [%v/v] a
105°C por 10 [min] aumenta el rendimiento de azUcares de la hidrolisis enzimatica en 65,5%,
comparado con el proceso sin pretratamientos [106]. ElI uso de NaOH es muy eficiente,
aungue medioambientalmente se prefieren los carbonatos de sodio o calcio [96], aunque en
general el tratamiento alcalino se caracteriza por generar material contaminante al degradar
la biomasa lignocelulésica [77]. La Tabla 4 muestra las principales ventajas y desventajas

del tratamiento de molienda, el &cido y alcalino.
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Tabla 4. Principales ventajas y desventajas de los pretratamientos de molienda, dcido y alcalino. Adaptado de [64,70]

Pretratamientos

Molienda Acidos

Aumenta area de Reduce contenido
contacto y de hemicelulosas y
disminuye es de bajo costo

cristalinidad

Problemas de
recuperacion post-
tratamiento

Alto costo
energético

iii) Delignificacion oxidativa

Pretratamientos

Alcalinos

Reduce contenido
de lignina y
hemicelulosas

Altamente
contaminante y alto

costo para
recuperar lignina

La delignificacidn oxidativa consiste en el tratamiento de la biomasa lignocelulésica usando

agentes oxidantes como, por ejemplo, 0zono O3, oxigeno gaseoso Oz, perdxido de hidrogeno
H>0>, didxido de cloro CIO., hipoclorito de sodio NaClO y cloro gaseoso Cl» [65,109,110].

Estos agentes producen radicales libres que mediante un proceso oxidativo degradan la

lignina y la remueven de la matriz lignoceluldsica [111]. Por lo general, la degradacion

oxidativa de la lignina se complementa con un tratamiento alcalino para remover lignina, ya

que el costo de delignificar completamente es muy alto, ademas el proceso oxidativo genera

una variedad de compuestos inhibitorios [85,112].

42



iv) Disolucion orgénica

El proceso disolucion orgénica comprende el uso de solventes organicos que pueden extraer
lignina desde la matriz lignoceluldsica [113]. El tratamiento con solventes organicos afecta
la estructura de la biomasa vegetal aumentando su porosidad y la superficie de contacto en
la hidrdlisis enzimatica [61,65]. Entre los solventes més utilizados se encuentra el etanol, el
metanol, la acetona y el etilenglicol, sin embargo, el uso de etanol tiene la ventaja de ser
recuperado facilmente y tener una baja toxicidad [114]. En general, este proceso posee un
bajo impacto ambiental, sin embargo, el manejo de un volumen considerable de solventes

organicos aumenta el costo de proceso y los potenciales dafios medioambientales [77].

V) Liquidos Idnicos

Los liquidos ionicos son sales organicas asimétricas compuestas por grandes cantidades de
cationes organicos y aniones inorganicos que son liquidos a temperatura ambiente [115].
Tienen la capacidad de solubilizar los materiales lignocelulésicos generando una solucién
homogénea [116], en la hidrolisis enzimatica de mazorca de maiz residual pretratada con
liquidos idnicos que presentan iones fosfato PO4? y cloruro CI, aumenta el rendimiento de
azucares respecto de la hidrdlisis de material no pretratado. Las enzimas no resisten mucho
en las soluciones de liquidos idnicos, por lo tanto, estas soluciones se regenerar con una
solucién anti-solvente para recuperar el liquido idnico y la biomasa pretratada [117]. La
biomasa regenerada presenta una reduccién de su cristalinidad y, por lo tanto, una mejora en
el desempefio de la enzima durante la hidrolisis [118]. Tienen bajo impacto ambiental, son
quimica y térmicamente estables y, por lo general, la cantidad requerida es lo que eleva el

costo del proceso [116].
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1. Pretratamientos Fisicoguimicos

Dentro de los tratamientos fisicoquimicos mas utilizados esta la Explosion de Vapor, que
consiste en mezclar la biomasa lignoceluldsica con vapor sobresaturado, a alta presién y
temperatura en un tiempo reducido, que puede ser de segundos a minutos, y luego se baja la
presion instantdneamente a la presion atmosférica [119]. En esa baja de presion se solubiliza
y remueve lignina y hemicelulosas, mejorando el desempefio de la hidrélisis enzimatica[90].
Otro tipo de pretratamiento comin es el Tratamiento Hidrotérmico, que consiste en
mezclar biomasa vegetal con agua a altas temperaturas [120], esto permite una recuperacion
de las hemicelulosas a bajo costo. Se ha reportado que la lignina, sobre los 200°C, se
solubiliza en agua y debido a su alta reactividad precipita [121,122]. Este efecto sin duda
mejora el acceso de celulasas a las fibras de celulosa [120-122].

Otros estudios, han trabajado con una tecnologia de pretratamiento llamada AFEX por la
sigla de Ammonia Fiber Explosion, el cual consiste en una solucién de biomasa
lignocelulésica con amoniaco NH3 a presiones moderadas (0,7 — 27 [MPa]) y temperaturas
altas (70 — 200°C) [123,124]. Este proceso reduce la cristalinidad de la celulosa e hidroliza
hemicelulosas, ademas remueve y despolimeriza lignina, aumentando considerablemente el
tamafio de poro del material y, por consiguiente, el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica
[124,125]. También se ha investigado el uso de dioxido de carbono CO; supercritico (CO:
SC), el cual es un solvente industrial cominmente usado por su bajo impacto ambiental y su
facil recuperacion [126,127]. Su aplicacion en biomasa lignocelulésica permite la remocion
y la solubilizacion de lignina [127], aunque se ha evidenciado que esta remocion mejora al

usar un cosolvente como agua o etanol [77].

44



V. Pretratamientos Bioldgicos

Los tratamientos bioldgicos de biomasa lignoceluldsica, para su posterior degradacion
enzimatica, implica el uso de microorganismos y/o enzimas que pueden degradar la lignina
y las hemicelulosas [77,96]. Se ha reportado el uso de hongos de pudricion blanca, café y
castafia, aunque los hongos de pudricion blanca han entregado mejores resultados [94]. Estos
microorganismos poseen enzimas como lacasas, lignina peroxidasas y manganeso
peroxidasasas que permiten degradar lignina y derivados fendlicos de este polimero [128].
Este método se caracteriza por poseer un bajo requerimiento energético, no requiere aditivos
y usa condiciones moderadas, sin embargo, sus largos tiempos de procesos (de dias a

semanas) limitan su aplicacion industrial [110].

45



4.5 Hidrdlisis enzimatica de Lignocelulosa

A lo largo de los afios se han estudiado diferentes combinaciones de sustratos
lignoceluldsicos, enzimas y pretratamientos para evaluar el potencial de estos materiales para
producir azlcares fermentables. En la Tabla 5 se muestra un resumen de algunas
investigaciones relacionadas con la hidrélisis enzimética de lignocelulosa. Y la Figura 13 nos
presenta un diagrama de flujo de proceso de la obtencién de bioetanol a partir de estos

sustratos.

Tabla 5. Referencias de investigaciones en hidrdlisis enzimdtica de lignocelulosa desde residuos. Adaptado de [65,129].
Abreviaciones: Cel (Celulasa), ﬁ—g (betaglucosidasa), FEA (Feruloil esterasa), LC (Lacasa), EX (Endoxilanasa), X (Xilanasa).

Afio Sustrato Pretratamiento Enzimas Autor(es)
1988 Eucaliptus Tratamiento con Vapor Cel y B-g Martin &
Aguilera et al.
1993 Pulpa de papa Remocion de almidon y Cel T. Reesei Vader et al.
pectinas
1995  Orujo de manzana - Pectinliasa Capek et al.
1999 Pino oregdn Pulpa kraft Celluclast 1.5L Boussaid
Novozyme 188 &Saddler
2006 Paja de trigo Acido y Explosion de Cel, X, FEA, LC Tabka et al.
Vapor
2007 Paja de cebada Explosion de vapor Cel, B-gy EX Garcia-Aparicio
et al.
2010 Residuos Tratamiento con vapor Cel (NS50013)y  Ballesteros et al.
organicos B-g (NS50010)
municipales
2010 Rastrojo de maiz AFEX CBH, EG, EX, B- Gao et al.
gy p-x
2013  Céscara de jatrofa Acido diluido Celluclast 1.5L Garcia et al.
Novozyme 188
2015 Orujo tinto y Acido diluido e Celluclast 1.5L Corbin et al.
blanco hidrotérmico Novozyme 188
2016 Vainas de moringa Acido diluido Celluclast 1.5L Hernandez et al.

46

Novozyme 188



Reduccion de Detoxificacion
Biomasa tamafioy Pretratamientos y
seleccion neutralizacion

Fraccion
solida

Separacion Hidrdlisis
fraccion sélida Enzimatica Enzimas
y liquida (Sacarificacion)

Fraccion
liquida
Fermentacion de
azucares Levaduras
celulésicos

Tratamientos

Desechos

Destilacion BIOETANOL

Figura 13. Diagrama de proceso de obtencion de bioetanol de segunda generacion. Elaboracion propia

Como se muestra en la Figura 13, el proceso completo para obtener bioetanol desde un
material lignocelulésico comprende una etapa de reduccion de tamafio y seleccion, para
asegurar una homogeneidad en el sustrato y favorecer con la molienda el acceso enzimatico
[61]. Posteriormente, se realizan pretratamientos que pueden ser multiples y pueden
complementarse unos con otros de manera de mejorar el desempefio de celulasas y/u otras
enzimas en la etapa de sacarificacion [77,110]. Luego viene la etapa de neutralizacion de pH
del medio y la desintoxicacién que corresponde a remover en lo posible todos los compuestos
solubilizados en los pretratamientos que podrian tener potenciales efectos inhibitorios sobre
celulasas y microorganismos. Sin embargo, aunque esta es una etapa comun en todas las
investigaciones, poco se ha comentado sobre cuantas azlcares fermentables podrian estarse
desechando en la etapa de separacion de fases. El pretratamiento acido se caracteriza por
degradar fibras de celulosa y, por lo tanto, genera azlcares reductores que en la etapa de

separacion simplemente se pierden y no forman parte de la fermentacion alcohdlica posterior.
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4.6 Fermentacion alcohdlica de hidrolizados enzimaticos de lignocelulosa

Los procesos de fermentacion corresponden al metabolismo de azlcares de algunos
microorganismos como bacterias, levaduras u hongos. La fermentacion alcohdlica, es la
transformacion anaerobica de azucares, principalmente glucosa y fructosa, en etanol y
dioxido de carbono. Este proceso puede ser llevado por levaduras como Saccharomyces
cerevisiae y algunas bacterias tales como Zymomonas mobilis. La reaccién puede ser
resumida en la ecuacién quimica que se presenta, aunque el proceso general es un poco mas
complejo, pues ocurren muchas reacciones bioquimicas, ademas de procesos fisicoquimicos

que permiten convertir azUcares en etanol y diéxido de carbono.

C6H1206(ac) -2 CH3CH20H(aC) + ZCOZ(g)

La cepa Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente utilizada en estudios para fermentar
hidrolizados enzimaticos de lignocelulosa [119,130,131] evidenciando un buen desempefio
en el proceso al presentar mayor tolerancia al etanol y compuestos inhibitorios que estan
presentes en el medio de reaccion [132]. Las levaduras son microorganismos facultativos ya
que poseen la genética para metabolizar las azicares aerobica y anaerdbicamente [133], esto

se conoce como el efecto Crabtree.

Hay dos vias metabolicas para las levaduras para consumir monosacaridos: fermentacion y
respiracion celular, detalladas en la Figura 14. La levadura puede utilizar la respiracién o la
fermentacion para metabolizar azlcares indistintamente, la diferencia es que la fermentacion
no requiere oxigeno, y la respiracion si. Ademas, el rendimiento de moléculas de ATP final
al fermentar azlcares es mucho menor gue el obtenido al metabolizar glucosa por la via de

la respiracion [134].
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Se han presentado diversos estudios que explican las razones por las cuales las levaduras
deciden entre una y otra via metabolica, y una de las visiones mas atractivas establece que
las levaduras al estar presentes en una fuente de abundante cantidad de azUcares
fermentables, protegen esta fuente de azlcares (como las frutas) defendiéndola de
competidores usando la toxicidad que posee el etanol [135]. Experimentos realizados por
lotes del efecto Crabtree han establecido que para S. cerevisiae a concentraciones de glucosa
menores a 9 [g/L] [136], las levaduras utilizan respiracién celular para consumir glucosa, y
a medida que la concentracién de glucosa supera ese valor, comienza a emplearse la via de

fermentacién alcohdlica.

Diferentes medios de cultivo y microorganismos se han utilizado para evaluar el desempefio
del proceso fermentativo al usar residuos lignocelulosicos. Generalmente, se utiliza la
configuracion descrita en la Figura 13, que se denomina Sacarificacion y Fermentacion
Separada (o SHF, por su sigla en inglés), que simplemente consiste en hidrolizar primero y

fermentar después.

Actualmente, los investigadores han estudiado el cambio de las condiciones de fermentacion.
Al comenzar la fermentacion alcoholica con un hidrolizado rico en azucares fermentables
(principalmente glucosa) se genera inhibicion por sustrato[61,79]. Esto podria reducirse si se
inocula el hidrolizado con el microorganismo fermentativo al mismo momento que se
agregan las enzimas, donde el producto final de hidrolisis enzimética se convierte en el
sustrato para el microorganismo [129]. a esta configuracion se le denomina Sacarificacion

y Fermentacién Simultanea (SSF, por si sigla en inglés).

En 2004, Kadar et al. [137] utilizaron residuos organicos municipales para realizar una
sacarificacion y fermentacion simultanea a 40°C y otra hidrélisis enzimatica a 50°C por 24
[h] seguida de una fermentacidn a 40°C, ademas de probar con S. cerevisiae y K. marxianus
(un microorganismo fermentativo termotolerante). Los rendimientos de etanol no fueron
significativamente diferentes para ambas condiciones y ambos microorganismos, aungue la
configuracion SSF en todos los casos entrego valores levemente mayores, y en general, sus

rendimientos de etanol fueron entre 0,30 — 0,34 [g etanol/ g celulosa].

49



Grape juice

O-Gluccse }
D-Fructose

Dihydoxyacetone .
phosphate 4 Glyceraldehyde :ilphnsphmg
1

Glycarol| sheefee--

T P‘Ffuvate :
Glycarol docarboxylase 4

Ethanol #+———— - Ethanal 7— Pyruvate

Etharo| sesfssseassfosaannes

CGE il adacnannaprnaasaasnasnannnnn P}"rLI'Ir'EEI:'

+
MNADH + H "\“*-Ib c02
Acetyl-coA

Respiration
Reducad Oxidized
coanZymes

B Energy

Figura 14. Vias metabdlicas posibles para Saccharomyces Cerevisiae al metabolizar azucares: Fermentacion Alcohdlica,
que produce etanol y didxido de carbono y Respiracion celular, que produce Glicerol. Extraido de [136]
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En 2010, Ballesteros et al. [131] utilizaron similares residuos organicos pero esta vez optaron
por pretratar la biomasa previa sacarificacion y fermentacion usando tratamiento
hidrotérmico a 160°C desde 5 a 50 [min]. Se evidencié que al pretratar 30 [min] la biomasa
previa hidrolisis y fermentacion resultdé en una concentracion de etanol de 30 [g/L],
conversién de aproximadamente 60%, afirmando la importancia del efecto del pretratamiento
sobre la reaccion de hidrolisis y fermentacion.

En 2008, Tomas-Pejo et al. [138], fermentaron separada y simultdneamente paja de trigo
pretratada con explosidn de vapor, usando dos variedades de levaduras, una que fermenta
pentosas y otra mas resistente al etanol. Realizd los procesos fermentativos tanto para la fase
solida y la fase liquida post pretratamiento sugiriendo que la fase liquida debe estar presente
en la fermentacion debido a los azucares fermentables que presenta, y no deberia ser
desechada después del pretratamiento. Ademas de concluir que la configuracion simultanea

aumenta el rendimiento teorico de etanol, independiente del microorganismo.

Diversos estudios han afirmado que la configuracion simultanea (SSF) produce mayor
concentracion de etanol al ser comparada con la modalidad separada (SHF) [137-141].
Aunque poco se ha discutido sobre el efecto de cambio de la temperatura sobre el proceso
fermentativo, que por lo general en la modalidad simultanea se usa una temperatura promedio

entre la temperatura de hidrolisis enzimatica (~50°C) y la de fermentacion (~28°C).

En 2015, Corbin et al. [21] desarrollaron un estudio composicional del orujo de uva tinto y
blanco de variedad Cabernet Sauvignon y Sauvignon Blanc, respectivamente. Luego trataron
ambos sustratos con pretratamientos acidos e hidrotérmicos para hidrolizarlos
enzimaticamente usando celulasas de T.Reesei y f-glucosidasas de A.Niger. Se evidencio que
el pretratamiento acido entregaba mayor conversion de celulosa a glucosa al final de la
hidrolisis y estimd teéricamente que una tonelada de orujo podria producir hasta 211 [L] de

etanol en condiciones de hidrdlisis y fermentacion separada o simultanea.
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5. Metodologia Experimental

La metodologia experimental desarrollada en este proyecto de investigacion consistio en
emplear orujo de uva tinto, proveniente de un proceso de vinificacion anterior, para
hidrolizarlo enziméaticamente usando celulasas, con el fin de caracterizar la reaccion de
hidrélisis en términos de concentracion de azlcares reductores (AR), tasa de cambio inicial
de reaccion (TCI), porcentaje de masa solubilizada (%M.S.) y contenido de polifenoles
totales (PFT). Con estos criterios se estandariza la carga enzimatica de celulasas (CEC), la
razon de actividad de enzimas (Ag/Ac) y el pretratamiento a utilizar (&cido o alcalino). Con
las condiciones experimentales seleccionadas, se ensaya la hidrélisis y fermentacion
simultanea (SSF) del orujo de uva a diferentes valores de temperatura, con el fin de comparar
la produccion de etanol en la fermentacién, controlando con el proceso de hidrélisis y
fermentacién separadas (SHF). Esta metodologia se resume en el esquema presentado en la

@ S. cerevisiae

Sacarificaciény
Pretratamientos fermentacion
simultanea

Figura 15.

Reduccion de
tamafioy
seleccion

Hidrolisis Enzimatica

Alcohdlica

- Fermentacion
S. cerevisiae

Figura 15. Resumen esquemdtico de la metodologia experimental empleada. Elaboracion propia
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5.4 Materiales y Equipos.

5.4.1 Sustrato

El sustrato utilizado en este proyecto es orujo de uva tinto, variedad Cabernet Sauvignon,
proveniente de la region del Maule. Recibido y envasado en abril del afio 2016,
posteriormente sellado al vacio y congelado a -21°C para su posterior uso. Las porciones de
orujo utilizadas se descongelan, se separan las semillas, se muele en una procesadora de
alimentos, luego se seca en estufa a 60°C durante 24 [h]. El orujo seco se tamiza para que el
tamafo de particula de los trozos de orujo molido no sea mayor a 3 [mm] de didmetro.

5.4.2 Enzimas

l. Celulasas:

Las celulasas utilizadas son la preparacion comercial CAREZYME 4500L (fabricado por
Novozyme®, Dinamarca. Distribuida por Blumos S.A. en Chile) que corresponde a una
mezcla de celulasas de Trichoderma Reesei con actividad endo y exo-glucanasas. Su
presentacion es en forma liquida, color café-amarillento y se almacena refrigerada a 4°C.
Presenta una actividad celulasa total de 81,74 [FPU/mL] cuantificada con el método de papel
filtro.

1. Celobiasas:

Las celobiasas usadas son la preparacion comercial NOVOZYME 188 (fabricado por
Novozyme®, Dinamarca. Distribuida por Blumos S.A. en Chile) que corresponden a
celobiasas provenientes de Aspergillus Niger y poseen actividad B-glucosidasa. Su
presentacion es en forma liquida, su color es café oscuro intenso y se reserva refrigerada a
4°C. Presenta una actividad enzimatica de 30,05 [IU/mL] cuantificada con el método del

sustrato artificial 0o-NPG (orto-nitrofenil-p-galactosido).
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5.4.3 Levaduras

Las levaduras que son utilizadas como microrganismos fermentativos en la etapa de

fermentacién son las Saccharomyces cerevisiae bayanus para vinificacién Lalvin EC 1118

fabricada por Lallemand Inc. [142] Su formato es s6lido seco y se almacena cerrado en un

lugar fresco. Son levaduras obtenidas desde champagne y validadas para su uso por el Comité

Interprofesional de Vino de Champagne (CIVC), entre sus caracteristicas se destaca que

puede fermentar a temperaturas mas bajas que la éptima (entre 15°C y 25°C) y su alta

tolerancia al etanol.

5.4.4 Otros Reactivos

Reactivo DNS: Es una solucion preparada de Acido 3,5-dinitrisalisilico, tartrato

de Sodio-Potasio e hidroxido de sodio que permite la cuantificacion de extremos
reductores por espectrofotometria. En el Anexo 2 se encuentra el protocolo de

preparacion de este reactivo.

Buffer Citrato de Sodio: Empleado en los ensayos de actividad enzimatica de

papel filtro, en los ensayos de hidrélisis enziméatica y fermentaciones para

mantener un pH de 4,8 durante todo el proceso.

Buffer Citrato Fosfato: Empleado en el ensayo de actividad enzimética para la

B-glucosidasa lo que permitid mantener el pH a 7.

Reactivo de Folin-Ciocalteau: Usado en el método de Folin-Ciocalteau para la

cuantificacion de polifenoles totales. Consiste en una mezcla de fosfomolibdato

y fosfotungstato que se reducen en presencia de fenoles.
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V. Carbonato de Sodio: Se usa en una concentracion de 20%p/p para mantener el

pH basico durante la cuantificacion de polifenoles totales en el método de Folin-

Ciocalteau.

5.4.5 Equipos utilizados

l. Procesador de alimentos, MULTIMIXER TH-9010V, Thomas ®.

Figura 16. Procesadora de alimentos utilizada para molienda del material

I. Estufa Vimaroni®, modelo JK — DO — 9055A de 50 [L]

Figura 17. Estufa para secado de material



. Incubador/agitador orbital Stuart ® modelo SI500

Figura 18. Agitador orbital (shaker).

IV.  Espectrofotometro Orion Aquamate 8000, Thermo Scientific ®

Figura 19. Espectrofotémetro

V. Bafio termorregulado de agua WNB7, Memmert ®

Figura 20. Bafio termorregulado
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5.5 Hidrdélisis enzimatica de celulosa de orujo tinto

5.5.1 Estandarizacion de actividad enzimatica de CAREZYME 4500L

Para estandarizar la actividad enzimatica de la preparacién Carezyme 4500L se usa el método
de papel filtro[143]. Este método permite cuantificar la habilidad de hidrolizar la celulosa
tanto en su regidn cristalina como amorfa, lo que se conoce como actividad celulasa total. Y

esta actividad enzimatica se expresa en términos de FPU, Unidades de Papel Filtro.

La unidad Filter Paper Unit (FPU) no esta explicitamente definida, lo que si esta definido es
la cantidad 0,1875 FPU que corresponde a la cantidad de enzima que produce exactamente 2

[mg] de glucosa desde celulosa de papel filtro, en las condiciones del ensayo[144].

Se encontro la concentracion de enzima (E) que corresponde al inverso del factor de dilucién
al cual la enzima produce exactamente 2 [mg] de glucosa totales, en las condiciones
experimentales del ensayo. Luego, usando la ecuacion (2) es posible determinar la actividad
enzimatica de la preparacion en unidades de [FPU/mL]. En el anexo 1 se detalla el protocolo

del ensayo de actividad enzimatica de papel filtro.

FPU E(GT =2 [mg])
AEcarezyme4500L mL = 037 (2)
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5.5.3 Estandarizacion de actividad enzimatica de NOVOZYME 188

Para estandarizar la actividad de la preparacion NOVOZYME 188, se usa el ensayo de
actividad celulobiasa, usando el sustrato artificial o-NPG (orto-nitrofenil-p-galactosido). Se
definié la unidad internacional de actividad de hidrélisis (1U) como la cantidad de enzima
que hidroliza 1 [umol] de 0-NPG por minuto a 40°C, pH 4.5 y una concentracién inicial de
0-NPG de 45 [mM], de acuerdo con la reaccion quimica presentada en la Figura 21[145].

HO HO
S +
HO .. O HO : OH HO
H NO, H

Om
Qm

NO,
ONPG p-D-Galactose o-Nitrophenol
(o-Nitrophenyl-galactosid; (gelb)

farblos)

Figura 21.Hidrdlisis del O-NPG por accion de una 8-glucosidasa. Adaptado de [146]

En este ensayo, la actividad enzimatica se cuantifica a traves de la medicién de la velocidad
inicial de hidrdlisis de 0-NPG. La reaccion de hidrolisis de 0-NPG produce la liberacion de

0-NP en el medio de reaccion, el cual se cuantifica espectrofotométricamente a 420 [nm].

Se grafican los valores de absorbancia vs tiempo y se determina la pendiente de la recta.
Luego usando la pendiente (m), el coeficiente de absorcion molar del O-NP (g), que es 0,2476
[mMMZcm?][147], vy la longitud del paso de la luz en la celda (I = 1 [cm]) se obtiene la

velocidad inicial de reaccién de hidrolisis (v,) en [mM/s], usando la ecuacion (3).

m
Vo = ; = AEnovozymelSS 3)

Con un cambio de unidades conveniente y ajustando con factores de dilucion, se expresa la
actividad enzimatica en términos de [ﬁ] que es lo mismo que [IU/mL]. En el anexo 1
se detalla el protocolo del ensayo de actividad celulobiosa usando el sustrato 0o-NPG.
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5.5.4 Ensayos de hidrdlisis enzimatica de orujo de uva tinto

Para caracterizar la hidrélisis enzimética se realiza de acuerdo con las condiciones detalladas
en la Tabla 6. Se utiliza 0,5 [g] de orujo de uva tinto en un volumen total de 50 [mL]. El pH
6ptimo para celulasas es entre 4,8 — 5,0[148], para mantener el pH se utiliza buffer Citrato
de Sodio 0,01 [M], cuyo protocolo de preparacion se detalla en el anexo 4. Para evitar el
crecimiento de microorganismos se utiliza Azida de Sodio al 2,0 [%p/p]. Los valores de pH,
temperatura y agitacion provienen del protocolo desarrollado por el National Renewable
Energy Laboratory (NREL) para degradar material lignocelulésico usando enzimas [149].

Tabla 6. Condiciones de hidrdlisis enzimdtica

Parametro Unidad Valor

Sustrato (Orujo) [0] 0,5
Carga de sustrato [Yop/p] 1,0
Volumen NaN3 [pL] 350
Temperatura °C 50
pH [-] 4,8

Agitacion [rpm] 200

Tiempo de reaccion [h] 48

Para determinar el volumen de enzimas a agregar se considera la carga enzimatica (CE), la
actividad enzimatica de la preparacion de celulasas (AE) y la masa de sustrato (MS) que en

este caso es la celulosa. Usando la ecuacion (5) se determina el volumen a agregar.

FPU
CE; [T] " Mgystrato [g]

i

Venzima[mL] = ;I = carezyme4500L, novozyme188  (5)

AE; |
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Para estos ensayos, se prueban tres cargas enzimaticas de celulasa, que corresponde a la razon
entre las unidades de enzima y el sustrato. Ademas, se prueban tres razones de actividad de
enzima, que indica las unidades de B-glucosidasa por casa unidad de celulasa a agregar. En
la Tabla 7, se detallan las condiciones experimentales ensayadas.

Tabla 7. Condiciones experimentales ensayadas en los experimentos.

Carga enzimatica de
celulasa 15 30 90
CEC
[FPU/ g celulosal]

Razon de actividades
enzimaticas 0,4 0,8 2,4
Ag/Ac [1U/FPU]

En [150] se recomienda usar al menos 0,8 [IU] de B-glucosidasa por cada [FPU] de celulasa
agregado. Es por eso por lo que se uso esta razon, la mitad de ella y el triple para estudiar y
comparar el progreso y el producto de hidrélisis enzimatica al usar diferente razén de
actividad entre enzimas. En la Tabla 8 se resumen las corridas experimentales realizadas para
caracterizar el inicio y progreso de la hidrolisis enzimatica del orujo de uva en funcion de la

concentracion de celulasa (CEC) y de la razon de actividad de enzimas (4z/Ac). Para cada

valor de carga enzimatica se ensayé cada valor de razon de actividad enzimatica.

Se deja reaccionar a 50°C durante 48 [h], se toman 2 [mL] de muestra a las 0, 2, 8, 24, y 48
[h] y se congelan a -4°C. Posteriormente, se determinaron los azucares reductores totales
usando el método DNS (descrito en el apartado 3.5). Con los datos recolectados y
determinados se construyen las curvas de hidrdlisis enzimatica de cada corrida
experimentales (AR) y las tasas iniciales de cambio (TCI) durante las primeras dos horas de

reaccion de cada experimento.
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Tabla 8. Corridas experimentales para la hidrdlisis enzimdtica de orujo de uva.

Corrida CEC Ag/A. CEp Volumen [uL] Volumen [uL]

[FPU/g celulosa] [IU/FPU] [IU/gcelulosa] Carezyme 4500L  Novozyme 188
1 15 0,4 6 19,1 20,8
2 15 0,8 12 19,1 41,5
3 15 2,4 36 19,1 124.,6
4 30 0,4 12 38,2 41,5
5 30 0,8 24 38,2 83,1
6 30 2,4 72 38,2 249,2
7 90 0,4 36 114,5 124.,6
8 90 0,8 72 1145 249,2
9 90 2,4 216 1145 747,6

5.5.5 Ensayos de hidrdlisis enzimatica de orujo de uva con pretratamientos

También se probaron dos pretratamientos (PT): el pretratamiento &cido que corresponde a
tratar el sustrato antes de la hidrolisis, con una solucion diluida de &cido sulfarico H2SO4 0,5
%][v/v] durante 30 [min] a 100°C, y el pretratamiento alcalino que corresponde al mismo
procedimiento, pero usando una solucion de hidroxido de sodio NaOH 0,5% [v/v]. El
objetivo es evaluar el efecto sobre el producto de hidrdlisis (AR), la velocidad inicial de
hidrolisis enzimatica (TCI), el porcentaje de masa solubilizada (%M.S.) y el contenido de
polifenoles totales (PFT) al usar alguno de los dos pretratamientos, y para eso también se

comparan con los ensayos realizados en las mismas condiciones, pero sin pretratamientos.

La carga de sustrato, la temperatura de reaccion, pH, agitacion y volumen total se mantienen
invariantes respecto de los ensayos previos, y cada una de las corridas experimentales se
realiza en duplicado. Se deja reaccionar durante 48 [h] y se toman 2 [mL] de muestras 0, 2,
8, 24 y 48 [h], posteriormente se congelan y se les determina azUcares reductores totales
mediante método DNS. A las muestras inicial y final se les cuantifica contenido de

polifenoles totales usando el método de Folin-Ciocalteau.
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5.6 Fermentacion e Hidrdlisis separada (SHF)

El ensayo de fermentacion SHF corresponde a una hidrélisis enzimatica que se realiza por
48 [h] seguido de la inoculacién del hidrolizado con levaduras desde la hora 48 hasta
completar 144 [h] totales, es decir, 96 [h] de fermentacion alcohdlica (protocolo detallado en
el anexo 5). La agitacion se mantiene a 200 [rpm] como en todas las experiencias anteriores,
la temperatura de hidrélisis enzimatica es de 50°C y la fermentacidn posterior se realiza a
28°C. Se realiza en un volumen total de 300 [mL] usando botellas de 500 [mL] y se sellan

con airlock en la tapa para evitar el ingreso de agentes externos.

Se toman 15 [mL] de muestra al inicio y al final de la hidrdlisis, y 100 [mL] al final de la
fermentacion. La muestra grande se envia a anélisis de la concentracion de etanol mediante
cromatografia de gases. A las muestras pequefias inicial y final se le cuantifica aztcares

reductores totales con el método DNS.

5.7 Fermentacion e Hidrdlisis simultanea (SSF)

Para la hidrdlisis y fermentacion simultanea (SSF) se procede exactamente de la misma forma
que al hacer la SHF, pero con la diferencia que el indculo de levadura se agrega al mismo
tiempo que las enzimas, en el inicio de la reaccion. Se deja reaccionar hasta que cumpla 144
[h] totales al igual que configuracion separada. La agitacién se mantiene en 200 [rpm] y el

volumen total de reaccidn se mantiene en 300 [mL].

Se ensayan tres temperaturas (28°C, 39°C y 50°C) y cada uno de los ensayos se realiza en
duplicado. Se toman 15 [mL] de muestra al inicio y al final de la hidrélisis enzimatica y se
congelan para su posterior determinacion de azlcares reductores por el método DNS. Al final
se toman 100 [mL] de muestra y se envia a analisis de cuantificacion de etanol mediante

cromatografia de gases.
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5.8 Técnicas Analiticas.

5.8.1 M¢étodo DNS

El método DNS es un comin método utilizado para cuantificar azticares reductores o también
Ilamadas azucares fermentables [151,152]. Un azlcar reductor es un monosacérido que
contiene en su estructura un grupo carbonilo que puede actuar como dador de electrones. El
meétodo consiste en la reaccion redox entre el reactivo acido 3,5-dinitrosalisilico (de color
amarillo) y un azlcar reductor, dando como producto acido 3-amino-5-nitrosalisilico (de

color café-rojizo) y &cido gluconico, de acuerdo con la reaccion presentada en la Figura 22.

[§] OH [@] OH
CH,OH o
OH 29 95°C OH OH OH
R HO . . HOH,C OH
‘ _ HO CH,OH _ _ :
)N NO, O O,N NH, 66 OH O
DNS Fructose 3-Amino-5- Gluconic acid
Nitrosalicylic Acid

Figura 22. Reaccion entre el DNS y la fructosa, un azucar reductor. Adaptado de [153]

Muchos estudios han utilizado este método para cuantificar los resultados de hidrélisis
enzimatica de celulosa y otros polisacaridos [90,100,105,106,111,127,154]. El ensayo se
realiza usando una curva de calibracidn de glucosa y un reactivo DNS, cuyos protocolos de

preparacion estan detallados en el anexo 2.
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5.8.2 M¢étodo de Folin Ciocalteau

Este método ha sido ampliamente usado para determinar contenido total de polifenoles. Se
basa en la reaccion de oxido-reduccién que ocurre entre el compuesto fendlico y el reactivo
de Folin-Ciocalteau. Este es un reactivo heteropoliacido de molibdotungstato fosforico
compuesto por los complejos presentados a continuacion[155,156]:

3H20 — P205 —13WO0 — 5MOO3 - 10H20
3H20 — P205 — 14WO3 - 4MOO3 —10 H20

Este reactivo oxida eficientemente compuestos fenolicos, provocando la reduccion del

molibdeno que entrega el color de la solucion, de acuerdo con la semi-reaccion:

Mo(VI)(amarillo) + e~ - Mo(V)(azul)

La reaccion es lenta a pH acido, por lo que se agrega carbonato de sodio Na,COs al 20 [%p/p]
para mantener las condiciones alcalinas. En el anexo 3 se describe el protocolo de preparacion

y calibrado de este método.
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5.8.3 Rendimientos de Fermentacion

Para estudiar la conversion en la fermentacion (Yp,s), se calculé como la concentracion de
etanol (en [g/L]) respecto de la masa de celulosa inicial (en [g]), lo que se puede expresar

como indica la siguiente ecuacion:

Vet "dEt " Vreaccion

(6)

g etanol ]
g celulosa

Yp/s = = YEt/cel [

Morujo " Xcelulosa en orujo

Donde Yp,s es la masa de etanol producida por cada gramo de celulosa inicial, Vg, es el
volumen de etanol en [mL], dg; es la densidad del etanol (0,789[g/mL]), V,eqccion €S €l
volumen total de reaccion (300 [mL]), m,,j, €s la masa inicial de orujo utilizado en las
fermentaciones (3 [9]) Y Xcetutosa en orujo €S 12 fraccion masica de celulosa en el orujo tinto

(0,208) . Ademas, se determino el rendimiento de etanol, de acuerdo con la ecuacion (7):

[Et] experimental [g/L]

[Et] tedrico [g/L] +100% (7)

Yer =

Donde Yg, es el rendimiento de etanol, [Et]eyperimentar €S la concentracion de etanol
alcanzada experimentalmente en los ensayos realizados y [Et];esrico €S la concentracion de

etanol estequiométrica.
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6. Resultados y Discusion

6.1 Hidrdlisis enzimatica de orujo de uva tinto

6.1.1 Actividad Enzimatica de Carezyme 4500L y Novozyme 188

El valor de la actividad celulasa total de la preparacion de celulasas Carezyme 4500L es
81,76 [FPU/mL]. Mientras que el valor de la actividad celulobiosa de la preparacion de B-
glucosidasas Novozyme 188 es 30,05 [IU/mL]. Los protocolos de preparacién y los

resultados de los métodos se detallan en el anexo 1.

6.1.2 Ensayos de hidrolisis enzimatica de orujo de uva tinto

. Concentracion de azucares reductores

En las Figuras 23, 24 y 25 se presentan las curvas de hidrdlisis enzimatica de orujo de uva
tinto para cada concentracion de celulasa (CEC), a razon de actividad de enzima creciente
(Ag/Ac). Dentro de las corridas experimentales el menor valor de concentracion de azucares
reductores que se obtuvo fue de 10,61 [g/L], que corresponde la corrida nimero 1, y equivale
a 5,1 [g AR/g de celulosa] la mayor concentracion alcanzada de azucares reductores fue de

31,28 [g/L] que corresponde la corrida numero 9, y equivale a 15,04 [g AR/g celulosa].
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® AB/Ac=0,4 ®AB/Ac=0,8 A AB/Ac=2,4

Figura 23. Azucares reductores en [g/L] en el transcurso de la hidrdlisis enzimdtica de orujo de uva tinto a CEC = 15
[FPU/g celulosa], para razén de actividad enzimdtica AB/Ac creciente. Ensayos realizados en duplicado durante 48 [h] a

50°C y pH =4,8.
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Figura 24. Azucares reductores en [g/L] en el transcurso de la hidrélisis enzimdtica de orujo de uva tinto a CEC = 30
[FPU/g celulosa], para razén de actividad enzimdtica AB/Ac creciente. Ensayos realizados en duplicado durante 48 [h] a

50°Cy pH =4,8.
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AR [g/L]

CEC =90 [FPU/g celulosa]
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® AB/Ac=0,4 mAB/Ac=0,8 A AB/Ac=2,4

Figura 25. Azucares reductores en [g/L] en el transcurso de la hidrélisis enzimdtica de orujo de uva tinto a CEC = 90
[FPU/g celulosa], para razén de actividad enzimdtica AB/Ac creciente. Ensayos realizados en duplicado durante 48 [h] a
50°CypH =4,8.

Naturalmente, se aprecia un aumento en el producto final de hidrélisis conforme aumenta la
concentracion de enzimas. Al mantenerse el valor de carga enzimatica de celulasas constante,
se alcanza un aumento de la concentracion de azucares reductores al final de la hidrolisis a
medida que aumenta también la concentracion de B-glucosidasas, esto concuerda con el
mecanismo de reaccidn propuesto por Persson et al [64] donde la celulasa puede romper
enlaces B-glucosidicos liberando extremos que no son necesariamente reductores. Sin
embargo, la B-glucosidasa si permite hidrolizar unidades de celobiosa (que no son

fermentables) en residuos reductores de glucosa.

Cuando la carga enzimatica de celulasas es 15 [FPU/g celulosa] las concentraciones de
azucares reductores no son significativamente diferentes al aumentar la razén de actividad
enzimatica, en comparacion con las concentraciones de azUcares reductores alcanzadas
cuando la carga enzimatica es 30 y 90 [FPU/g celulosa] y se aumenta la razon de actividad

de enzimas (coeficientes de variacion 8,91%, 37,49% y 21,91%, respectivamente).
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Cuando la carga enzimatica de celulasas es de 30 [FPU/g celulosa] se aprecia un aumento de
un 33,8% de la concentracion final de azUcares reductores cuando la razon de actividad de
enzimas aumenta de 0,4 a 0,8 [IU/FPU], y cuando esta razon aumenta de 0,8 a 2,4 [IU/FPU]
el aumento en la concentracion final de azUcares reductores es de un 64,8%. Caso contrario
se observa cuando la carga enzimatica es de 90 [FPU/g celulosa], ya que cuando la razon de
enzimas aumenta de 0,4 a 0,8 [IU/FPU] la concentracién final de azlcares reductores
aumenta en un poco mas del doble y, sin embargo, cuando la razén de actividad aumenta de
0,8 a 2,4 [IU/FPU], la concentracion final de azucares reductores crece en apenas un 7,7%.
Esto puede deberse a que a un nivel alto de enzimas la velocidad de reaccidn inicial aumenta
considerablemente, y al aumentar con gran rapidez la concentracion de los productos de
hidrolisis, consecuentemente, aumenta la velocidad de inhibicién por producto por parte de
la glucosa y la celobiosa, los principales productos de hidrolisis[61,157].

Al usar 30 [FPU/g celulosa] y una razon de actividad de enzimas de 2,4 se alcanza una
concentracion de azUcares reductores finales de 27,13 [g/L], y al usar el triple de carga
enzimatica de celulasa (90 [FPU/g celulosa]) a la misma razon de actividad se obtiene un
producto sélo un 15% mayor. Las Figuras 26, 27 y 28 presentan las curvas de hidrolisis
enzimatica para razon de actividad de enzimas constante y valores de carga enzimatica de
celulasas creciente, mientras que la Figura 29 y 30 entregan las concentraciones finales de
azucares reductores alcanzadas en cada corrida experimental y las tasas iniciales de cambio

de reaccion, respectivamente.

Un analisis de varianza, detallado en el anexo 7, permite evidenciar que tanto la carga
enzimatica de celulasa como la razon de actividad de las enzimas tienen efectos significativos
sobre la concentracion de azucares reductores finales, validando que la hidrolisis enzimatica

de celulosa proveniente desde orujo de uva ocurre de acuerdo con el mecanismo propuesto.
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Figura 26. Azucares reductores en [g/L] en el transcurso de la hidrélisis enzimdtica de orujo de uva tinto a AB/Ac = 0,4
[IU/FPU], para carga enzimdtica de celulasas CEC creciente. Los ensayos realizados en duplicado durante 48 [h] a 50°C y

pH=48.
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Figura 27. Azucares reductores en [g/L] en el transcurso de la hidrélisis enzimdtica de orujo de uva tinto a A6/Ac = 0,8
[IU/FPU], para carga enzimdtica de celulasas CEC creciente. Los ensayos realizados en duplicado durante 48 [h] a 50°C y
pH=4,8.
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Figura 28. Azucares reductores en [g/L] en el transcurso de la hidrdlisis enzimdtica de orujo de uva tinto a AB/Ac = 2,4
[IU/FPU], para carga enzimdtica de celulasas CEC creciente. Los ensayos realizados en duplicado durante 48 [h] a 50°C y
pH =4,8.

A la razon de actividad de enzimas mas baja utilizada (Ap/Ac = 0,4 [IU/FPU]), la
concentracion final de azlcares reductores alcanzada aumenta en un 15,9% cuando la carga
enzimatica de celulasas crece de 15 a 30 [FPU/g celulosa], sin embargo, cuando la carga
enzimatica de celulasas aumenta de 30 a 90 [FPU/ g celulosa] la concentracion de azlcares
reductores solo aumenta en 3,0%. Esto sugiere que a una razon de actividad de enzimas donde
hay menos B-glucosidasas que endo y exoglucanasas, no es posible alcanzar una mayor
liberacion de extremos reductores. Esto es coherente con los mecanismos de reaccion que
poseen las enzimas glucanasas, ya que logran hidrolizar enlaces glucosidicos, pero no
aseguran que necesariamente son extremos reductores. Este hecho también se confirma al
analizar los resultados para carga enzimatica constante de las Figuras 23-25, donde siempre
se obtiene menor concentracion de azUcares reductores al usar la menor razon de actividad
de enzima. Esto confirma que la f-glucosidasa tiene una incidencia mayor en la liberacion
de los extremos reductores y de las azlcares fermentables en la hidrolisis enzimatica del
orujo de uva, y que usar razones de actividad enziméatica de 0,8 y 2,4 permite alcanzar

mayores concentraciones finales de azlcares reductores.
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Figura 29. Azucares reductores finales en [g/L] para las razones de actividades enzimdticas ensayadas
(AB/Ac=0,4,0,8;2,4) para valores de carga enzimdtica de celulasas CEC creciente.

. Tasa de cambio inicial de reaccién (TCl)

Se tomd como referencia la concentracion inicial de azlcares reductores y la concentracion
de azUcares reductores alcanzada a las 2 horas de agregadas las enzimas. Con esa informacion
se calculd la razon de cambio inicial de reaccionen [g/L - h]. La Figura 30 presenta las tasas

de cambio inicial obtenida en cada experiencia.
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Figura 30. Tasa de cambio inicial de hidrdlisis enzimdtica de orujo de uva para CEC = 15,30 y 90 [FPU/g celulosa] y
AB/Ac=0,4,0,8 y 2,4 [IU/FPU] respectivamente, sin pretratamientos.

Como se observa en el grafico adjunto en la Figura 30, cuando la hidrolisis enzimatica de
orujo de uva ocurre a una razon baja de actividad de enzimas, la velocidad inicial no cambia
significativamente en comparacion cuando la razén de actividad aumenta a 0,8 o 2,4
[TU/FPU]. Es decir, la tasa inicial de cambio de reaccion se ve afectada por la poca presencia
de B-glucosidasa, y parece no depender directamente de la cantidad de celulasa adicionada,
lo cual se explica por la capacidad hidrolitica de las endoglucanasas y exoglucanasas de
liberar extremos no reductores y, por lo tanto, no son cuantificados con el método. Al trabajar
con razones 0,8 y 2,4 pueden notarse cambios importantes en la velocidad de reaccion inicial,
cuando se trabaja a 90 [FPU/g celulosa] la velocidad inicial de reaccion de hidrélisis
enzimatica aumenta en un 20,2%, al cambiar la razon de actividad desde 0,8 a 2,4. Sin
embargo, segun el grafico de la Figura 30 pareciera que al existir una velocidad inicial muy
grande la reaccion finaliza en menor tiempo a causa de la inhibicién por producto. En el caso
donde la carga enzimatica es un tercio (30 [FPU/g celulosa]) no existe un aumento de la
velocidad inicial de reaccion al aumentar la razon de enzimas desde 0,8 a 2,4 [IU/FPU], sino
que disminuye la tasa inicial de reaccidn, y aun asi se alcanza una de las concentraciones

finales de azucares reductores mas altas de las experiencias.

73



Esto sugiere que, a ese valor de carga enzimatica de celulasas y razén de actividad de
enzimas, la velocidad de reaccién tiene un aumento gradual a lo largo de la hidrdlisis y, por
ende, la liberacion de glucosa y celobiosa también es gradual, lo que permite que la reaccion
no termine en forma inmediata a causa de los efectos inhibitorios por producto, aprovechando
la actividad catalitica del sistema de enzimas hasta el final de la hidrdlisis. No ocurre lo
mismo cuando la carga enzimatica es 90 [FPU/g celulosa], que existiendo en el medio el
triple de actividad de celulasas el producto obtenido no es significativamente diferente y la
reaccion parece finalizar a las 24 [h] a causa de la rapidez de liberacion de glucosa y celobiosa

al medio de reaccion.

En general, las concentraciones de azucares reductores alcanzadas en las hidrolisis
enzimaticas son buenos comparando con otros estudios (4,8 — 5,56 [g/L])[100,127], aunque
el tipo de sustrato lignoceluldsico, su composicion y distribucion polimérica difieren
considerablemente para comparar la cantidad de extremos reductores liberados. Corbin et al
2015 [21] hidrolizaron enzimaticamente 0,02 [g] de celulosa de orujo tinto y alcanzé una
concentracion final de azucares reductores de 1,44 [g/L], lo que entrega una conversion de
72 [g AR/g celulosa], un valor bastante alto en comparacion a las conversiones obtenidas en
este trabajo, cuyos valores se presentan en la Tabla 9, junto con las concentraciones totales
de enzimas (CTE) en [g/mL] empleadas en cada ensayo. Ademas, la Figura 31 presenta la

concentracion de azUcares reductores final en funcién de la concentracion total de enzimas.

Tabla 9. Conversiones de celulosa en aztcares reductores [g AR/g celulosa] y concentracion total de enzima en cada
experiencia en [g/L]

CEC Ag/Ac Conversion Concentracion
[FPU/g celulosa] [IU/FPU] [g AR/ g celulosal] total de enzimas
(CTE) [g/mL]

15 0,4 5,10 0,008
15 0,8 6,51 0,016
15 2,4 9,11 0,048
30 0,4 5,91 0,017
30 0,8 7,91 0,033
30 2,4 13,04 0,096
90 0,4 6,09 0,050
90 0,8 13,96 0,098
90 2,4 15,04 0,288
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Los mejores resultados de hidrolisis se obtienen cuando la razon de actividad de enzima es
2,4y la carga enzimética de celulasas es 30 y 90 [FPU/g de celulosa] (CTE = 0,096 [g/mL]
y CTE = 0,288 [g/mL], respectivamente, Figura 31). Las hidrélisis enzimaticas realizadas a
carga de celulasas de 90 [FPU/g celulosa] aumentan considerablemente la concentracion total
de enzimas en el proceso, y por ende su costo (Tabla 9), pero se obtiene una concentracion
final de azlcares solo un 15% mayor que al usar una carga de celulasas de 30[FPU/g
celulosa]. Ademas, notar que al usar la razon de actividad enzimatica mas baja y alta carga
de celulasas (Ap/Ac=0,4, CEC =90 [FPU/g celulosa], CTE = 0,050 [g/mL]), se obtiene una
concentracion de producto que no es significativamente diferente que al usar menos carga de
celulasas (CTE = 0,008 [g/mL] y CTE = 0,017 [g/mL]). Esto puede explicar que el uso de
una razén de actividad de enzimas baja resulta en un grado de sinergismo bajo entre las
enzimas, y por eso no se refleja un aumento considerable de la concentracion de producto al
aumentar la carga de celulasas. Otro punto importante que considerar es que una baja
concentracion de B-glucosidasas amortigua en menor grado el efecto inhibitorio por producto

de la celobiosa.
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Figura 31. Concentraciones de azticares reductores en [g/L] al final de la hidrélisis enzimdtica de orujo de uva tinto en
funcion de la concentracion total de enzimas CTE en [g/mL] (valores etiquetados en cada punto). Los ensayos de hidrdlisis
se realizaron durante 48[h] a 50°C y pH 4,8.
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Al usar 90 [FPU/g celulosa] se obtienen las dos més altas velocidades iniciales de reaccion
(Figura 30), lo que aumenta rapidamente la concentracién de los productos y subproductos e
hidrélisis, y con ello la inhibicion causada por parte de la glucosa y la celobiosa, lo que a

cuenta de un desaprovechamiento del sistema enzimatico en el tiempo de reaccion ensayado.

6.1.3 Hidrdlisis Enzimatica de orujo de uva con pretratamientos

Con las condiciones seleccionadas de carga enzimética de celulasas (15 y 30 [FPU/g
celulosa)) y de razdn de actividad de enzimas (0,8 y 2,4 [IU/FPU]) se realizaron las hidrolisis
enzimaticas de orujo de uva, pero esta vez se probaron dos pretratamientos clasicos
empleados para sustratos lignocelulosicos: el pretratamiento de acido diluido con &cido
sulfirico H2SOg4 al 0,5 [%vV/v] durante 30 [min] a 100°C y el pretratamiento alcalino usando
una solucion de NaOH al 0,5 [%v/v] durante 30 [min] a 100°C. Las Figuras 32 y 33 presentan
las curvas de hidrdlisis enzimatica usando pretratamiento acido y alcalino, con sus
respectivos grupos control sin pretratamientos. Los graficos de las Figuras 34 y 35 presenta
las tasas de cambio inicial de reaccion (TCI) y el porcentaje de masa solubilizada (%M.S.)
para las hidrélisis enzimaticas con pretratamientos acido y alcalino, respectivamente. La
Figura 36 presenta el contenido de polifenoles totales iniciales y finales de los mismos

ensayos de hidrdlisis enzimatica con pretratamientos.
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Figura 32. Azucares reductores en [g/L] de la hidrolisis enzimdtica de orujo con y sin pretratamiento (PT) con H,S04 al
0,5[%v/v] por 30 min a 100°C, CEC =15 y 30 [FPU/g celulosa] y AB/Ac=2,4. Ensayos realizados en duplicado durante 48 [h]

a 50°Cy pH =4,8.
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Figura 33. Azucares reductores en [g/L] de la hidrolisis enzimdtica de orujo con y sin pretratamiento (PT) con NaOH al
0,5[%v/v] por 30 min a 100°C, CEC =15y 30 [FPU/g celulosa] y AB/Ac=2,4. Ensayos realizados en duplicado durante 48 [h]

a 50°Cy pH =4,8.
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De acuerdo con las Figuras 32 y 33, en todos los casos la concentracion de azUcares
reductores aumenta al usar alguno de los dos pretratamientos, acido o alcalino. La
concentracion de azUcares reductores mas alta se obtiene cuando se usa pretratamiento acido,
30 [FPU/g] de celulasa y una razén de actividad de 2,4 que corresponde a 34,67 [g/L]. El
segundo valor mas alto corresponde las mismas condiciones de hidrélisis enzimatica, pero
usando pretratamiento alcalino (32,67 [g/L]). Al no haber diferencias significativas en las
concentraciones finales de azlcares reductores alcanzadas, usando la misma carga
enzimatica de celulasas y la misma razon de actividad de enzimas, se puede inferir que ambos
pretratamientos aumentan la liberacion de extremos reductores en la hidrdlisis enzimatica a

cualquier tiempo de hidrélisis, aun cuando funcionan con mecanismos de reaccion diferentes.
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Figura 34. Tasas de cambio inicial en [g/Lh] para las hidrdlisis enzimdticas de orujo de uva tinto con y sin pretratamientos
dcido y alcalino, CEC =15 y 30 [FPU/g celulosa], AB/Ac = 2,4 [IU/FPU] a 50°C y pH = 4,8.
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Ambos pretratamientos aumentan la velocidad inicial de reaccion, sin embargo, lo hacen en
diferente grado. El pretratamiento acido aumenta en 2,6 y 2,1 veces las velocidades iniciales
de reaccién comparadas con los ensayos sin pretratamientos cuando la carga enzimatica es
15 y 30 [FPU/g celulosa], respectivamente. Mientras que el tratamiento alcalino, aumenta
aproximadamente en 1,8 veces la tasa inicial de reaccion, independiente de la carga
enzimatica de celulasas. Cuando la carga enzimatica es 30 [FPU/g celulosa] las velocidades
iniciales presentan una leve diferencia y eso se condice con la leve diferencia encontrada en
la concentracion de azucares reductores al final de la reaccion. Usando como criterio que el
pretratamiento que aumenta mas la velocidad de reaccion inicial es aquel que mejora el
acceso enzimatico y, por lo tanto, mejora el producto de reaccion; el pretratamiento acido
cuando la carga de celulasas es 30 [FPU/g celulosa] presenta el mejor valor de concentracion
de azucares reductores y de velocidad inicial. Aun asi, una velocidad inicial muy alta al

principio de la reaccion puede generar también una rapida inhibicién por producto.

Que la velocidad inicial de reaccion aumente menos en el pretratamiento alcalino puede estar
asociado a la liberacion de algunos compuestos fendlicos al medio de reaccion que
generalmente estan asociados a efectos inhibitorios de celulasas[158], por ende, a una
liberacion de extremos reductores mas lenta. Esto Gltimo puede evidenciarse en el grafico
presentado en la Figura 35, donde el porcentaje de masa solubilizada usando pretratamiento
alcalino es mucho menor, esto puede deberse por el efecto de hinchazén o “swelling” que
hace el tratamiento alcalino a la matriz lignoceluldsica. EI NaOH en condiciones diluidas a
alta temperatura permite romper enlaces ésteres entre la lignina y las hemicelulosas[77]
permitiendo una expansion de la matriz vegetal, mejorando la superficie de contacto de las
fibras de celulosa, y por lo tanto un buen rendimiento de hidrolisis. Pero la masa solubilizada
también esté asociada a la despolimerizacion de la lignina efectuada por el pretratamiento y
la solubilizacion de compuestos fenolicos producto de esa despolimerizacion. Esto también
lo ratifica el contenido de polifenoles totales presentados en el grafico de la Figura 36, donde
la hidrolisis enzimatica con pretratamiento alcalino presenta una mayor concentracion de
PFT al final de la hidrolisis.

Esto sugiere que el tratamiento alcalino modifica la estructura lignoceluldsica de tal manera

que la presencia de enzimas celuloliticas pueden aumentar la solubilizacion de compuestos
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fendlicos en la hidrolisis enzimética, esto también puede estar asociado a adsorciones
improductivas de las celulasas en la estructura polimérica de la lignina[85].

Aunque se han realizado diversos estudios que validan los efectos inhibitorios de compuestos
liberados en condiciones alcalinas sobre enzimas celuloliticas[78,79,132], en los ensayos
realizados se verifica que la extraccion de polifenoles se favorece en la hidrélisis enzimética
en conjunto con la ruptura de enlaces glucosidicos, al usar pretratamiento acido o alcalino,

sin embargo, usando este Gltimo la liberacién de polifenoles al final de la hidr6lisis es mayor.

Tabla 10. Conversiones en [g AR/g celulosa] en la hidrdlisis enzimdtica de orujo tinto con y sin pretratamientos dcido y

alcalino.
Carga enzimatica Pretratamiento Concentracion de Conversién
de celulasas AR final [g/L] [g AR/g celulosa]
.~ Sinpretratamiento 1894 911

15 [FPU/g celulosa] Acido 23,28 11,20
Alcalino 24,33 11,70

Sin pretratamiento 27,13 13,04

30 [FPU/g celulosa] Acido 34,67 16,67
Alcalino 32,67 15,71

El pretratamiento &cido realizado se asocia con la mayor concentracién de azlcares
reductores, y por lo tanto con la mayor conversion (Tabla 10). También presenta el mayor
porcentaje de masa solubilizada y esto esté relacionado con la capacidad de la solucion de
acido sulfurico diluida, en condiciones de altas temperaturas, de degradar puentes de
hidrogenos entre los polimeros presentes en la biomasa vegetal, hidrolizar hemicelulosas y
algunas fibras de celulosa de facil acceso[77,95]. Ademas, se aprecia un menor contenido de

polifenoles al final de la hidrolisis enzimatica comparado con el pretratamiento alcalino.
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La mejora del acceso de la enzima a las fibras de celulosa también facilita la extraccion de
compuestos fenolicos monoméricas como las antocianinas glucésido[20,26] que al presentar
un enlace de tipo B-1,4-glucosidico puede ser hidrolizado por las B-glucosidasas presentes,
facilitando la extraccion enzimatica de los polifenoles a causa de la modificacion quimica
ocurrida en el pretratamiento[85]. Aun asi, al presentar menos concentracion de polifenoles
al final de la hidrolisis se corresponde con menos efectos inhibitorios para la fermentacion
posterior o la fermentacion simultdnea ensayada, comparando, por supuesto, con el

pretratamiento alcalino.

M Sin pretratamiento
M Con pretratamiento acido
I B Con pretratamiento alcalino
15 30

CEC [FPU/ g celulosa]

Figura 35. Porcentaje de masa solubilizada al final de las hidrdlisis enzimdticas de orujo de uva tinto con y sin
pretratamientos dcido y alcalino, CEC =15y 30 [FPU/g celulosa], AB/Ac = 2,4 [IU/FPU], a 50°Cy pH = 4,8
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Figura 36. Contenido de polifenoles totales (PFT) para las hidrdlisis enzimdticas de orujo de uva tinto con y sin
pretratamientos dcido y alcalino, CEC =15 y 30 [FPU/g celulosa], AB/Ac = 2,4 [IU/FPU] a 50°C y pH = 4,8

6.2 Fermentaciones

Habiendo seleccionado las condiciones de hidrolisis enzimatica (CEC, Ag/Ac Yy
pretratamiento) que permitieron alcanzar la mayor concentracion de azlcares reductores AR,
se ensayaron las fermentaciones en forma separada (SHF) y en forma simultanea (SSF). La
masa de orujo fue de 3 [g] en 300 [mL] de reaccion, lo que mantiene la concentracion inicial

de sustrato respecto de los ensayos de hidrélisis enzimatica con pretratamientos.

La carga enzimatica de celulasas fue de 30 [FPU/g celulosa] y la carga de B-glucosidasas fue
de 72 [IU/g celulosa] (Ag/Ac= 2,4 [IU/FPU]), se usé el pretratamiento con acido sulftrico
H2S04, el pH del medio se ajustd a 4,8 y la agitacion se mantuvo a 200 [rpm]. El tiempo total

de proceso fue de 144 [h] para todos los grupos.
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Para el caso de la fermentacion e hidrolisis separada (SHF) se hidrolizd enziméaticamente
durante 48 [h] a 50°C en las condiciones mencionadas, a la hora 48 se enfrié el medio de
reaccion a 28°C y se inocul6 con S. cerevisiae hasta completar 96 [h] de fermentacion, es
decir, 144 [h] totales. Para el caso de la fermentacion e hidrolisis simultanea (SSF), se
agregan en el inicio tanto enzimas como levadura y se deja fermentar en las condiciones
seleccionadas por 144 [h], probando tres temperaturas: 28°C, 39°C y 50°C, cada uno de los
grupos con su respectivo duplicado. Asumiendo que el valor de concentracién de etanol
determinado es la concentracion alcanza, se estima la conversion y el rendimiento de las

fermentaciones realizadas.

6.2.1 Rendimientos de Fermentacion

Las muestras de etanol analizadas presentaron una concentracion de etanol menor a 0,025
[mL] de etanol por cada 100 [mL] de fermentado analizado. Todas las muestras presentaron
un contenido bajo este rango sin presentar diferencias significativas, esto implica que la
fermentacion no ocurrio o el proceso fue muy lento y ocurrio en un grado muy bajo. Cabe
destacar, como se presenta en el anexo 6, que la cantidad estequiométrica de etanol
igualmente esta en un rango bajo (<1%). El grafico de la Figura 37 presenta la concentracion
de azucares reductores iniciales y finales de cada grupo de fermentacién simultanea (SSF)
ensayado. En el caso del grupo control (SHF) se presenta la concentracion de azucares justo
después de la hidrolisis (previo a la inoculacién) y al final de la fermentacién. A continuacion,

se presentan la conversion de fermentacion Y, ,s en [g etanol/g celulosa] y el rendimiento

porcentual estimado de fermentacion Yy,

l. Conversion celulosa a etanol

. 9_|.
Vi - die Veqeion 000025 [mL] 0,789 -Z] - 300mL]

Morujo * Xcelulosa en orujo B 3,0 [g] - 0,208[g celulosa/g]

Yp/s =

g etanol
= 0,0948 [—]
g celulosa
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1. Rendimiento de fermentacion
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Figura 37. Concentracion de azucares reductores para los ensayos de fermentacion e hidrdlisis separadas (SHF) y
simultdneas (SSF) realizados a 28°C, 39°C y 50°C. CEC = 30 [FPU/g celulosa], AB/Ac = 2,4 [IU/FPU] a 50°Cy pH = 4,8, la
levadura se inéculo al 1,0 [%p/p] a las 48 [h] en el caso de la SHF e inicialmente para los ensayos simultdneos.

Cuando se realiza la fermentacion e hidrolisis separada (SHF), la concentracion de azucares
de reductores alcanzada después de 48 [h] de hidrdlisis en este medio de reaccion es de 8,135
[g/L], lo que equivale a una conversion de 7,82 [g AR/g celulosa], comparado con la
hidrolisis enzimatica realizada en las mismas condiciones, la conversion es un 40% menor.
Aunque la concentracion inicial de sustrato se mantiene igual en todos los experimentos
realizados, un mayor volumen de reaccion se relaciona con uno de los mayores desafios de
industrializar la conversién de lignocelulosa en etanol: Un gran volumen de reaccion dificulta
la interaccion entre el sustrato y la enzima, y por lo tanto los procesos de transferencia de
materia y adsorcion de celulasas al sustrato[86], lo que se puede confirmar con la conversion

alcanzada en iguales condiciones, pero usando un volumen de reaccién mayor.
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Luego de 96 [h] de fermentacion, la concentracion de azucares reductores se reduce en un
54,45%, lo que refleja un consumo de estas azucares. Si se asume que el consumo de estas
azucares fue utilizado principalmente por la via fermentativa por parte de las levaduras, la
concentracion de etanol en el medio corresponderia aproximadamente a 0,0028%][v/v], lo
que implica un rendimiento de etanol estimado de 1,77%. Este valor es reducido en
comparacion a otros estudios que alcanzan rendimientos de entre el 60 y el 98% [137,138]

que utilizan biomasa lignoceluldsica pretratada en configuracion simultanea.

Todos los ensayos de hidrolisis y fermentacion simultanea (SSF) presentan poca
concentracion de etanol al final del proceso, aun cuando la estrategia simultanea parece ser
una atractiva configuracion para aumentar la produccion de etanol, en estos casos no se
obtuvo una conversion significativamente mayor a la alcanzada en los ensayos SHF. Cuando
se realiza el experimento simultaneo a 28°C, luego de 144[h] de fermentacion la
concentracion de azucares reductores es un 17% menor que la concentracion inicial, y en este
caso tampoco se alcanz6 una concentracion de etanol significativamente mayor. Esto puede
estar relacionado con la actividad enzimatica del sistema de enzimas utilizado, el cual se ve
afectado por la baja temperatura. Se ha estipulado en la literatura que a 50°C las celulasas de
T. Reesei y las B-glucosidasas de A. Niger alcanza un maximo en su actividad [148,159], por
lo tanto, lejos de esa temperatura la actividad catalitica de la mezcla de enzimas cambia
considerablemente. A causa de esto, hay una baja disponibilidad de azucares reductores en
el medio de reaccion, en comparacion a los experimentos a 39 y 50°C, donde la concentracién
final de azucares reductores se favorece conforme la actividad enzimética alcanza su valor

maximo.

En el caso donde la temperatura del proceso simultaneo es 39°C, al final de la fermentacion
hay una mayor concentracion de aztcares reductores respecto de la inicial. Lo mismo ocurre
cuando la temperatura del proceso simultaneo es 50°C, al final del proceso se obtiene un
poco mas que el doble de concentracidn de azlcares reductores respecto de la concentracion
inicial. Esto nos permite inferir que tanto a 39°C como a 50°C no hay un consumo importante
de las azucares presentes en el medio, y al haber poca generacion de etanol la fermentacion

ocurre en un grado reducido. Las levaduras utilizadas en estos experimentos no toleran
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temperaturas mayores a 30°C, y por lo tanto, a temperaturas mayores a esa se puede notar
una inviabilidad de las levaduras para fermentar, y la acumulacion de extremos reductores
liberados se explica porque la actividad enzimatica de las celulasas presentes en el medio se
ve favorecida por la temperatura. Y en efecto, cuando la temperatura de fermentacion en la
mas alta de las ensayadas (50°C) se alcanza la mayor concentracién final de azlcares
reductores (8,254 [g/L]), aunque al no ser significativamente diferente con la concentracion
de azucares alcanzada al final de la hidr6lisis enzimatica del grupo control (SHF), se puede
inferir que la hidrolisis enzimatica es favorecida por la temperatura, y no asi la fermentacién
alcohdlica o la respiracion celular de las levaduras.

Tanto el experimento separado (SHF) como en el simultaneo a la mayor temperatura (SSF a
50°C) se alcanza una concentracion de azucares reductores maxima similar (~8 [g/L]). Como
se estipula en [136], a una concentracion menor 9 [g/L] la levadura no puede fermentar
independiente incluso de la presencia de oxigeno, por lo que puede sugerir que en estas

experiencias las levaduras viables utilizaron la via respiratoria frente a la fermentativa.

Se ha sugerido la importancia de utilizar el medio acuoso post pretratamiento de materiales
lignoceluldésicos para convertirlos en etanol [96], pues es una fase rica en azlcares
fermentables. Sin embargo, en la mayoria de las investigaciones relacionadas con
pretratamiento de lignocelulosa se desecha la fase acuosa al considerar que la delignificacion
y despolimerizacion de hemicelulosas pueden aportar al medio compuestos contaminantes o
inhibidores de celulasas y levaduras. En los ensayos realizados en esta investigacion no se
desecho la fase acuosa con el fin de aprovechar las azlcares fermentables facilitadas por el
pretratamiento, pero se alcanzaron rendimientos bajos a causa de baja disponibilidad de
azucares reductores causado por el efecto de la temperatura, y ademas, por el efecto

inhibitorio de estos compuestos inhibitorios.
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7. Conclusiones y Proyecciones

La hidrélisis enzimatica de la celulosa presente en el orujo de uva tinto generd un incremento
de la disponibilidad de azucares reductores, lo que confirma que el orujo es un sustrato

lignocelul6sico que puede ser utilizado como fuente de azlcares fermentables.

Se observo un aumento de la concentracion de azlcares reductores al usar pretratamientos
acido y alcalino en la hidrolisis enzimética del orujo de uva. El pretratamiento &cido es mejor
alternativa al alcalino pues solubilizo mas masa y el aumento de la concentracion de
compuestos fendlicos al final de la hidrdlisis enziméatica fue menor en comparacion al

alcalino.

La fermentacion alcohdlica de los azlcares reductores del hidrolizado enzimético de orujo
produjo una concentracion de etanol menor a 0,025 %[v/v], tanto al realizarlo en forma
separada (SHF) como simultanea (SSF). En estas condiciones la produccion de etanol es
independiente de la configuracion utilizada y se atribuye la baja produccion a la presencia de
compuestos inhibitorios en el medio de fermentacion. Cuando se realizdé el proceso
simultaneo a altas temperaturas se concluyé que se favorece la hidrolisis enzimatica frente a

la fermentacion alcohdlica.

Utilizar la fase acuosa posterior al pretratamiento aumenta la disponibilidad de azlcares
reductores, pero también aporta compuestos inhibitorios que afectan el rendimiento del
proceso. Para vencer esta limitante se recomienda extraer el contenido de polifenoles previo
a la hidrolisis enzimatica y fermentacidn y/o determinar en qué condiciones de pretratamiento
se reduce la presencia de inhibidores. EIl uso de un microorganismo termotolerante, capaz de
fermentar pentosas y que presente resistencia a compuestos fenoélicos puede aumentar la

concentracion final de etanol en la fermentacién alcohdlica.
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Anexos

Anexo 1. Métodos de cuantificacion de actividades enzimaticas

1) Método de papel filtro para cuantificar actividad enzimatica de celulasas.

Para cuantificar la actividad enzimatica de celulasas se utiliza el método de papel filtro que
requiere la preparacion de tres grupos de experimentos: mezclas de ensayo, blancos/controles
y cuantificacion por espectrofotometria.

i Protocolo para mezclas de ensayo

1. Se corta un trozo de papel filtro Whatman N°1 (1 x 6 [cm]) que equivale a
aproximadamente a 50 [mg] de celulosa.

2. Se agrega 1,0 [mL] de buffer citrato 50 [mM], asegurandose de empapar el papel.
3. Temperar la mezcla a 50°C

4. Agregar 0,5 [mL] de la enzima disuelta en buffer citrato previamente. Se deben probar
diluciones de manera tal que el rendimiento de glucosa total este en la vecindad de 2,0 [mg]

5. Se deja reaccionar por 60 [min].

6. Remover los tubos del bafio y agregar 3 [mL] de reactivo DNS

ii. Protocolo para blancos y controles

1. Reactivo blanco: 1,5 [mL] de buffer citrato 50 [mM]
Enzima control: 1,0 [mL] de buffer citrato mas 0,5 [mL] de la enzima diluida
3. Sustrato control: 1,5 [mL] de buffer citrato méas papel filtro

N

iil. Desarrollo del color

Todos los tubos se calientes por 5 [min] a 100°C

Luego se enfrian 5 [min] en agua con hielo

Dejar decantar o centrifugar, en caso de ser necesario

Agregar a cada tubo 2,5 [mL] de agua destilada

Medir la absorbancia de la mezcla a 540 [nm] (considerar valores entre 0,1 y 1,0)

ok wbdPE
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iv. Resultados

El ensayo de papel filtro se realiza hidrolizando un trozo de tamafio estandar de papel filtro
en buffer citrato de sodio 0,01 [M] usando diferentes concentraciones de enzimas, al ensayar
la enzima diluida 200 y 300 veces, se obtienen los siguientes resultados.

Tabla 11. Azucares reductores en [mg] liberados en ensayos de hidrdlisis de papel filtro

Factor de dilucién  Concentracion de Concentracion de AzUcares reductores
enzima azUcares reductores totales [mg]
[E]=1d [mg/L]
200 0,0050 1,015 2,28
300 0,0033 0,504 1,13

De acuerdo al protocolo de este método[144], se establece una linealizacion entre el
logaritmo de la concentracion de enzima log[E] y los azlcares reductores totales liberados.
2,50
oo | e
1,50

1,00

AR [mg]
)

0,50

0,00
-2,5 -2,45 -2,4 -2,35 -2,3 -2,25

Log[E] [] E(GT = 2[mg])
Figura 38. Azucares reductores totales en [mg] vs el logaritmo de la concentracion de enzima [E] para los ensayos de
papel filtro realizados a [E] = 0,0033 y [E] = 0,0050, respectivamente a 50°C por 30 [min].

Con la ecuacidn de la recta presentada en la Figura 38, se puede calcular la concentracién de
enzima para la cual se liberan exactamente 2 [mg] de azlcares reductores.

AR [mg] = 6,5233 - log[E] + 17,293 = 2
log[E] = —2,34436558 - [E] = 0,00452516

Con esta concentracion de enzima, que corresponde a un factor de dilucion aproximado de
221, y usando la ecuacién (1) se determina la actividad enzimatica de celulasa total de la
preparacion Carezyme 1500L.
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) Método del o-NPG para cuantificar actividad enzimatica de -

glucosidasas.

l. Protocolo

Preparar buffer citrato-fosfato.
a. Para preparar este buffer se preparan dos soluciones, 100 [mL] de acido citrico
0,1 [M] pesando 2,1014 [g] de &cido citrico monohidratado (CeHsO7 x H20) y
100 [mL] de fosfato de sodio dibasico 0,2 [M] pesando 5,3614 [g] de fosfato de
sodio dibasico heptahidratado (Na2,HPO4 x 7H20)
b. Luego, se mezclan ambas soluciones en agitacion verificando con un pH-metro

hasta que la solucion alcance un pH de 4.5.

Preparar 50 [mL] de una solucion 45 [mM] de o-NPG en tampdn citrato-fosfato 100

[mMM] y pH 4,5. (Para preparar 50 [mL] de solucién a esa concentracion se pesan 0,313

[g] de 0-NPG)

Preparar una solucion enzimatica en buffer citrato-fosfato 100 [mM] pH 4,5 o disponer

de una muestra problema.

Agregar 1,5 [mL] de la solucion de 0-NPG en una cubeta de vidrio de 4 [mL].

Incubar la cubeta por 5 [min] a 40°C

Agregar 50 [uL] de la solucion enzimatica.

Cuantificar por espectrofotometria la hidrolisis de 0-NPG durante 5 [min], midiendo el

cambio de absorbancia a 420 [nm] de la solucion de reaccion.

Realizar ensayo por triplicado

Considerar un blanco usando solo sustrato y buffer citrato-fosfato.

I. Resultados

Para el ensayo de determinacién de actividad enzimatica de B-glucosidasa, se ensayo la
hidrolisis enzimatica del sustrato 0-NPG usando la preparacion Novozyme 188 diluida 100
veces en triplicado, midiendo en forma continua la absorbancia durante los primeros 5 [min]
de reaccién (Figura 39).
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Figura 39. Absorbancia a 420 [nm] vs tiempo [s] en la hidrdlisis enzimdtica de o-NPG usando Novozyme 188 diluida 100
veces a 40°C por 5 [min] en triplicado.

La pendiente de la ecuacion de la recta que representa la hidrolisis enzimatica de 0-NPG, se
puede usar para obtener la velocidad de reaccidn usando la ecuacion (2).

1

m 0,00004 | L [mM

Vo = ; = 1 = 1,6155 -10 [T]
0,2476 |y - 1em]

Haciendo un cambio de variables para expresar en [umol/min] y ajustando el ensayo con sus
factores de dilucidn, se obtiene la actividad enzimatica de la preparacion Novozyme 188.

mM umol
] =1
mL-s

_, [umol 1550 s
AEnovozyme1ss = 1,6155 - 107" [mL : s] ( 50 ) 10060 [W

FaCtBF de Factor de

dilucion  dilucion
ensayo  enzima

umol
AEnovozymelSS = 30,05 [m]
= 30,05 [ ]
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Anexo 2. Protocolo método DNS 'y curva de calibracién

Para cuantificar azUcares reductores se utiliza el método DNS o también conocido como
método de Miller, su protocolo se adapta segun el utilizado en [144,152] el cual se describe
a continuacion:

i Preparacion reactivo DNS

La preparacion del reactivo DNS se hace pesando primero 8,0 [g] de hidroxido de Sodio
NaOH, se disuelven en 200 [mL] de agua destilada con agitacién, luego se pesan 150 [g] de
Tartrato de Sodio-Potasio KNaCsH40ssH20 y poco a poco se agrega a los 200 [mL]. Se
completa con agua destilada hasta 400 [mL] y se afiaden 5 [g] de &cido 3,5-dinitrosalisilico.
Se deja en agitacion hasta que no se observen grumos, se afora a 500 [mL] con agua destilada
y se almacena en botella ambar para protegerlo de la luz.

ii. Preparacion curva de calibrado

Para preparar la curva de calibrado de DNS se utiliza como estandar una solucion de glucosa
al 10 [g/L] y se preparan las siguientes concentraciones: 5[g/L], 3,3 [g/L], 2,5 [g/L] y 1,4
[g/L]. Se usan 250 [uL] de cada solucion y se le agregan 250 [jL] de reactivo DNS, se agita
en vortex y se coloca en agua hirviendo (~95 — 100°C) por 5 [min], transcurrido este tiempo
se enfrian en agua con hielo por 5 [min]. Luego de enfriar se afiaden 2,5 [mL] de agua
destilada y se mide las absorbancias de las soluciones preparadas.

Tabla 12. Absorbancias medidas para la curva de calibracion método DNS

Concentracion | Absorbancial | Absorbancia 2 Promedio Error
[g/L]
0 (Blanco) 0 0,048 0,024 0,024
1,4 0,260 0,263 0,262 0,0015
2,5 0,467 0,454 0,461 0,0065
3,3 0,582 0,581 0,582 0,0005
5,0 0,830 0,839 0,835 0,0045
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Figura 40. Curva de calibracion método DNS

El ensayo de DNS de hace de la misma manera que con las soluciones de calibrado, usando
250 [pL] de cada muestra. También se preparan blancos de la muestra sin reactivo DNS y se
mide su absorbancia, la cual se resta de la absorbancia cuando la muestra reacciona con el
reactivo DNS.

Anexo 3. Protocolo Método Folin-Ciocalteau

Para cuantificar polifenoles totales se utilizé el método de Folin-Ciocalteau, cuyo protocolo
se adaptd segun el protocolo usado en [160], se detalla a continuacion:

i. Preparacion de la curva de calibrado

El patron utilizado para la curva de calibracion es el &cido galico C7TH605 y se prepara
inicialmente una solucion de 1000 [mg/L]. Se preparan las siguientes concentraciones:
25,50,75,100 y 125 [mg/L] de acido galico. Se toman 100 [pL] de cada solucion patron y se
le agregan 200 [uL] del reactivo de Folin-Ciocalteau, se mezclan con ayuda de un vortex y
se dejan reaccionar es oscuridad durante 5 [min]. Luego, se agregan 600 [uL] de carbonato
de sodio al 20 [%p/p] y 600 [uL] de agua destilada y completar el volumen en 1,5 [mL]. Se
deja reaccionar en oscuridad durante 1 [h] y transcurrido este tiempo se mide la absorbancia
de las mezclas a 760 [nm].
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ii. Ensayo de Folin-Ciocalteau

El ensayo de Folin-Ciocalteau se realiza siguiendo el mismo protocolo usado para la curva
de calibracién usando 100 [uL] de muestra. También se mide la absorbancia de blancos de
muestra sin reactivo de Folin-Ciocalteau para restar a la absorbancia a las muestras medidas
con el reactivo.

Tabla 13. Absorbancias medidas para la curva de calibracion del método de Folin-Ciocalteau

Concentracion | Absorbancial | Absorbancia 2 Promedio Error
[g/L]
0 (Blanco) 0 0,032 0,016 0,016

25 0,219 0,225 0,222 0,003
50 0,442 0,443 0,443 0,0005
75 0,663 0,668 0,666 0,0025
100 0,886 0,896 0,891 0,005
125 1,107 1,111 1,109 0,002

Curva de calibracion
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Figura 41. Curva de calibracion método de Folin-Ciocalteau
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Anexo 4. Protocolo de hidrélisis enzimatica con y sin pretratamientos

A continuacidn, se enumeran las etapas del protocolo de hidrélisis enzimatica utilizado segin
el protocolo adaptado de [149]:

1. Se pesan 0,5 [g] de orujo de uva molido, seco y desprovisto de las pepas

2. En el caso que se realizan pretratamientos, se mezcla el orujo con 10 [mL] de una
solucion de &cido sulfdrico H2SOs al 0,5 [%Vv/v] o con 10 [mL] de hidréxido de sodio
NaOH 0,5 [%v/V] si corresponde a tratamiento &cido o alcalino, respectivamente. Se
deja reaccionar la mezcla por 30 [min] a 100°C, se deja enfriar y se neutraliza hasta
pH neutro. Luego se mezcla con 40 [mL] de buffer citrato, se ajusta pH a 4,8-5,0 y se
tempera la mezcla a 50°C por 15-20 [min].

3. Enel caso que no se realizan pretratamiento, se mezcla el orujo de uva con 50 [mL]
de buffer citrato 0,01 [M], se ajusta pH a 4,8-5,0 y se tempera la mezcla a 50°C por
15-20 [min].

4. También se agregan 350 [uL] de azida de sodio NaN3 al 2 [%p/p] para evitar el
crecimiento de algiin microorganismo.

5. Luego de que la mezcla alcanza los 50°C se agregan las enzimas dependiendo de la
carga enzimatica y la mezcla de enzimas utilizada.

6. Se deja reaccionar por 48 [h], tomando 2 [mL] de muestra a las 0, 2, 8, 24 y 48 [h].

Anexo 5. Protocolo de Fermentacién Alcohdlica Separada (SHF) y Simultanea (SSF)

i Preparacion del inéculo

Se toman 2 [g] de levadura seca y se disuelve en una mezcla de 10 [mL] de hidrolizado
enzimatico y 10 [mL] de agua destilada. Se mantienen entre 35-40°C durante 15 [min] y se
agita suavemente, luego se deja 10 [min] mas y se deja enfriar. Se agregan 3[ml] de levadura
del inéculo al medio de reaccion.

ii. Separated Hydrolysis and Fermentation (SHF)

En el caso de hidrolisis y fermentacion separada, primero se realiza el protocolo de hidrélisis
enzimatica, pero con la diferencia que se mantiene la carga de sustrato (1 [%p/p]) y se
aumenta el volumen total de reaccién a 300 [mL] y una masa de orujo de 3,0 [g]. Luego se
procede con la preparacién del indculo. Una vez inoculado el medio se deja reaccionar por
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72 [h], por lo tanto, el proceso dura en total 120 [h]. Al final de la fermentacion se envian
100 [mL] a anélisis de etanol y se cuantifican azlcares reductores al inicio y al final de la
hidrdlisis y al final de la fermentacion.

iil. Simultaneous Hydrolysis and Fermentation (SSF)

En el caso del proceso simultaneo, se procede primero con el pretratamiento seleccionado,
luego de neutralizado y enfriado, se lleva a la temperatura de fermentacion ensayada (28, 39
0 50°C) durante 15-20 [min]. Una vez alcanzada la temperatura se agregan las enzimas y las
levaduras del indculo, en la misma cantidad que la configuracion separada. Se deja reaccionar
durante 120 [h], al final de la fermentacion se envian 100 [mL] a analisis de etanol y se
cuantifican azucares reductores al inicio y al final de la hidrolisis.

Anexo 6. Estimacion rendimiento tedrico de etanol desde celulosa presente en orujo

de uva

La estimacion tedrica del rendimiento de etanol, se hace en base a lo sugerido en [21,136]
que considera la estequiometria de la reaccion de fermentacion segun la siguiente ecuacion.

CoHy,0, — 2 CH,CH,OH + 2 CO,

La cantidad de celulosa presente en el orujo corresponde al 20,8[%p/p] y el contenido de
hemicelulosas que puede ser potencialmente convertido en azlcares fermentables
corresponde al 10,6 [%p/p]. Con esta informacion, ademas del factor de conversion entre
celulosas y azucares fermentables (1 kg glucano de hexosas = 1,11 kg de hexosas), se puede
obtener la masa total de azlcares potencialmente fermentables (Para estos calculos, no se
consideran las pentosas).

Mazicares = Morujo * f cetutosa * f gtucano + Morujo * f hemicetulosas * fazicares en He

orujo hexosa orujo
_ g celulosa] g azucares ferm
Mazicares = 3,0 [g] 0,208 [ g celulosa + 3,0[9]
g azucares ferm

-0,125 [97] : 0,106( ) = 0,73239[g]

g HC
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Tabla 14. Estequiometria de la reaccion de fermentacion

Moles CeHq,04 2CH;CH,0H | 2CO,
Iniciales 0,73239 [g] - -
= 4
180,156 [g/mot] . 100406 [mol]
Reaccionados/Producidos 0,00406 0,00812
Finales - 0,00812

nee = 0,00812[mol] - 46,07 [g/mol] = 0,3741[g]

En el volumen de reaccion (300 [mL]) deberia esperarse como maximo una concentracion

de etanol de 22222 = 0,271 [M] 6 —2749L__ . 100% = 0,1580[%v/v].
0,789[-£]-300[mL]

0,03

Anexo 7. Andlisis de Varianza

El analisis de varianza se realizd segun lo explicado en el libro Probabilidad y Estadistica
para Ingenieros [161]. Este considera la carga enzimatica de celulasas y la razon de actividad
de enzimas sobre la concentracion de azucares reductores finales.

Tabla 15. Tabla resumen de concentracion de azucares reductores segun carga enzimdtica de celulasas y razon de
actividad enzimdtica

/Ac 0,4 08 2.4 SUMA
CEC

15 10,891 13,558 18,473 | 86,207
10,329 13,539 19,418

30 12,194 17,225 26,374 | 111,772
12,399 15,694 27,887

90 13,216 29,399 30,779 | 145,954
12,118 28,662 31,781

SUMA | 71,147 118,076 | 154,711 | 343,933

Suma de cuadrados totales: 1022,36; Suma de cuadrados (CEC): 299,54; Suma de cuadrados
(Razon de actividad): 583,86; Suma de cuadrados Interaccion: 133,64; Suma de cuadrados
residual: 4,31.
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ANDEVA

F.V SC g.l C.M. F obs
CEC 299,541326 2 149,77 | 312,101544
Razo6n 584,859046 2 292,43 | 609,383065
Interaccion | 133,636355 4 33,41 69,6199641
Residual | 4,31890195 9 0,48
Total 1022,35563 17
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Al ser F observado mayor que Foos(2,9) = 4,26 y Fo05(4,9) = 3,63, entonces ambos efectos y
su interaccion son significativos sobre la concentracion de azdcares reductores.




