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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

CAPITULO IV. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LA
FIBRA LYOCELL FRENTE A LA HIDROLISIS ENZIMATICA
CON CELULASAS

IV.1 INTRODUCCION TEORICA

La elevada especificidad de las reacciones enzimaticas es sensible a los
cambios en las propiedades estructurales de los sustratos celuldsicos. Las
. . . . 1,2,3,4 . .
investigaciones realizadas en este campo demuestran que las diferencias en
las propiedades estructurales (cristalinidad, dimensiones de poro, grado de
polimerizacion,..), entre diversos sustratos celuldsicos, influyen en el desarrollo

del proceso de degradacion enzimatica.

La actividad catalitica de la enzima depende tanto de su capacidad de
adsorcion sobre el sustrato, como de la formacion del complejo activo enzima-
sustrato. Este ultimo aspecto estara controlado por aquellos factores que afectan a
la accesibilidad del sustrato>®(configuracion fisica, morfologia, cristalinidad’ y
estructura quimica), a las caracteristicas de la proteina enzimatica®, a las
concentraciones relativas de sustrato y enzima, asi como de los pardmetros
fisicos de reaccion como temperatura® y transferencia de masa'’. Ademas, el tipo
de conformaciéon cristalina de la celulosa (celulosa cristalizada I o celulosa

cristalizada II) determinaré la reactividad de la enzima seleccionada.

La mayoria de los estudios de degradacion enzimatica se han realizado sobre

11,12,13,14,1 . N
A2 ¢ en menor proporcion sobre el resto de fibras celuldsicas'®.

algodon
Aunque todas presentan la misma composicion quimica, sus diferencias

estructurales determinan el proceso de catalisis enzimatica.
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1V.1. Introduccion teorica

Para el desarrollo y control de la cinética de hidrolisis enzimatica de
polimeros celuldsicos se deben considerar cuatro factores relevantes: la
estructura y propiedades fisico-quimicas del sustrato celuldsico, las propiedades
y modo de accion de la enzima de celulasa, el modo de interaccion entre las
moléculas de enzima y celulosa y las condiciones del medio del sistema
reaccionante. Los aspectos particulares de cada uno de ellos se han desarrollado a

continuacion.

IV.1.1. Estructura del sustrato celulodsico

Las fibras de celulosa estan constituidas basicamente por regiones cristalinas
mas o menos ordenadas y regiones amorfas. Modificaciones de la estructura
cristalina de estos polimeros producen cambios en la reactividad, propiedades de

1718 Ppor lo tanto la hidrolisis enzimatica

adsorcion, y accesibilidad de la enzima
estard controlada por aquellos factores que afectan a la accesibilidad del

sustrato>’: configuracion fisica, morfologia, cristalinidad’ y estructura quimica.

IV.1.2. Propiedades y modo de accion de las celulasas

Las celulasas son proteinas derivadas de los procesos naturales de
fermentacion, capaces de degradar la celulosa. En realidad, una enzima de
celulasa es una mezcla de diversos componentes enzimaticos, formando lo que se
denomina un “complejo enzimatico”, que actia de forma sinérgica en la
degradacion de la celulosa'®. Este complejo enzimatico estd formado por tres
tipos de enzimas: endoglucanasas (EGs) o endocelulasas (B-1,4-D-glucan 4-
glucanohidrolasa), celobiohidrolasas (CBHs) o exocelulasas (1,4-B-D-glucan
celobiohidrolasa) y [-glucosidasa (BGs) o celobiasa (B-D-glucosido

glucohidrolasa).
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

. ) e e 2021
Mediante un mecanismo de hidrdlisis catalitica>®

, todos los componentes
de las celulasas producen la rotura del enlace B-1,4-glicosidico del polimero
celulosico, aunque cada uno de ellos actha de forma especifica. Las
investigaciones actuales proponen el mecanismo de reaccion® que se muestra en

la Figura IV. 1.

Regiones Cristalinas y Regiones amorfas
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‘ Endo-B-Glucanasas )
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Figura IV. 1. Mecanismo de hidrélisis enzimatica de la celulosa™.

La primera etapa consiste en la degradacion hidrolitica de las regiones
amorfas, por medio de las endoglucanasas (EGs), que atacan de forma estadistica

el enlace B-1,4-glicosidico de las regiones amorfas del polimero de celulosa,
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1V.1. Introduccion teorica

produciendo multiples cadenas de polimeros de diversas longitudes. En la etapa
siguiente actian las celobiohidrolasas (CBs) o exoglucanasas, cuya accion se
limita al extremo no reductor de la cadena, presentando una elevada actividad
frente a la celulosa amorfa y dando como producto celobiosa (dimero de [-1,4-
glucosa). Esta enzima presenta gran afinidad por la celulosa, por lo que también
degrada lentamente las cadenas terminales no reductoras de las regiones
cristalinas accesibles del polimero, produciendo celobiosa. Finalmente, las [3-
glucosidasas hidrolizan las cadenas de celobiosa y celooligosacaridos solubles,
produciendo glucosa. Este proceso no soélo completa la degradacion de la
celulosa, sino que elimina la acumulacion de celobiosa que actuaria como
inhibidor de las celobiohidrolasas, en la segunda etapa del mecanismo de

hidrolisis.

Investigaciones recientes han constatado que la hidrdlisis enzimatica se
produce por medio de un mecanismo de catalisis acida, que se ha esquematizado
en la Figura IV. 2%. Este proceso consiste en la hidrélisis del enlace B-1,4-
glicosidico. EI mecanismo envuelve la donaciéon de un proton al enlace, por
medio del grupo carboxilico del 4cido glutamico residual, produciendo la rotura
del enlace y la estabilizacion del carbocation intermedio formado por medio de
un grupo nucleofilico residual (acido aspartico). La secuencia finaliza por el
ataque nucleofilico de una molécula de agua, obteniéndose los productos finales
de hidrdlisis. En funcion del carbocation intermedio formado, la configuracion
del atomo de carbono en el producto puede ser retenida o invertida. El proceso
normalmente se interpreta como un mecanismo catalitico de simple o doble
desplazamiento, dependiendo de si la configuracion es invertida o retenida,
respectivamente. En el mecanismo de desplazamiento doble con retencion de la
configuracion, el oxigeno glicosidico es protonado por el catalizador 4cido (HA)
bajo la asistencia nucleofilica de la base. El producto intermedio es hidrolizado

por una molécula de agua. El resultado de esta segunda sustitucién nucleodfila
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

genera un producto de la misma estereoquimica que el sustrato. En el mecanismo
de inversion, la protonacion del oxigeno glicosidico (activado por la base) es
acompanada de un ataque simultaneo de la molécula de agua. Se produce un
mecanismo de desplazamiento simple que produce la inversidon estereoquimica

en el producto.
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Figura IV. 2. Mecanismos de desplazamiento doble en la hidrolisis enzimatica del enlace B-
1,4-glicosidico: a) retencion de configuracion, b) inversion de configuracion.
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1V.1. Introduccion teorica

IV.1.3. Interaccion enzima-sustrato

Como la celulosa es un sustrato insoluble, sus caracteristicas cinéticas
difieren sustancialmente de las usuales reacciones homogéneas catalizadas por
enzimas. En este caso, la hidrolisis enzimatica se produce en medio heterogéneo
y envuelve las siguientes etapas (Figura IV. 3): a) transferencia de las moléculas
de enzima (E) de la solucion acuosa a la superficie de sustrato de celulosa (S), b)
formacion del complejo enzima-sustrato (ES), previa adsorcion de las moléculas
de enzima sobre la celulosa, c¢) transferencia de las moléculas de agua hacia los
centros activos del complejo (ES), d) reaccion en la superficie del sustrato y
transferencia de los productos solubles (P), glucosa y celobiosa, desde la
superficie de la celulosa hasta el bafio acuoso, €) descomposicidon de las cadenas

de celobiosa en glucosa por medio de las [3-glucosidasas.

Etapas de la Hidrélisis Enzimatica

Es) * x

% (E) x () ..
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Figura IV. 3. Interaccion enzima-sustrato.
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I1V.1.4. Influencia del medio de reaccion

Esta reaccion catalitica no solo se ve afectada claramente por el pH y la
temperatura, sino que debe considerarse el efecto que producen la coexistencia de
productos quimicos en el bano de tratamiento (tensoactivos) o aplicados sobre el

sustrato (colorantes).

La especificidad de la catalisis hace que para el caso de las celulasas
utilizadas para el tratamiento enzimatico, las condiciones Optimas de pH y
temperatura sean de 5-6 y 40-50 °C, respectivamente, variando en funciéon del
tipo de enzima comercial utilizado. Por lo tanto, la efectividad y reproducibilidad
del tratamiento dependerd enormemente del control de estas dos variables. Por
este motivo es recomendable el uso de soluciones tampdn, que modifican la
fuerza i6nica del medio, produciendo diferentes efectos sobre la hidrolisis, segun

el tipo y cantidad de electrolito utilizado.

Estudios recientes han analizado el efecto de la fuerza idnica del medio''y la
presencia de tensoactivos™* sobre la hidrolisis enzimatica con celulasas. Los
primeros, concluyen que las enzimas son afectadas de forma similar por cada uno
de los diferentes electrolitos utilizados y recomiendan el uso de soluciones
tampon de aniones monovalentes, en pequefias concentraciones, para obtener
mayor actividad enzimatica del complejo de celulasa. El andlisis del efecto
producido por la presencia de agentes tensoactivos muestra que los tensoactivos
anidnicos y catidnicos (i6nicos) inhiben la reaccidon enzimatica, mientras que los
tensoactivos no i16nicos no lo hacen. Estas acciones pueden atribuirse a las
interacciones electrostaticas entre los compuestos inhibidores i6nicos y la enzima

de celulasa.
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1V.1. Introduccion teorica

IV.1.5. Cinética de hidrolisis enzimatica

Como la celulosa es un sustrato insoluble, sus caracteristicas cinéticas
difieren sustancialmente de las usuales reacciones homogéneas catalizadas por
enzimas. La hidrolisis de un sustrato insoluble de celulosa requiere la adsorcidon
previa de la enzima sobre el mismo. El proceso de adsorcion/desorcion puede ser

descrito segun:

k

E + § & (ES), [Ecuacion 1v.1]
ks

donde: E, representa la concentracion de enzima, S, la del sustrato, (ES),4, la
concentracion de enzima adsorbido sobre el sustrato, y k; y k;, son las constantes
para la adsorcidon y desorcion, respectivamente. Esta etapa de adsorcion ha sido
modelizada, por numerosos autores, por medio de la isoterma de Langmuir o por

25,26,27

modificaciones de ésta Si consideramos la relacion ki/k, igual a la

constante de adsorcion K, el modelo de Langmuir puede escribirse:

_ EsatKIZEf

= [Ecuacion 1V 2]
1+ K,E,

ad

donde: E,4, representa la concentracion de enzima adsorbido en el equilibrio, Eg,,
la cantidad de enzima adsorbido a saturacion y Eg, la concentracion de enzima

libre en disolucion en el equilibrio.
La ecuacion cinética de Michaelis-Menten asume que la formacion del

complejo enzima-sustrato (ES) es un requisito previo para la reaccion

enzimatica:
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k

ka b
E + S ¢« [ES]l, — P + E [Ecuacion IV.3]
ky

donde: k, y k.-, representan las constantes directa y reversible de formacion del
complejo activado, respectivamente, ky, la velocidad de reaccion y P, el producto

de reaccion.

Si la relacion enzima/sustrato es pequefia y las concentraciones de sustrato
estan comprendidas entre los limites de saturacion, la velocidad de reaccidon

inicial (v) puede expresarse:

V= V’”—[S] [Ecuacio'n 1 V.4]
K, +[s]

donde: V,,, representa la velocidad maxima de reaccion (a saturacion de enzima)

y K, la constante media de saturacion (K= (ky + ky)/k,)

La aplicacion de la ecuacion clasica de Michaelis-Menten permite calcular
los parametros de velocidad maxima de hidrolisis a saturacion (Vo) y la
constante de media saturacion (K,,), que proporcionan informacién util sobre el
mecanismo de hidrélisis. Sin embargo, tal y como propone Bailey™, si tenemos
en cuenta que la reaccion se produce en un solido hidratado, en el que es
practicamente imposible cambiar la concentracion de los lugares especificos del
sustrato, parece mas conveniente establecer la velocidad de hidrolisis en funcion
de la concentracidon de enzima que en funcién de la concentracidon de sustrato, tal
y como lo expresa la ecuacion de Michaelis-Menten. Ademas, teniendo en cuenta
que el efecto sinérgico del complejo enzimatico desaparece a altas
concentraciones de enzimazg, como las utilizadas normalmente en el ambito
industrial, parece apropiado expresar la velocidad de reaccion en funcion de la

concentraciéon de enzima. De forma andloga a la ecuacidon propuesta por

132



1V.1. Introduccion teorica

Michaelis-Menten se puede calcular una velocidad maxima de hidrolisis a
saturacion (Vemsx) ¥ una constante de media saturacion (K.), segun la Ecuacion

IV.S.

vy = L[EO] [Ecuacion 1V 5]
]

donde:

Vv, : velocidad inicial de hidrolisis.
Vemax: Velocidad maxima de hidrolisis a saturacion de enzima.
K. : constante de media saturacion.

[E,]: concentracion inicial de enzima.

La modelizacion de la cinética de hidroélisis, incluyendo la etapa adsorcion de
enzima, ha ocupado un gran niimero de trabajos entre los que podemos destacar
los de: Converse y colaboradores®, Lee y Fan®', Holtzaple y colaboradores® y
Nidetzky y Steiner”. Todos estos modelos asumen que la velocidad inicial de
hidrdlisis es proporcional a la concentracion del complejo enzima-sustrato
formado. La teoria de la existencia de dos fases distintas en la celulosa, con
diferente susceptibilidad al ataque enzimatico, ha sido propuesta por Sattler™,
Wald"” y Gonzalez™, y proporciona modelos empiricos utiles para la prediccion

del comportamiento cinético.
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IV.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A continuacidon se describen las consideraciones, para el desarrollo del
procedimiento experimental, correspondientes a los tratamientos enzimaticos

realizados sobre las materias objeto de estudio.

IV.2.1. Materiales

Para el desarrollo de la parte experimental, se utilizaran fibras de lyocell, de
denominacion comercial Tencel®, suministradas por Tencel Ltd (Acordis) con
una densidad lineal media de 1,7 dtex (0,17g/1000m). Se dispondrd también
como referencia de muestras de fibras de viscosa y modal, obtenidas por el
proceso tradicional del xantato de celulosa, suministradas por Lenzing A.G., con

una densidad lineal de 1,7 dtex (0,17g/1000m).

Para evitar la influencia incontrolada de posibles sustancias afiadidas se
procedid, como tratamiento previo, a purificar las fibras mediante un lavado en
una disolucion conteniendo un detergente no idnico, con objeto de no variar las
caracteristicas de las mismas. El lavado se realiz6 con 1 g/ de Sandozina NIA
(Clariant), a 60 °C durante 60 minutos, con una relacion de bafio 1/12. Se
efectuaron varios aclarados y finalmente se secaron las muestras a temperatura
ambiente. Las muestras se dispusieron en una estufa a 40 °C durante 24 h y se

almacenaron en un desecador hasta la pesada final.
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1V.2. Procedimiento experimental

1V.2.2. Enzima de celulasa

La enzima utilizada corresponde a un preparado comercial de celulasa acida,
suministrado por Novozymes A/S, con la denominacion comercial de Cellusoft
Plus L (CAS 9012-54-8 y EC 3.2.1.4). Cellusoft Plus L es un preparado de
celulasa liquido producido mediante fermentacion sumergida de un hongo no
patogeno modificado genéticamente. La enzima fue utilizada en su forma
comercial, es decir, sin purificacion previa. Las especificaciones comerciales del

producto enzimatico son las siguientes:

- Identificacion de la preparacion:

IDENTIFICACION
Nombre comercial Cellusoft Plus L
Descripcion Preparacion enzimatica liquida
Aspecto Liquido marrén
Sociedad responsable Novozymes A/S

- Informacidn sobre los componentes:

COMPONENTES
Naturaleza quimica Proteina enzimatica
Denominacion Celulasa
Componentes peligrosos Proteina enzimatica (10-40%)
Clasificacion Xn (nocivo), R-42
Limite de exposicion No establecido
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- Condiciones Optimas de trabajo:

CONDICIONES OPTIMAS
Rango de pH 5,5-6,5
Temperatura 40-55°C

La densidad del preparado enzimatico se determind experimentalmente, con

picnometro, obteniendo los siguientes resultados experimentales:

Tabla IV. 1. Densidad de la enzima de celulasa.

Prueba | mu. (g) mpic+agua mpic+enzim m (g) M. . (g) Penzima I‘ile;ii?;
picném agua enzima
(® (2 (@mL) | mi)
1 11,704 22,327 24,631 10,623 12,927 1,2168 12168
2 11,705 22,328 24,632 10,623 12,927 1,2168 ’
3 11,705 22,326 24,629 10,621 12,924 1,2168

La actividad enzimdtica global del preparado enziméatico de celulasa se
determind experimentalmente, segin el método propuesto por Mandels y
colaboradores™, expresando el resultado en unidades de papel de filtro, F.P.U.
Los resultados experimentales de absorbancia, determinados segin se ha

detallado en el apartado 1V.2.4. Métodos analiticos de control, han sido:
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Tabla IV. 2. Absobancia corregida a 540 nm. determinacion de la actividad enzimdtica.

Muestra Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3 Media

0,25 g/L 0,937 0,930 0,936 0,934

A partir de la recta de calibrado obtenida en el mismo apartado referenciado
anteriormente, se determina el caracter reductor, expresdndolo como

concentracion de glucosa ([G]), y con éste se calcula la actividad enzimatica:

A, = 0,7994 [G] + 0,0106

(0,934-0,1114) g
_ ~ 1361
6] 0.7679 ,36 4

FP = 0,005 L x 1,361 g/L = 6,807 mg

6,807 mg
60s x 0,18 mg/ mol

FPU =

=0,63 FPU

Por lo tanto, la actividad enzimatica es de 505,1 FPU/g, donde las siglas FPU

representan la denominacion: “Unidades de Papel de Filtro”.
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1V.2.3. Hidrolisis enzimatica

Los tratamientos enzimaticos sobre las fibras se han realizado en las
condiciones Optimas de trabajo de la enzima utilizada, correspondientes a la
temperatura de 50 °C y pH = 6 (solucién reguladora de acetato sodico 0,05 M).
Para ello, se utilizd un reactor, sumergido en un bafio termostatico, con agitacion
mecanica (300 rpm) y relacion de bafio (w/v) 1/80. En éste, 2,5 g de fibra se
trataron con disoluciones de 6, 12,5, y 25 g/L del complejo enzimatico de
celulasa, durante 155 minutos. Finalizada la hidrdlisis, se desactivo la enzima por
aumento de la temperatura a 80 °C durante 15 minutos. Las experiencias se
efectuaron por triplicado, siendo el resultado final la media de los resultados

obtenidos.

El pH de la disolucion reguladora y del bafio en el reactor se ha controlado

con un pHmetro electronico CRISON, modelo micropH 2000.

La agitacion del reactor se llevo a cabo con un agitador Heidolph, modelo

RZR-2050 electronico, de 80 W de potencia y con una velocidad 100 rpm.
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1V.2. Procedimiento experimental

1V.2.4. Métodos analiticos de control de la hidrolisis

Adsorcion de enzima

Durante los tratamientos enzimaticos, el seguimiento de la cantidad de
enzima de celulasa adsorbida sobre las fibras se ha realizado mediante la
cuantificacion de la cantidad de proteina libre en el bafio, por aplicacion del
método descrito por Bradford®®. Este método estd basado en el enlace de la
enzima con el colorante Azul Brillante Coomassie G-250 que produce un

incremento de la absorbancia a 595 nm.

El reactivo de andlisis se prepar6d disolviendo 100 mg del colorante Azul
Brillante Coomassie G-250 en 50 mL de etanol (95 % de pureza). A esta
disolucion se le afiadieron 100 mL de acido fosférico (85 % w/v). La solucion
resultante se diluy6 hasta un volumen final de 1 litro, con disolucion tampdn de
acetato sodico 0,05 M (pH = 6,0), determinandose el pH con el aparato CRISON,
micropH 2000.

El procedimiento experimental consistidé en afiadir a 0,1 mL de muestra a
analizar, 5 mL del reactivo preparado. Se homogeneiz6 y se dejo actuar durante
15 minutos. Finalmente, se determindé la absorbancia a 595 nm en un

espectrofotdémetro Shimadzu UV-240.
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La curva de calibrado se prepar6 tomando como referencia el propio
complejo enzimatico de celulasa comercial. Para ello, se prepararon disoluciones
de concentracion conocida del enzima: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 g/L, utilizando como
disolvente una disolucion tampoén de acetato sodico 0,05 M. Se aplico el
procedimiento analitico descrito anteriormente a 0,1 mL de muestra,
determinando la absorbancia a 595 nm, que sera corregida por el blanco. El
ensayo se realizo por triplicado y los resultados obtenidos se muestran en la

Tabla IV. 3.

Tabla IV. 3. Resultados, corregidos por el blanco, de la
curva de calibrado para la determinacion de proteina
enzimadtica.

[Enzima] A corregida
(g/mL) Ap
2 0,0310
4 0,0553
6 0,0833
8 0,1095
10 0,1335
12 0,1660

En la Figura IV. 4 se ha representado graficamente la curva de calibrado para
los valores medios de los valores de absorbancia corregidos por el blanco (Ay),
en funcion de la concentracion de enzima (g/mL). Como podemos observar, la
curva de calibrado tiene un comportamiento lineal, dentro de los margenes

establecidos experimentalmente, y la relacion es la siguiente:
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1V.2. Procedimiento experimental

Ay = 0,0134*[enzima] + 0,0028 (* = 0,9984)

donde: A, representa el valor de absorbancia, corregido por el blanco y
determinado espectrofotométricamente a la longitud de onda de 595 nm,
[enzima], el valor de la concentracion de enzima comercial de la disolucion,

2 . .,
expresado en g/mL y 1, el valor de coeficiente de correlacion.

0,200
0,180 -
0,160 -
0,140 -
0,120 -
0,100 -
0,080 -
0,060 -
0,040 -
0,020 -

0,000 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

y =0,0134x + 0,0028
R*=0,9984

Absorbancia a 595 nm

Concentracion enzima (mg/mL)

Figura IV. 4. Curva de calibrado para la determinacion de proteina enzimatica.
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

Caracter reductor

El seguimiento de la velocidad de hidrélisis enzimatica se ha controlado por
medio de la determinacion del contenido de azlcares reductores solubles (P,
g/mL), producidos en el bafo residual a diferentes tiempos. Para ello, se ha
utilizado 4cido dinitrosalicilico (DNS)’’, como reactivo sensible a los productos
de reaccion, empleando glucosa como reactivo patrén para la obtencion de la
curva de calibrado del método. Este procedimiento se fundamenta en la reaccion
de los grupos reductores de los productos de la reaccion catalitica, con el reactivo

oxidante &cido dinitrosalicilico (DNS).

El reactivo consiste en una disolucién formada por los siguientes compuestos:
acido dinitrosalicilico (4cido 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzoico), que actiia como
oxidante; Sal de Rochelle (tartrato s6dico-potasico), que impide la disolucion de
oxigeno en el reactivo y hidroxido sdédico, que aporta el medio requerido para
que se produzca la reaccion redox. De esta forma, el acido 2-hidroxi-3,5-
dinitrobenzodico se reduce, en presencia del grupo reductor de la glucosa,
formando el acido 3-amino-5-nitrosalicilico, mientras que el grupo aldehido
reductor se oxida, para formar un grupo carboxilico. En este método analitico el
DNS esta en exceso frente a los grupos reductores y en todas las muestras se
adiciona la misma cantidad, de tal forma que mayores concentraciones de
azlcares reductores provocan una mayor coloracion de la muestra. Estas
diferencias de coloracion pueden determinarse por espectrofotometria visible, a

la longitud de onda de maxima absorbancia de 540 nm.
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1V.2. Procedimiento experimental

Este método analitico, para la determinacion de azucares reductores, se
fundamenta en el hecho de que una unidad de celulasa (IU) genera un micromol
de aztcares reductores, expresados como glucosa, en 1 minuto, bajo las
condiciones del método. El procedimiento analitico experimental se describe a

continuacion:

a) Condiciones de trabajo:
- Temperatura: 50 °C.
- Medio: Disolucidon tampon de acetato sodico 0,05 M, pH = 6.

b) Reactivos:
- D(+)-Glucosa anhidra para analisis, C¢H,Og.
- Acetato sodico para analisis, CH;COONa, 98% de riqueza.
- Acido dinitrosalicilico (2-hidroxi-3,5-dinitrobenzoico) puro, C;H4N,O.
- Sal de Rochelle (tartrato de sodio y potasio 4-hidrato) para analisis,
NaK(COO),(CHOH),.4H,O0.
- Hidréxido sodico, NaOH.

c¢) Materiales y equipo:
- Espectrofotometro Shimadzu UV-240.
- pH-metro Crison micropH 2000.
- Baio termostatico a 50 y 100 °C.

d) Preparacion del reactivo: acido dinitrosalicilico (DNS) al 1%:
Se disuelven en un vaso de precipitado, con ayuda de un agitador magnético,
20,0 g de acido 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzéico en 800 mL de agua desionizada.

Posteriormente, se adicionan gradualmente 300 mL de una disoluciéon de NaOH,

preparada previamente (32,0 g/ 300 mL de agua desionizada). Se calienta la
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

disolucion obtenida, en un bafio de agua termostatizado a 50 °C, hasta que la
solucidn se aclare. Se anaden gradualmente 600 g de Sal de Rochelle (tartrato
sodico-potasico). La disolucion se enfria hasta la temperatura ambiente y se
diluye con agua desionizada hasta 2 litros. La disolucion se deja en reposo
durante la noche, filtrando la solucién a través de un crisol de placa porosa. La
disolucion obtenida puede utilizarse durante 2 meses si se guarda en la oscuridad

y a temperatura ambiente.

¢) Medida de absorbancia:

Las absorbancias se determinaron con el espectrofotdémetro, de doble haz,

Shimadzu UV-240, a temperatura ambiente y a la longitud de onda de 540 nm.

f) Preparacion de la curva de calibrado:

La curva de calibrado se determiné tomando como referencia el reactivo
anhidro-glucosa. Se prepararon disoluciones con concentraciones conocidas de
0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 mg de glucosa/mL, en medio tampdn (acetato sodico 0,05
M), pH = 6, determinando el contenido de azlcares reductores, segin el
procedimiento experimental siguiente:

- Se toman 1,0 mL de cada una de las soluciones estdndar preparadas, en
tubos de ensayo individuales, y seguidamente se afiaden 3,0 mL de la solucion
tampoOn de acetato sddico, realizando el ensayo por triplicado.

-Para el ensayo del blanco, se realiza el ensayo, por triplicado, sobre 4,0 mL
de la disolucion tampon de acetato 0,05 M.

- Se afiaden, 6,0 mL de la disolucion del reactivo DNS preparado, agitando

para la homogeneizacion de la mezcla.
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1V.2. Procedimiento experimental

- Se mantienen los tubos en un bafio de agua a ebullicion durante 5 minutos
exactos, enfriandolos posteriormente en un bafio de hielo, durante 10 minutos.

- Finalmente, después del acondicionamiento de las mezclas a temperatura
ambiente, se determina la absorbancia a 540 nm, realizando la curva de calibrado

del método.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV. 4 y la curva de calibrado
se ha representado en la Figura IV. 5. La relacion lineal entre la absorbancia
corregida por el blanco (A,) y la concentracion de glucosa (g/mL) puede
expresarse:

Ay = 0,7679*[Glucosa] - 0,1114 (> = 0,9990)
donde: Ay, representa el valor de absorbancia a 540 nm corregido, [Glucosa], la
concentracion de glucosa expresada en g/mL y r°, es el valor de coeficiente de

correlacion.

Tabla IV. 4. Resultados de la curva de calibrado para el andlisis de aziicares reductores

[Glucosa] Absorbancia Valor medio A corregida

(g/mL) Ap

0,2 0,137, 0,146, 0,140 0,1410 0,0523

0,4 0,281, 0,273, 0,266 0,2733 0,1847

0,6 0,450, 0,424, 0,425 0,4330 0,3443

0,8 0,594, 0,596, 0,567 0,5857 0,4970

1 0,750, 0,727, 0,790 0,7557 0,6670

1,2 0,957, 0,895, 0,880 0,9107 0,8220

1,4 1,083, 1,020, 1,023 1,0420 0,9533
Blanco 0,087, 0,094, 0,085 0,0886 0
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

1,200

1,000 - Ab = 0,7679*[glucosa] - 0,1114
R*=0,999

0,800 -

0,600 -

0,400 A

Absorbancia a 540 nm

0,200 A

0,000 ‘ ‘
0 0,5 1 L5

Concentracion de glucosa (g/L)

Figura IV. 5. Curva de calibrado del método analitico empleado para la determinacion de
azucares reductores (P, g/mL).

g) Determinacion del contenido de aztcares reductores del bafio de hidrélisis

y calculo del grado de hidrolisis:

Para la determinacion del caracter reductor de las muestras extraidas durante
la hidrélisis enzimatica, se procedid de la forma indicada en el apartado anterior,
para la preparacion de la recta de calibrado, aplicando el método de andlisis sobre

I mL de muestra del bafio y realizando el analisis por triplicado.
El grado de hidrélisis de la fibra (%H), expresado como el porcentaje de

masa masa inicial del sustrato hidrolizada a glucosa, se ha calculado seglin la

Ecuacion IV.6:
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1V.3. Resultados y discusion

H(%) =P.V.100 /m.k [Ecuacion IV.6]

Donde: P, representa la concentracion de azucares reductores como glucosa
(g/L), V, el volumen del bafio de tratamiento, “m”, la masa en estado seco inicial
de fibra (g) y k, el factor que considera la diferencia de masa entre el anillo

glucosa y el de anhidroglucosa (k = 180/162).

IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla IV. 5 y en la Figura IV. 6 se muestran los resultados, valor
promedio de tres analiticas, de la evolucion de la cantidad de enzima adsorbida

sobre la fibras de lyocell, modal y viscosa, en funcidn del tiempo.

Tabla IV. 5. Concentracion de enzima adsorbido. [E],=12,5 g/L, pH 5.0, 50 °C, R/B 1/80.

Concentracion de enzima adsorbido, en g/g de fibra

0 min 15 min 30 min 60 min 155 min

LYOCELL | 0,000 0,084 £0,0084 0,137 £0,0422 0,143 £0,0338 0,131 £0,0169

Modal 0,000 0,146 +£0,0422 0,270 £0,0169 0,278 £0,0169 0,266 +0,0338
Viscosa 0,000 0,167 £0,0169 0,305 +£0,0084 0,300 £0,0084 0,293 +£0,0084

Durante el proceso de adsorcion pueden distinguirse dos fases. Hasta
aproximadamente 30 minutos, se produce una rapida adsorcién inicial de enzima,
mientras que posteriormente el proceso predominante corresponde a una ligera

desorcion progresiva (30 — 150 min), como consecuencia de que la hidrélisis del
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

sustrato empieza a ser predominante, modificindose consecuentemente la
superficie de la fibra accesible al enzima. Aunque las dos etapas se ponen de
manifiesto para todos las muestras, la capacidad adsorbente es funcion de la
estructura fina y morfologia de las fibras. La adsorcion de enzima es méxima
para la fibra de viscosa que es la que presenta menor grado de polimerizacion,
cristalinidad y orientacién respecto a las de modal y lyocell®®. Aunque la
adsorcion maxima de enzima disminuye en el orden: viscosa, modal y lyocell, es
decir, en orden creciente de cristalinidad, el tiempo requerido para alcanzar la

adsorcion maxima de enzima es practicamente similar en todos los casos.
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Figura IV. 6. Adsorcion de enzima sobre fibras de lyocell, modal y viscosa: [E],=12,5 g/L.
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1V.3. Resultados y discusion

Por otra parte, los resultados de la cinética de hidrolisis enzimatica para
diferentes concentraciones enzimdticas (6, 12,5 y 25 g/L), determinados en
términos de concentracion de azucares reductores (P, g/L), se muestran en la
Tabla IV. 6, TablaIV.7y Tabla IV. 8,y se han representado graficamente en la
FiguraIV. 7, Figura IV. 8 y Figura IV. 9.

Tabla IV. 6. Resultados de la cinética de hidrdlisis enzimatica con celulasas de fibras de

lyocell, modal y viscosa: [E,] = 6 g/L, [S], = 12,5 g/L.

[E]o=6g/L Concentracion de azicares reductores, P (g/L)
0 min 15 min 30 min 60 min 155 min
LYOCELL 0,000 0,155 +0,0000 0,164 +0,0028 0,215 +0,0000 0,232 +0,0028
Modal 0,000 0,160 £0,0014 0,167 £0,0000 0,250 £0,0071 0,454 £0,0014
Viscosa 0,000 0,150 +£0,0000 0,205 +£0,0007 0,383 £0,0000 0,923 +£0,0014

Tabla IV. 7. Resultados de la cinética de hidrodlisis enzimatica con celulasas de fibras de
lyocell, modal y viscosa: [E,] = 12,5 g/L, [S], = 12,5 g/L.

[E]o=12,5g/L Concentracion de azucares reductores, P (g/L)
0 min 15 min 30 min 60 min 155 min
LYOCELL 0,000 0,153 £0,0007 0,176 £0,0042 0,225 £0,0141 0,372 +0,0000
Modal 0,000 0,201 £0,0014 0,232 £0,0014 0,344 £0,0014 0,644 +£0,0014
Viscosa 0,000 0,249 £0,0014 0,365 £0,0028 0,595 £0,0071 1,489 +0,0057
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

Tabla IV. 8. Resultados de la cinética de hidrolisis enzimdtica con celulasas de fibras de

lyocell, modal y viscosa: [E,] =25 g/L, [S], = 12,5 g/L.

[E]o=25g/L Concentracion de aziucares reductores, P (g/L)
0 min 15 min 30 min 60 min 155 min

LYOCELL 0,000 0,243 £0,0071 0,281 £0,0141 0,317 £0,0071 0,691 +0,0071
Modal 0,000 0,240 £0,0071 0,304 £0,0028 0,438 £0,0141 0,837 £0,0042
Viscosa 0,000 0,326 £0,0000 0,505 £0,0071 0,789 £0,0042 1,990 +£0,0042

1,6

141 [Eq]= 6 g/L

1,2 -

-5 Viscosa
1 - —— Modal

—4— Lyocell

Azucares Reductores, P(g/L)

0 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo, t (min)

Figura IV. 7. Cinética de hidrolisis enzimatica con celulasas ([E,] = 6 g/L) de fibras de lyocell,
modal y viscosa ([S], = 12,5 g/L): pH = 6, 50 °C y R/B=1/80.
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Figura IV. 8. Cinética de hidrolisis enzimatica con celulasas ([E,] = 12,5 g/L) de fibras de
lyocell, modal y viscosa ([S], = 12,5 g/L): pH = 6, 50 °C y R/B=1/80.
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Figura IV. 9. Cinética de hidrélisis enzimatica con celulasas ([E,] = 25,0 g/L) de fibras de
lyocell, modal y viscosa ([S], = 12,5 g/L): pH = 6, 50 °C y R/B=1/80.
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

La degradacion por hidrolisis enzimética es mayor para la fibra viscosa,
mientras que las fibras modal, que se distinguen por una elevada orientacion
molecular, y las fibras de lyocell, con un alto grado de cristalinidad y orientacion
molecular’®, presentan mas resistencia a la hidrolisis. Si observamos las figuras
IV.7, IV.8, 1V.9, podemos destacar que las diferencias de reactividad son
pequefias durante las etapas iniciales de hidrolisis, a pesar de las significativas
diferencias de cristalinidad y orientacion de las fibras. Mientras tanto, las
diferencias se hacen mucho mas significativas para tiempos mas largos. También
puede observarse, como el comportamiento de las cinéticas de hidrdlisis de la
fibra modal y lyocell, es mas similar que el que presenta la fibra de viscosa. Esta
aproximacion de comportamiento, entre las fibras de modal y lyocell, indica que
a pesar de las diferencias de cristalinidad, constatadas experimentalmente en el
capitulo II, el factor de orientacion molecular de las fibras es determinante en el
proceso enzimatico, ya que la caracteristica comun a ambas fibras es su elevada

orientacion molecular y las diferencia sustancialmente de las fibras de viscosa.

La reaccion de hidrélisis se produce preferentemente sobre la superficie de la
fibra, debido a la diferencia sustancial de tamafo entre las moléculas de enzima
(didmetro medio 35-75 A) y los poros de las fibras de celulosa regenerada (20-30
A). De esta forma, teniendo en cuenta la estructura corteza/ntcleo caracteristica
de las fibras de celulosa regenerada, parece logico pensar que la capa cortical
tendrd un papel relevante en el proceso de hidrolisis. El comportamiento de las
fibras de viscosa puede explicarse por la diferencia de cristalinidad entre la zona
cortical, de mayor grado de cristalinidad, y el nucleo. De esta forma, la capa
cortical, mas orientada, actuaria retardando la hidrélisis durante las etapas
iniciales, lo que explicaria este comportamiento menos diferenciado con los otros

sustratos. Durante la hidrolisis, la degradacion de esta capa externa facilitaria el
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1V.3. Resultados y discusion

acceso a las zonas internas, mas accesibles, produciendo el aumento progresivo

de la velocidad de hidrolisis observado experimentalmente.

En las fibras modal, el proceso de fabricacion, en comparacion con las fibras
de viscosa, produce una fuerte orientacion de las cadenas de polimero de celulosa
respecto del eje de la fibra, reduciendo la porosidad y el tamafio de poro de estas
fibras®, por lo que se disminuye la velocidad de hidrélisis. En este caso, la
cinética de hidrdlisis enzimatica no manifiesta unas diferencias tan ostensibles a
tiempos largos, como en el caso anterior. Este hecho confirma, que las
diferencias estructurales entre la zona cortical y el ntcleo de las fibras modal son

menos acusadas que en las de viscosa.

Para el caso de la fibra lyocell, debido fundamentalmente al alto grado de
orientacion de las moléculas de polimero de celulosa, la hidrdlisis es ain menos
efectiva que para las otras fibras. La hipdtesis de una capa cortical muy fina, de
ordenacion amorfa, confirmaria el comportamiento similar a las otras fibras
durante las etapas iniciales. A tiempos mads largos, la degradaciéon de esta corteza
provocaria el ataque sobre las zonas mas internas, con menor presencia de
regiones amorfas entre las macrofibrillas altamente orientadas y de gran
cristalinidad. Esto explicaria las reducidas velocidades de hidrolisis obtenidas
entre 15 y 60 minutos, practicamente nulas para la concentracién mas baja (6
g/L) de enzima inicial. A tiempos mas largos, y para las concentraciones mayores

de enzima inicial, se observa un ligero incremento de la velocidad de hidrdlisis.

El aumento de la concentracion de enzima inicial, [E,] produce un
incremento del grado de hidrdlisis, como consecuencia del desplazamiento del
equilibrio de la etapa de adsorcidon de enzima hacia la formacién del complejo
activo enzima-sustrato (ES). En la Tabla IV. 9 y Figura IV. 10, se muestra el

grado de hidrdlisis de la fibra (H, %) obtenido a 155 minutos, calculado segun la
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

Ecuacion 1V.6, observandose una mayor degradacion con el aumento de la

concentracion de enzima inicial para una misma fibra.

Tabla IV. 9. Grado de hidrolisis (%) de fibras de lyocell, modal y viscosa a
diferentes concentraciones iniciales de enzima: 6, 12,5, y 25 g/L.

Sustratos [Eod=6g/L | [EoJ=125g/L | [Eo=25g/L

LYOCELL 1,67 2,68 4,98
Modal 3,27 4,64 6,03

Viscosa 6,65 10,72 14,33

== Viscosa
8 - —6— Modal
6 - Lyocell

Grado de hidrolisis, H en %

0 Kl/'l T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion inicial de enzima, [E]o en g/L

Figura IV. 10. Grado de hidrolisis (%) de fibras de Ilyocell, modal y viscosa a diferentes
concentraciones iniciales de enzima: 6, 12,5, y 25 g/L. ([S], = 12,5 g/L, pH = 6, 50 °C y
R/B=1/80)).
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Mediante el estudio cinético y calculo de los parametros cinéticos de los
sistemas celulosa-celulasa estudiados, se puede obtener informacién muy util
para la comprension del mecanismo de reaccion enzima-sustrato. Para ello, es
conveniente relacionar el efecto de la concentracion inicial de enzima con la
velocidad inicial de hidrélisis (vo, g/L.h). Tal y como propone Bailey™, si
tenemos en cuenta que la reaccion se produce en un solido hidratado, en el que es
practicamente imposible cambiar la concentracién de los lugares especificos del
sustrato, parece mas conveniente establecer la velocidad de hidrolisis en funcion

de la concentracion de enzima.

El calculo de la velocidad inicial de reaccion (v, g/L.h) se ha realizado con
el valor de la concentracion de azucares reductores determinado a 60 minutos,
debido a que las diferencias durante los periodos iniciales son poco
significativas. Los resultados obtenidos se muestran en Tabla IV. 10. A partir del
valor de la velocidad de reaccion obtenido y la concentracion inicial de enzima
([Eo], g/L) se han calculado los parametros cinéticos de velocidad maxima,Vemax,
y la constante de saturacion media, K., mediante la linealizacion de la Ecuacion

IV.S.

Tabla IV. 10. Velocidad inicial de reaccion en funcion de la concentracion inicial de enzima
([E.]) para fibras de lyocell, modal y viscosa: pH = 6, T = 50 °C, R/B=1/80.

Velocidad de hidrélisis inicial, v, (g/L.h)
[E]o=6 g/L [E]o=12,5 g/LL [E]o =25 g/L
LYOCELL 0,167 0,226 0,317
Modal 0,249 0,344 0,438
Viscosa 0,383 0,596 0,789
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Capitulo 1V. Comportamiento de la fibra de lyocell frente a la hidrdlisis con celulasas

En la Figura IV. 11 se ha representado la velocidad inicial de hidrolisis en
funcién de la concentracion inicial de enzima, para cada una de las muestras
analizadas. En todos los casos, la velocidad inicial se incrementa con el aumento
de la concentracion inicial de enzima. Sin embargo, este incremento en la
velocidad de reaccion no es proporcional a la concentracion de enzima. Este
hecho puede explicarse teniendo en cuenta que el enzima adsorbido inicialmente
sobre la superficie de la fibra, forma una monocapa de tal forma que el exceso de
enzima se adsorberia formando capas adicionales. S6lo el enzima adsorbido
superficialmente en la primera capa tendria un papel relevante en la hidrolisis,
limitando la actividad del enzima por saturacion de la superficie de reaccion
catalitica. Ademas, no debemos olvidar la influencia de las reacciones de
inhibicion del enzima, como consecuencia de los propios productos generados

durante la reaccion de hidrolisis.
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Figura IV. 11. Relacion entre la velocidad de hidrolisis (v,) y la concentracion inicial de
enzima ([E,]) para fibras de Iyocell, modal y viscosa: pH = 6, T = 50 °C, R/B=1/80.
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A partir de estos resultados y mediante linealizacion de la Ecuacion 1V.5, se
han calculado los parametros cinéticos de velocidad maxima, Vs, v la

constante de media saturacidon K., que se muestran en la Tabla IV. 11.

Tabla IV. 11. Calculo de Vi y K. por linealizacion de la Ecuacion 1V.5.

Sustratos Vemix (g/L.h) K. (g/L) Vemax/Ke (L/h)
LYOCELL 0,407 8,787 0,0463
Modal 0,563 7,628 0,0738
Viscosa 1,196 12,717 0,0940

La constante de media saturacion calculada, puede ser interpretada como la
constante de disociacion aparente de todas las especies de enzima adsorbidas que
participan en la formacion del complejo activado (ES). Esta constante, K., es
mayor para los sustratos que presentan una estructura de celulosa regenerada mas
accesible y un menor grado de cristalinidad, como ocurre para el caso de la
viscosa. Este hecho indica que posiblemente, durante el tratamiento enzimatico
de las estructuras mas accesibles, existe una mayor proporcion de enzima en la

forma no asociada (ES), preparada para la catalisis posterior.

La constante Vs obtenida estima la degradacion maxima inicial que podria
obtenerse a elevadas concentraciones de enzima, correspondientes a las de
saturacion del sustrato por el enzima. En este caso, se observa como la fibra de
lyocell, con mayor cristalinidad y orientacion, presenta el menor valor de Vepmsx,

por lo que puede considerarse la menos degradada por la hidrolisis.
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Los resultados obtenidos para las fibras de modal nos indican que, a pesar de
la menor cristalinidad constatada por diversos estudios respecto a las fibras
lyocell, el comportamiento frente a la hidrélisis es mas parecido al de las fibras
de lyocell que al de las fibras de viscosa, como lo indican los valores obtenidos
de Vemax ¥ Ke. Este hecho es consecuencia de la alta orientacién molecular de la

estructura de ambos tipos de fibras.

El cociente entre los valores V.ux ¥y K. puede ser interpretado como la
especificidad catalitica del enzima por el sustrato. Para el enzima total de
celulasa utilizado las fibras de lyocell presentan una especificidad catalitica
menor, respecto a la obtenida para las muestras de modal y viscosa. Por
definicion, la accion de las endoglucanasas produce una escision al azar del
polimero de celulosa, menos especifica que la accion de las exoglucanasas, que
actian sobre el extremo de la cadena del polimero. Por lo tanto, sobre una
estructura de celulosa regenerada de mayor cristalinidad, como la de lyocell, la
hidrolisis se produce preferentemente al azar, mientras que para los sustratos mas
accesibles y con una estructura menos orientada, se potencia la hidrolisis de los

extremos de las cadenas de polimero.

De los resultados obtenidos se desprende que debido a la estructura de la
fibra lyocell, seran necesarias concentraciones de enzima mas elevadas, enzimas
de mayor actividad catalitica o nuevas formulaciones con mayor especifidad
catalitica, si se desean obtener los mismos efectos, desde el punto de vista

cinético, que sobre las fibras de celulosa regenerada tradicionales.
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