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I. INTRODUCCION

1. Material lignocelulésico

Las fibras vegetales poseen multitud de aplicaciones industriales, principalmente se
han estado utilizando desde hace tiempo en la industria del papel y textil, pero en la
ultima década ha crecido mucho el interés de estos materiales lignocelulésicos como
materia prima para la obtencion de biocombustibles y otros productos quimicos.
Actualmente se producen biocombustibles a partir de materias primas de productos
comestibles (biocombustibles de primera generacion) y se esta investigando su
obtencidn a partir de cultivos que no compitan en el mercado de alimentacion

(biocombustibles de segunda generacién).

La biomasa vegetal, principal fuente de materiales renovables en la Tierra, esta
constituida principalmente por dos polisacaridos (celulosa y hemicelulosas) y un
polimero aromatico (lignina) como se muestra en la Figura 1. Ademads, en su
composicidn se incluye una serie de compuestos de bajo peso molecular solubles en
agua (fraccidén hidrosoluble) y solventes organicos (los denominados extraibles) junto
con pequefios contenidos en proteinas y sales minerales. La proporcién de estos

componentes varia conforme a la especie o incluso en las diferentes partes del arbol.
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Figura 1. Representacidn esquematica de los principales constituyentes de la pared vegetal.



2. Componentes de los materiales lignoceluldsicos

De una forma general se puede decir que en los materiales lignoceluldsicos existe un
mayor porcentaje de celulosa, entre un 40-50%, siendo a veces superior, de lignina

entre un 10-30% y un 20-30% de hemicelulosas y un pequeno porcentaje de extraibles.
2.1. Celulosa

La celulosa es el biopolimero mds abundante en la naturaleza, ya que se trata del
principal componente estructural de las células vegetales. Desde el punto de vista
estructural, su unidad basica es la D-glucosa que se une consecutivamente mediante
enlaces glucosidicos en la configuracién B-(1-4) dando lugar a un polimero lineal de
unidades de celobiosa (D-glucopiranosil--1,4-D-glucopiranosa) como se muestra en la
Figura 2. En la pared celular gran parte de la celulosa estd presente como microfibrillas

empaguetadas muy densamente.

Figura 2. Estructura de la celulosa donde se muestra la unidad de celobiosa, la conformacién B (1->4) y los

enlaces por puentes de hidrégeno intra e inter-moleculares.



2.2 Hemicelulosas

Las hemicelulosas son polisacdridos quimicamente heterogéneos, presentan una

complejidad intermedia y estdn constituidos por pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas

(glucosa, manosa y galactosa) y acidos urdnicos, unidos entre si por enlaces

glicosidicos, formando estructuras ramificadas y en general amorfas. En la Figura 3 se

muestran las unidades basicas de las hemicelulosas.
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Figura 3. Monosacaridos constituyentes de la hemicelulosa (adaptado de Fengel y Wegener 1984)
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Las hemicelulosas se pueden clasificar segun la cadena principal en xilanos (Xyl),
xiloglucanos (XyG), mananos y glucomananos (Scheller, 2010). Son ramificados con una
cadena principal de glucosa, xilosa y/o manosa con enlaces B (1-4) entre si, todos en

posicién ecuatorial en el C; y C4 (Figura 4).

ecuatorial
ey Y

B-(1- 4 ) glucano B-(1-4) glucomanano
B-(1-4) xilano B-(1- 4) manano

Figura 4: En hemicelulosas los enlaces éter 3-(1— 4) unen los dtomos C, y C4 en posicidn ecuatorial, entre
unidades de glucosa, xilosa y manosa.

La funcidén principal de las hemicelulosas es proporcionar rigidez a la pared celular
debido a la interaccién con la celulosa y la lignina. Las cadenas se asocian con las

microfibrillas de celulosa debido a su cardcter polar (puentes de hidrégeno).

2.3. Lignina

La lignina es el constituyente vegetal mas recalcitrante, es un polimero ramificado,
tridimensional y amorfo, constituido a partir de unidades de fenilpropano que se unen
entre si por enlaces del tipo éter alquil-arilico (Garcia 2003; Lin y Dence 1992). La
lignina es un componente caracteristico de la pared celular de las plantas vasculares y
su funcién principal es actuar como material incrustante en las paredes de las fibras y
como cemento en la ldmina media (Figura 1). De esta forma protege a la celulosa del
ataque microbiano y confiere estructura, resistencia e impermeabilidad a los

materiales lignificados.

La composicion quimica de la lignina consiste principalmente en tres tipos de unidades

repetitivas: p-hidroxifenilo (H), guayacilo (G) y siringilo (S). Estan derivadas de los
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denominados monolignoles, los alcoholes p-cumarilico (4-hidroxicinamilico),
coniferilico (4-hidroxi-3-metoxicinamilico) y sinapilico (4-hidroxi-3,5-
dimetoxicinamilico). Son los precursores en la biosintesis de lignina. Se diferencian en
la sustitucién con un grupo metoxilo (-OMe) en las posiciones 3y 5 de la unidad
aromatica. En la Figura 5 se puede observar los precursores en la biosintesis y la

diferente posicion que ocupa el grupo metoxilo en ellos.

Figura 5. Estructura de los precursores alcohol p-cumarilico (1), alcohol coniferilico (2), alcohol sinapilico (3)

La distribucidon y cantidad de lignina en las paredes celulares es diferente segln su
origen, existiendo un mayor porcentaje de lignina en las coniferas que en las
frondosas. La estructura basica de la lignina también difiere entre coniferas vy
frondosas. En la Figura 6 se muestran modelos estructurales del polimero de lignina de
coniferas y frondosas. En las coniferas la estructura que se repite predominantemente
es la unidad de guayacilo (G), que contiene un Unico grupo metoxilo en el anillo de
fenilpropano y deriva del alcohol coniferilico (mds de 95% de las unidades
estructurales). En el caso de las frondosas, hay predominantemente 2 unidades que se
repiten, la unidad guayacilo (G) y la unidad siringilo (S), conteniendo esta ultima 2
grupos metoxilo por nucleo de fenilpropano y deriva del alcohol sinapilico (Garcia
2003; Lin y Dence 1992). Por otro lado, en la lignina de fibras procedentes de
materiales no madereros la estructura presenta unidades del tipo p-hidroxifenilo (H),
procedentes del alcohol p-cumarilico, y unidades S y G, en proporciones variables

dependiendo de la planta (Garcia 2003).
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Figura 6. Modelos del polimero de lignina en maderas: (A) conifera (Picea) (Brunow 2001) y (B) frondosa (alamo)
(Boerjan et al. 2003). (C) y (D) herbaceas

2.4. Compuestos extraibles

Estos componentes existen en los materiales lignoceluldsicos en una proporcion
mucho menor que los otros constituyentes, pero tienen gran influencia en las
propiedades y en el procesado de estos materiales. Aunque estdan en baja
concentracion, desempefian funciones fisioldgicas de vital importancia, algunos
protegen la madera de los insectos y son responsables de dar color, olor y gusto a la

madera.

Los compuestos extraibles se clasifican segun su solubilidad (Hillis W.E., 1962; Fengel y
Wegener, 1984; Rowe 1989.; Sjostrom, 1981) en compuestos lipofilicos (lipidos y

derivados) y compuestos hidrofilicos (hidrosolubles). Son compuestos de bajo peso
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molecular en comparacion con los otros constituyentes de la pared celular

(biopolimeros).

La fraccidn lipofilica de los extraibles comprende una gran diversidad de compuestos
como alcanos, alcoholes grasos, aldehidos, dcidos grasos, esteroles, dcidos resinicos,
ceras (ésteres de acidos grasos con alcoholes de cadena larga) y glicéridos (ésteres de
acidos grasos con glicerol). Los esteroles pueden encontrarse libres o esterificados con
acidos grasos (ésteres de esteroles) y también pueden estar formando glicésidos y
acilglicésidos (Gutiérrez y del Rio 2001), siendo el mas abundante el 3B-D-
glucopirandsido. Las estructuras de compuestos representativos de alguna de las

familias mencionadas anteriormente se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Estructuras de compuestos representativos de las principales familias de extraibles lipofilicos: Acido
palmitico (A), tetracosanol (B), acido dehidroabiético (C), a-tocoferol (D), sitosterol (E), estigmasta-3,5-dien-7-ona
(F), sitosteril-3a-D-glucopirandsido (G), trilinoleina (H) y sitosteril oleato ().
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3. Biorrefineria de materiales lignoceluldsicos

La biorrefineria de la lignocelulosa consiste basicamente en la produccion de

biomateriales y bioenergia a partir de materiales lignoceluldsicos.

3.1 Produccidn de pasta de celulosa

La fabricacion de pasta de celulosa consiste basicamente en la separacién de las fibras
de celulosa de la madera u otros materiales fibrosos a través de procesos mecdanicos
y/o quimicos (Fengel y Wegener 1984, Sjostrom 1993). La Unidn Europea es el segundo
productor mundial de pasta de papel. La industria de papel representa el 10% de la

actividad industrial Europea.

Los pasos previos para la obtencién de papel serian la produccién previa de una pasta
de papel (en un proceso denominado pasteado) y su posterior blanqueo. El proceso de
pasteado tiene por objeto separar las fibras de celulosa del resto de componentes de
la madera, fundamentalmente de la lignina ya que las fibras de celulosa se encuentran
cementadas por ella. Por otro lado, el blanqueo de la pasta tiene por objeto disolver o
modificar la lignina residual que no se elimina durante el pasteado, para mejorar las

propiedades de la pasta y consecuentemente del producto final.

Pasteado

El objetivo del pasteado es maximizar el rendimiento, mejorar la calidad de la pasta de
papel y dar ciertas propiedades al papel. Este pasteado se puede realizar mediante
procesos mecanicos o procesos quimicos o combinacién de ambos. Los procesos
mecanicos tienen como ventaja el alto rendimiento y que son adecuados para ciertos
tipos de papel, pero persiste el alto contenido en lignina, produciendo asi fibras rigidas
y poco flexibles, dando lugar a un papel de baja resistencia y sensible al
envejecimiento 6ptico. En el proceso quimico los niveles de lignina se bajan, debido a
la coccion con acidos (tratamientos con acidos) o alcali (tratamientos alcalinos) en
digestores de temperatura y presiones elevadas, dejando pasta de celulosa con lignina
residual y la denominada lejia negra. Su rendimiento es mas bajo que con procesos

mecanicos (Sjostrom, 1993) pero da papel mas resistente y mas facil de blanquear.
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Blanqueo

En el proceso de blanqueo se trata quimicamente la pasta de celulosa para eliminar o
modificar la lignina residual que queda después del proceso de coccion. El proceso de
blanqueo se lleva a cabo hasta el punto de blancura que se pretende, por lo cual el
numero de etapas dependera de la calidad de la pasta que se desee obtener (en la
Figura 8 se observa la degradacién del color dependiendo del nimero de etapas). Para
ello se emplean reactivos como el cloro gas, hipoclorito, peréxido de hidrégeno vy el
dioxido de cloro; el dlcali utilizado es el hidréxido de sodio que se usa en la operacidn

de extraccioén alcalina.

Figura 8. Diferentes grados de blancura de la pasta de celulosa

Con la evolucién de la legislacion europea los niveles de productos clorados en
efluentes estan cada vez mas restringidos. Eso ha llevado a la industria a introducir
secuencias totalmente libre de cloro (blanqueo TCF, totally chlorine free) (Brooks et al.
1994). Estas secuencias incluyen blanqueo con perdéxido de hidrogeno, oxigeno vy
ozono. Otra parte de la industria papelera mundial, ha eliminado el cloro elemental
pero continua utilizando el diéxido de cloro (blanqueo ECF, elemental chorine free). De
momento estos métodos no pueden igualar la eficacia de la cloracién para la

eliminacién de productos derivados de la lignina, responsables del color de las pastas.

3.2 Produccion de bioetanol

El CO, representa una gran parte de las emisiones de los gases que se aportan al
cambio climatico global, gran parte de estas emisiones de CO, provienen de los
combustibles fésiles que suministran el 85% de la energia que se consume
globalmente (Lewis, 2006). Actualmente las tecnologias que usan biomasa
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lignoceluldsica resultan atractivas, porque pueden ayudar a la disminucién de la

emision de gases de efecto invernadero (CO,, NO,, SO,, CH,, etc.).

La biomasa celulésica se ha convertido en un producto interesante para ser
aprovechada como materia prima en la fabricacion de biocombustibles, especialmente
el etanol. Los pasos criticos en la conversién a etanol, incluye la deconstruccién del
material lignoceluldsico en sus polimeros constituyentes y la hidrélisis de polisacaridos
a azUcares fermentables, en un proceso denominado sacarificacion. La celulosa, el
componente principal de la biomasa, es un polisacdrido dificil de hidrolizar en
condiciones de tratamiento moderadas. Las investigaciones mas recientes en los
campos de biorecursos, se han enfocado hacia el desarrollo de ciertos pretratamientos
de la biomasa o la celulosa bajo los cuales se logra que estos materiales sean de mas

facil degradacion a azucares fermentables.

Los biocombustibles se pueden separar en dos clases:

- Los de primera generacion: corresponden a los obtenidos de biomasa de
cultivos agricolas alimenticios para generar energia, como por ejemplo la
utilizacidon de maiz, canola, soja, sorgo, cafia de azlcar, entre otros.

- Los de segunda generacion: corresponden a los obtenidos de cultivos que no
se destinan a la alimentacion humana y animal, ademas se producen en suelos

marginales, es decir, aquéllos que no tienen valor agricola.

En la bioconversion de materiales lignoceluldsicos se diferencian 4 pasos

fundamentales (Carrol, 2009):

- Reduccion del tamaifio de biomasa (es un proceso esencial para reducir los

gastos energéticos y aumentar la accesibilidad de los reactivos y enzimas).

- Pretratamiento: se denomina pretratamiento al conjunto de acciones que se
realizan para mejorar el rendimiento en la obtencion de azucares fermentables
desde la biomasa inicial. Se realiza para aumentar la porosidad de biomasa y
facilitar la accesibilidad de las enzimas hidroliticas a la celulosa tras

desacoplamiento de lignina y hemicelulosa de las microfibrillas de celulosa.
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Estos pretratamientos se pueden realizar tanto a la celulosa (con soluciones
salinas saturadas, con disolventes o con acidos) como a la biomasa

lignoceluldsica (HWL, AFEX, ELA o tratamientos enzimaticos).

- Hidrdlisis: producida por enzimas hidroliticas que despolimerizan la celulosa en
glucosa y xilosa (proceso de sacarificacion). Este proceso se representa en la
Figura 9.

endoglucanasas v

celobiohidrolasas fi-glucosidasy
(CeH,;O5) 5, - - nC,,H,,0,, - > 2nC,H,,0,
Celulosa Celobiosa Glucosa

Figura 9. Proceso de sacarificacion de la celulosa

- Conversion a productos finales como biocombustibles

4. Problemas relacionados con la lignina

La variabilidad en la estructura y la composicién de la lignina influye decisivamente en
el proceso de deslignificacién. A esto se une que la lignina es un polimero altamente
recalcitrante y que forma con los otros componentes mayoritarios (celulosa y

hemicelulosas) una estructura muy compacta.

La problematica de la presencia de lignina en la produccién de papel esta relacionada
con el rendimiento, la calidad y las propiedades (color, resistencia, etc.) y costes,

(reactivo, energia, etc.).
5. Tratamientos enzimaticos para la eliminacion de lignina

El uso de enzimas a nivel industrial ha aumentado rapidamente desde mediados de los
afos 80. Aunque muchas de las aplicaciones estan aun en estado de investigacion y
desarrollo, otras han comenzado a aplicarse en la industria. Las enzimas ofrecen una
alternativa medioambientalmente benigna y eficaz a los reactivos quimicos en muchas

aplicaciones industriales.
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La eliminacion de lignina es una cuestion técnica importante en la industria papeleray
un desafio clave para la conversion de material lignoceluldsico en combustibles
liquidos como el etanol. La produccién de biocombustibles a partir de material
lignoceluldsico requiere la rotura de la matriz de la pared celular en polimeros
individuales, y la hidrélisis de los polimeros de carbohidrato en monosacaridos. La
dificultad para hidrolizar enzimaticamente la biomasa estd relacionada con el
contenido y la composiciéon de la lignina (Studer et al., 2011). Se estan estudiando
diversos pretratamientos fisicos, quimicos y biolégicos para la eliminacién de la lignina
(Alvira et al., 2010; Yu et al.,, 2011). Los pretratamientos bioldgicos para la
deslignificacion de materiales lignoceluldsicos emplean hongos que degradan la
lignina, que pertenecen principalmente al grupo de los basidiomicetos de
podredumbre blanca (“White rot fungi”) (Kumar et al, 2009;.. Salvachua et al, 2011),
pero tales tratamientos previos requieren largos periodos de aplicacidon y consumen

una fraccién de los polisacdridos de plantas.

Las lacasas (fenoloxidasas, EC 1.10.3.2), cuya estructura se muestra en la Figura 10,
constituyen un grupo de enzimas oxidativas cuyo interés ha ido creciendo
significativamente en los ultimos afios (Mayer y Staples, 2002; Riva, 2006; Rodriguez
Couto y Tocca Herrera, 2006; Gutiérrez et al., 2009). Las lacasas son metaloenzimas
(contienen en su estructura molecular cuatro atomos de cobre), que presentan una
gran multifuncionalidad (Gutiérrez et al, 2010). Ademas este grupo de enzimas es de
gran interés para el desarrollo de tecnologias respetuosas con el medio ambiente

(Mayer y Staples, 2002).

Figura 10. Estructura de una lacasa.
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La accidn de las lacasas en principio esta restringida a las unidades fendlicas (las cuales
sélo representan un pequeio porcentaje de la lignina). Por lo tanto durante afios se
concedié mayor atencion a las peroxidasas ligninoliticas que a las lacasas en la
degradacion de la lignina y desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas (Paice et al,
1995). Sin embargo el interés por las lacasas como biocatalizadores industriales en la
produccién de pasta de papel se incrementé enormemente tras el descubrimiento de
gue en presencia de un mediador redox, aumenta en gran medida su potencial en la
degradacion de la lignina (ampliando la acciéon de la lacasa a compuestos no fendlicos)

y otros compuestos aromaticos.

La base del sistema lacasa-mediador es el uso de compuestos de bajo peso molecular
que, una vez oxidados por la enzima a radicales estables, actian como intermediarios
redox oxidando compuestos que en principio no son sustratos de la lacasa (como las
unidades no fendlicas de la lignina). Este hecho, junto con la utilizacién de O, como
aceptor final de electrones (frente al H,0, utilizado por las peroxidasas ligninoliticas)
hace a estas enzimas altamente interesantes para el blanqueo de pasta de papel. Tal
como se muestra en la Figura 11, el O, oxida a la lacasa (con formaciéon de H,0),
después ella se reduce oxidando al mediador hasta un radical libre estable que, a su

vez, oxida la lignina presente en la pasta.

0 Lacasa_, Mediador_, Lignina

2

Productos de

H,0 Lacasa_, Mediador Lignina_, —» degradacion

Figura 11. Mecanismo de actuacion del sistema lacasa-mediador.

Algunos de estos compuestos sintéticos son por ejemplo el 2,22-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS) (Bourbonnais y Paice, 1990) y el 1-
hidroxibenzotriazol (HBT) (Call, 1994). (Figura 12).
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Figura 12. Estructura de los mediadores sintéticos ABTS (A) y HBT (B).

Diversos estudios han confirmado el potencial de los sistemas lacasa-mediador para la
deslignificacidon (Poppius-Levlin et al, 1999; Ibarra et al, 2006; Babot et al, 2011),
control del pitch (Gutiérrez et al, 2009.), sintesis organica (Kunamneni et al, 2008.),
modificacion de polimeros (Prasetyo et al, 2010.), aplicaciones en la industria forestal
(Widsten y Kandelbauer, 2008) y la produccién de bioetanol a partir de
pretratamientos fisicos/quimicos de materiales lignoceluldsicos (Palonen y Viikari,

2004; Moilanen et al., 2011).

Por el contrario, el uso del HBT a nivel industrial no es factible actualmente debido al
elevado coste y posible toxicidad. Debido a este motivo, en el presente trabajo,
ademads de estudiar la accion de mediadores sintéticos, se evallan la accidon de
diferentes sistemas lacasa mediador utilizando mediadores naturales (como el
siringato de metilo) que carecen de toxicidad y ademas son de bajo coste. Todo ello
encaminado a la utilizacién de este sistema lacasa mediador a nivel industrial tanto en

la industria papelera como en la produccidn de biocombustibles.

En el presente trabajo se han estudiado lacasas de 2 especies diferentes: Pycnoporus

cinnabarinus (basidiomiceto), Myceliophthora thermophila (ascomiceto).
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Figura 13. Imagen de Myceliophthora thermophila en el microscopio electrénico de barrido (A), imagen a tamafo

real de Pycnoporus cinnabarinus (B).
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Il. OBJETIVOS

Este proyecto tiene como objetivo principal:

- Buscar una solucién enzimdtica a los problemas que la lignina de las materias

primas lignoceluldsicas causan en la produccion de biocombustibles.
Este objetivo principal engloba otros tres objetivos:

- Evaluar la eficacia de enzimas fungicas de tipo lacasa de alto y bajo potencial
redox y mediadores sintéticos y naturales en la eliminacion/modificacion de
lignina de materiales lignocelulésicos.

- Estudiar la mejora en la sacarificacidon enzimatica (con celulasas) tras el
pretratamiento enzimatico del material lignoceluldsico con lacasas.

- Estudiar mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) las variaciones
estructurales que se producen en la lignina tras el pretratamiento enzimatico

del material lignoceluldsico.
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IIl. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES
1.1. Muestras de material lignocelulésico
Eucalipto (cultivo forestal)

El eucalipto (Eucalyptus) es un género de arboles (y algunos arbustos) de
la familia de las mirtaceas. Existen alrededor de 700 especies, la mayoria oriundas
de Australia. En la actualidad se encuentran distribuidos por gran parte del mundoy
debido a su rapido crecimiento frecuentemente se emplean en plantaciones forestales
para la industria papelera, maderera o para la obtencién de productos quimicos,

ademas de su valor ornamental.

En el presente estudio se ha utilizado la especie Eucalyptus globulus (Figura 14).
Actualmente tiene una gran importancia a nivel industrial porque su madera tiene una
densidad alta (550kg/m3), con fibras largas y un contenido elevado en holocelulosa y
pentosas en comparacion con otras especies (Sanchez, 2002). Las caracteristicas de las

diferentes maderas de eucalipto fueron descritas en detalle (Rencoret et al,. 2008)

Figura 14. Imagen de la especie Eucalyptus globulus

Paja de trigo (residuo agricola)

El trigo ha formado parte del desarrollo econémico y cultural del hombre,
siendo el cereal mas cultivado (Figura 15). El trigo pertenece a la familia de las
gramineas, orden Poales, clase Monocotyledoneae dentro de la divisién de
Angiospermae. Actualmente se producen aproximadamente 530 millones de

toneladas/afio a nivel mundial (Buranov, 2008). Tiene una disponibilidad continua e
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interesante para la produccién de biocombustibles. Las especies que estan siendo mas

cultivadas son Triticum aestivum, T.durumy T. compactum.

Figura 15. llustracion de cultivos de trigo

1.2. Enzimas

En los experimentos se utilizaron dos lacasas diferentes. La primera fue suministrada
por Beldem (Andenne, Bélgica), obtenida de una cepa hiperproductora del hongo
Pycnoporus cinnabarinus. La segunda lacasa fue proporcionada por Novozymes

(Bagsvaerd, Dinamarca), obtenida del hongo ascomiceto Myceliophthora thermophila.
1.3. Mediadores

Se han utilizado dos mediadores. El primero es un mediador sintético, HBT (1-
hidroxibenzotriazol), proporcionado por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El
segundo es un mediador natural, siringato de metilo (metil-3,5-dimetoxi-4-
hidroxibenzoato), suministrado por Alfa Aesar (VWR). En la Figura 16 se muestran las

estructuras de ambos mediadores.

A OH B
o 0
~ Y,
- N
N
OH
o0 0

Figura 16. Estructura de siringato de metilo (A), y del 1-hidroxibenzotriazol (B)
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2. METODOS
2.1. Tratamientos enzimaticos

- Tratamiento enzimatico con lacasa de Pycnoporus cinnabarinus y HBT

El tratamiento se realizé tanto con eucalipto como con de paja de trigo y cada uno se
sometid a dos tratamientos diferentes; uno con cuatro ciclos con una dosis de 50U de
enzima por cada gramo de sustrato en cada ciclo y 3% de HBT y el otro, un solo ciclo

con dosis de enzima 200U por gramo y HBT al 20%.

En el tratamiento de 4 ciclos se partido de 4 gramos de Eucalyptus globulus y
paja de trigo con un 6% de consistencia (p/p) en un tampdn de tartrato sédico 50 mM
a pH 4. Como mediadores se utilizd HBT a una concentracién del 3%, respecto a los 4
gramos iniciales. La dosis enzimatica fue de 50U por gramo de material lignoceluldsico.
Los tratamientos se realizaron en un reactor (labomat) con oxigeno a una presion de 2
bares. Estos reactores se colocaron en un bafio con una agitacion de 160 rpm y a una

temperatura de 50°C durante 24 horas.

Después de este tratamiento, se lavaron las muestras con 1000 mL de agua destilada
mediante filtracién al vacio. Posteriormente se introdujo el material en un bote de
cristal con capacidad para 500 mL tapado con tapén de teflén, para someterlo a la fase
de peroxido, usando H,0, al 3% (p/p) y NaOH al 1% (p/p), ambos referidos al peso seco
de la muestra. Esta etapa se lleva a cabo con una consistencia del 6% a 90°C durante

90 minutos. El proceso completo se repite 4 veces.

Las muestras fueron:

-Control: Tampdn tartrato + Eucalipto/Paja de trigo.

-LcPc: Tampdn tartrato + Eucalipto/Paja de trigo + Lacasa de P. cinnabarinus (50U).

-LcPc + HBT: Tampon tartrato + Eucalipto/Paja de trigo + Lacasa de P. cinnabarinus

(50U/g) + HBT 3%.

En la Tabla 1 se muestran los detalles experimentales de este tratamiento
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Muestra Eucalipto (El?czllz.:; (Tartrato) Vo]!z:': Ien mzti:l-lin Eucalipto T(:,tzllu(ﬂ:g) NaOH 1% | Peroxido 3%
Control 4149 62,53 ml 62,53 ml 4 7179 58,90 ml 100 pl 400 pl
LePc(50U) 4149 55,53 ml 62,53 ml 4 |PE| 7879 58,80 ml 100 pl 400 pl
LcPc(50U) + HBT(3%) 4149 55,53 ml 62,53 ml 4 |RO| T763g 59,03 ml 100 pl 400 pl
Control 763g 59,03 ml 59,03 ml 4 | XI| 706g 59,61 ml 100 pl 400 pl
LcPc(50U) 7719 51,95 ml 58,95 ml 4 |DO| 735¢g 59,32 ml 100 pl 400 pl
LcPc(50U) + HBT(3%) 7519 52,15 ml 50,15ml | 4 7409 | 5926ml | 100pl 400 pl
Control 355¢g 63,12 ml 63,12 ml 4 6479 60,20 ml 100 pl 400 pl
LcPc(50U) 357g 56,10 ml 63,10 ml 4 |PE| 679g 59,88 ml 100 pl 400 pl
LcPc(50U) + HBT(3%) 3359 56,32 ml 63,32ml 4 |RO| 675g 59,91 ml 100 pl 400 pl
Control 6349 60,32 ml 60,32 ml 4 Xl 6109 60,57 mi 100 pl 400 pl
LePc(50U) 6729 52,94 ml 59,94 ml 4 |DO| 640g 60,27 ml 100 pl 400 pl
LePc(50U) + HBT(3%) 6809 52,86 ml 59,86 ml 4 633g 60,34 ml 100 pl 400 pl

Tabla 1. Tabla de ensayo de Lacasa de Pycnoporus cinnabarinus. Se muestran el tratamiento enzimatico y la fase
alcalina (fase de perdxido) con materia prima Eucalipto

Se realizo otro tratamiento basado en un solo ciclo, realizado para comparar los
resultados con los obtenidos del tratamiento de 4 ciclos. El protocolo seguido es el
mismo que el anterior pero en un solo ciclo se utiliza 200U/g de la enzima y HBT al
20%. El HBT se introduce en tres etapas, una cada 8 horas para que la enzima esté en
condiciones éptimas durante las 24 horas que dura el tratamiento enzimatico.
Posteriormente se somete a la fase de perdxido en las mismas condiciones que se han

comentado anteriormente.
Las muestras fueron:
-Control: Tampdn tartrato + Eucalipto/Paja de trigo

-LcPc + HBT: Tampodn tartrato + Eucalipto/Paja de trigo + Lacasa de P. cinnabarinus

(200U) + HBT 20%

En la Tabla 2 se observan los detalles experimentales de este tratamiento

TRATAMIENTO ENZIMATICO

FASE DE PEROXIDO

Muestra Paja Tampoén Mediador Enzima | Volumen H Paja Volumen NaOH Peréxido
Trigo (Tartrato) | (HBT/3 veces) (Lc Pc) Total P Trigo Total (H20) 1% 3%
Control 2,079 31,26 ml 31,26 ml | 4 3,499 29,84 ml| 50 pl 200 pl
LcPc(200U)+HBT(20%) 2,079 17,27 ml [ 146,66 mg/vez | 13,99 ml | 31,26 ml | 4 391g 29,42 ml 50 pl 200 pl
TRATAMIENTO ENZIMATICO FASE DE PEROXIDO
Muestra Eucalipto Tampoén Mediador Enzima | Volumen | Eucalioto Volumen NaOH Peréxido
P (Tartrato) | (HBT/3 veces) (Lc Pc) Total P P Total (H20) 1% 3%
Control 2,079 31,26 ml 31,26 ml 4 3,78 ¢ 29,55 ml 50 pl 200 pl
LcPc(200U)+HBT(20%) 2,079 17,27 ml [ 146,66 mg/vez | 13,99 ml | 31,26 ml | 4 3,809 29,53 ml 50 pl 200 pl

Tabla 2. Tabla de ensayo de A) Paja de trigo y B) Eucalipto. Se muestran el tratamiento enzimatico y la fase alcalina
(fase de perodxido)



- Tratamiento con lacasa de Myceliophthora thermophila y siringato de metilo

Los tratamientos se realizaron a una muestra molida con molino de cuchillas y
molino de bolas de una muestra de Eucalyptus globulus. Previamente en mi grupo de
investigacion se habian realizado ensayos para ver el contenido éptimo de enzima y
mediador para llevar a cabo la reaccién, se acordd que 50U de enzima por gramo de
material lignoceluldsico vy siringato de metilo al 3% con respecto al peso inicial seco. Se
utilizé 4 g de Eucalyptus globulus molido al 6% de consistencia (peso/peso) en tampdn
de hidrégeno fosfato sédico monohidratado (NaH,P04.H,0) 50 mM a pH 6. Se afiadio
lacasa (50 U/g de madera) y siringato de metilo al 3% respecto a la masa inicial seca.
Los tratamientos se realizaron en un reactor (labomat) con oxigeno a una presion de 2
bares, se colocaron en un bafo térmico con una de agitacién de 160 rpm y una

temperatura de 502C durante 24 horas.

Después de este tratamiento, el eucalipto se sometid a una etapa de blanqueo con
peroxido, usando H,0; al 3% (peso/peso) y NaOH 1, % (peso/peso), ambos referidos al
peso de la pasta seca, a 90°C durante 90 min. Se realizd en botes de cristal de

capacidad 500 mL bien cerrados con tapdn de teflon.

Las muestras fueron:

-Control: Tampdn NaH,P04.H,0 + Eucalipto

-LcPc: Tampdn NaH,P04.H,0 + Eucalipto + Lacasa de M. thermophila (50U)

-LcPc + MeS: Tampdn NaH,P0O4.H,0 + Eucalipto + Lacasa de M. thermophila (50U) +

siringato de metilo 3%

Los datos experimentales se muestran en la Tabla 3
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Enzima

(Lac Mt) | (Metilsiringato)

Muestra Eucalipto
Control 4149
LcMt(50U) 4149
LcMt(50U) + MeS(3%) 4149
Control 389¢g
LcMt(50U) 1759
LcMt(50U) + MeS(3%) 7539
Control 7079
LcMt(50U) 3659
LcMt(50U) + MeS(3%) 361g
Control 3,08¢g

LcMt(50U)

7039

LcMt(50U) + MeS(3%)

6,929

122,45 mg

(NaH2P04.H20) V"r'&"a"f" mL’:ao Eucalipto T;?lu(r::nc)) NaOH 1% | Peroxido 3%
62,53 ml 62,53 ml | 65 7849 58,83 ml 100 pl 400 pl
6221ml | 6253ml | 65 |PE| 794g | 5873ml | 100p | 4oopl
6221ml | 6253ml | 65 |RO| 7,999 | 5868ml | 100p | 4o0pl
6278ml | 6278ml | 65 | X | 7329 | 5935ml | 100pl | 4o0pl
585 m | 5692ml | 65 |DO| 747g | 5920ml | 100@ | 400 pl
881 m | 59,14ml | 65 7379 | 59.30ml | 1004 | 4oopl
59.60ml | 59,60ml | 65 6039 | 5974ml | 100u | 400l
62,69ml | 63,02ml | 65 |PE| 746g | 5950ml | 100p | 400 pl
6273ml | 63,06ml | 65 |RO| 7189 | 5949ml | 100pl | 4o0pl
6358ml | 6358ml | 65 | XI | 625g | 6041ml | 100p | 400pl
593Tml | 5964ml | 65 |DO| 699g | 59,68ml | 100pl | 400 4l
s942ml | 59,75ml | 65 7079 | 59.60ml | 1004 | 400l

Tabla 3. Tabla de ensayo de Lacasa de Myceliophthora thermophila. Se muestran el tratamiento enzimatico y la fase

alcalina (fase de perdxido) con materia prima Eucalipto

2.2 Andlisis de lignina

- Lignina Klason

La lignina Klason se determiné conforme la norma Tappi T222 om-88 (Tappi, 2004) con

algunas modificaciones. Para ello se eliminaron los compuestos extraibles y se

determiné la humedad residual de la muestra que se sometié a una hidrdlisis acida con

3 mlde 72 % H,S0,4 (m/m) por cada 300 mg de muestra, que se colocd en un bafio

térmico a 30 °C durante 1 hora, con leve agitacién (80 rpm). Después se diluyo la

suspension con agua destilada hasta obtener una concentracion de 4 % H,SO;4 (se

afadieron 84 mL de agua destilada por cada 300 mg de muestra) y se autoclavo

durante 1 hora a 110 °C. Tras enfriar y dejar reposar se filtré la suspension en un filtro

de kitasato n° 3 previamente tarado. Se lavé el filtro que contiene la lignina no acido-

soluble con 600 mL de agua destilada hasta pH neutro y se secé durante 4 horas a 100

°C para su determinacién gravimétrica.

- Analisis de lignina mediante 2D RMN

En general esta técnica espectroscdpica es la técnica mas poderosa para el analisis

de material lignoceluldsico y en particular para lignina. Con el analisis mediante 2D

RMN se puede estimar la relacion entre las unidades Sy G de la lignina. Ademas se

puede observar y estimar la proporcion de los diferentes enlaces presentes en cierta

proporcién de la lignina. Con la 2D RMN se descubrieron nuevos tipos de enlaces en

subestructuras menos abundantes como dibenzodioxocinas (Karhunen et al., 1995) y

las espirodienonas (Zhang y Gellerstedt, 2001; Zhang et al., 2006).
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Los espectros de RMN de ligninas se registraron en un espectrémetro Bruker Avance

Il 600-MHz equipado con una criosonda TXI 'H-1C/*N/?H con gradientes en el eje z, a

una temperatura de 298K. Se disolvieron = 30 mg de lignina en 0.750 mL de disolvente

deuterado (DMSO-dg 0 DMSO-dg : piridina-ds (4:1)) en tubos de RMN, cuando no es

lignina pura (MWL), los geles se preparon con 100/120 mg de fibra molida sin

extraibles en 0.720/0.900 ml de disolvente. Importante en la preparacién de geles es el

grado de homogenizacién para medir en un campo homogéneo. Eso depende

principalmente del tamafio del sélido, el tipo de disolvente y la agitacidn. Las muestras

de geles se agitaron manualmente en los tubos, facilitado por ultrasonidos.

En el espectro se observan diversas regiones que se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Espectro tipo HSQC de material lignocelulésico.

Como se observa en la figura 17 se observan 3 zonas, de las cuales 2 son las que nos

dan informacién sobre la lignina. La regiéon aromatica nos da informacidn sobre la

F1 [ppm]

100 80 60 40 20

120

composicion en unidades aromdticas, mientras que la regién alifatica oxigenada nos da

informacion sobre los enlaces entre dichas unidades.
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En la Figura 18 se representa con mas detalle la region alifatica oxigenada.

F1 [ppm]

Regidn alifatica oxigenada
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Figura 18. Espectro HSQC mostrando la regidn alifatica oxigenada.

El enlace B O-4 es el mds abundante en la lignina, la disminucién de la intensidad de
esta sefial indica despolimerizacion de la lignina. En la figura 18 se puede observar la

estructura de este enlace.

En cuanto a la regién aromatica (Figura 19) se pueden observar las unidades Sy G de la

lignina.
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Figura 19. Espectro HSQC mostrando la regidn aromatica.
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2.3 Analisis de azucares

Se adicionaron 30 mg de la muestra en un matraz de fondo redondo de 50 mL con
3mL de tampdn citrato de sodio 0,1M a pH5 (1% de consistencia). Se utilizan dos
enzimas para la hidrdlisis: Celluclast (10FPU/g) de la cual se afiadi6 2,4 uLy B-
glucosidasa, Novozym 188 (30U/g) de la cual se afaden 1.14 uL. Incubamos durante 72
horas a 45°C. Posteriormente se afiadieron 11,4 mL de agua destilada para llevarlo a

un volumen final de 14,4.

A continuacidn en la etapa de reduccién, se pasaron 4,8 mL de la solucion anterior a un
tubo de ensayo y se adicion6 200 pL de 2-desoxiglucosa como patrén interno (con
concentraciéon 15,90 mg/mL de agua). Tras agitacion se pasé 1mL a otro tubo de
ensayo al cual se afladié 100 uL de NH; 3M conteniendo NaBH,y se incubd esto
durante 1 hora a 30°C. Posteriormente se adicionan 50 ulL de &cido acético glaciar para

descomponer el exceso de NaBH,.

Para la acetilacion se pasan 0.3 mL de la disolucién anterior a otro tubo de ensayo, a su
vez se anade 0,45 mL de 1-metilimidazol (catalizador) y 3 mL de anhidrido acético. Este
paso se realiza con hielo por las altas temperaturas que alcanza la reaccién.
Posteriormente se incuba durante 30 minutos a 30°C. Ahora se afiade 3.75 mL de agua
y 2.5 mL de diclorometano (para la extraccién de los acetatos de alditol). Se agita con
vortex y Se aspira la fase acuosa. Se repite el proceso pero con 3 mL de aguay 2 mLde
diclorometano y se vuelve a aspirar la fase acuosa. Se repite el proceso tres veces mas

pero afiadiendo sélo 3 mL de agua.

Evaporamos el diclorometano con nitrégeno, se adiciona 1 mL de acetona y se repite el
proceso de evaporacion con nitrégeno, por ultimo se vuelve a realizar una vez mas y se

resuspende el contenido restante en 100 uL de cloroformo.

Los monosacaridos neutros se determinaron como acetatos de alditol por
cromatografia de gases. El analisis por cromatografia de gases se realizé en un equipo
Agilent 6890N con un detector FIB y columna DB-225 (30m x 0,25mm ID y un espesor
de pelicula de 0,15um). El programa de temperatura se programé de 220°C (5 min) a

230°C con un incremento de 2°C/min. La temperatura final se mantuvo durante 5 min.
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La temperatura del inyector y detector fueron de 230°C. La cuantificacién se realizé

con ayuda de curvas de calibracidn realizada con patrones.

Previamente se realizd un estudio de los patrones, los cuales se analizaron en el
cromatégrafo de gases, con ello se obtuvo una grafica que seria la referencia para
compararla con las que se obtuvieron al realizar la hidrélisis enzimatica de las

muestras. (Figura 20)

FID1 A, (FID05663.D)
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Figura 20. Cromatograma de los patrones de monosacaridos

Este cromatograma da informacion del tiempo de retencién de cada monémero vy la
cantidad de cada uno, midiendo las areas (andlisis cuantitativo). El patrén interno es

una solucion de concentracién conocida de 2-desoxiglucosa.



2.4 Otros métodos
- Determinacion del contenido en cenizas

El contenido en cenizas se determind segun la norma Tappi 211 om-85. Para ello, se
tararon cresoles de porcelana previamente limpiados con HCl concentrado y
calentados durante 1 h a 575 °C en una mufla. Se pesaron 200 mg de fibra seca en
cresoles que se calentaron durante 6 h a 575 °C en la mufla. Se determinaron las

cenizas restantes por gravimetria y se calculé el contenido en % sobre fibra seca.

- Determinacion del contenido en extraibles lipofilicos

Se sometid aproximadamente 2 gramos de fibra a una extraccion continua durante 8
horas con acetona en extractores de tipo Soxhlet. Seguidamente se eliminé el
disolvente por rotaevaporacion y posteriormente por un flujo de nitrégeno hasta peso
constante. El extracto lipofilico se redisolvié en cloroformo. La fraccién soluble se secé
otra vez con un flujo de nitrégeno para su determinacion gravimétrica. La fraccién

insoluble también se determiné por gravimetria.

- Determinacién del contenido en compuestos hidrosolubles

Para determinar el contenido en compuestos hidrosolubles, se sometieron las fibras
libres de compuestos lipofilicos a una extraccidon con agua destilada a 100 °C
(conforme la norma Tappi T 207 om-88) durante 3 horas. El extracto se rotaevapord y
se secd en crisoles de porcelana hasta peso constante para determinacién
gravimétrica. Durante estas 3 horas se extrajeron la mayor parte de los hidrosolubles.
Se expresa el contenido en % sobre muestra seca inicial, por lo cual se recalcula el peso
de la fibra extraida con agua al peso inicial una vez conocido con exactitud el

contenido de extraibles lipofilicos.

- Medida de la humedad de las muestras

Previamente a comenzar el tratamiento se mide la humedad para no cometer errores
iniciales, la medida de la humedad se realiza metiendo en un crisol durante 4 horas a

100°C, una cantidad determinada de muestra, en nuestro caso fue 500 mg y
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posteriormente observar la bajada en el peso. La humedad se calcula por la siguiente

férmula:

S6H =

(Frasco vacio + Muestra inicial) — Pesofinal

Muestrainicial

*100
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1Tratamientos de madera de eucalipto y paja de trigo con Lacasa de

Pycnoporus cinnabarinus

Los tratamientos se hicieron con la enzima de tipo lacasa del hongo Pycnoporus
cinnabarinus, con una actividad de 28.6 U/mL. El tratamiento enzimatico se llevd a
cabo con 200U de enzima por cada 2 gramos de materia inicial seca, a pH 4 (tampdn
tartrato sédico 50 mM). En presencia del mediador sintético 1-hidroxibenzotriazol
(HBT) al 20%, se usaron 439.98 mg, pero se dividid en tres adiciones (una cada 8 horas)
para que la enzima siempre esté actuando con mediador en el medio. El tratamiento
incluyd también los correspondientes controles en las mismas condiciones que las

muestras tratadas pero sin enzima ni mediador.

Previamente al inicio del tratamiento se calculé la humedad de la muestra, en ambas,
tanto eucalipto como paja de trigo la humedad fue 3.4%, debido a esto se tomaron

2.07 gramos de materia prima inicial para comenzar el tratamiento.

Variacion de componentes minoritarios

Previamente al analisis de la materia tratada se analizaron materias primas para

compararlas con las muestras tratadas. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla 4.
Muestra Liposolubles (%) Hidrosolubles (%) Cenizas (%)
Eucalipto sin tratar 1.6 1.5 0.1
Paja de trigo sin tratar 2.7 9.6 6.6

Tabla 4. Estudio sobre los compuestos minoritarios en la materia prima de eucalipto y paja de trigo

Se valoraron principalmente tres componentes minoritarios: compuestos liposolubles,

compuestos hidrosolubles y el contenido en cenizas. Estos fueron los resultados

obtenidos en porcentaje con respecto al total se muestran en la tabla 5.
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Muestra Liposolubles (%) Hidrosolubles (%) Cenizas (%)

Control Eucalipto 0.16 0.009 1.35
Eucalipto LcPc 200U + HBT 20% 0.18 0.012 1.84
Control Paja de trigo 0.82 0.013 11.56
Paja de trigo LcPc 200U + HBT20%  0.53 0.030 19.04

Tabla 5. Contenido en compuestos minoritarios de las muestras tratadas de eucalipto y paja de trigo

La determinacién de estos compuestos reveld que la paja de trigo posee mas
compuestos liposolubles que el eucalipto. Los compuestos hidrosolubles no son
representativos, ya que la mayoria son eliminados durante el tratamiento. En las
cenizas es donde se observa una mayor diferencia entre ambos, que indica el gran

contenido en cenizas de la paja de trigo.

Comparando la tabla 4 y la tabla 5 se puede observar algunas diferencias significativas.
Los compuestos liposolubles bajan, tanto en eucalipto como en paja de trigo, esta
bajada es debido a que algunos compuestos liposolubles se van con el filtrado tras la
extraccién alcalina. En cuanto a los hidrosolubles, durante toda la reaccién que se lleva
a cabo se pierden compuestos hidrosolubles ya que los tratamientos se hacen a
temperaturas altas (tanto 50 como 80°C) en medio acuoso. Las cenizas son mayores en
las muestras tratadas pero es una subida porcentual, ya que baja el contenido en los
demds componentes mientras que estas se conservan intactas hasta el final.

Variacion del contenido en lignina

Para determinar el contenido en lignina se utilizé el método Klason, en el cual nos da
una medida representativa de la lignina no soluble que tenemos en cada muestra.
Segun la bibliografia la lignina klason en la materia prima de eucalipto es 24.3 (Prinsen,
P, et al 2012) y la de paja de trigo 17.7 (del Rio, J.C et al, 2012). En la tabla 6 se

observan los resultados obtenidos en las muestras tratadas.
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Contenido en

Muestra
lignina (%)
Control Eucalipto 21.8
Eu LcPc 200U + HBT 20% 14.24
Control Paja de trigo 18.32
Paja de trigo LcPc 200U + HBT 20% 13.25

Tabla 6. Contenido en lignina no soluble siguiendo el procedimiento de lignina klason de las muestras tratadas de
Eucalipto y Paja de trigo

Se observa que comparando los controles, el eucalipto tiene un mayor contenido en
lignina, pero la lignina de eucalipto tiene una mayor relacién S/G (indice para medir la
facilidad de eliminacidn de lignina ya que la lignina S es mas lineal y mas facil de
eliminar), el eucalipto tiene una relacién S/G de 2-3, mientras que en la paja de trigo es
de 0.5. A esto se puede deber la mayor bajada en la lignina tras el tratamiento con la
enzima y el mediador. El descenso en el contenido en lignina en el Eucalipto es 7.56%,
el de la paja de trigo es 4.8%. Esto es debido a la relacidon S/G ya comentada. Son
buenos resultados para un solo ciclo, posteriormente se comparara con la bajada en

un tratamiento con 4 ciclos a dosis de enzima 50U y mediador 3%.

Andlisis del contenido de azucares tras hidrdlisis enzimatica

Para analizar el contenido en azlcares se realiza la hidrélisis enzimatica de las
muestras tratadas. Previamente se realizé un estudio de los patrones, ya comentado

en la Figura 17 en la seccion de materiales y métodos (apartado 3.2.3).

Tras obtener la grafica de los patrones, se realizé la hidrodlisis enzimatica de las
muestras tratadas siguiendo el protocolo, cada muestra se hizo por triplicado, los

resultados obtenidos se muestran en las tablas 7 y 8.
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1. Eucalipto

1 2 3 TOTAL Lig Klason
g monos/100g | % g monos/100g| % g monos/100g| % g monos/100g| % 21,28

Ramnosa 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00
Fucosa 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00
Arabinosa 0,0623 0,14 0,0641 0,13 0,0541 0,12 0,0602 0,13

Xilosa 6,5710 14,36 6,8274 14,30 6,5861 14,15 6,6615 14,27

I

Manosa 0,3537 0,77 0,3810 0,80 0,3759 0,81 0,3702 0,79
Galactosa 0,0973 0,21 0,1040 0,22 0,0994 0,21 0,1002 0,21

Glucosa 38,6784 84,52 40,3526 84,55 39,4198 (84,71 39,4836 | 84,59

45,7628 47,7290 46,5352 46,6757
1 2 3 TOTAL Lig Klason
g monos/100 g % g monos/100g8[ % g monos/100g[ % g monos/100g8| % 14,24
Ramnosa 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0
Fucosa 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0
Arabinosa 0,0690 0,1 0,0717 0,1 0,0730 0,1 0,0713 0,1
Xilosa 8,1847 14,6 7,8697 14,7 8,7023 14,7 8,2522 14,6
I

Manosa 0,3740 0,7 0,3501 0,7 0,4000 0,7 0,3747 0,7
Galactosa 0,1580 0,3 0,1368 0,3 0,1509 0,3 0,1485 0,3
Glucosa 47,3915 84,4 45,1024 84,3 49,9674 84,3 47,4871 84,3

56,1772 53,5308 59,2936 56,3339

Tabla 7. Estudio de la cantidad de azlcares existentes tras una hidrélisis enzimatica en las muestras previamente

tratadas de Eucalipto

Se puede observar una subida en la cantidad total de azlcares de 9.66 g

monosacaridos /100 g muestra. Es una subida alta para realizarse en un solo

tratamiento, pero seria importante fijarnos sobre todo en la subida en la hidrdlisis de

la glucosa, que ha sido 8.00 g glucosa /100 g muestra.

En la figura 21 se observan dos ejemplos de cromatogramas del tratamiento realizado.
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numero 2 y B) Eucalipto LcPc 200U + HBT 20%, correspondiente en la tabla 7 al numero 3.



2. Paja detrigo

1 2 3 TOTAL Lig Klason
g monos/100g | % g monos/100g| % g monos/100g| % g monos/100g| % 18,32
Ramnosa 0,0543 0,09 0,0452 0,08 0,0432 0,08 0,0476 0,08
Fucosa 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00
Arabinosa 1,0456 1,81 1,0456 1,84 0,9855 1,83 1,0256 1,83
Xilosa 15,1372 26,26 15,0333 26,39 14,1220 | 26,18 14,7642 26,28
I D D

Manosa 0,3656 0,63 0,3642 0,64 0,3398 0,63 0,3566 0,63
Galactosa 0,1279 0,22 0,1248 0,22 0,1112 0,21 0,1213 0,22

Glucosa 40,9069 70,97 40,3463 70,83 38,3303 |71,07 39,8612 70,96

57,6375 56,9595 53,9321 56,1763
1 2 3 TOTAL Lig Klason
g monos/100 g % g monos/100g8[ % g monos/100g[ % g monos/100g8| % 13,25
Ramnosa 0,0618 0,1 0,0672 0,1 0,0565 0,1 0,0618 0,1
Fucosa 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0
Arabinosa 0,9860 1,5 0,9401 1,5 0,9291 1,5 0,9517 1,5
Xilosa 15,3955 23,4 14,6684 23,1 14,5432 23,3 14,8690 23,3
I

Manosa 0,3794 0,6 0,3949 0,6 0,3764 0,6 0,3836 0,6
Galactosa 0,0775 0,1 0,0887 0,1 0,1025 0,2 0,0895 0,1

Glucosa 48,9874 74,3 47,2302 74,5 46,4566 74,4 47,5580 74,4

65,8876 63,3894 62,4642 63,9137

Tabla 8. Estudio de la cantidad de azlcares existentes tras una hidrolisis enzimatica en las muestras previamente
tratadas de Paja de Trigo

Se puede observar una subida en la cantidad total de azUcares de 7.74 g

monosacaridos /100 g muestra. Es una subida alta para realizarse en un solo

tratamiento, pero seria importante fijarnos sobre todo en la subida en la hidrdlisis de

la glucosa, que ha sido 7.70 g glucosa /100 g muestra

En la figura 22 se observan dos ejemplos de cromatogramas del tratamiento realizado.
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Figura 22. Cromatogramas con sus areas de A) Control Paja de trigo, correspondiente en la tabal 8 al nimero 1y B)

Paja de trigo LcPc 200U + HBT 20%, correspondiente en la tabla 8 al nimero 2.

Estos resultados indican, al haberse degradado mas lignina en el eucalipto, que la

celulosa y hemicelulosa tienen mas facilidad para ser atacadas por las enzimas y ser

hidrolizadas posteriormente hasta monosacaridos.

En ambos casos se observa que la glucosa es el monosacarido que se encuentra en
mayor cantidad. En el eucalipto el 82,87% de la subida de los azUcares corresponde a

la glucosa mientras que en la paja de trigo 99,48%, ya que en este ultimo la cantidad

de xilosa se mantiene constante.
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4.2Tratamientos de madera de eucalipto con lacasas de Pycnoporus

cinnabarinus y Myceliophthora thermophila

Se va a comparar la accién de la lacasa de Pycnoporus con la de Myceliophthora, en un
tratamiento con la misma materia prima eucalipto a la misma cantidad inicial, 4
gramos. El tratamiento se realizé en 4 ciclos, la dosis de la enzima era 200U pero
separadas en 4 ciclos de 50U cada uno, mientras que la dosis de mediador la
reducimos en un 3% en cada ciclo. En la tabla 1y 3 de la seccién material y métodos

podemos observar las cantidades.

A continuacion en la tabla 9 se detallan los resultados obtenidos tras hacer el método

klason, del contenido en lignina tras los tratamientos (contenido porcentual).

Muestra Pycnoporus cinnabarinus Myceliophthora thermophila
Control 17.93 17.45
Enzima 50U 17.91 16.34
Enzima 50U + HBT 3% 9.60 11.64

Tabla 9. Contenido en lignina no soluble siguiendo el procedimiento de lignina klason de las muestras tratadas de
Eucalipto con ambas enzimas.

Por ultimo se realizo el estudio de los azlcares de estos materiales tras los

tratamientos con ambas enzimas, los resultados se muestran en las tablas 10y 11.
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Lacasa de Myceliophthora thermophila

1.
1 2 3 TOTAL
g monos/100g8 | % g monos/1008| % g monos/1008| % g monos/1008| %
Ramnosa 0,0319 0,06 0,0351 0,06 0,0000 0,00 0,0223 0,04
Fucosa 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00
Arabinosa 0,0646 0,12 0,0589 0,11 0,0703 0,13 0,0646 0,12
Xilosa 8,1974 15,12 8,1565 15,04 8,3384 15,22 8,2308 15,13
I DR D
Manosa 0,5187 0,96 0,5378 0,99 0,5199 0,95 0,5255 0,97
Galactosa 0,1442 0,27 0,1358 0,25 0,1511 0,28 0,1437 0,26
Glucosa 45,2719 83,48 45,2903 83,54 45,7033 (83,43 45,4218 | 83,48
54,2287 54,2144 54,7830 54,4087
1 2 3 TOTAL
€ monos/100 g % g monos/1008| % g monos/1008| % g monos/100g8[ %
Ramnosa 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0339 0,1 0,0113 0,0
Fucosa 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0
Arabinosa 0,0719 0,1 0,0745 0,1 0,0711 0,1 0,0725 0,1
Xilosa 8,6442 15,1 8,9620 15,0 8,6216 15,0 8,7426 15,0
- 1 I __}
Manosa 0,5252 0,9 0,5481 0,9 0,5187 0,9 0,5307 0,9
Galactosa 0,1465 0,3 0,1611 0,3 0,1677 0,3 0,1585 0,3
Glucosa 47,9347 83,6 49,9464 83,7 47,9454 | 83,6 48,6088 83,6
57,3226 59,6921 57,3584 58,1243
1 2 3 TOTAL
g monos/100 g % g monos/1008| % g monos/1008| % g monos/1008| %
Ramnosa 0,0000 0,00 0,0315 0,05 0,0312 0,05 0,0156 0,03
Fucosa 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00
Arabinosa 0,0824 0,13 0,0857 0,13 0,0860 0,13 0,0842 0,13
Xilosa 10,1896 15,89 10,0721 15,77 10,2676 |15,85 10,2286 | 15,84
- 1 {1 __F
Manosa 0,5410 0,84 0,5603 0,88 0,5757 0,89 0,5584 0,87
Galactosa 0,2024 0,32 0,1825 0,29 0,2223 0,34 0,2123 0,31
Glucosa 53,1049 82,82 52,9329 82,88 53,6150 |82,74 53,3600 | 82,82
64,1203 63,8650 64,7978 64,4590

Tabla 10. Estudio de la cantidad de azlcares existentes tras una hidrdlisis enzimatica en las muestras tratadas con
Lacasa de Myceliophthora thermophila

Se observa una subida continua en los azucares entre el control y el tratado con Lacasa
Mt y HBT hay 10.05 g monosacaridos /100 g muestra, respecto a la glucosa que es el
azucar principal la subida es de 7.94 g glucosa /100 g muestra.
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2. Lacasa de Pycnoporus cinnabarinus
1 2 3 TOTAL
g monos/100 g % g monos/1008| % g monos/1008| % g monos/1008| %
Ramnosa 0,0314 0,06 0,0295 0,05 0,0292 0,05 0,0300 0,05
Fucosa 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00
Arabinosa 0,0648 0,12 0,0646 0,12 0,0605 0,11 0,0633 0,12
Xilosa 8,5486 8,3652 8,4166 8,4435 15,39

Manosa 0,5585 1,00 0,5282 0,97 0,5309 0,98 0,5392 0,98
Galactosa 0,1540 0,28 0,1496 0,27 0,1558 0,29 0,1531 0,28
Glucosa 46,3705 83,21 45,4811 83,27 45,0761 |83,06 45,6426 83,18
55,7277 54,6183 54,2691 54,8717
1 2 3 TOTAL
gmonos/100g8 | % g monos/1008| % g monos/1008| % g monos/1008| %
Ramnosa 0,0286 0,1 0,0278 0,0 0,0304 0,1 0,0289 0,1
Fucosa 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0
Arabinosa 0,0638 0,1 0,0659 0,1 0,0662 0,1 0,0653 0,1
Xilosa 7,9456 14,3 8,1579 14,3 8,0232 14,4 8,0422 14,3
I R D
Manosa 0,4559 0,8 0,4811 0,8 0,4661 0,8 0,4677 0,8
Galactosa 0,1466 0,3 0,1512 0,3 0,1519 0,3 0,1499 0,3
Glucosa 46,9915 84,5 48,1858 84,4 46,9969 84,3 47,3914 84,4
55,6320 57,0697 55,7346 56,1454
1 2 3 TOTAL
€ monos/100 g % g monos/1008| % g monos/1008| % g monos/100g8[ %
Ramnosa X X 0,0378 0,06 0,0330 0,05 0,0354 0,05
Fucosa X X 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00
Arabinosa X X 0,0740 0,11 0,0755 0,11 0,0748 0,11
Xilosa X X 7,6000 11,46 7,5013 11,36 7,5507 11,41
A R R
Manosa X X 0,3916 0,59 0,4003 0,61 0,3960 0,60
Galactosa X 0,1418 0,21 0,1362 0,21 0,1390 0,21
Glucosa X 58,0949 87,57 57,8748 | 87,66 57,9848 87,62
X 66,3403 66,0211 66,1807

Tabla 11. Estudio de la cantidad de azlcares existentes tras una hidrdlisis enzimatica en las muestras tratadas con

lacasa de Pycnoporus cinnabarinus.

Se observa de nuevo una subida continua en los azucares entre el control y el tratado
con Lacasa Pc y HBT hay 11.31 g monosacaridos /100 g muestra, respecto a la glucosa
que es el azucar principal la subida es de 12.34 g glucosa /100 g muestra. Este

resultado mayor en glucosa que la subida general se debe a la bajada de la xilosa.
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4.3 Analisis estructural de la lighina mediante 2D — NMR

Tras la mencidn en la seccién de materiales y métodos de las regiones mas
importantes en el espectro, a continuacién se estudian los espectros de 3 muestras
tratadas con sus respectivos controles, para observar la variacién estructural de la

lignina en ambas

1. Paja de trigo tratada con Lacasa de Pycnoporus cinnabarinus 200U/g y HBT al

20% en un solo ciclo en comparacién con su control.
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Figura 23. Espectros de RMN de las muestras pretratadas de A) Control de paja de trigo B) Paja de trigo con
tratamiento de LcPc 200U y HBT al 20%.

En este espectro (Figura 23) se puede observar una disminucion considerable en la
intensidad de las sefiales aromaticas, con reduccién tanto en las unidades de lignina S
como en las de lignina G. También se observa un descenso en los enlaces 3-0-4 de la

lignina. Por lo tanto el tratamiento enzimatico ha conseguido degradar la lignina.

En el este espectro se puede observar perfectamente la tricina, son unas estructuras

reconocidas recientemente por nuestro grupo. (del Rio, JC, 2012)
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2. Eucalipto tratado con Lacasa de Pycnoporus cinnabarinus 50U/g y HBT 3% en 4

ciclos en comparacién con su control.
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Figura 24. Espectros de RMN de las muestras pretratadas de A) Control de eucalipto B) Eucalipto con tratamiento
de LcPc 50U/g y HBT al 3% tras 4 ciclos.

Para comenzar se puede establecer una diferencia con la paja de trigo desde los
espectros de los controles, ya se comentd anteriormente en la variacion del contenido
de lignina tras la tabla 6, el eucalipto tiene mas lignina S y menos G que la paja de
trigo. Por lo tanto se corrobora que la lignina del eucalipto es mas facil de eliminar (ya

que es mas lineal).

Relacionando ambos espectros (Figura 24), se observa de nuevo una bajada en la
intensidad de la regién aromatica, se puede ver que las unidades G casi desaparecen
por completo. Las unidades S disminuyen, subiendo a su vez las unidades S oxidadas

(paso previo a la rotura de la lignina).

La intensidad en la sefal de los enlaces B-O-4 también disminuye con este tratamiento,

con todo esto de nuevo se puede decir que el tratamiento ha tenido efecto
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3. Eucalipto tratado con lacasa de Myceliophthora thermophila 50U/g y siringato

de metilo al 3% en 4 ciclos en comparacién con su control.
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Figura 25. Espectros de RMN de las muestras pretratadas de A) Control de eucalipto B) Eucalipto con tratamiento

de LcMt 50U/g vy siringato de metilo al 3% tras 4 ciclos.

En este tratamiento con lacasa de Myceliophthora thermophila, ya en el mismo control

se aprecia que apenas existen unidades G de la lignina, tras el tratamiento
desaparecen por completo. En cuanto a las unidades S pasa algo parecido a el
tratamiento de eucalipto con Lacasa de Pycnoporus cinnabarinus, ya que estas
unidades S se reducen pero aumentan las S oxidadas que es un sintoma de

degradacion.

En cuanto a los enlaces B-O-4 (mayoritario en la lignina) podemos observar la
disminucion hasta casi la eliminacién de esta sefial. De nuevo el tratamiento es

efectivo.
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V. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se han alcanzado durante la investigacion han sido:

En los espectros 2D RMN se observa claramente la diferencia existente entre la
lignina de eucalipto y paja de trigo en cuanto a la relacidn S/G, siendo mayor la

de eucalipto, lo que favorece la deslignificacion.

En el tratamiento que se realizé a la paja de trigo con lacasa de Pycnoporus
cinnabarinus (200U/g) y HBT (al 20%), los resultados nos indican un descenso
del 25.14% de la lignina respecto a la materia prima inicial. En cuanto a los
azucares los resultados muestran un aumento en la liberacion de glucosa del

20.27% en el material pretratado con enzima y mediador respecto al control.

En el tratamiento de madera de eucalipto con la lacasa de Pycnoporus
cinnabarinus (200U/g) y HBT (al 20 %), se produjo un descenso en la lignina
respecto al valor inicial de 41.40%, con este porcentaje se muestra la mayor
facilidad de la lignina de eucalipto para ser degradada. En cuanto a los

azucares, el aumento de glucosa con el pretratamiento fue de 19.30%.

En los tratamientos de madera de eucalipto con las lacasas de Pycnoporus
cinnabarinus y Myceliophthora thermophila, en 4 ciclos a dosis de enzima
50U/g y HBT al 3% y siringato de metilo al 3% respectivamente, obtuvo un
descenso en la lignina del 60.49% (LcPc + HBT) y 52.10% (LcMt + MeS). Los
resultados de sacarificacion en estos tratamientos fueron el aumento de la
glucosa en un 17.48% con lacasa de Myceliophthora thermophila y siringato de
metilo al 3%, y una subida de 27.04% con la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus

y HBT al 3%.

En el andlisis estructural de la lignina mediante los espectros de NMR de paja
de trigo se observa un descenso en las unidades G de lignina, sin llegar a su
eliminacion total, igualmente se muestran un descenso en unidades S. En

cuanto a los enlaces BO-4 se produce un descenso en la intensidad de la sefial.
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En el espectro 2D RMN de eucalipto con ambas lacasas, se aprecia que las
unidades G disminuyen drasticamente hasta ser indetectables por RMN. En
cuanto a las unidades S se aprecia una disminucidn alta de éstas, y una subida
de la intensidad de la sefial de las unidades S oxidadas. En cuanto a los enlaces
B-0-4 se reduce mucho la intensidad de la seiial, llegando en Myceliophthora a

no poder detectada practicamente por RMN.
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