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Resumen: El principal componente de la biomasa vegetal es la celulosa, el cual es un polisacarido heterogéneo y para su hidrélisis enzimatica se
requiere la accion sinérgica de un conjunto de enzimas como la endoglucanasa, exoglucanasa (celobiohidrolasa) y B-glucosidasa. Por ello, el
presente trabajo se enfocé en estudiar a la enzima exoglucanasa, para los cual, primero se montd el ensayo enzimatico en microvolimenes que
se realiz6 en microplacas de 96 pozos utilizando Avicel a 1.25 % P/y como sustrato en un volumen de reaccién de 200 pL. Se determind que para
cuantificar la actividad enzimdatica exoglucanasa en un microensayo, la temperatura éptima es de 60 °C con un tiempo de incubacién de 20
minutos. Por otro lado, al evaluar la hidrélisis enzimatica de harinas de bagazo de cafia y de olote de maiz empleando dos preparaciones
multienzimaticas comerciales (Celluclast y Nutrizyme SFC-061), se encontrd que Nutrizyme SFC-061 fue 7.3 veces mas rapida que Celluclast 1.5L
para hidrolizar el bagazo de cafia y 5.4 veces mas rapida para hidrolizar el olote de maiz.
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Effect of reaction conditions on exoglucanase enzyme activity in two commercial enzymes
and their potential use for vegetable biomass pretreatment

Abstract: The main component of plant biomass is cellulose, which is a heterogeneous polysaccharide and for its enzymatic hydrolysis requires
the action synergistic of a set of enzymes such as endoglucanase, exoglucanase (cellobiohydrolase) and B-glucosidase. The present study focused
on exoglucanase and showed that it is possible to adapt the macroassay, commonly used to quantify this enzyme a microassay performed on 96-
well microplates using Avicel at 1.25 % W/y as a substrate at a reaction volume of 200 pL. In addition, it was found that to quantify exoglucanase
enzyme activity in the microassay, the optimum temperature was 60 °C with an incubation time of 20 minutes. On the other hand, when
evaluating the enzymatic hydrolysis of cane bagasse and corncob using two commercial multienzyme preparations (Celluclast and Nutrizyme SFC-
061), Nutrizyme SFC-061 was found to be 7.3 times faster than Celluclast 1.5L to hydrolyze cane bagasse and 5.4 times faster to hydrolyze corncob.

Keywords: Sugarcane bagasse, corn cob, enzymatic hydrolysis, enzymatic activity, exoglucanase.
Introduccién

Desde hace varias décadas se ha estudiado desde diversos enfoques el aprovechamiento de las biomasas vegetales
gue se generan constantemente como desechos o residuos de las actividades agroindustriales alcanzando una
produccién global de estimada en el 2020 de mas de 5330 millones de toneladas provenientes de cultivos de trigo,
tomate, maiz, soya, cafia de azlcar, arroz, entre otros (Oleszek et al., 2023). En México, existen diversos cultivos
vegetales que producen cantidades importantes de residuos como por ejemplo el bagazo de cafia generado por los
ingenios azucareros y el olote de maiz, los cuales, el bagazo es quemado para generar energia para el propio ingenio y
el olote es utilizado principalmente para alimentacidn animal. En ambos casos, el uso de dichas biomasas no genera un
producto de valor agregado o que provea una alternativa de uso a largo plazo sostenible. Diversos estudios has
demostrado ampliamente el potencial biotecnoldgico que tienen diversas biomasas vegetales debido a su composicion
guimica formada principalmente de lignina, hemicelulosa y celulosa (Lee et al., 2014; Kuan-Yeow y Xinxin, 2012). Cada
uno de dichos componentes pueden ser degradados a moléculas mas sencillas gracias a las enzimas lignoceluloliticas
formadas por tres grupos principales denominados ligninasas, celulasas y hemicelulasas (Peralta et al., 2017). Las
celulasas han tenido una considerable atencion en el area industrial y en la biotecnologia debido a su gran capacidad
hidrolitica para degradar la celulosa a unidades de glucosa. La capacidad hidrolitica se debe al sinergismo entre los tres
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grupos de enzimas encargados de degradar la celulosa; endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas. De estos 3
grupos de enzimas, las exoglucanasas actian sobre los extremos reductores y no reductores de la celulosa, por lo cual
se dividen en celobiohidrolasa | (CBH 1) y celobiohidrolasa Il (CBH Il), siendo las CBH | las enzimas encargadas de actuar
sobre los extremos reductores y las CBH Il actian sobre los extremos no reductores de la celulosa. Una vez que las
exoglucanasas actuan, se obtienen celobiosas que son dimeros de glucosa unidos por enlaces glicosidicos B-1,4
(Gutiérrez et al., 2015 y Thapa et al., 2020).

En este contexto, de los 3 grupos encargados de desdoblar la celulosa, la exoglucanasa es una de las menos estudiadas
y si bien, varios autores han propuesto diversos ensayos para cuantificar la actividad enzimatica exoglucanasa, la
mayoria lo realiza en grandes volumenes de trabajo. Por ello, en el presente estudio se evalué el efecto de diferentes
condiciones de reaccion como el tiempo de incubacién y temperatura con la finalidad de encontrar la mejor
combinacion de parametros de reaccion para establecer un protocolo en microvolimenes que permita una
cuantificacion de la actividad exoglucanasa confiable, reproducible y repetible. Ademas, se evalué el potencial de dos
enzimas celulasas comerciales para el pretratamiento de 2 fuentes de biomasa vegetal, el bagazo de cafa y el olote de
maiz mediante una hidrdlisis enzimatica, donde se cuantificaron los azlcares totales liberados, asi como también se
cuantifico la actividad enzimatica exoglucanasa.

Materiales y Métodos

En la Figura 1 se muestra el diagrama experimental que incluye las principales fases del presente estudio y
posteriormente se describe la metodoloia que se siguid para desarrollar cada fase.

Correlacion entre un

espectrofotémetro y un Cuantificar la actividad
lector de microplacas para enzimatica exoglucanasa.
la medicidn de

absorbancia.

Evaluar los efectos de
diferentes condiciones de
reaccion sobre la actividad
enzimatica exoglucanasa
(FD 100, 200 y 400)

Analizar resultados ¥y

determinar condiciones
optimas de reaccidn.

Determinar la efectividad
Pretratamiento del bagazo del pretratamiento
de cafiay olote de maiz por mediante la liberacién de
via enzimatica. azlicares totales.

Figura 1. Diagrama estrategia experimental del efecto de las condiciones de reaccién para la cuantificacidn de actividad
enzimatica exoglucanasa.

Enzimas comerciales
Para la realizacidon del presente estudio se utilizaron dos cocteles comerciales multienzimaticos, los cuales se

prepararon a una actividad enzimatica de 84 Ul de FPU/mL: Celluclast 1.5L (Sigma-Aldrich, C2730) y Nutrizyme SFC-
601.
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Determinacion de la correlacion entre las mediciones de absorbancia en un espectrofotometro y un lector de
microplacas.

Para determinar si existe una correlacion entre las mediciones de absorbancia en un espectrofotémetro y en un lector
de microplacas se realizd una curva estandar de D-glucosa y se cuantificaron los azucares totales por el método del
fenol sulfurico realizando las lecturas de absorbancia a 490 nm en un espectrofotometro y a 492 nm en un lector de
microplacas. Para esto, se prepararon 2 curvas estandar, una en macrovolimenes (espectrofotémetro) y otra en
microvolimenes (lector de microplacas), para ambas curvas se trabajaron las mismas concentraciones de glucosa en
un rango de 0.00 a 0.08 g/L.

Cuantificacion de azucares totales por el método del fenol-dcido sulfurico: Macroensayo.

Para la cuantificacion de azlcares totales por el método del fenol-acido sulfirico en un macroensayo se siguio el
protocolo descrito por Zhang (2009). En resumen, el volumen total de las muestras problemas fue de 2 mL, las cuales
se incubaron durante 2 h a 50 °C, posteriormente, se transfirié 1 mL a otro tubo para centrifugarlo a 13000 rpm por 3
min. Se tomaron alicuotas de 0.7 mLy se les adicionaron 0.7 mL de fenol al 5% °/vy 3.5 mL de acido sulfurico, se dejaron
enfriar y finalmente se tomd 1 mL de cada tubo para la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 490 nm.

Cuantificacion de azucares totales por el método del fenol-dcido sulfurico: Microensayo.

Para la cuantificacidon de azlcares totales por el método del fenol-acido sulfurico en un microensayo se siguio el
protocolo descrito por Zhang et al., (2009) reduciendo proporcionalmente los volimenes de trabajo por un factor de
10. El volumen total de las muestras problemas fue de 200 pL, las cuales se sometieron a incubacidn durante 2 horas a
50 °C, posteriormente se procedid a centrifugar a 13000 rpm durante 3 minutos todas las muestras. Se tomaron
alicuotas de 30 pL y se depositaron en una microplaca de 96 pozos de fondo redondo para después, adicionar 30 pL de
fenol al 5% P/vy 140 uL de 4cido sulfurico, se dejaron enfriar las muestras y finalmente realiz6 la lectura de absorbancia
en un lector de microplacas a una longitud de onda de 492 nm.

Cuantificacion de la actividad enzimdtica exoglucanasa.

Para cuantificar la actividad enzimatica exoglucanasa se utilizé el protocolo descrito por Zhang et al., (2009) el cual fue
tomado como método de referencia (macroensayo). En resumen, se utilizé6 como sustrato Avicel PH 101 (Sigma Aldrich,
Cat. No. 11365) preparado al 1.25% /v en buffer de acetatos 0.1 M pH 4.8. La actividad enzimatica exoglucanasa se
expreso como Unidades Internacionales (Ul) donde una Ul se define como 1 umol de equivalentes en glucosa liberados
por minuto bajo las condiciones de reaccion utilizadas.

Macroensayo (Protocolo de referencia).

Se utilizé6 como blanco 1.6 mL de agua desionizada y 0.4 mL de buffer de acetatos 0.1 M pH 4.8 y se le aplicé el mismo
procedimiento descrito a continuacién para una muestra problema. Primero se adicionaron 1.6 mL de Avicel al 1.25 %
P/v a un tubo falcdn de 15 mL, 0.4 mL de la muestra problema (enzima) y se homogenenizaron en vortex. Después, se
incubaron los tubos en bafio maria a 50 °C durante 2 horas y al finalizar, la reaccidn se detuvo introduciendo los tubos
en un bafio de agua-hielo por 10 min. Posteriormente, se transfirié 1.0 mL a un tubo Eppendorf de 1.5 mL., se centrifugd
a 13000 rpm por 3 min y del sobrenadante se transfirié 0.7 mL a un tubo de vidrio de 10 mL, donde se adicionaron 0.7
mL de fenol al 5 %"/, se homogenizé y se adiciond lentamente 3.5 mL de acido sulfurico concentrado. Después se
mezcld hasta obtener una solucion homogénea y se dejé enfriar a temperatura ambiente (20-25 °C) durante 30
minutos. Finalmente, se transfirié 1 mL de un tubo a una celda para espectrofotémetro y se midid la absorbancia en
un espectrofotémetro (Thermo Scientific, Genesys 20) a una longitud de onda de 490 nm.

Microensayo (Protocolo de referencia).
Se preparan controles los cuales fueron: control de sustrato (40 uL de buffer de acetatos 0.1 M pH 4.8 + 160 pL de

Avicel 1.25 % */y), control negativo de la enzima (40 pL de la enzima diluida + 160 pL de buffer de acetatos 0.1 M pH
4.8) y control positivo de la enzima (40 pL de la enzima diluida y 160 pL de Avicel 1.25 % */y). El blanco del ensayo se
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preparé con 40 pL de agua desionizada y 160 uL de buffer de acetatos 0.1 M pH 4.8. Se les aplicé el mismo
procedimiento descrito a continuacién para una muestra problema. Se colocaron 160 pL de Avicel al 1.25 % /v en un
tubo de PCR de 0.2 mLy se adiciond 40 uL de la muestra problema (enzima) y se homogenizaron por pipeteos. Después,
se incubaron los tubos en un bafio seco a 50 °C durante 2 horas y al finalizar, la reaccién se detuvo introduciendo los
tubos en un banfo de agua-hielo 5 min. Posteriormente, se centrifugaron a 13000 rpm durante 3 minutos y del
sobrenadante se transfirié 30 uL a un pozo de una microplaca de 96 pozos, donde se adicionaron 30 pL de fenol al 5%
P/v. se homogenizd y se adiciond 140 pL de acido sulfurico concentrado. Después se homogenizd por pipeteos y se dejé
enfriar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Finalmente, se midid la absorbancia en un lector de microplacas
a una longitud de onda de 492 nm.

Evaluacion del efecto de temperatura y del tiempo de incubacion sobre la actividad enzimdtica exoglucanasa en
microvolumenes.

Esta parte experimental se realizé utilizando la enzima comercial Celluclast 1.5L la cual se preparé a diferentes factores
de dilucién (100, 200 y 400). Cada condicion experimental se evalud por triplicado, para esto, primero se adicionaron
160 pL de Avicel 1.25% °/v en un tubo PCR de 0.2 mL y posteriormente, se adicionaron 40 uL del factor de dilucidn
correspondiente. Después, una serie de tubos de cada factor de dilucidn se sometié a una temperatura de 40 °C, otra
serie de tubos a 50 °C y otra a 60 °C. Posteriormente, todos los tubos se incubaron durante 4 horas en un bafio seco sin
agitacién y de cada tubo se realizaron muestreos cada 20 minutos. Los muestreos consistieron en tomar 40 pL de
muestra y colocarla en un tubo de PCR de 0.2 mL, todas las muestras se almacenaron en congelacién a -20 °C hasta su
analisis. Finalmente, se cuantificd la actividad enzimatica exoglucanasa a todas las muestras siguiendo el protocolo
propuesto para microensayo.

Preparacion y acondicionamiento del bagazo de cafia y olote de maiz.

La biomasa vegetal (bagazo de cafia y olote de maiz) se obtuvo de pequefios productores de la region Orizaba, Ver.
donde se recolectaron 10 kg de cada biomasa al momento de ser generada recolectando solo aquella bioamasa que no
presentara dafos fisicos visibles como por ejemplo ataque de insectos.

De cada biomasa se prepararon harinas con un tamano de particula de 0.45 mm, para lo cual, primero se cortaron en
trozos de 1- 2 cm, se trituraron con una licuadora industrial y se realizaron 3 lavados con agua corriente y un cuarto
lavado con agua destilada, prensando cada biomasa entre cada lavado para eliminar los compuestos solubles como
azucares. Posteriormente, se secaron en una estufa a 60°C por 48 horas y se procedié a triturar en un procesador de
alimentos para luego ser tamizado y obtener el tamaiio de particula de 0.45 mm.

Evaluacion del potencial de dos preparaciones multienzimdticas comerciales (Celluclast 1.5L y Nutrizyme SFC-061) para
el pretratamiento de residuos agroindustriales (bagazo de cafia y olote de maiz) mediante un proceso de hidrélisis
enzimdtica.

Para realizar la hidrélisis enzimatica se utilizaron dos enzimas comerciales (Celluclast 1.5L y Nutrizyme SFC-061) y como
residuos agroindustriales, se emplearon harinas de bagazo de cafia y olote de maiz. Cada enzima comercial se preparé
para tener la misma cantidad de unidades de actividad enzimatica Celulasa Total la cual fue de 840 Ul/mL. Como control
experimental se emplearon controles abidticos para el bagazo de cafa y el olote de maiz que consistieron en colocar
el bagazo de cafia y el olote de maiz en vez de enzima, se adiciond buffer de acetatos a 0.1 mM pH 4.8. La hidrdlisis
enzimatica se llevd a cabo en tubos Falcon® de 15 mL estériles con un volumen total de reaccién de 5 mL con 0.2 %" /v
del residuo agroindustrial correspondiente, olote de maiz o bagazo de cafa. Una vez preparadas las mezclas de
reaccidn, que contenian la enzima comercial respectiva con el residuo agroindustrial, asi como los controles abidticos,
se procedid a colocar todos los tubos a unos 20° de inclinacidn sobre la base de un agitador vortex. La hidrdlisis
enzimatica se realizd con una velocidad de agitacién de 100-120 rpm y la temperatura de hidrdlisis de 50 °C se logrd
introduciendo los tubos-vortex en una estufa (BINDER®) durante 8 horas. Desde el inicio de la hidrdlisis enzimatica
(tiempo 0) se tomd muestreos esperando a que la estufa llegara a la temperatura establecida y posterior se
introdujeron los tubos para comenzar a tomar el tiempo y continuar con los muestreos. Se realizaron muestreos
tomando de cada tubo 80 pL cada 30 minutos durante las primeras 2 horas, posteriormente, se tomé cada hora hasta
completar el periodo de 8 horas. Cada muestra se centrifugd durante 3 minutos a 13000 rpm en una minicentrifuga

TERYS 2023, 2(1), 343-354. 346



Tendencias en Energias Renovables y Sustentabilidad (TERYS) @ ALDESER

SUSTENTABLE Y ENERGIAS RENDWGLES wamm

(Labnet International Inc®, C0160) y de cada muestra se cuantificaron los azucares totales por el método fenol-acido
sulfdrico (Zhang et al., 2009).

Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se utilizo el software Statgraphics® Centurion XVI version 16.1.03
para realizar el andlisis estadistico. Para la prueba de rangos multiples se empled el método de las diferencias minimas
significativas (LSD) de Fisher para discriminar entre las medias.

Resultados y Discusion

Determinacion de la correlacion entre las mediciones de absorbancia en un espectrofotometro y un lector de
microplacas.

En la Figura 2 se muestran las curvas estandar de D-glucosa elaboradas para determinar si existe una correlacion entre
las mediciones de absorbancia en un espectrofotémetro y un lector de microplacas.
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Figura 2. Correlacidn entre las mediciones de absorbancia en macrovolimenes y microvolimenes empleando un
espectrofotémetro y un lector de microplacas. (a) Curvas estandar de D-glucosa obtenidas en un macroensayo (rojo) y en un
microensayo (azul), (b) Correlacién entre los valores de absorbancia entre el macroensayo y microensayo.

En la Figura 2(a) se observa que, en ambas curvas, tanto para el microensayo como para el macroensayo, son lineales
y tienen una tendencia marcada a incrementar en sus valores de absorbancia conforme la concentracion de glucosa
aumenta. Por otro lado, ambas curvas presentaron un alto factor de correlacién (R?) superior al 0.99. En la Figura 2(b)
se puede observar que al representar graficamente los valores de absorbancia del microensayo vs los valores de
absorbancia del macroensayo se obtiene una tendencia lineal de las absorbancias de ambos métodos con un
coeficiente de correlacién de R? de 0.998 lo que es un indicativo que existe una correlacién lineal entre ambos métodos
de medicién (espectrofotdémetro y lector de microplacas).

Cuantificacion de la actividad enzimdtica exoglucanasa en macroensayo y microensayo.

En la Figura 3 se muestra la actividad enzimatica exoglucanasa cuantificada en macroensayo y microensayo, empleando
diferentes factores de dilucion de la enzima comercial Celluclast 1.5L. Se aprecia como la actividad enzimatica
exoglucanasa disminuye entre mas diluida se encuentre la muestra, aunque no linealmente entre todos los factores de
dilucion, sin embargo, se observa entre los factores de dilucion 100, 200 y 400 una disminucidn proporcional. Para
ambos volumenes en el factor de dilucidén 1 presentaron mayor actividad enzimatica exoglucanasa siendo de 87.17 +
15.44 Ul/L en macroensayo y 58.71 + 7.18 Ul/L en microensayo. Ghose (1987) menciona que las actividades enzimaticas
celuloliticas como la endoglucanasa, celulasa total, exoglucanasa, B-glucosidas, entre otras, no muestran un
comportamiento proporcional, es decir, a mayor concentracidon de enzima, mayor actividad enzimatica debido a la
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naturaleza intrinseca de este tipo de ensayos, donde es un conjunto de enzimas las que intervienen para poder medir
el producto de la reaccion de una enzima dada y esto ocasiona esa falta de proporcionalidad.
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Figura 3. Actividad enzimatica exoglucanasa en un macroensayo y microensayo con diferentes factores de dilucién.

Evaluacion del efecto de la temperatura y tiempo de incubacion sobre la actividad enzimdtica exoglucanasa en un
microensayo.

A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos sobre el efecto que tuvo la temperatura y tiempo de incubacion
sobre la actividad enzimatica exoglucanasa cuantificada con el microensayo y donde se utilizaron varios factores de
dilucion. Ademas, se muestran los resultados sobre la evaluacion del efecto de la temperatura y tiempo de incubacion
sobre la actividad enzimatica exoglucanasa en un microensayo con un factor de dilucién de 400 a distintos tiempos de
lectura.

Evaluacion del efecto de la temperatura y tiempo de incubacion sobre la actividad enzimdtica exoglucanasa en un
microensayo sobre diferentes factores de dilucion.

Para evaluar el efecto de la temperatura y tiempo de incubacién sobre la actividad enzimatica exoglucanasa en
microvolimenes se empled la solucién comercial Celluclast 1.5L preparada con 3 diferentes factores de dilucion
(100,200 y 400), se cuantifico la actividad exoglucanasa y se graficaron los valores obtenidos de los datos registrados
en 3 diferentes graficas. En la Figura 4 se observa el efecto de la temperatura y tiempo de incubacién sobre la actividad
enzimatica exoglucanasa en los 3 diferentes factores de dilucién.

La Figura 4(a) muestra que para el factor de dilucién 100 en el tiempo de incubacidon minuto 20 a una temperatura de
50 °Cy 60 °C hay mayor actividad exoglucanasa teniendo valores de 116.7 + 10.7 Ul/Ly 105 + 13.1 Ul/L, donde aplicando
el método para discriminar entre las medias de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher se encontrd que entre
estas dos temperaturas no hay una diferencia estadisticamente significativa por lo cual se elige como mejor resultado
el valor obtenido a una temperatura de 60 °C. Sin embargo, se aprecia como conforme el tiempo de incubacion
incrementa la actividad enzimatica exoglucanasa disminuye para las 3 diferentes temperaturas, aunque no es un
proceso lineal se puede observar con claridad la disminucién y llegado un punto se mantiene sin cambios hasta el
término del tiempo establecido. Aunque el factor de dilucién 200 (Figura 4b) presentdé mayor actividad enzimatica
exoglucanasa en el mismo tiempo y temperatura de incubacidn que el factor de dilucidon 100 se encontré un mejor
resultado con el FD 200 obteniendo 149.6 + 45.4 Ul/L para 60 °Cy 99 + 49.8 UI/L para 50 °C si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. De igual manera se observé que conforme el tiempo de incubacién transcurria la
actividad exoglucanasa disminuia hasta llegar estar ligeramente constante sin cambios significativamente importantes.

En la Figura 4(c) corresponde al factor de dilucion 400 donde se observa que al igual que los 2 factores de dilucidn
anteriores el tiempo de incubacion donde se encontré mayor actividad enzimatica exoglucanasa es en el minuto 20,
sin embargo, las temperaturas donde se observaron esos incrementos fueron 60 °C y 40 °C obteniendo valores de
actividad exoglucanasa de 108.9 + 14.6 Ul/L y 71.1 * 11.3 UI/L correspondientemente. Se observd que entre las 3
temperaturas en el mismo tiempo de incubacion (20 minutos) la actividad exoglucanasa si presenta diferencias
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estadisticamente significativas, pero al igual que los otros dos factores de dilucién conforme avanza el tiempo de
incubacidn la actividad enzimatica disminuye). Por otro lado, Hamada et al., (1999) alcanzé una actividad enzimatica
exoglucanasa de 24.3 U/L con parametros de 30 °Cy 60 minutos de incubacidn, sin embargo, en el presente trabajo se
obtuvieron mayores resultados de actividad enzimatica exoglucanasa donde con la combinacién de parametros de 60
°C de temperatura y 20 minutos de incubacidn se consiguieron resultados 6 veces mayores en comparacion del ensayo

elaborado por Hamada y colaborades.
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Las letras iguales sobre las columnas indican que no existe una diferencia estadisticamente significativa.

Figura 4. Efecto de la temperatura de incubacién y del tiempo de incubaciéon sobre la actividad enzimatica exoglucanasa. (a)
Factor de dilucidn 100, (b) Factor de dilucién 200, (c) Factor de dilucién 400.

Evaluacion del efecto del tiempo de incubacidon y tiempo de lectura sobre la actividad enzimdtica exoglucanasa en un

microensayo con un factor de dilucion de 400.
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Figura 5. Efecto del tiempo de incubacion y tiempo de lectura sobre la actividad enzimdtica exoglucanasa para un factor de

dilucién de 400.
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Para la evaluacion del efecto a distintos tiempos de lectura sobre la actividad enzimatica exoglucanasa se utilizo la
solucion comercial Celluclast 1.5L preparada a un factor de dilucion 400 sometida a una temperatura de 60 °C y se
cuantifico la actividad enzimatica exoglucanasa. En la Figura 5 se muestra los resultados obtenidos de la cuantificacion
de actividad enzimatica exoglucanasa en un factor de dilucién 400 a una temperatura de 60 °C a distintos tiempos de
incubacidn, lo que se implementd fue leer la microplaca a distintos tiempos de lectura comenzando por 10 minutos,
20 minutos, 30 minutos y 40 minutos; obteniendo que el tiempo de lectura de las muestras problemas si afecta la
actividad enzimatica exoglucanasa. Como se describié en la seccion anterior en el minuto 20 del tiempo de incubacion
se obtuvo una mayor cantidad de actividad enzimatica exoglucanasa (108.9 + 14.2 UI/L) en el tiempo de lectura como
se marcé en el protocolo propuesto.

Evaluacion de dos preparaciones multienzimdticas comerciales en un proceso de hidrdlisis enzimdtica.

La hidrdlisis enzimatica se realizé para los sustratos bagazo de cafia y olote de maiz, las preparaciones multienzimaticas
utilizadas fueron Celluclast 1.5L y Nutrizyme SFC-606 las cuales se prepararon para tener una cantidad de 840 Unidades
de actividad celulasa total. La celulosa es el principal objetivo de la hidrdlisis enzimatica para su posterior conversion a
glucosa y poder cuantificar los azucares totales contenidos en las muestras y que se fueron liberado durante el proceso.
En la Figura 6 se muestran los mg de glucosa/L de azucares totales liberados para ambas preparaciones
multienzimaticas comerciales con los dos sustratos previamente seleccionados.

En la Figura 6(a) se muestra la evaluacion de la cantidad de azucares totales liberados en ambas preparaciones
multienzimaticas comerciales empleando solamente el sustrato bagazo de cafia, como se observa con la preparacion
Nutrizyme se obtuvieron mayores cantidades de azucares totales en especial en el minuto 450 con una cantidad de
510.1+103.3 mg de glucosa/L mientras que para la preparacion Celluclast en el mismo tiempo de incubacién se obtuvo
una cantidad de 151.6 + 96 mg de glucosa/L, sin embargo para Celluclast no fue su valor mas elevado, en el tiempo de
incubacién donde se obtuvieron mas azucares totales para esta preparacién multienzimatica fue en el minuto 510 con
una cantidad de 180.2 + 98 mg de celulosa/L. Como se observa en la grafica para la preparacién multienzimatica
Celluclast la cantidad de azucares totales liberados conforme avanza el tiempo de incubacién incrementa con una ligera
tendencia constante mientras que con la preparacion multienzimatica Nutrizyme no hay un incremento lineal, sin
embargo, muestra mejores resultados en los minutos 150, 390 y 450 siendo este Ultimo el mayor con azucares totales.

La Figura 6(b) se muestran los resultados obtenidos de la evaluacién de la cantidad de azucares totales liberados en
ambas preparaciones multienzimaticas comerciales empleando solamente el sustrato de olote de maiz, en este caso
para la preparacion multienzimatica Celluclast el valor maximo de azucares totales fue de 63.4 + 11.1 mg de glucosa/L
en el minuto 90 del tiempo de incubacion, empleando este sustrato los resultados no presentaron una tendencia a
incrementar, en comparacion para la preparacion multienzimatica Nutrizyme aunqgue los resultados no son lineales no
presentaron una tendencia marcada a disminuir, el valor mas alto obtenido de azucares totales corresponde al minuto
270 con una cantidad de 538.6 + 61.4 mg de glucosa/L.
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Figura 6. Hidrdlisis enzimatica mg de glucosa/L obtenidos de azlcares totales a partir de dos preparaciones multienziméticas
comerciales empleando dos sustratos. (a) Bagazo de cafia, (b) Olote de maiz.
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Cdlculo de velocidad de hidrdlisis enzimatica.

En la Figura 7 se analizaron las distintas velocidades obtenidas durante el proceso de hidrdlisis enzimatica donde se
observé que empleando la preparacién multienzimatica Nutrizyme con bagazo de cafia como sustrato se obtuvo una
velocidad 7 veces mayor que en el caso de la preparaciéon multienzimatica Celluclast con el mismo sustrato, mientras
gue con olote de maiz como sustrato al emplear Nutrizyme se obtuvo una velocidad de hidrdlisis 5 veces mayor en
comparacion de la preparacién Celluclast.

Asi mismo se observd que al utilizar la preparacién multienzimatica Nutrizyme con ambos sustratos se obtienen
mejores resultados en la velocidad de hidrdlisis al emplear olote de maiz como sustrato teniendo una velocidad de 5.9
+ 1.4 mg de glucosa L'* min™, mientras que con el bagazo de cafia como sustrato se obtuvo una velocidad de 2.9 + 0.7
mg de glucosa L™ min?. La eficiencia hidrolitica de preparaciones comerciales multienziméticas empleadas en la
hidrélisis de biomasa celuldsica depende de las propiedades individuales de cada enzima tales como eficiencia catalitica
y estabilidad a altas temperaturas, asi como de sus proporciones dentro de las preparaciones multienzimaticas
(Gusakov et al., 2007; Van Dyk y Pletschke, 2012). La mayoria de las preparaciones comerciales multienzimaticas
comercializadas para hidrolizar la celulosa provienen de Trichoderma reesei, entre las preparaciones mas empleadas
se encuentra Celluclast 1.5L (Singhania et al., 2010) sin embargo se han encontrado nuevas preparaciones que han
demostrado poder competir e inclusive superar los resultados obtenidos con las preparaciones comiUnmente
empleadas, tal como lo es Nutrizyme, en este trabajo se obtuvieron mejores resultados empleando esta preparacion
comercial en comparacion de una preparacion utilizada a gran escala y mayormente reconocida.

Costo del proceso de hidrdlisis enzimdtica
Como se observa en la Figura 8 se realizé un analisis del costo del proceso de hidrdlisis enzimatica, se obtuvo el precio

por 1 mL el cual tuviera 840 U de actividad celulasa, a como se prepararon ambas preparaciones comerciales para llevar
a cabo la hidrdlisis enzimatica.
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Figura 7. Velocidad de hidrdlisis enzimatica empleando dos Figura 8. Costo comercial de las preparaciones
preparaciones comerciales multienzimaticas con diferentes comerciales multienzimaticas.

sustratos.

Se consideraron las presentaciones que tienen ambas preparaciones comerciales, siendo de 1 kg para Nutrizyme con
un costo de $122.061 y una presentacién de 50 mL para Celluclast con un costo de $3198. En el andlisis elaborado el
costo por preparacién comercial utilizando 1 mL (840U) fue de $0.4 para Nutrizyme y $64 para Celluclast. Este dltimo,
es una de las preparaciones comerciales multienzimaticas mayormente utilizadas en el proceso de hidrélisis por su
capacidad de degradar celulosa, sin embargo, su costo es demasiado elevado a comparacidon de la preparacion
comercial Nutrizyme que con la misma cantidad empleada tuvo un costo menor con mejor rendimiento, en este punto
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se ven influenciados aspectos como costos de produccion, es decir, si bien Celluclast es una preparacion mas conocida
y empleada su presentacion viene en menor cantidad y su sistema de produccion podria ser a escala piloto debido a su
demanda en cambio Nutrizyme es una preparacidon comercial que apenas esta tomando valor en el &mbito industrial,
su costo de produccion es menor por lo cual es elaborada en grandes cantidades a nivel industrial, dichos factores
deben ser tomados en cuenta para poder sacar un costo dentro de un proceso y elegir la mejor opcidén que brinde un
mayor rendimiento a menor costo, como lo fue la preparaciéon comercial Nutrizyme.

Cuantificacion de la actividad enzimdtica exoglucanasa en una hidrolisis enzimdtica empleando dos preparaciones
comerciales.

Para la cuantificacidn de la actividad enzimatica exoglucanasa en una hidrdlisis enzimatica se emplearon como sustratos
bagazo de cafia y olote de maiz, las preparaciones multienzimaticas utilizadas fueron Celluclast 1.5L y Nutrizyme SFC-
606 las cuales como se menciond con anterioridad se prepararon para tener una cantidad de 840 Unidades de actividad
celulasa total.

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacidn de actividad enzimatica exoglucanasa como se
indicd en el protocolo propuesto obteniendo que para el sustrato bagazo de cafia con ambas preparaciones comerciales
multienzimaticas los valores mas altos se observaron en los primeros 30 minutos de incubacién con valores de 145.9 +
19.1 UI/L para la preparacién comercial Nutrizyme, mientras que para la preparacién comercial Celluclast fue de 81.5
+ 3.4 UI/L, asi mismo se observd que la tendencia de la actividad enzimatica exoglucanasa fue reduciendo conforme el
tiempo incrementaba hasta tener un valor 8 veces menor para la preparacién comercial Nutrizyme y 18 veces menor

para la preparacién comercial Celluclast.
(b)

(a) 1200

200 ®
a @
S 180 - m NUTRIZYME § 1000 - m NUTRIZYME
8 160 A W CELLUCLAST 5 m CELLUCLAST
2 w
§° 140 “2_' 800 -
[¥¥]

120 A © -
Sz £S5 600 -
E = 100 - 25
£ =~ 80 - 5 400 J
- 60 =
= 40 - - 200 -
> =
5 20 g
g < 0 A —

0 - 0 30 60 90 150 210 270 330 390 450 510

0 30 60 90 150 210 270 330 390 450 510

Tiempo de incubacién (min) Tiempo de incubacion (min)

Figura 9. Actividad enzimatica exoglucanasa a partir de una hidrdlisis enzimatica empleando bagazo de cafia y olote de maiz
como sustratos en dos preparaciones comerciales multienzimaticas. (a) Bagazo de cafia, (b) Olote de maiz.

Para el sustrato olote de maiz se observé que los valores mas altos de actividad enzimatica exoglucanasa se obtuviero
n en los primeros 30 minutos para ambas preparaciones comerciales, siendo para Nutrizyme 1027 + 74.5 Ul/Ly 23.7 +
17.6 Ul/L para Celluclast, teniendo un resultado 43 veces mayor en la preparacion Nutrizyme en comparacién de la otra
preparacion comercial. Asi mismo se notd un gran cambio en el valor de la actividad enzimatica exoglucanasa en ambas
preparaciones comerciales teniendo una tendencia decreciente conforme el tiempo de incubacién incrementaba.

La eficiencia hidrolitica de preparaciones multienzimaticas se ve afectada por diferentes aspectos entre los cuales se
encuentra la composicidn de estas, si bien en sabido que Celluclast es una preparacién comercial utilizada con mayor
frecuencia en procesos de hidrolisis de biomasa celulésica y lignoceluldsica, solo es de conocimiento el microorganismo
de procedencia (Thrichoderma reesei) mas no las enzimas que componen dicha preparacion comercial asi como
tampoco la cantidad de su composicién. La preparacion comercial Nutrizyme se compone de diferentes enzimas de las
cuales se sabe la cantidad que contiene la composicidn de dicha preparacidn comercial, en los resultados obtenidos en
este trabajo dentro de la hidrdlisis enzimatica tanto en la cuantificacion de azucares totales liberados asi como en la
cuantificacion de la actividad enzimatica exoglucanasa se obtuvieron mejores resultados al emplear la preparacion
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comercial Nutrizyme con olote de maiz como sustrato, una de las enzimas que contiene la preparacion Nutrizyme es la
Xilanasa Kapoor et al., (2016) menciona que dentro de la composicion del olote de maiz se encuentra un 38.78 % de
hemicelulosa, como se sabe el xilano es el componente mayoritario de la hemicelulosa, la enzima Xilanasa podria estar
hidrolizando los xilanos presentes en el olote de maiz a lo cual podria deberse la obtencién de estos resultados
empleando olote de maiz como sustrato en la preparaciéon comercial Nutrizyme.

Conclusiones

Se demostrd que existe una correlacion lineal entre los métodos de medicidén de absorbancia de un espectrofotémetro
y un lector de microplacas ya que al trazar la correlacién entre ambos métodos se obtuvo un coeficiente de correlacién
(R?) de 0.998 lo que indica que es posible establecer un protocolo para la cuantificacidn de la actividad enzimatica
exoglucanasa en microvolimenes. Al evaluar en un microensayo el efecto de la temperatura y tiempo de incubacion
sobre la actividad enzimatica exoglucanasa, asi como el efecto del tiempo transcurrido para hacer la lectura de
absorbancia, se obtuvieron mejores resultados de actividad enzimatica exoglucanasa en un tiempo de incubacion de
20 minutos a 60 °C para las muestras evaluadas, se determind que el tiempo ideal para leer las muestras en el lector
de microplacas es de 15 min como se establecid en la propuesta del protocolo del microensayo, ya que se encontré
gue entre mas tiempo transcurra para hacer la medicidn de absorbancia, la actividad enzimatica exoglucanasa de las
muestras problema disminuye lo que ocasionaria lecturas erréneas debido a una subestimacion de los valores reales
de absorbancia.

En cuanto velocidad de hidrolisis se observé que al utilizar la preparacién multienzimatica Nutrizyme con ambos
sustratos se obtienen mejores resultados al emplear olote de maiz como sustrato. Con los datos obtenidos, se podria
concluir que debido a la composicién de la preparacion comercial multienzimatica Nutrizyme y la composicion del olote
de maiz, este se hidrolizé de mejor manera. es importante resaltar que, aunque existan preparaciones comerciales que
sean de uso recurrente en este tipo de procesos existe la posibilidad de la introduccién de nuevas preparaciones
comerciales que podrian demostrar mejor eficiencia a un menor costo tanto a escala laboratorio como a escala
industrial, optimizando tiempos, condiciones y pardmetros de trabajo en un proceso aprovechando asi la biomasa
vegetal de una mejor manera.
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