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RESUMEN

La estructura cristalina y amorfa de la celulosa en el algodoén es el princi-
pal obstaculo para la extraccién de aztcares prebidticos mediante procesos
enzimaticos. El objetivo de esta investigacion fue reducir la cristalinidad de
la celulosa del algodon (125 um) aplicando pretratamientos hidrotermicos
y alcalinos e incrementando la producciéon de aztcares. Para incrementar
la produccion de aztcares fermentables, se prepard una solucién al 4% de
algodon molido y se sometié a un pretratamiento hidrotermal a 121°C por
lapsos de tiempo (15, 30 y 45 minutos) y otro alcalino agregando hidréxido de
sodio en tres concentraciones diferentes (0.5, 1 y 1.5%) y se agité a 120 rpm
por una hora, luego se ajusté a pH 4.8 y se adiciono 30 FPU de B-glucosidasa
y se mantuvo agitado a 120 rpm por 144 horas. En los hidrolizados donde se
aplicé pretratamiento hidrotérmico a 121°C por 45 minutos se logré 34.62
+0.14% de hidrélisis de celulosa a celobiosa y 5.14% +0.03% de hidrodlisis de
celulosa a glucosa al cabo de 24 horas de proceso, y en los hidrolizados donde
fue pretratada con hidréxido de sodio al 0,5%, la celulosa se hidrolizé a celo-
biosa en 10.5 = 0,04% y de celulosa a glucosa en 36,63 * 0,27%, y luego de 48
horas de proceso. Los experimentos pretratados hidrotérmicamente a 121 °C
durante 45 minutos alcanzaron un mayor porcentaje de hidrolisis parcial de
la celulosa y los pretratados con 1,5 % de NaOH alcanzaron un mayor porcen-
taje de hidrolisis total de la celulosa del algodén. Por lo tanto, la aplicacién
de pretratamiento hidrotermal a la celulosa del algodén (125 pm) aumenta
en un 32.30% la hidrodlisis parcial de la celulosa y el pretratamiento alcalino
en un 6.07% de hidrolisis parcial con respecto al testigo, si existe diferencia
significativa entre los dos pretratamientos aplicados para la produccién de
celobiosa.

Palabras clave: Algodon, celobiosa, hidrotermal, B-glucosidasa, celulosa.
ABSTRACT

The crystalline and amorphous structure of cellulose in cotton is the main
obstacle to the extraction of prebiotic sugars by enzymatic processes. The
objective of this research was to reduce the crystallinity of cotton cellulose
(125 pm) by applying hydrothermal and alkaline pretreatments and increa-
sing the production of sugars. To increase the production of fermentable su-
gars, a 4% solution of ground cotton was prepared and subjected to a hydro-
thermal pretreatment at 121°C for periods of time (15, 30 and 45 minutes)
and another alkaline by adding sodium hydroxide in three different concen-
trations (0.5, 1 and 1.5%) and was stirred at 120 rpm for one hour, then adjus-
ted to pH 4.8 and 30 FPU of B-glucosidase was added and kept stirred at 120
rpm for 144 hours. In the hydrolysates where hydrothermal pretreatment
was applied at 121°C for 45 minutes, 34.62 £0.14% of cellulose hydrolysis to
cellobiose and 5.14% +0.03% of cellulose to glucose hydrolysis was achieved
after 24 hours of the process, and in the hydrolyzed where it was pretreated
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with 0.5% sodium hydroxide, the cellulose was hydrolyzed to cellobiose in
10.5 = 0.04% and from cellulose to glucose in 36.63 * 0.27%, and after 48
hours of processing. The experiments pretreated hydrothermally at 121 °C
for 45 minutes reached a higher percentage of partial hydrolysis of the ce-
llulose and those pretreated with 1.5% NaOH reached a higher percentage
of total hydrolysis of the cotton cellulose. Therefore, the application of hy-
drothermal pretreatment to cotton cellulose (125 pm) increases the partial
hydrolysis of the cellulose by 32.30% and the alkaline pretreatment by 6.07%
of partial hydrolysis with respect to the control, if there is a significant di-
fference between the two pretreatments applied for cellobiose production.

Keywords: Cotton, cellobiose, hydrothermal, B-glucosidase, cellulose.

INTRODUCCION

Elalgodén es una de las fibras naturales mas aclamadas del género Gossypium
compuesta por celulosa con unidades estructurales de 1,4-d-glucopiranosa,
su composiciéon es: celulosa 94%, proteinas 1.3%, pectina 0.9%, sales minera-
les 1.2%, acidos orgéanicos 0.8% y otros 1.8% (Hauser, 2015).

Las unidades de anhidroglucosa estdn unidas como beta-celobiosa; por
lo tanto, la anhidro-beta-celobiosa es la unidad repetitiva de la cadena poli-
mérica. El nimero de unidades repetidas unidas para formar el polimero de
celulosa se denomina "grado de polimerizaciéon" (Adler et al., 2022).

La conversién enzimatica de biomasa celuldsica rica en celulosa a celo-
biosa gana atencién debido a las aplicaciones prebidticas emergentes como
alimentos funcionales (Chen et al., 2021).

La celobiosa es un edulcorante funcional sin calorias y un potencial adi-
tivo saludable para alimentos y piensos. Este disacarido consta de dos mo-
léculas de glucosa unidas por un enlace B-(1-4)-glucosidico, se diferencia de
la maltosa por su configuracion en el enlace glucosidico que puede ser a o
(Parisutham et al., 2017).

Los celo-oligacaridos (COS) son oligémeros con un grado de polimeriza-
cién (GP) entre 3 y 10 y consisten en unidades de glucosilo conectadas por
enlaces B-(1- 4)-glucosidicos. El disacarido celobiosa y el COS con un GP de
3 a 6 son solubles en agua, pero no pueden ser digeridos por humanos (Avila
et al., 2021).

Los procesos para la sintesis enzimdatica de celobiosa a partir de celulosa
requiere de pretratamientos alcalinos usando hidréxido de sodio para ablan-
dar e inchar la molecula de celulosa, luego se debe ajustar el pH a 4.8 para la
adicion de las enzimas celulasas y mantener la temperatura a 50°C con agi-
tacion de 900 rpm y de esta manera ocurra la despolimerizacién incompleta
de celulosa a celobiosa (Siccama et al., 2022). Las exoglucanasas hidrolizan
los extremos de la cadena reductora o no reductora para producir celobiosa
(Méndez-Liter et al., 2017).
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El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la obtencién de celobiosa
a partir de la celulosa presente en el algodén mediante hidroélisis enzimatica
utilizando B-glucosidasa producida por Trichoderma reesei ATCC 2692.

METODOLOGIA

Materiales

El algodén objeto de estudio fueron recogidas en el cantén Huaquillas, pa-
rroquia Chacras, provincia de El Oro, Ecuador, se secaron y trituro hasta
un tamano de particula de = 125 pum. Para la hidroélisis enzimatica se utilizé
enzima comercial Celluclast® 1.5L (188 FPU) de Sigma-Aldrich (Alemania),
hidréxido de sodio de Sigma-Aldrich (St Louis, USA), celobiosa (Dr. Ehrens-
torfer GmbH, Augsburg - Alemania).

Métodos

Composicion quimica del algodon

La determinacion de celulosa presente en el algodén fue realizada segtn la
metodologia del Laboratorio Nacional de Energia Renovable (NREL) (Sluiter
et al., 2012), las cenizas por termo gravimetria (Eliche et al., 2017) utilizando
el espectréometro Bruker-AXS modelo S4 Pioneer.

Cristalinidad de la celulosa del algodon

La cristalinidad relativa de la celulosa del algodén cruda y molida (= 125
pm), fueron analizadas por difraccién de rayos. El andlisis se realizé en un
Espectrometro de fluorescencia de rayos X (XRF) Bruker - AXS, modelo S4
Pioneer. La intensidad de difraccion de la radiaciéon Cu Ka (longitud de onda
de 0.154 nm, bajo condiciones de 40 kV y 40 mA) se midié con un rango de
exploraciéon entre 5°y 50° (20) (Lou et al., 2013).

La cristalinidad relativa se la calculo empleando la siguiente ecuacién (Oli-
veira et al., 2017).

AC e’
x 100 Ecuacion 1
Ac —Aa

RC (%) =

Donde Ac es el area cristalina y Aa es el &rea amorfa en el drea de los difrac-
togramas de rayos X.

Pretratamiento de la celulosa del algodon

Para aumentar la superficie de contacto, reducir la cristalinidad relativa y
disminuir la hidrorrepelencia de la celulosa del algodon, se trituro a tamafio
de particula de = 125 pym. Luego para ablandar a la celulosa, se preparé una
solucién de celulosa de algoddn al 3% (m/v) y se aplic6é dos pretratamientos:
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hidrétermico a 121°C por tres lapsos de tiempo (15, 30 y 45 minutos) e hi-
dréxido de sodio en tres concentraciones diferentes (0.5, 1 y 1.5%) y se agito
a 300 rpm durante una hora (Huang et al., 2018).

Cuantificaciéon de celobiosa

Para cuantificar la celobiosa, resultantes de la hidrdlisis enzimatica parcial
de la celulosa del algoddén previamente pretratadas hidrotermicamente a
121°C por tres lapsos de tiempo diferentes (15, 30 y 45 minutos) y alcalino
con NaOH en tres concentraciones diferentes (0.5, 1 y 1.5%), se tomaron
muestras en un tubo eppendorf de 1.5 mL y centrifugaron a 10000 rpm por 5
minutos, luego filtraron utilizando un filtro jeringa de 0.22 pm y se almacena-
ron en viales para el analisis por HPLC. A continuacidn, se analizaron los pa-
trones de calibracion y las muestras con un HPLC (Angilent 1100, Alemania)
equipado con un detector de indice de refraccién (G-1362A XR RI). Se empled
una columna SUPERCOGEL C-610H. La temperatura de la columna se fijé a
50°C, para la fase movil se utilizé6 H2SO4 a concentracion 5 mM a un caudal
de 0,6 mL / min y un tiempo de corrida de 35 minutos (Sluiter et al., 2012).

Hidrdlisis enzimatica parcial de la celulosa

Después del pretratamiento hidrétermico y alcalino, la hidrdlisis enzimatica
parcial de la celulosa de algodén (125 pm) se llevo a cabo en viales de 120
mL para lo cual se prepara una solucion de celulosa al 4% (p/v), se ajusto el
pH (4.8) en las muestras pretratadas con alcalis se anadié acido clorhidrico
al 20% (v/v), luego se adiciono la enzima Celluclast 1.5L (B- glucosidasa) a 30
FPU/g carbohidratos y se colocaron en un agitador orbital a 50°C y 300 rpm
durante 72 horas ( Kumar et al., 2019). Se tomaron muestras cada 24 horas,
se centrifugaron durante 5 minutos a 10000 rpm usando una mini centrifuga
ELMI-Sky Line y se filtraron en filtro de jeringa de 0.22 pm (Millipore, Bed-
ford, MA). La produccién de celobiosa se cuantifico por HPLC.

El rendimiento porcentual de celobiosa se lo calculo mediante la féormula que
a continuacién se detalla (Resch et al., 2015).

(%{mar)x 14mlxH

0 o .
Y% de conversion = & pousacmdvs)x 0014 9 biomasa x 100 Ecuacion 2
g biomasa )
Donde
H = factor de hidrdlisis especifico para cada combinacién polisacarido/azua-
car

mg/ml de aztcar es de analisis de HPLC
g de polisacéarido / g de biomasa proviene del andlisis de composicion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion proximal del algodon

Conocer la composicion quimica del algodén es un requisito esencial para
saber la cantidad de celulosa disponible para hidrolizarse a celobiosa y glu-
cosa. A continuacién, en la tabla 1 se muestra la composiciéon proximal de
esta biomasa.

Tabla 1. Analisis composicional y préximo del algodéon

Componentes % +
Celulusa 93,03 0,31
Pectina 1,04 0,43
Proteinas 1,5 0,308
Cenizas 1,41 0,46
Humedad 3,02 0,161

La celulosa del algodoén es el principal componente hidrolizable, por lo cual
se dispone de 93% para la obtencion celobiosa. Investigaciones similares so-
bre la caracterizacion del algodén reportan concentraciones 73% de celulo-
sa, proteina 1.3% y pectina 1,2% en base seca (Rashid & Dutta, 2020).

Cristalinidad relativa del algodon

La fraccion cristalina de la celulosa es la mayor resistencia que tiene este
compuesto al hidrolisis enzimatica. Los difractogramas de rayos X por altura
de pico realizados al algodén crudo y molido (125 pm) se muestran en la Fig.
1. El algodén crudo mostro picos a 206 = 22.2 °y 16.7° y el algodén molido
mostro los picos a 26 = 21.9° y 17.4°, dngulos de difraccion caracteristicos de
este tipo de biomasa. El algodon crudo presento 27% mads de cristalinidad re-
lativa que el algodén molido (= 125 pm). La literatura reporta que a tamafios
de particula = 250 pm, la cristalinidad de la biomasa se reduce alrededor del
50% y la liberacién de celobiosa y glucosa aumenta entre el 24 - 36% (Rashid
& Dutta, 2020).

500

Molido (125 um)
400 —

300

Intensidad

200

100

(Control) CR:22.4%

CR:51.4%

25 30 35 40 45 50 55
2 Theta (°)

Figura. 1. Porcentaje de cristalinidad relativa: (A) algodén crudo y (B) molida (125 pm)
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La cristalinidad relativa del algodén molido (125 pm) disminuy6 con respec-
to al algodén crudo en un 29% y se elimind la hidrorrepelencia del algodén
crudo. Investigacién realizadas con este material indican que al reducir el
tamano de particula (< 400 pm), se reduce la cristalinidad de la celulosa y
aumentan los porcentajes hidrolisis (Lopes et al., 2022).

Hidrdlisis enzimatica del algodon

Hidrdlisis parcial de celulosa

La hidrélisis completa de la celulosa es uno de los principales obstaculos de
la tecnologia de la biomasa, cuando este homopolisacarido forma parte de
matrices complejas, gran parte de él se hidroliza a celodextrinas (celobiosa).
La celobiosa es un disacarido que se obtiene de la hidrolisis parcial de la ce-
lulosa utilizando B-glucosidasas. A continuacion, en la figura 2 se muestran
las concentraciones de celobiosa y glucosa obtenidos de la hidrdlisis del algo-
dén molido (125 um).

Control NaOH (0.5%) NaOH (1%) NaOH (1.5%) (A)
30

>

Celobiosa (g*L"
¢
/*

20_0 24 48 1’2 96 120 144
Control NaOH (0.5%) NaOH (1%) NaOH (1.5%)

Glucosa (g*L")

T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (dias)

Figura 2. Formacion de celobiosa y glucosa durante la hidroélisis enzimética del algodén

La aplicacion de hidréxido de sodio (0.5%) como pretratamiento de ablanda-
miento de la celulosa produjo a las 48 horas de hidrdlisis enzimatica mayor
concentracion de celobiosa y menor cantidad de glucosa, y a mayor concen-
tracién de hidroxido de sodio (1.5%) menor cantidad de celobiosa y mayor
concentracion de glucosa, lo cual indica que el pretratamiento alcalino favo-
rece la hidrdlisis enzimética de celulosa a glucosa. El 10,14% de la celulosa
se hidrolizo parcialmente a celobiosa y el 46,63% a glucosa, obteniéndose un
56,77% de hidrdlisis total de la celulosa presente en el algodon.

Estudios de hidrdlisis enzimdatica de fibra de coco reportan 72 g/L de
glucosa utilizando una carga enzimatica de 20 FPU de Cellic Ctec 2 (Wu,
Hildebrand, Kasuga, Xiong, & Fan, 2013; Lebaz, Cockx, Spérandio, Liné, &
Morchain, 2016 ), y 78,9 % de hidrdlisis de celulosa a glucosa (Nogueira et
al., 2021).
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En las muestras donde se aplicé pretratamiento hidrétermico, se logré ob-
tener mayores concentraciones de celobiosa, lo cual indica que solo se logré
hinchar la celulosa mas no romperla. A continuacién, en la figura 3 se mues-
tran las concentraciones de celobiosa y glucosas obtenidos en las muestras
pretratadas hidrotermicamente.

Control 121°C*15min  121°C*30min 121°C * 45 min )

|
8 X

Celobiosa (g"L'1)
I'S

T
810 24 48 72
Control 121°C*15min  121°C*30 min 121 °C * 45 min (B)

Glucosasa (g"L")

Tiempo (horas)

Figura 3. Formacion de celobiosa y glucosa durante la hidrélisis enzimatica del algodén pretratado
hidrotermicamente

La aplicaciéon de temperatura (121°C * 45 min) como pretratamiento de ablan-
damiento de la celulosa produjo a las 24 horas de hidroélisis enzimatica mayor
concentracion de celobiosa y menor cantidad de glucosa, y a menor tiempo de
pretratamiento hidrétermico (121°C * 15 min), menor cantidad de celobiosa y
menor concentracion de glucosa, lo cual indica que el pretratamiento hidro-
termico favorece la hidrdlisis enzimatica de celulosa a celobiosa. El 34.62%
de la celulosa se hidrolizo parcialmente a celobiosa y el 18.42% a glucosa,
obteniéndose un 51,89% de hidrdlisis total de la celulosa presente en el algo-
doén. Estudios sobre biomasa lignocelulosica utilizando beta glucosidasa es
posible obtener porcentajes de hidrolisis significativos de celobiosa (Parisu-
tham et al., 2017)

Porcentajes de hidrolisis del algodén a celobiosa y glucosa

La hidrdlisis total de la celulosa ha sido una caracteristica clave de la despo-
limerizacion de biomasa celulésica, debido a la recalcitrancia y cristalinidad
de la celulosa, lo cual limita el uso de enzimas hidroliticas (celodextrinasa y
celobiohidrolasa y B-glucosidasa). A continuacion, en la figura 4 se muestran
los porcentajes de hidrdlisis parcial de la celulosa para obtener celobiosa y
glucosa a partir del algodén molido (125 um).
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La bioconversion de celulosa a celobiosa en los pretratamientos hidroter-
micos (121°C * 45 min) fue 34,62% en 24 horas de hidrolisis enzimatica y la
conversion se celulosa a glucosa fue de 18.64%, mientras que en las muestras
pretratadas con hidréxido de sodio al 0.5%, la concentracién de celobiosa
fue 10.5% en 48 horas de hidrolisis enzimdatica, lo cual indica que a mayor
concentracién de alcalis mayor hidrolisis total de la celulosa. Estudios de hi-
droélisis enzimatica de algodén blanco molido aplicando Celluclast y Cellic®
CTec2 han logrado convertir un 32% de celulosa a celobiosa (Austad, 2018).

CONCLUSIONES

La caracterizaciéon quimica del algodén nos indica que disponemos de un
93% celulosa para ser utilizada como sustrato para la enzima - glucosidasa.
El analisis de difraccion de rayos X demostré que la reduccién de tamafio de
particula (= 125 um), ayuda a reducir hasta un 43.57% de cristalinidad rela-
tiva del algodon molido con respecto al algodén crudo.

La aplicacién del pretratamiento hidrétermico (121°C por 45 minutos) al
algodon molido a tamafio de particula de 125 pm, favorece la hidrélisis par-
cial de la celulosa, y se logra obtener un 34.62% de celobiosa, mientras que la
aplicacién de hidréxido de sodio a concentracion de 0.5% se logra obtener un
10.5% de celobiosa, lo cual indica que la mayor parte de la celulosa se hidroli-
za totalmente a glucosa, lo que indica a mayor concentracion de hidréxido de
sodio, menor concentracién de celobiosa y mayor concentracion de glucosa.
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