Nanosoportes magnéticos en tratamiento
de material lignoceluldsico
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RESUMEN

El presente trabajo demuestra la posibilidad de obtener los biopreparados inmovilizados en nanoparticulas
magnéticas (magnetita) recubiertas con quitosan (NPMQ), los cuales tienen potencial aplicacién para el desa-
rrollo de las tecnologias de obtencion de bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos. Se obtuvo la isoterma
de adsorcién de esporas de la cepa Trichoderma sp. — productora de las enzimas celuloliticas a 30 °C, 200 rpm,
durante 1.5 h. A partir de la isoterma de adsorcién de las esporas de Trichoderma a 30 °C, se estima una ca-
pacidad méxima de adsorcion 5.00E+09 esporas/g NPMQ. La produccion de enzimas celuloliticas, que utilizan
como sustrato la cascara de platano, no fue afectada por la presencia de soporte magnético. Sin embargo,
no se logro el reuso de hongo inmovilizado. Se realizé la inmovilizacion del preparado celulolitico (Sigma)
de acuerdo con la técnica de union covalente mediada por activacion de soporte con aldehido glutarico. La
reaccion de sacarificacion de fibra de agave (Agave atrovirens) se llevo a cabo con una carga enziméatica de
15 FPU g* (en presencia de 0.25 g de agave pretratado en autoclave), a pH 4.8, 50 °C y 160 rpm, durante un
periodo de 100 h. La hidrolisis de biomasa de Agave atrovirens con el preparado inmovilizado, mostro rendi-
mientos cercanos al de la enzima libre; ademas, de la posibilidad de reutilizar la enzima inmovilizada hasta por
4 ciclos. Las nanoparticulas magnéticas son una alternativa viable para ser aplicadas en procesos biotecnol6-
gicos. La atencion debe enfocarse en la busqueda de los soportes con mayor resistencia a las condiciones de
la fermentacion y lograr mantener las propiedades magnéticas del soporte.
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ABSTRACT

The present study demonstrates the possibility to obtain biopreparations immobilized in magnetic nano-
particles (magnetite) coated with chitosan (NPMQ) which have potential application for the development of
technologies for bioethanol obtaining from lignocellulosic residues. The spore adsorption isotherm of the
Trichoderma sp. — as a strain which produces the cellulolytic enzymes, was obtained at 30 ° C, 200 rpm for
1.5 h. From the adsorption isotherm of Trichoderma sp. spores at 30 ° C, a maximum adsorption capacity at
5.00E + 09 spores / g NPMQ was estimated. The production of cellulolytic enzymes, using the banana peel



as substrate, was not affected by the presence of magnetic support. However, immobilized fungus reuse was
not achieved. The immobilization of the cellulolytic enzymes (Sigma) was carried out according to the covalent
binding technique mediated by activation of support with glutaraldehyde. The saccharification reaction of Aga-
ve fiber (Agave atrovirens) was carried out with an enzymatic load of 15 FPU g (in the presence of 0.25 g of
agave pre-treated in an autoclave), at pH 4.8, 50 °C and 160 rpm, during a period of 100 h. The hydrolysis of
biomass of Agave atrovirens with the immobilized preparation showed yields close to that of the free enzyme,
in addition to the possibility of reusing the immobilized enzyme for up to 4 cycles. Magnetic nanopatrticles are
a viable alternative to be applied in biotechnological processes. The attention must be focused on the search
of the supports with greater resistance to the fermentation conditions, managing to maintain the magnetic
properties of the support.
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INTRODUCCION

La importancia que actualmente tienen los temas de corte energético a nivel mundial, obliga a la
sociedad cientifica a realizar una busqueda permanente de aquellas alternativas que se presenten
como opciones econdmicas a los hidrocarburos.

El bioetanol es un biocombustible de gran importancia, su tecnologia de obtencién, a partir de
residuos de industria agroalimenticia (es decir, biomasa lignocelulésica), se considera como alter-
nativa para la obtencion de este, a partir de fuentes de almidén. La obtencion de etanol de segunda
generacion comprende la etapa de pre-tratamientos, para deslignificacion de biomasa y descrista-
lizacién de celulosa. Posteriormente, se lleva a cabo el proceso de sacarificacién de celulosa que
utiliza las enzimas celuloliticas (endo-, exocelulasas y glucanasas) y, finalmente, la fermentacién
para convertir los azucares a etanol, como parte de la actividad microbiana (1). La innovacion de
los procesos de la obtencion de las enzimas y su aplicacién repetida, es decir en varios ciclos de
hidrolisis de celulosa, es la clave para lograr mayor eficiencia y factibilidad econémica de la tecnolo-
gia de produccién de etanol de segunda generacion. La inmovilizacion de los biocatalizadores es la
herramienta que permite facilitar el reuso de estos y disminuir el costo de procesos biotecnoldgicos
y acortando el tiempo de las fermentaciones (2). La aplicacién de nanoparticulas magnéticas facilita
la recuperacién de los biocatalizadores del medio de reaccidén bajo el campo magnético externo y
proporciona, en el caso de celulasas, un sistema con menor problema de difusion hacia sustrato
insoluble, al comparar con los soportes microestructurados (2).

El presente trabajo interinstitucional resume la experiencia de aplicacion de nanoparticulas mag-
néticas (magnetita), recubiertas con quitosan (NPMQ), en diferentes procesos biotecnolédgicos de
aprovechamiento de residuos lignocelulésicos: la obtencion de enzimas celuloliticas e hidrolisis de
biomasa celulésica. Los objetivos del estudio realizado son: 1) obtener isotermas de adsorcion de
esporas de la cepa fungica del género Trichoderma sobre nanoparticulas magnéticas recubiertas
con quitosan (NPMQ) y aplicar el biocatalizador para la obtencién de enzimas celuloliiticas en la fer-
mentacion por adhesion a superficie, comparando con la fermentaciéon sumergida en presencia de
extracto de cascara de platano (CP); 2) obtener y caracterizar el preparado de complejo celulolitico
inmovilizado en NPMQ para evaluar su actividad en el proceso de sacarificacion de fibra de pencas
de Agave.

MATERIALES Y METODOS

La sintesis de NPMQ se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia reportada por Osuna et al.
(3). La caracterizacion de preparados se llevo a cabo mediante microscopia electronica y rayos X.
Las isotermas de adsorcidon de esporas de Trichoderma sp. fueron obtenidas en solucion salina en



presencia de diferentes concentraciones de inoculo a 30 °C, 200 rpm, durante 1.5 h., la floculacién
magnética del preparado inmovilizado se realiz6 con Iman de neodimio (12,300 gauss) adquirido
en INNOVATEC, SA DE CV (Monterrey, México). La produccion de las celulasas se llevo a cabo
utilizando la cepa Trichoderma reesei RUT C30 (ATCC56765) de la colecciéon de la Unidad de Bio-
combustibles de la Division de Energias Renovables, CIEMAT, Madrid, Espafa. La fermentacion se
realizo en el medio Mandels con 3 % (p/v) de cascara de platano (CP), en 250 mL de Erlenmeyer.
El pH se mantuvo a 6.0. El medio se inoculé con esporas libres e inmovilizadas (a 1x 107 esporas
mL?). La actividad se evalud en las muestras centrifugadas vy filtradas con o papel filtro Whatman
No.1, en calidad de sustrato, con 20 ul de extracto y 40 ul de tampdn de citrato a 50 °C y 120 rpm. La
concentracion de azucares liberados se evalu6 espectofotométricamente a 540 nm en la reaccion
con DNS (4). La actividad se expresé como U/mL, unidad considerada como la cantidad de enzima
que permitié liberar 1 pmole de azucares reductores (glucosa) por minuto. Todas las muestras se
analizaron por triplicado y se calcularon los valores medios. La inmovilizacion de celulasas (Sigma)
fue realizada de acuerdo a la técnica de unidon covalente, mediada por activaciéon de soporte con
aldehido glutarico. La actividad de enzima inmovilizada se determind con carboximetilcelulosa como
sustrato (5).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron las nanoparticulas de magnetita recubiertas con quitosan. Las caracteristicas de
estas se describen en trabajo previo (3). Segun la microscopia electronica y el andlisis de rayos X,
las nanoparticulas contenian una capa muy delgada de quitosan y un nucleo de magnetita / maghe-
mita con un didmetro de 8.49-9.5 nm. Se logré obtener la isoterma de adsorcion de esporas de hon-
go Trichoderma sp. (T211) a 30 °C, que se ajusta al modelo de Langmuir con un mayor coeficiente
R? (figura 1). A partir de esta se estima una capacidad maxima de adsorcion de 5.00E+09 esporas/g
NPMQ. No hay reportes previos sobre la inmovilizacion de esporas de hongos en nanomateriales
magnéticos.
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Figura 1. Linearizacion del isoterma de adsorcion de esporas de Trichoderma spp. (T211) en nanoparticulas

magnéticas, recubiertas con quitosan en coordenadas de Langmuir (izquierda) y en coordenadas de
Freundlich (derecha).
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Los resultados obtenidos (figura 2) demuestran que la presencia del sistema magnético nanoes-
tructurado no condujo al efecto positivo sobre la actividad de la celulasa. Probablemente, la presen-
cia de biomasa de CP afecto la formacién de biopeliculas, por lo que no se mejor6 la produccion de
celulasas.
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Figura 3. lzquierda, - Actividad relativa de celulasas inmovilizadas en NPMQ, después de repetidos ciclos
de aplicacion en reaccion con caboximetilcelulosa, como sustrato; Medio, - Liberacion de glucosa a partir
de fibra de pencas de Agave atrovirens, en presencia de celulasas libre (o) e inmovilizadas (m) en NPMQ;
Derecha, - Actividad relativa en la hidrdlisis de la fibra de pencas de Agave atrovirens durante reuso de
preparado inmovilizado.

Las nanoparticulas magnéticas aplicadas en el ensayo de inmovilizacion de celulasas eran de un
diametro promedio de 8.49 nm y de 10.02 nm, antes y después de la inmovilizacion del complejo
celulolitico. Se inmovilizé un 67 % de proteina. La enzima inmovilizada retuvo alrededor del 37 %
de la actividad inicial, mostré una mayor tolerancia a pH, estabilidad térmica y de almacenamiento
que la enzima libre. Sin embargo, el valor de K se increment6 de 0.7 uM ta 5.3 uM, lo que significa
que la afinidad de la enzima a sustrato (carboximetilcelulosa) es menor en el caso de enzima inmo-
vilizada; esto, probablemente, se debe al cambio de conformacién de la enzima, provocado por la
inmovilizacién en NPMQ (5).

El preparado inmovilizado retuvo hasta el 80 % de su actividad, durante 15 ciclos de hidrolisis
de carboximetilcelulosa (figura 3, izquierda). Lo anterior demuestra que la unién de la celulasa al
nanosoporte es fuerte y permite utilizarla en operaciones de reciclo, hasta por 15 ciclos, sin tener
una pérdida considerable de actividad catalitica (figura 3, izquierda). Los catalizadores nanoestruc-
turados mostraron capacidad para la hidrdlisis de celulosa presente en biomasa lignocelulésica de
agave (figura 3, medio). La hidrdlisis de biomasa de pencas de Agave atrovirens, con el preparado
inmovilizado, mostré rendimientos cercanos al obtenido con la enzima libre; ademas, se demostro
la posibilidad de reutilizar la enzima inmovilizada hasta por 4 ciclos (figura 3, derecha).



CONCLUSIONES

Los biocatalizadores (hongo y enzimas) fueron inmovilizados en NPMQ. Los catalizadores na-
noestructurados inmovilizados mostraron capacidad para la produccién de celulasas e hidrdlisis de
celulosa. La principal ventaja es la facil separacion del nanocompdsito, con un campo magnético
externo que permite el reuso de biocatalizadores en procesos biotecnolégicos, o que podria reducir
el costo del proceso y abrir potencial para una posible aplicacién en la generacion de etanol ce-
lulésico. Los estudios posteriores deben enfocarse en la obtencion de los materiales magnéticos
nanoestructurados, con una mayor resistencia a las condiciones de procesos biotecnolégicos, para
lograr una aplicacion méas prolongada de estos en diferentes ciclos de procesos efectuados. Los
parametros a mejorar son: propiedades magnéticas y menor interaccioén con los componentes del
medio con una mayor afinidad a los biocatalizadores.
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