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ABSTRACT. An study of the enzymatic hydrolysis of the hemicelluloses
obtained from sugar cane bagasse by the nitric-sodium hydroxide
technique of Guerra, was done. The contents of pentosans, lignin and
cellulose of the hemicellulose obtained by this method was determined .
The effects of the starting concentration of substrate on the hydrolysis
velocity was analized, and the sugars produced in the reaction were
analized by paper cromatography .

RESUMEN. Se realize el estudio de la hidrolisis enzimatica de las he-
micelulosas, obtenidas a partir de bagazo de cana segun la tecnica de
nitrico-sosa de Guerra. Se determine el contenido de pentosanos, lig-
nina y celulosa a la hemicelulosa obtenida por este metodo . Se analizo
el efecto de la concentracion inicial de sustrato sobre la velocidad de
hidrolisis y se identificaron los azucares producidos en la reaccion por
cromatografia de papel .

INTRODUCCION

La utilizacion de diversos metodos de tratamiento aplicados a los ma-
teriales celulosicos, sus resultados y aplicaciones, han sido objeto de
amplios estudios en nuestro paid -4 . Un ejemplo importante lo constituye
la hidrolisis enzimatica del bagazol y el empleo de los hidrolizados asi
obtenidos en procesos de fermentacion con el objetivo de obtener pro-
teina unicelular5 .

Con el fin de optimizar el proceso de hidrolisis se han realizado estudios
cineticos' utilizando la celulasa comercial Onozuka SS, obtenida de cul-
tivo sumergido de T . viride, encontrandose una disminucion de las ve-
locidades iniciales de reaccion a partir de concentraciones de sustrato
superiores a 10.44% P/Vs .
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La celulasa Onozuka SS esta formada por diferentes enzimas, algunas
degradan la celulosa y membranas celulares, otras son maceradoras de
tejido y tambien contienen cierta cantidad de hemicelulasa . Por tanto,
es necesario estudiar la influencia de los distintos componentes del ba-
gazo actuando como sustratos independientes sobre la actividad en-
zimatica .

Este trabajo consiste en el estudio de la hidrolisis de la hemicelulosa
obtenida a partir del bagazo, por la celulasa comercial para determinar
o descartar la existencia de accion inhibitoria de la hemicelulosa sobre
la enzima. El conocimiento de cual o cuales factores producen esta in-
hibicion repercutira en los rendimientos obtenidos y en el costo del
proceso .

MATERIALES Y METODOS

Sustrato
La hemicelulosa fue obtenida a partir del bagazo de caiia segun la tec-
nica de nitrico-sosa de Guerra 7 . Se utilizaron en las experiencias los
precipitados obtenidos en el proceso de neutralizacion del extracto al-
calino hasta pH 5,0, condiciones en las que se separa la fraccion de
hemicelulosa A'. Se realizaron dos extracciones y en ambos casos las
hemicelulosas fueron molidas en un molino vibratorio y tamizadas para
lograr un tamano de particula menor de 125 ~tm de diametro . Se obtu-
vieron dos precipitados a los cuales se les realizo analisis del conte-
nido de pentosanos por el metodo espectrofotometrico de Jones-, ob-
teniendose resultados de 72 y 85% respectivamente . El contenido de
celuiosa determinado por el metodo gravimetrico de Crampton y May-
nard10, fue de 1 .16% y el % de lignina determinado por el metodo de
Klason no fue detectable" .

Enzima

Se utilizo la celulasa comercial del +i .po Onozuka SS (All Japan Bio-
chemical, Ltd) obtenida a partir de cultivo sumergido de T . viride .

Condiciones de las reacciones

Las experiencias fueron realizadas en erlenmeyers de 100 ml de capa-
cidad, conteniendo 10 ml de la mezcla de reaccion, formade por el sus-
trato a la concentracion adecuada y la celulasa al 0.08% (PTV) en tam-



poll acetato de sodio 0 .2 M, pH 5 .0. Los erlenmeyers fueron mantenidos
a una temperatura de 50 ± 1 °C en un vibrotherm, con una agitacion
constante de 100 ± 5 r .p .m . Las muestras fueron extraidas a intervalos
apropiados durante 8 horas y se conservaron congeladas para su ana-
lisis posterior. La velocidad de hidrolisis de la hemicelulosa fue calcu-
lada determinando los azucares formados en la mezcla de reaccion
producto de la conversion del sustrato, para lo cual se aplico el metodo
de Somogyi-Nelson modificado 1 . La velocidad inicial se obtuvo calcu-
lando la pendiente en la parte recta de la curva de azucares reductores
vs tiempo, aplicando el metodo de los minimos cuadrados . (Figs . 1 y 2) .
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Fig. 1. Curva de formacion de azucares reductores (Hemicelulosa I) .

Cromatografia de papel

La identificacion de los azucares al inicio y al final de la reaccion se
realizo por cromatografia de papel descendente multiple en papel What-
man No. 1 . Los tiempos de corrimiento fueron de 16 horas . Se utilizo
como mezcla de solventes una solucion de butanol-benceno-piridina-agua
en las proporciones 5 :1 :3 :3 y como revelador se use phtalato de anilina .
Ademas, se caracterizaron los azucares presentes durante el transcurso
de la hidrolisis enzimatica para una concentracion inicial de sustrato de
14 mg/ml .
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Fig . 2. Curva de formacidn de azucares reductores (Hemicelulosa II) .

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la hemicelulosa obtenida en la primera extraccion se efectuaron
cinco corridas variando la concentracion inicial de sustrato entre 6 y
22 mg/ml . En la Tabla I y Fig. 3, se observan los valores de velocidad
inicial calculados en estos casos, reportados con respecto al peso inicial
de sustrato y con respecto a la concentracion inicial de pentosanos en
la mezcla de reaccion.

Como puede observarse se obtuvo un maximo de velocidad de hidrolisis
para una concentracion de 13 .2 mg/ml que corresponde a una concen-
tracion de pentosanos de 9 .5 mg/ml. (Hemicelulosa 1) . En el analisis
cromatografico de los productos de la reaccion se encontro en todos los
casos xilosa como componente fundamental, asi como arabinosa en me-
nor grado, como puede observarse en la Fig. 4 . Se detecto ademas una
mancha que parece corresponder a un disacarido, cuyo valor de Rf es
mayor que el de la celobiosa y menor que el de la galactosa y que no
pudo identificarse por la carencia de patrones adecuados .
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Concentraci6n ini-

	

Concentraci6n ini-
cial de sustrato

	

cial de pentosanos

	

Velocidad inicial
(mg/ml)

8 .8

11 .0

13 .2

15 .4

22 .0

V.

0,e

0.6

0,4

0.2

TABLA I

Hemicelulosa I
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Fig. 3. Efecto de la concentraci6n inicial de sustrato sobre la velocidad inicial de
reacci6n. Simbolos : (o) Hemicelulosa I . (x) Hemicelulosa II .

En la Tabla II y Fig . 3, se muestran los valores de velocidad inicial ob-
tenidos para la hidr6lisis enzimatica de la hemicelulosa II (segunda
extracci6n) . Las experiencias se realizaron variando la concentraci6n
de sustrato entre 6 y 16 mg/ml . Los valores de velocidad de hidrolisis
fueron menores que los obtenidos para la hemicelulosa I y se encon-
tro un maximo para una concentracion inicial de 13 mg/ml, que corres-

(mg/ml) (g/l .h)

6.34 0.35

7.92 0.48

9.50 0.82

11 .09 0.65

15 .84 0.63
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ponde a una concentracion de pentosanos de 11 .12 mg/ml . Sin embargo,
este maximo fue menos acentuado que el maximo presentado en el caso
de la hemicelulosa I, como puede observarse en la Fig . 3 .

TABLA II

Hemicelulosa II

El analisis cromatografico del producto de la reaccion de la hemicelu-
losa II, solo detecto xilosa y una mancha no identificada que parece
corresponder a un disacarido al igual que en el primer caso (Fig . 4) .
Para la hemicelulosa II se realizo una experiencia con una concentra-
cion inicial de sustrato de 14 mg/ml, en la cual se efectuo la cromato-
grafia de papel a la mezcla de reaccion a diferentes intervalos de tiempo
durante el transcurso de la hidrolisis hasta las 32 horas .

Los resultados se muestran en la Fig. 5, donde se observa, ademas de
la mancha correspondiente a la xilosa, otra mancha tenue de bajo valor
de Rf (mencionada anteriormente), que primeramente se intensifica
y que despues parece desaparecer, por to que pudiera tratarse de un
disacarido que se forma como un producto intermediario en la reaccion,
y que posteriormente sea hidrolizado .

Concentracion ini-
cial de sustrato

(mg/ml)

Concentracion ini-
cial de pentosanos

(mg/ml)
Velocidad inicial

(g/1 .h)

6 .0 5 .13 0.22

8 .0 6 .84 0.26

10 .0 8 .55 0 .33

11 .0 9 .41 0.36

13 .0 11 .12 0.42

14 .0 11 .97 0.28

16 .0 13 .68 0.22
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Fig. 4. Cromatografia de papel de los azucares producidos en la reacci6n . A. Hemi-
celulosa I : Resultados para 0 y 8 horas correspondientes a dos concentraciones
iniciales de sustrato diferentes : (a) 5.1 mg/ml, (b) 13.2 mg/ml. B. Hemicelulosa
II : Resultados para 0 y 8 horas utilizando dos concentraciones iniciales de sustra-

to: (a) 6 mg/ml (b) 16 mg/ml .

CONCLUSIONES

Del analisis cromatografico puede plantearse que las hemicelulosas ob-
tenidas y utilizadas en el presente trabajo, estan formadas fundamen-
talmente por xilosa y arabinosa. En la primera extraccion (Fig . 4A) en-
contramos xilosa y arabinosa en menor proporcion, asi como la forma-
cion de un disacarido cuyo valor de Rf es mayor que el de la celobiosa .
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Fig. 5. Cromatografia de papel de los azucares producidos a diferentes tiempos
durante el transcurso de la reacci6n, hasta las 32 horas . Concentration inicial de

sustrato 14 mg/ml, Hemicelulosa II .

En la segunda extraccion (Fig . 4B), se encontro xilosa y ademas un
disacarido semejante al anterior . En la Fig . 5 podemos observar que
la mancha correspondiente al disacarido aumenta su intensidad a me-
dida que transcurre la reaccion y que posteriormente comienza a desa-
parecer, al mismo tiempo que se produce un aumento en la concentra-
tion de los azucares simples que son el producto final de la reaccion .

La aparicion de xilosa en el caso de la hemicelulosa II y de xilosa y
arabinosa en menor proportion en la hidrolisis de la hemicelulosa I
indica que posiblemente en la segunda extraccion se elimino el compo-
nente arabinosa. Este componente aparece generalmente en cadenas la-
terales, por lo cual puede plantearse que la hemicelulosa II debe estar
constituida por un polimero aproximadamente lineal, mientras que la
I pudiera ser un polimero ramificado, aunque esto no ha sido com-
probado .

Se observa de acuerdo a los valores de las Tablas I y II y Fig . 3, que la
velocidad de reaccion aumenta con la concentration inicial de sustrato



hasta un valor de 13 mg/ml. Este valor corresponde a concentraciones
de bagazo mucho Inayores que la reportada en la inhibicion . Puede afir-
marse entonces que no existe inhibicion por hemicelulosa en el valor
equivalente a la concentracion de hemicelulosa que hay en el bagazo
cuando la concentracion de celulosa si se encuentra en el rango de in-
hibicion (10.44% de bagazo), y por tanto la hemicelulosa no afecta la
velocidad a esa concentracion de bagazo .

Sin embargo, debe observarse que a partir de 13 mg/ml se aprecia cierta
disminucion de la velocidad, por lo que creemos que es recomendable
realizar trabajos posteriores que permitan un analisis mas profundo
de los valores obtenidos en estos casos .
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