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Comparacion de la cinética de remocion de la lignina de bagazos de
cafia de azucar (Saccharum Officinarum) y cactacea (Opuntia
Ficus-Indica), utilizando enzima lacasa

Kinetic Comparison of Lignin Removal from Sugarcane (Saccharum Officinarum)
and Cactus (Opuntia Ficus-Indica) Bagasse by using Laccase Enzyme
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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la enzima lacasa proveniente de Aspergillus sp., para exponer la celulosa
en los bagazos de cafia de azucar (Saccharum officinarum) (BCA) y cacticea (Opuntia-ficus) (BOF). Para ello, se llevé a cabo
la determinacién de los pardmetros cinéticos de la enzima en cada uno de los materiales, en términos de velocidades iniciales,
a diversas proporciones bagazo:solucién (10 g:L a 50 g:L), con un tiempo total de reaccién de 1 h. Bajo las condiciones de
reaccién evaluadas, se evidencid remocion de extraibles; sin embargo, se considera que esto no fue debido a la accién enzimaética,
sino por efecto del biiffer. Por otra parte, no hubo disolucién de celulosa ni hemicelulosa, pero si de lignina. Por lo tanto, los
resultados se analizaron teniendo en cuenta la ecuacidon de Michaelis-Menten, utilizando como base la tasa de desaparicion de
la proporcion gjigning:L. Por medio de una linealizacion de Lineweaver-Burk, se obtuvo el mejor ajuste de valores, donde Vg =
14.9566 giignina:L/h'y ki = 40.2011 gjignina:L para el BCA (R = 0.9933) y Vingx = 26.8300 giignina:L/h 'y kiy = 43.5575 giignina:L para
el BOF (R =0.9972). Con base en lo anterior, aunque la lacasa presentd una afinidad enzimdtica similar para ambos bagazos, se
predice una mejor eficiencia catalitica hacia la remocién de lignina de BOF (0.6160).
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Abstract

The present study evaluates the effect of a laccase from Aspergillus sp. to expose cellulose contained in both sugarcane (Saccharum
officinarum, BCA) and Opuntia-ficus cactus (BOF) bagasse. The kinetic parameters of the enzymatic activity were calculated for
each of the materials, using the initial rates method at various bagasse:solution ratios (10 g:L to 50 g:L) and a total reaction time
of 1 h. The assays presented a non-enzymatic removal of extractables by the buffer effect, under the evaluated reaction conditions.
On the other hand, there was no cellulose or hemicellulose dissolution but there was lignin. Therefore, the results were analyzed,
considering the Michaelis-Menten equation and using the disappearance rate of the gj;gpi,:L ratio as a basis. Through a Lineweaver-
Burk linearization, the best fit of the values was obtained, where Vinax = 14.9566 gjignin:L/h and k;, = 40.2011 gjgnin:L for BCA
assays (R = 0.9933) and Vipax = 26.8300 gjignin:L/h and k,, = 43.5575 gjignin:L for BOF assays (R = 0.9972). Based on the above,
although laccase presented a similar enzymatic affinity for both bagasse, a better catalytic efficiency is predicted towards lignin
removal from BOF (0.6160).
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1 Introduccion

En la actualidad, la biomasa lignoceluldsica se ha
convertido en un recurso potencial renovable, que
Ilama la atencién para la purificacion del material
celulésico, donde los subproductos agroindustriales
con mayor contenido de este polimero corresponden
al bagazo de cafa, el cual estd abundantemente
disponible y tiene una alta concentracién de celulosa
(aproximadamente 40% - 50%) [1]. De acuerdo
con el Atlas de potencial energético de Boyaca-
Colombia, se producen cerca de 161627 t/afio
de cana de azucar, de los cuales 1015018 t/ano
son residuos en forma de bagazo, producido
durante la etapa de recoleccién y procesamiento
en esta zona. La extensiva explotacion agricola
causa generacion de residuos que carecen de
importancia econémica, contaminacion en los suelos
por lixiviados, crecimiento de microorganismos que
pueden afectar negativamente el producto final y
emision de gases por el efecto invernadero. A su
vez, una disminucién de la calidad del suelo afecta
sus propiedades fisicas y quimicas, causandole una
degradacién y erosién que inhibe la produccién
agricola [2, 3].

Entre otros productos de Boyacd se encuentran
las cactaceas Opuntia ficus-indica, conocida por su
produccién de hidrocoloide o mucilago, a partir
de los cladodios y los frutos. Este mucilago
se puede utilizar como aditivo en la industria de
alimentos, por su propiedad espesante, su gran
capacidad de adsorcién de agua, de formar geles,
como reemplazante de grasas en diversos alimentos,
entre otras aplicaciones [4-6]. El mayor contenido
de mucilago se encuentra en el material vegetal de la
planta y los frutos, por lo que la cdscara en forma de
bagazo es descartada sin uso alguno. Sin embargo,
aunque no se conoce en su totalidad la composicién
quimica del residuo, tiene potencial de utilizarse
como material celulésico, debido a que es uno de los
componentes principales del mismo [7].

La celulosa se considera una fuente natural casi
inagotable y con potencial de aplicaciones industri-
ales, principalmente para la elaboracién de papel y
muebles, una variedad se utiliza en las industrias
farmacéutica (bioadhesivos para formulaciones bu-
cales, oculares y nasales), biomédica (membranas de

purificacién de sangre), energética (produccién de
biocombustibles) y alimentaria (postres tradicionales
y envasados hidrofébicos y antimicrobianos de ali-
mentos [8-16]. El material celulésico proveniente
de estos residuos presentan un ordenamiento estruc-
tural, en el que sus grupos hidroxilos generan fuertes
uniones intramoleculares, adquiriendo propiedades
cristalinas y propiedades adecuadas para productos
ecolégicos, que tienen una gran demanda [17].

Las materias primas fibrosas deben reunir deter-
minados requisitos de indole técnica y econdmica,
donde los mds importantes radican en la composi-
cién quimica del material, su reactividad frente a los
agentes de pulpeo y sus propiedades morfoldgicas.
Los bagazos, como residuos de industrias como la
azucarera, ademds de satisfacer dichos requerimien-
tos, se encuentran disponible en grandes cantidades,
en donde solo una minima fraccion es utilizada de
manera directa por el hombre y/o animales, en su
mayorfa esta materia organica se transforma en resid-
uos no comestibles que se constituyen en una fuente
de contaminacién ambiental. La manipulacidn, trans-
portacién y su almacenamiento disminuyen los ries-
gos de inversion por el bajo costo que requieren para
dichas actividades y lo hacen un material atractivo,
en comparacién con otras fuentes de materia prima
lignoceluldsicas. Por ejemplo, una tonelada de azicar
refinada produce dos toneladas de bagazo [18, 19].

Actualmente, en la separacién de celulosa de
los componentes lignoceluldsicos, se destacan
los métodos quimicos, los cuales garantizan su
obtencién en forma pura. Dichos procesos
implican utilizar pretratamientos con 4cidos fuertes,
como el acido sulfirico, acido clorhidrico, acido
fosférico, entre otros, y tratamientos alcalinos,
que utilizan hidréxido de sodio e hidréxido de
potasio [20]. El pretratamiento representa la
etapa de mayor costo en el fraccionamiento de la
biomasa, debido a que requieren de condiciones
altas de temperatura y alta concentracion de los
reactivos, generando residuos téxicos y corrosivos,
ademds, en el pretratamiento también se pierden
algunos azucares fermentables de interés en la
producciéon de bioetanol.  Esto debido a la
formacioén de componentes inhibitorios. Por lo tanto,
las investigaciones recientes pretenden desarrollar
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procesos de purificacién, a partir de tecnologias
sostenibles y metodologias de innovacion, que
mejoren los procesos convencionales. Entre ellos
la utilizacién de enzimas con la capacidad de
separacion de la celulosa puede ser una alternativa
frente a los tratamientos quimicos, ya que no se
requiere altas condiciones de temperatura y presion,
no generan residuos contaminantes y los resultados
de extraccion son comparables con los que brindan
los tratamientos quimicos [21].

Los usos de las enzimas van desde la industria
textil hasta la industria de la pulpa y el papel
y desde aplicaciones alimentarias hasta procesos
de biorremediacion.
potencial de aplicacién en bio-blanqueadores, ya que
actiia directamente sobre la lignina y pueden oxidar
el polimero fendlico para producir agua, utilizando
oxigeno molecular como aceptor final de electrones,
que es mds probable que logre una produccién
industrial a gran escala. El empleo de enzima lacasa
se debe principalmente a que polimerizan la lignina
por acoplamiento de los radicales fenoxi producidos
por la oxidacién de los grupos fendlicos de la lignina
[22]. Ademads, presentan una serie de ventajas frente
a los pretratamientos fisicoquimicos como son la
minima produccién de residuos, la generacién de
coproductos de valor agregado, la no generacion
de compuestos téxicos que puedan comprometer
la fermentacién posterior y el bajo requerimiento
energético [23, 24].

La enzima lacasa tiene un

Por lo tanto, es importante determinar cudl serfa
el potencial de la enzima frente a unos sustratos
especificos, con el fin de determinar si es factible
Para ello, se puede partir de un
andlisis preliminar de la velocidad de reaccion
teniendo en cuenta los modelos que se proponen
en literatura y qué variables son incidentes en el
proceso. Algunos reportes indican que la accién
enzimdtica normalmente tiene una tendencia de
Michaelis-Menten, donde la concentracién de los
componentes lignoceluldsicos juega un papel crucial
al finalizar cada tratamiento, principalmente para
identificar donde actda la enzima. Aunque la
enzima lacasa puede oxidar subunidades fendlicas,
es incapaz de oxidar subunidades no fendlicas con
un alto potencial redox en la lignina [25].

O Nno su uso.

El bagazo de cana de azicar y de cacticeas
son residuos en gran parte desechables, presentes
en el departamento de Boyacd (Colombia), los
cuales son menos explotados que otros residuos
agricolas. Sin embargo, pueden utilizarse como
sustratos potenciales para la obtencidn de celulosa
para aplicaciones industriales [26]. Teniendo en
cuenta lo anterior, el presente trabajo muestra la
evaluacién de un tratamiento de dichas materias
primas, utilizando la enzima lacasa, a la hora de
exponer el biopolimero de la celulosa. Para ello, se
analizaron los datos composicionales de las muestras,
con el fin de observar qué factores inciden o no sobre
el comportamiento cinético.

2 Materiales y métodos
2.1 Materia prima

Las muestras de BCA y BOF fueron suministradas
por agricultores de Boyacd-Colombia. Cada uno
de los sustratos fue lavado y desinfectado con
una solucién de hipoclorito de sodio 20 ppm y
secado a temperatura ambiente. Posteriormente, los
materiales se molieron a un tamafio de particula
por debajo de 0.5 mm (-30 #Ty) y se almacenaron
en bolsas herméticas, para evitar el efecto de la
humedad libre.

La composicién quimica de los residuos de BCA
y BOF se determind siguiendo los métodos estdndar
de la Asociacién Técnica de la Industria de Pulpa 'y
Papel (TAPPI del inglés), de la siguiente manera:
TAPPI T222 om-98 (lignina) [27], TAPPI T202
om-88 (celulosa) [28], TAPPI 211 om-85 (cenizas)
y TAPPI 204-cm-97 (extraibles) y hemicelulosa,
utilizando el método de clorito de sodio [29].

2.2 Estudio cinético y determinacion de los
parametros cinéticos en el BCA y BOF

Se prepararon ensayos a nivel de erlenmeyer,
suspendiendo 1 a 5 gramos de BCA o BOF en
100 mL de buffer fosfato de amonio, con una
concentraciéon de 50 mM, la cual contenia 1.5 mL/L
de lacasa de Aspergillus sp. SAE0050 de Sigma-
Aldrich, con una actividad de 1000 LAMU/mL. Las
condiciones del proceso fueron pH 6.0, temperatura
de 35 °C, tiempo de reaccién de 1 h'y 150 rpm de
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agitacion, utilizando un agitador orbital. Todos los
experimentos se prepararon por triplicado, mas un
control negativo, sin agregar enzima.

Al finalizar los ensayos, se evalué -el porcentaje
de remocién de hemicelulosa, celulosa y lignina
de las muestras tratadas, siguiendo los métodos
estdndar TAPPI que se utilizaron para el anélisis de
las muestras sin tratamiento. Los resultados fueron
analizados por el método de las velocidades iniciales,
teniendo en cuenta el modelo de Michaelis-Menten,
utilizando la proporcion lignina:solucién (g:L). Para
ello, se utilizaron los métodos de linealizacion
de Lineweaver-Burk (ecuacién 1), Eadie-Hofstee
(ecuacion 2) y Agustinson (ecuacién 3), de donde
se escogieron los valores de Viax ¥ ki que mejor
fueron ajustados.

i _ Kﬂ‘l + 1 (1)
Vo Vinax * [S] Vinax
Vo
Vo=Viax —Kn— (2
0 ma [S] ( )
S| Kn 1
=" 4[5 (3
VO Vmax Vmax[ ] ( )

3 Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion quimica del material
celulésico de residuos BCA y BOF

La Tabla 1 reporta los resultados obtenidos de
la composicién quimica de los residuos BCA y
BOF. El porcentaje de celulosa del BCA muestra
similitudes con los reportados por Mattoso et al.,
[30], debido a que reporta valores de 43% y 27% de
celulosa y lignina, respectivamente. Asi mismo, la
composicién quimica de BOF muestra analogias con
los valores encontrados por otros autores, quienes
indican que los cactus contienen entre un 26% y
32% de celulosa [31, 32]. Por lo tanto, las muestras
evaluadas representan un potencial de aplicacion
para elaboracion de nuevos materiales.

Por otra parte, se observa que la composicion
quimica de cada una de las muestras depende de
la fuente de procedencia del cultivo. Las diferencias
entre la composicién de lignina y hemicelulosa
son alrededor del 2% entre ambos bagazos, siendo

Tabla 1. Caracterizacién de BCA y BOF

Porcentajes BCA BOF
Extraibles orgdnicos 9.2519 £ 0.3421 26.2201 £+ 0.4309
Lignina 30.5312 £0.2732  28.8421 £ 0.3343

15.0531 £ 0.4245
45.1638 + 0.1835

12.7841 £ 0.2265
32.1532 £+ 0.4523

Hemicelulosa

Celulosa

en BCA ligeramente mayores. Sin embargo, el
contenido de extraibles (otros compuestos organicos)
en BOF es casi 3 veces mayor. Esto puede deberse
a que este material contiene cenizas, pectinas y
mucilagos remanentes [7, 33].

3.2 Estudio cinético y determinacion de los
parametros cinéticos en el BCA y BOF

La Figura 1 presenta el porcentaje de remocion de
lignina, hemicelulosa, celulosa y extraibles en los
ensayos con BCA y BOF, luego del tratamiento
enzimdtico. Se pudo observar que tanto la celulosa
como la hemicelulosa, no sufrieron disolucién por
la accién enzimdtica en ninguno de los casos. Caso
contrario ocurre con la lignina, la cual present6 una
remocion inversamente proporcional a la relacién
bagazo:solucién en los ensayos con ambas muestras,
donde con BCA estuvo en el rango de 26% y 28% y
en el caso de BOF entre 25% y 35%.

Por otra parte, pudo apreciarse remocién consid-
erable de los extraibles en los ensayos con BCA,
alrededor del 95% en todos los casos, mientras que
en los ensayos con BOF alcanz6 un 60%. Teniendo
en cuenta que en los controles negativos no se ob-
servo evidencia de remocidn de celulosa, hemicelu-
losa y lignina, pero si de extraibles, en proporciones
similares a las observadas en los ensayos (datos no
mostrados), puede deducirse que la lacasa solo esta
involucrada en la remocién de lignina y la solucion
del buffer puede ser la causante de la lixiviacion de
los extraibles [34, 35].

Los anterior puede indicar que la composicién
de extraibles de los residuos lignocelulésicos del
BCA son en su mayoria compuestos solubles en
agua, probablemente azicares remanentes luego
de la extraccién de cafa, asi como vitaminas,
compuestos nitrogenados (proteicos y no proteicos),
dcidos, sustancias fendlicas y cenizas (macro y

82  Revista Ciencia en Desarrollo, Vol. 12 No. 1, enero-junio de 2021



N. R. Cardona Lépez et al.

804 [

Tkbe
mr IO

60 4

404

Porcentaje de remocion (%)

204

10 20 30 40 50

80

ke
neo

60

ol A s g

20

Porcentaje de remocion (%)
»>

y '
10 20 30 40 50
Concentracion bagazo:solucion (g:L)

Figura 1. Porcentaje de remocién de los componentes
de BCA (a) y BOF (b) a diferentes proporciones
bagazo:solucién. C: celulosa, H: hemicelulosa, L:
lignina, E: extraibles.

microelementos) en menor proporciéon [36]. Por
su parte, la menor remocién observada en el BOF
puede atribuirse a la presencia de mucilagos que
es un carbohidrato viscoso y complejo, el cual
forma redes moleculares que son capaces de captar y
retener grandes cantidades de agua, aumentando asi
la viscosidad de la solucién, por lo general, para su
extraccion se requiere precipitarlas en una solucién
organica o en agua destilada.
puede presentar mayor cantidad de extraibles
solubles en solventes orgdnicos como grasas, resinas
y 4cidos grasos, ésteres de estos &4cidos, cera,
fitoesterinas [31].

Adicionalmente,

Cabe destacar que estas sustancias no se pudieron
eliminar en los lavados preliminares con agua
destilada y la desafeccidn con hipoclorito, debido a
que las fibras de bagazo fueron lavadas antes de la
molienda fina. Por lo tanto, al reducir de tamafio de
particula a un tamafio menor a 20 um, el aumento
del area superficial facilité la solubilidad de los
extraibles.

Frente a la tendencia decreciente, observada entre
la proporcién bagazo:solucién y el porcentaje de

remocion de lignina, puede deberse a la viscosidad
que afecta la reaccién de la enzima con la materia
prima de lignocelulosa, principalmente en BOF,
debido a la presencia de mucilago alrededor del 4%
y 10% [37], [38] . En las muestras utilizadas en esta
investigacion el contenido de mucilago determinado
oscila entre el 7% y 15% para una muestra de 100
g. Cuanto menor es la concentracién de sélidos del
sistema de reaccién, menor es la viscosidad, lo que
conduce a un mayor rendimiento de transferencia
de masa y beneficios para la reaccién enzimadtica.
Sin embargo, este tipo de tratamientos con enzima
lacasa, representa un potencial de aplicacién para la
exposicion del biopolimero de la celulosa cuando se
utiliza como pretratamiento previo a un tratamiento
con soluciones quimicas ya sean alcalinas o 4cidas,
ya que permite que estas soluciones interactiien con
mayor eficiencia con las muestras lignoceluldsicas.
Ademads, el uso de este tipo de enzimas inhibe la
produccion de subproductos téxicos a diferencia de
los tratamientos quimicos que generan subproductos
que son potenciales contaminantes para el medio
ambiente [39, 40].

En este tipo de tratamientos, generalmente, los
grupos hidroxilo fendlicos presentes en la lignina se
oxidaron para formar quinonas o lignina carbonil por
lacasa, lo que da como resultado la degradacién de
las macromoléculas de lignina [41]. La remocion de
la lignina con enzima lacasa, estd muy influenciada
por las condiciones de temperatura, pH, dosis de la
enzima y concentracion de sustrato y tipo de enzima
a utilizar. Autores como J. Huang et al., informaron
una disminucién en el contenido de lignina del
21.6% al 16.2% con una dosis de lacasa de 120 U/g,
temperatura de 50 °C y un tiempo de pretratamiento
de 5 h en muestras de bagazo de cafia [42]. Chen et
al., observaron una disminucién en el contenido de
lignina cuando la dosis de lacasa aumenté de 80 U/g
a 120 U/g, con una temperatura de 70 °C y un tiempo
total de reaccidn de 5 h para tratar los tallos de tabaco
[43]. Asimismo, Wang et al., disolvieron pulpa de
una mezcla de madera que se pretraté con 90 U/g
de lacasa para extraer lignina, con una temperatura
de 36 °C. La eficiencia de degradacién de la lacasa
disminuy6 a medida que aumentaba el tiempo de 3
ha5h [44].
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La Figura 2 muestra la velocidad inicial de remo-
cién de lignina para cada una de las proporciones
bagazo: solucién evaluadas. Tanto para los ensayos
con BCA como para BOF se observé una tenden-
cia ascendente, dentro de las condiciones evaluadas,
no alcanzandose un miximo. Esto indica que no
hay evidencias de inhibicién, pudiéndose aplicar un
andlisis preliminar bajo la ecuacién de Michaelis-
Menten. Sin embargo, los ensayos con BOF pre-
sentaron mayores velocidades que los ensayos con
BCA. Probablemente, esto se pueda deber a que la es-
tructura lignoceluldsica del BCA presenta una fuerte
estructura recalcitrante resistente a la biodegradacion
de la estructura de la pared celular por ataque enz-
imético y microbiano y se requiere un proceso de
pretratamiento adecuado para facilitar el acceso de
las enzimas a los polisacdridos vegetales [45, 46].
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Figura 2. Velocidad inicial de remocién de lignina vs.
proporcién bagazo:solucién de BCA y BOF.

Las Tablas 2 y 3 informan los valores de
knw V Vmax encontrados en cada uno de los
métodos de linealizaciéon evaluados, a partir de
los datos experimentales de los ensayos con BCA
y BOF respectivamente. Con Lineweaver-Burk,
los resultados de ajuste expresan un coeficiente de
correlacion (R) mayor a 0.99, tanto para BCA como
para BOF, lo que sugiere que las constantes cinéticas
obtenidas mostraron una buena prediccion en el
tratamiento con lacasa. Caso contrario, los ajustes
llevados a cabo por Eadie-Hofstee y Agustinson
no presentaron un ajuste adecuado, debido a los
valores de R por debajo de 0.90. En funcién de
ellos se consider6 los datos obtenidos por el método
de Lineweaver-Burk como vélidos para el modelo
predictivo de remocién de lignina de los bagazos
utilizados.

Tabla 2. Ciélculo de Vimax y kn a partir de los

datos experimentales de proporcién lignina:solucién

obtenidos de los tratamientos de BCA con lacasa

kin (8iignina* L) Viax (8lignina:l/h) R
40.2011 14.9566 0.9933
25.3236 10.4648 0.7216
42.6483 15.7056 0.8003

Método
Lineweaver-Burk
Eadie-Hofstee

Agustinson

Tabla 3. Ciélculo de Viax y kn a partir de los
datos experimentales de proporcién lignina:solucién
obtenidos de los tratamientos de BOF con lacasa

Método ki (8iignina* L) Vinax (8lignina:L/h) R

Lineweaver-Burk 43.5575 26.8300 0.9972
Eadie-Hofstee 37.3963 23.8118 0.7523
Agustinson 62,6651 36.8462 0.8005

La linealizacion de Lineweaver-Burk inform¢ el
mejor ajuste de los datos. Sin embargo, presenta
algunas limitaciones, al utilizar [S] relativamente
bajas. Asi, los valores de las inversas 1/[S] y 1/V,
son grandes y, por lo tanto, también lo son los
desvios ocasionados por los valores experimentales.
Tiene la desventaja de comprimir los puntos de datos
en concentraciones altas de sustrato en una regién
pequeiia y enfatizar los puntos en concentraciones
de sustrato mdas bajos, que a menudo son los
menos precisos. La interseccion en el grafico de
Lineweaver-Burk es equivalente a la inversa de Vpax,
por lo que cualquier pequefio error en la medicién se
magnifica [47, 48].

De manera similar, en la linealizacion de Eadie-
Hofstee Vy aparece en ambos ejes; por tanto,
cualquier error experimental también estard presente
en ambos ejes. Ademds, los errores experimentales
o las incertidumbres se propagan de manera desigual
y se hacen mds grandes sobre la abscisa, lo que
da mds peso a los valores mds pequefios de Vp/S.
Sin embargo, esta linealizacién es mds robusta
frente a datos propensos a errores, particularmente
porque otorga el mismo peso a los puntos de datos
en cualquier rango de concentracién de sustrato o
velocidad de reaccién y los datos que mds se desvian
de la linea de ajuste son facilmente observables.
Aunque el gréfico produciria en teoria estimaciones
mds fiables, la presencia de la variable dependiente,
la velocidad, en ambos ejes dificulta el andlisis
riguroso de errores. Con respecto a la linealizacién
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de Agustinson tiene una mejor distribucién de
datos entre las tres. Sin embargo, su principal
inconveniente es que, de nuevo, ni las ordenadas
ni las abscisas representan valores independientes,
pues se denota dependencia de la concentracion del
sustrato y, como resultado, la medida del ajuste, el
coeficiente de correlacion R, no es aplicable [49, 50].

En los pardmetros cinéticos informados, los
ensayos con BOF presentaron una velocidad maxima
79.38% mayor que BCA, aunque el valor de &, solo
se diferenci6 en un 7.5%. Lo anterior indica que,
aunque la enzima presenta una afinidad similar para
los dos sustratos, la eficiencia catalitica (Vimax/kim)
es mayor para BOF. Aunque como residuos
lignocelulésicos presenten la misma estructura
recalcitrante, en donde la celulosa se encuentra
cubierta por la lignina y la hemicelulosa, el
BCA presenta una fuerte estructura que inhibe la
biodegradacién de la estructura de la pared celular
por ataque enzimdtico y microbiano, se requiere un
proceso de pretratamiento quimico adecuado para
facilitar el acceso de las enzimas a los polisacédridos
de la biomasa.

Algunos compuestos presentes en BOF informan
enlaces P-polisacdridos, es decir, unidades de
glucosa unidas (1 — 4)-f intercaladas con enlaces
(1 — 3)-B, que se caracterizan por una estructura
de enlace irregular que previene la formacién
de una estructura cristalina y conduce a una
capacidad soluble en agua [51, 52]. Aunque en
el BOF la enzima actué con mads facilidad sobre
los enlaces fendlicos para eliminar componentes
lignoceluldsicos, esta remocién pudo ser mayor,
pero la viscosidad aumenté inhibiendo asi este
proceso[53]. Esto no ocurre con los residuos de BCA
ya que su estructura se conforma de una amplia gama
de fenoles y polifenoles como orto y para-difenoles,
fenoles sustituidos con metoxi, dcidos fendlicos y

varios otros compuestos donde la enzima no actia.

Estas caracteristicas estructurales de los fenoles
imponen dificultades en su completa degradacién y
eliminacion. La lacasa convierte ciertos compuestos
(siringaldehido, 4cidos cindmicos, etc.), cataliza la
oxidacién de los fenoles, genera radicales fenoxi
inestables y estos radicales interactian entre si, lo
que conduce a la polimerizacién de compuestos

aromadticos (que tienen menor capacidad inhibidora)
compuestos fenélicos en uno mas simple (vainillina),
permitiendo asi una mayor eliminacién de lignina
[54, 55].

4 Conclusiones

En las comparaciones cinéticas, uno de los aspectos
mas importantes es la estimacion de los pardmetros
reales de la ecuaciéon MM a partir de los datos
experimentales. Los pardmetros k, y Vmax S€
estimaron utilizando modelos de linealizacion:
Lineweaver-Burk, de Eadie-Hofstee y de Agustinson,
los pardmetros obtenidos por estos métodos son
muy utiles para analizar el comportamiento de las
enzimas. Los valores de k,; v Vmax se midieron
dependiendo de las concentraciones de sustrato. El
ajuste de los valores a partir de la linealizacién
de Lineweaver-Burk permite describir con alta
confiabilidad la cinética enzimadtica para el rango de
valores evaluados, evidenciando buena concordancia
estadistica de los resultados al utilizar la enzima
lacasa. Las linealizaciones de Eadie-Hofstee y
de Agustinson a pesar de ser linealizaciones mas
confiables, estdn muy influenciadas por V, y la
concentracién del sustrato, y como resultados los
coeficientes encontrados son menores al 0.90.

A partir del andlisis cinético se pudo predecir que
la enzima utilizada present6 una mejor afinidad a la
remocion de lignina de cactus, lo cual indica que
este tipo de proceso tiene una buena perspectiva
a futuro para poderse emplear en el tratamiento
de este tipo de residuos agroindustriales, para
la purificacién de celulosa, cuya composicién no
parece ser afectada bajo las condiciones evaluadas,
lo cual es positivo, ya que no se verian pérdidas
significativas de este componente de interés. Sin
embargo, frente al tiempo de reaccién evaluado y la
presencia de carga considerable de compuestos no
celuldsicos no deseados (hemicelulosa, lignina) hace
preciso pensar a futuro en buscar alternativas mixtas,
por ejemplo, en combinaciones de tratamientos
quimicos- biolégicos, posterior a un tratamiento
fisico ya que el tamaifio de particula tiene un efecto
positivo en la eliminacién de lignina, con el fin de
que estos procesos combinados sean ambientalmente
sostenibles.
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