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Resumen

Biomass is recognized as the major world renewable energy source to replace
petroleum fuels. The use of bio-fuels (e.g. bioethanol, biodiesel, etc) for energy
generation purposes is of particular interest nowadays because they allow mitigation of
greenhouse gas emissions, provide means of energy independence and may even
offer social and agricultural regional developments. However, the use of edible
feedstock to produce bio-fuels is controversial because of the increase in prices of
basic food materials (e.g. corn, olive oil, etc), resulting in a clear detrimental impact on

the economy of countries.

The utilization of lignocellulosic materials as renewable resources for the
production of bioethanol is of great interest, because of the additional benefit of
disposal of agricultural solid wastes that usually do not have any economic alternative.
The full potential of these agro-resources of low-cost has not yet exploited for several
reasons, such as, the lack of an environmental-friendly method to extract cellulose from
its primitive materials and the difficulties to readily dissolve cellulose with common
solvents. Classical methods for delignification of biomass and cellulose hydrolysis
involves thermomechanical processes, treatments with acid or alkali treatments, etc.,
which results in the production of large amounts of wastewater residues. The greenest
approach to carry out the saccharification of biomass involves the use of enzymes (e.g.
cellulases and hemicellulases). However, the insolubility of biomass and the presence
of lignin greatly reduce the rate and extent of enzyme-catalyzed polysaccharide
degradation, being necessary the pre-treatment of these lignocellulosic residues by
thermomechanical/chemical steps to facilitate the accessibility of enzymes to glycosidic

bonds in cellulose and hemicellulose.

lonic liquids have emerged as exceptionally interesting non-aqueous reaction
media for enzymatic transformations, and research interest in this area has increased
widely in recent years. What are ionic liquids? They are simply salts and therefore
entirely composed of ions that are liquid below 100°C or usually close to room
temperature. Typical room temperature ionic liquids are based on organic cations, e.qg.

1,3-dialkylimidazolium, N-, tetraalkylammonium, paired with a variety of anions that
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Resumen

have a strongly delocalized negative charge (e.g. BF,, PFg, triflate, bistriflimide, etc),
resulting in colourless, low viscosity and easily handled materials with very interesting
properties as solvents. Their interest as green solvents resides in their negligible
vapour pressure, excellent thermal stability (up to 300 °C in many cases), high ability to
dissolve a wide range of organic and inorganic compounds, including gases (e.g. Hy,
CO,, etc) and non-flammable nature, which can be used to mitigate the problem of
volatile organic solvents emission to the atmosphere. Moreover, their polarity,
hydrophilicity/hydrophobicity and solvent miscibility can be tuned by selecting the
appropriate cation and anion. Thus, ionic liquids can be designed to be miscible or
immiscible with water or some organic solvents (e.g. hexane, ether, i-PrOH, etc.),
increasing their usefulness for recovering products from the reaction mixture [23]. By
using anhydrous conditions or low water content (< 2% v/v), all the assayed water-
immiscible ionic liquids (i.e. [Bmim]* [PFg], etc.) were shown to be suitable reaction
media for biocatalytic reactions, while no enzymatic activity was observed when
anhydrous water-miscible ionic liquids were used, with a few exceptions (i.e. [Bmim]”
[BF4], etc). In these green solvents, enzymes display a high level of activity and
stereoselectivity for synthesizing many different compounds, e.g. aspartame, aliphatic

and aromatic esters, amino acid esters, biodiesel, polymers, terpene esters, etc.

Recently, ionic liquids show promise as efficient novel solvents for dissolution
and pre-treatment of cellulose. The ability of ionic liquids to dissolve large amounts of
cellulose at considerably mild conditions, and the feasibility of recovering 100 % of the
used ionic liquid to its initial purity, make them attractive for further bioprocessing of
cellulose. However, for the only one reference that regards the enzymatic hydrolysis of
cellulose dissolved into an ionic liquids medium (e.g. [Bmim] [CI]), the assayed ionic
liquids were not able to maintain the catalytic activity of cellulase to perform a
saccharification process. In the same context, several efforts were made to apply
cellulose solution in ionic liquids. Thus, it was demonstrated how dissolved cellulose in
ionic liquids may be regenerated by rapid precipitation with an anti-solvent (e.g. water,
ethanol, etc), which provokes a loss in their crystalline structure that enhances the
saccharification process catalyzed by cellulases. The excellent solvent properties of
ionic liquids have also been demonstrated in the dissolution of wood, opening an
interesting way to fractionate the lignocellulosic material previously to further
applications (e.g. to produce biofuels). The pre-treatment of biomass and/or
lignocellulosic material appears as a necessary step previous to any enzymatic
process, because of the limited accessibility of glycohydrolases to polysaccharide

backbones.
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On the other hand, the excellent performance of enzymatic membrane reactors to
carry out depolymerization/saccharification of many different polysaccharides have
been reported, e.g. pectin hydrolysis during juice clarification. The attachment of
enzymes onto the filtration surface of any ceramic or polymeric membranes, and their
coupling into cross-flow systems to be operated in recirculation mode, have been
shown as the most efficient way to perform all types of biotransformation with industrial

application.

The overall aim of this PhD thesis consists in the application of the enzyme
technology in the design and optimization of integrated processes of saccharification of

cellulose by using both the ionic liquids and membrane reactor technologies.

The first chapter of this PhD thesis is devoted to a deep review under the most
important topic concerned in aims. Thus, as a first part, the importance of
lignocellulosic materials, the characteristic of ILs and their use to dissolve cellulose is
widely described. At this point, it is necessary to underline how more than twenty ILs
are known to dissolve cellulose. In general, the inter- and intra-molecular hydrogen
bonds of cellulose are thought to be disrupted, replaced by hydrogen bonding between
the IL anion and the carbohydrate hydroxyls. Consequently, the basicity of the IL
anions can alter cellulose solubility. To date, chloride, acetate, formate, or
alkylphosphonate anions have shown the most promise, because they can effectively
hydrogen bond with cellulose. Chloride-containing ionic liquids dissolve pulp cellulose
up to 25 wt%, although these solvents require relatively high temperatures and exhibit
high viscosities Chloride-containing ILs tend to be more viscous than those containing
acetate and are more thermally stable than those containing formate. Dissolution of
cellulose in [Bmim][Cl] is sensitive to water content; less than 1% water content is
necessary because water competes with the [CI] anion for hydrogen bonding with the
cellulose hydroxyls. Water may also coordinate with the chloride ions. For commercial
cellulose processing, ILs with low toxicity, low melting points and low viscosities are
desirable, and imidazolium-based ILs with carboxylic acid or phosphonate anions have

received the most attention.

At this point, the potential for performing cellulase-catalyzed reactions on
cellulose dissolved in 1-butyl-3-methylimidazolium chloride ([Bmim][CI]) has been
investigated by several authors. However, it was observed the irreversible solvent and
ionic strength-induced inactivation and unfolding of cellulase from Trichoderma reesei.

Experiments, varying both cellulase and IL solvent concentrations, have indicated that
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[Bmim][Cl], and several other ILs, as well as dimethylacetamide—LiCl (a well-known
solvent system for cellulose), inactivate cellulase under these conditions. Despite
cellulase inactivity, results obtained from these studies led to valuable insights into the

requirements necessary for enzyme activity in IL systems.

In this context, researchers proposed alternative approaches to overcome the
negative effect of ILs-dissolving cellulose on cellulase activity and stability for cellulose
saccharification, e.g. by using buffered media containing “benign” dissolved ILs at low
concentrations, like dialkylphosphate or acetate ILs, or by coating immobilized cellulase
with a protective shell of hydrophobic ILs, like 1-butyl-3-methylimidazolium bistriflimide,
the identification and application of cellulases from microbial sources others than
fungus (e.g. the halophilic archaeon Halorhabdus utahensis) with improved ILs
tolerance, or the use of concentrated sea water as free-IL alternative reaction medium.
However, the most popular approach involves the re-precipitation of cellulose from IL
solutions into polar molecular solvents (e.g. water, ethanol, etc.) in order to disrupt the
crystalline structure of this polysaccharide, thus improving its subsequent enzymatic
hydrolysis in buffered media. The digestibility of pretreated biomass by cellulase is
limited by cellulose accessibility. However, the full degradation of cellulose to its
glucose monomer units has not been reported. Some authors have applied ultrasonic
intensification during the pretreatment of cellulose with ILs to improve the disruption of
the cellulose structure, which enhances enzymatic in situ saccharification of cellulose in
aqueous/IL media, providing up to 95% vyield after 24 h reaction.13 Other authors
carried out the enzymatic hydrolysis step of [Bmim][Cl]-pretreated cellulose (5 mg/mL)
in pH 4.8 citrate buffer system containing up to 20% of another IL, such as the tris-(2-
hydroxyethyl)methylammonium methylsulfate, which yields up to 4 mg/mL glucose after
15 h at 60 °C.

However, to the different advantages that ionic liquid technology may provide as
regards cellulose processing in the bioethanol industry should be added the
economical and environmental sustainability of the process based on the full recovery
and recycling of ionic liquids. Some ionic liquids have been described as being not fully
green solvents because of their low biodegradability and high (eco)toxicological
properties. Several approaches to recover ionic liquids from biomass-ionic liquids
solutions have recently been proposed, e.g. the use of aqueous kosmotropic salt
solutions after a cellulose re-precipitation step with polar solvent to form a three-phase
system forming an IL-rich phase, or the chromatographic separation of the IL and

glucose from the enzymatic reaction mixture using alumina as stationary phase, which
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provided up to 93% IL recovery. However, since the final destination of the hydrolyzed
cellulose solutions is fermentation by yeast to produce bioethanol, the effect of ILs on

the viability of yeast cells should also be taken into account.

The second chapter of this PhD thesis is devoted to a new approach for
improving the cellulase stability against 1-butyl-3-methylimidazolium chloride
([Bmim][ClI]), based on coating of immobilized enzyme particles with hydrophobic ILs, is
proposed. The stability of commercial cellulase (Celluclast®), immobilized onto a
polymeric support (Amberlite XAD4), was firstly studied in ten different ionic liquids
(ILs) at 50 and 80°C, respectively. Hydrophobic ILs clearly enhanced the enzyme
thermal stability, i.e. butyltrimethyl-ammonium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide
([N1114][NTf2]) enhances up to 4-times half-life time of the immobilized enzyme at 50°C,
while [Bmim][CI] behaved as a powerful enzyme deactivating agent. Thus, the stability
of cellulase in hydrophobic IL/[Bmim][CI] mixtures was greatly improved with respect to
[Bmim][CI] alone. A stabilized cellulase derivative obtained by coating immobilized
enzyme particles with [N4114][NTf;], has been then successfully used for the
saccharification of dissolved cellulose in [Bmim][CI] (i.e. up to 50 % hydrolysis in 24 h)

at 50°C and 1.5 w/v water content.

In the third chapter, a sustainable cyclic process for the enzymatic
saccharification of ionic liquid-pretreated cellulose, in which the ionic liquid is recovered
and recycled, has been developed. Homogeneous cellulose solutions in the IL 1-butyl-
3-methylimidazolium chloride ([Bmim][CI]) were used to prepare amorphous cellulose
by antisolvent precipitation with water, ethanol or equimolar water/ethanol mixtures as
green molecular solvents. Several operation parameters (e.g. solvent, temperature,
ultrasounds, etc.) for both cellulose precipitation and the washing steps were tested to
achieve full desorption of the IL from the cellulose backbone. In the best conditions, up
to 99.7 % IL was recovered, which was then successfully reused in further cellulose
dissolution/precipitation cyclic processes. Furthermore, the cellulose regenerated in
each cycle was an excellent substrate for enzymatic hydrolysis, permitting full
hydrolysis (i.e. up to 97.7% hydrolysis after 4 h at 50 °C) by the combined action of
both cellulase and cellobiase enzymes, that provides a clear glucose solution. The
excellent suitability of this glucose solution for growing aerobic Saccharomyces
cerevisiae was demonstrated. In conclusion, this chapter shows how the suitability of
ionic liquid technology biomass processing to provide useful substrates for enzymatic
hydrolysis is clearly enhanced by the IL recovery. By combining green molecular

antisolvents, like water or ethanol, and ultrasounds, efficient protocols to fully recover
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the IL from cellulose solutions can be designed. Moreover, the ionic liquid can be
purified by simple distillation, before being applied in further biomass processing. In
addition to the economic and environmental benefits provided by the full recovery of IL,
the excellent suitability of the resulting amorphous cellulosic substrate for full

transformation into directly fermentable glucose should be emphasized.

In the four chapter of this PhD thesis, both continuous and semi-continuous
enzymatic membrane reactors for enzymatic saccharification of cellulose have been
developed. Enzymatic hydrolysis of cellulose pretreated by 1-butyl-3-
methylimidazolium chloride ([Bmim][CI]) demonstrated excellent batch hydrolysis yields
(93%) after 4h of reaction. The operational behavior of the reactor based on
polyehthersulfonic membrane operating under semi-continuous mode showed an
excellent suitability for cellulose hydrolysis, which it was maintained unchanged for 9
cycles operation reuse of the enzyme and with no fouling problems of membrane.
Continuous enzymatic saccharification of cellulose was carried out in a ceramic
membrane reactor, being studied the influence of enzyme concentration (cellulase,
cellobiose), inlet feeding substrate concentration and residence time on the operational
behavior. The excellent suitability of the proposed reactor was demonstrated in all
cases, because of the constant hydrolytic degree which was observed at the steady
state of the system. Additionally, outlet flow profiles were always unchanged with time,
as results of the appropriate enzymatic degradation of the substrate that avoid any

membrane fouling problem.

As conclusion, the combination of the ionic liquid technology for the pretreatment
of cellulose with the enzymatic saccharification in membrane reactors provide as an
easy and sustainable approach for carrying out the valorization of plant biomass
towards the production of bioethanol. The full recovery and reuse of ionic liquids is
essential for the overall for both the economical and sustainable success of any
implementation of this technology at industrial levels. Further studies concerning the
suitability of more complex substrates, mainly having different lignin contents, should
be carried out. In this PhD thesis is clearly demonstrated how the ionic liquid
technology is an enhancer of enzyme technology for developing the green chemical

bioprocesses for the sustainable society of the near future
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Capitulo 1: Introduccion y objetivos

1. Introduccién

1.1. Panorama energético actual

La creciente demanda de energia y la continua deplecién de las fuentes fosiles de
combustible, ha generado un enorme interés por la busqueda de recursos energéticos
alternativos obtenidos a partir de fuentes naturales, renovables, de bajo coste econémico y
respetuosas con el medio ambiente. Ello constituye un objetivo de maximo interés en la
sociedad contemporanea, donde el desarrollo sostenible se ha convertido en una prioridad

inaplazable.

Segun la Comision Mundial sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo (Comisién
Brundtland), el desarrollo sostenible se define como “ aquel dearrollo capaz de satisfacer
las necesidades del presente, pero sin comprometer la capacidad de las generaciones

futuras para satisfacer sus propias necesidades”

En el ambito de la energia, el petréleo, conjuntamente con el carbén y el gas
natural, han sido las fuentes fosiles de energia mas importantes durante el siglo XX (Olah,
2005), siendo responsables del abastecimiento del 98% de la energia consumida
actualmente por el sector transporte (Gomez et al., 2008). Sin embargo, el uso de

combustibles fésiles se enfrenta actualmente a tres principales problemas:

1. La disminucion inevitable de las reservas de combustible fosil, estimandose su
extincion hacia el 2050 (Saxena et al., 2009).

2. El deterioro ambiental causado por el uso de este tipo de combustibles: la lluvia acida
generada por la emision de SO, y el calentamiento global generado por la emision de
CO,(Saxena et al., 2009).
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Capitulo 1: Introduccion y objetivos

3. La creciente demanda energética debido al rapido crecimiento de paises emergentes.
Se proyecta un aumento en la demanda de mas del 50% hacia el 2025 (Ragauskas
et al., 2006)

En este contexto, el uso de fuentes de energia renovables, de bajo costo, y
respetuosas con el medio ambiente, se ha convertido en una exigencia para el desarrollo

sostenible de la sociedad.

A pesar de su aplicacién inicial como combustible de alumbrado, el petréleo
comenzd a explotarse intensamente durante la segunda mitad del siglo XIX, cuando la
revolucion industrial exigio la producciéon de energia a gran escala. La invenciéon del motor
de combustién interna, que funciona con combustibles liquidos derivados del petréleo (i.e.
gasolina), y su integracién al automovil, dispararian la demanda del petréleo como fuente

de combustible para el transporte durante todo el siglo XX hasta nuestros dias.

En la actualidad, los combustibles liquidos para el transporte son responsables de
aproximadamente el 30% de las emisiones de didxido de carbono a la atmésfera (Gomez
et al., 2008) y su sustitucion por fuentes alternativas de combustibles ha sido considerada

primordial para lograr un suministro energético sostenible.

De entre las distintas fuentes alternativas de energia (i.e.. solar, edlica, térmica o
hidroeléctrica), la biomasa es considerada la unica fuente sostenible de carbono organico,
capaz de aportar suficiente combustible liquido para el transporte (Huber et al., 2006).
Siendo el recurso renovable mas abundante sobre la tierra (Lin et al., 2012), el uso de la
biomasa en la produccién de biocombustible, garantiza el suministro energético, a partir de

una fuente local, barata, amigable con el medio ambiente y no susceptible a monopolios.

El creciente interés por el uso de la biomasa como fuente alternativa de energia, ha
promovido una politica global estratégica que busca la sustitucion gradual de los
combustibles fosiles. ElI Departamento de Energia de los Estados Unidos de América se ha
fijado como objetivo la produccion del 30% de combustibles de transporte, a partir de
biomasa hacia el 2030. Por su parte, la Comisién Europea se ha comprometido a sustituir
el 20 y 25% de los combustibles fésiles por combustibles alternativos hacia el 2020 y 2030,

de los cuales el 10% involucra al sector transporte (Zhang, 2008).
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Capitulo 1: Introduccion y objetivos

Para lograr estos ambiciosos objetivos, Estados Unidos de América ha incorporado
en su agenda politica importantes programas de apoyo al uso de biocombustibles,
financiando la produccién de bioetanol, mientras que en diversos paises de la Comunidad
Europea como Austria, Italia, Polonia, Espafia, Alemania, Suecia y Francia, han establecido

la exencién de impuestos a los biocombustibles para transporte (Huber et al., 2006).

La sustitucion de los combustibles fosiles exige el desarrollo de tecnologias de bajo
costo, que permitan el suministro de biocombustibles sostenibles y de valor competitivo en
el mercado. Asi, la investigacion sobre la produccion de biocombustibles ha de centrarse
en el desarrollo de procesos sencillos en los cuales el reciclaje, la prevencion de formacion
de subproductos y el uso de disolventes verdes, sean parametros decisivos en su disefo e
implementacién a gran escala. Cumpliendo con estas demandas, el procesamiento de
biomasa, mediante procesos quimicos sostenibles basados en el uso de disolventes de
nueva generacion y/o disolventes verdes (i.e. liquidos idnicos) ha surgido como una de las
opciones para la produccion de biocombustibles a partir de una materia prima renovable
mediante el uso de disolventes verdes capaces de actuar a condiciones suaves de presion

y temperatura, y la posibilidad de recuperarlos para su reutilizacion.

1.2. Biomasay biocombustibles

1.2.1. Biomasa

Las plantas son colectores de energia solar y sistemas de almacenamiento de
energia termoquimica. El almacenamiento de la energia solar de tal forma que pueda estar
posteriormente accesible mediante accion enzimatica o termoquimica, es lo que distingue a

la biomasa de otras fuentes renovables de energia (Rubin, 2008)

La biomasa comprende a toda la materia organica originada de las plantas,
incluidas algas, arboles y cultivos. La biomasa se produce a partir de la fotosintesis,
proceso fisico-quimico mediante el cual las plantas almacenan la energia solar en forma de
enlaces quimicos. Los enlaces quimicos formados entre moléculas de carbono, hidrégeno
y oxigeno, constituyen bloques de carbohidratos capaces de almacenar la energia solar de
manera estable por millones de afios. La ruptura de estos enlaces mediante digestion,

combustién o descomposicion, libera la energia quimica almacenada (McKendry, 2002).
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La biomasa representa la fuente de combustible mas grande después del carbon, el
petrdleo y el gas natural y hasta antes de la revolucion industrial, constituia la principal
fuente de energia de la sociedad. En la actualidad, el uso de la biomasa como fuente de
combustibles puede contribuir a la sustentabilidad de la produccion de calor, electricidad o
combustibles para el transporte, siendo en el transporte donde ha generado un mayor

impacto.

Comparado con los combustibles de origen fosil (carbon, petroleo, gas natural) el
uso de combustibles provenientes de la biomasa (biocombustibles) presenta las siguientes

ventajas:

La biomasa es un recurso abundante, renovable, barato y puesto que se encuentra
distribuida mas uniformemente que los combustibles fosiles, puede considerarse un
recurso doméstico que asegura el abastecimiento de energia (Hahn-Hagerdal et al., 2006).
El uso de biocombustible favorece la extension del tiempo de vida de las fuentes de
recursos fosiles.

Respeto por el medio ambiente, pues los biocombustibles tienen un bajo impacto

ambiental, ya que:

a) Contienen cantidades despreciables de SO,, por lo que no contribuyen a la
emision de SO, causante de la lluvia acida
b) El uso de combustibles no contribuye al incremento de la concentracion de CO,

en la atmdsfera, evitando el aumento del calentamiento global.

1.2.2. Biocombustibles

Los biocombustibles son materiales derivados directa o indirectamente de la
biomasa, que pueden ser sdlidos, liquidos 0 gaseosos, y que son capaces de liberar gran
cantidad de energia durante los procesos de combustién siendo usualmente utilizados en
los motores de combustion interna de los vehiculos de transporte, asi como en la

produccién de calor y electricidad.

Los biocombustibles, han sido clasificados, de acuerdo a su disponibilidad actual o
futura, en biocombustibles de primera, segunda o tercera generacion (Bringezu et al.,
2009). Los biocombustibles de primera generacion son producidos a partir de plantas o

semillas usadas también como alimento, por ejemplo maiz, cafa de azucar, semillas de
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girasol o aceite de palma. El mas comun de este tipo de biocombustibles es el bioetanol
(mas del 80% de la produccion de biocombustibles liquidos) seguido por el biodiesel,
acetite vegetal y el biogas (Bringezu et al., 2009). Sin embargo, las consecuencias a largo
plazo por el uso de los recursos agricolas para la sustitucién de los combustibles fosiles,
han generado opiniones divididas sobre su uso. El aumento en la produccion de bioetanol,
acompafado por el encarecimiento de los alimentos en Estados Unidos (Gomez et al.,
2008) ha puesto ya de manifiesto la necesidad de utilizar fuentes alternativas de energia

que no compitan con el sector agroalimentario.

Los biocombustibles de segunda generacién son producidos a partir de la biomasa
no comestible, resultante de los desechos agricolas y/o forestales (i.e. lignocelulosa de las
plantas, proveniente de tallos, rastrojo de maiz, madera o cultivos), asi como de desechos
alimenticios (i.e. desechos de aceites y/o grasas comestibles) (Bringezu et al., 2009).
Comparados con los biocombustibles de primera generacién, ofrecen la ventaja de no ser
recursos comestibles, evitando la competencia con el sector agroalimentario, si bien su

obtencion a escala industrial no esta muy desarrollada.

Se considera como biocombustibles de tercera generacion, a aquellos obtenidos a
partir de fuentes marinas, como son las algas. La utilizacion de biomasa de origen marino
para la produccion de biocombustibles tiene la ventaja adicional de que su produccion no
ocupa terrenos de cultivo agricola, los cuales quedan unicamente destinados a la obtencion
de alimentos. Asi, las algas son materias primas provenientes de cultivo acuatico utilizadas
para la produccién de triglicéridos y biodiesel. La tecnologia para procesar este tipo de
biocombustible, es basicamente la misma que para los combustibles de segunda

generacion.

El bioetanol es hoy por hoy el biocombustible renovable mas importante en
términos de volumen y valor en el mercado, siendo producido a partir de azucares,
provenientes de la cafa, y el almidon, proveniente del maiz. Sin embargo la produccion de
bioetanol de segunda generacion, a partir de material lignoceluldsico estd ahora atrayendo

gran interés a nivel cientifico e industrial (Taherzadeh y Karimi, 2008)
El 98% de los combustibles para el transporte son producidos a partir del

petréleo. Sin embargo, el efecto negativo ambiental causado por la emisién de gases

efecto invernadero, asi como la crisis energética mundial, ha producido un creciente
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interés en el uso de biocombustibles liquidos como el biodiesel (producido a partir de

aceites vegetales), o el bioetanol (producido mediante la fermentacién de azucares).

Actualmente, el biodiesel y el bioetanol consumidos en los vehiculos a motor
son considerado como de primera generacién, ya que se obtienen a partir de recursos
con potencial alimenticio. Asi, el biodiesel se obtiene a partir de aceites vegetales
procedentes de plantas oleaginosas (i.e. semillas de girasol, soja, aceite de palma) y
se aplica a motores diesel, sustituyendo al gaséleo o mezclandolo con él. El bioetanol
se obtiene mediante la fermentacion microbiana de los azucares extraidos de cana de
azucar, remolacha, maiz, trigo, cebada. Tras la fermentacién se obtiene un mosto con
una concentracion de alcohol entre 10%-15%. El alcohol es concentrado por
destilacion produciendo “alcohol hidratado” (4-5% de agua) el cual es posteriormente
deshidratado para obtener alcohol absoluto (99.4% minimo). El alcohol absoluto se

mezcla con la gasolina utilizada en los automdéviles (Ballesteros, 2006).

El uso de biodiesel y bioetanol ha mostrado capacidad para hacer frente, en
parte, a las necesidades de combustible (Hill et al., 2006), representando el bioetanol
el 80% de los biocombustibles liquidos en la actualidad. EI comienzo del uso de etanol
como combustible de transporte se remonta a los inicios de la era del automdvil. Sin
embargo, el bajo costo de la gasolina proveniente del petréleo lo desplazé
rapidamente como combustible de transporte, volviendo al mercado a finales de 1970

con el lanzamiento en Brasil del programa “Proalcool” (Saxena et al., 2009).

En la actualidad el bioetanol es un producto sustitutivo de la gasolina. Puede
utilizarse solo (E100) o mezclado con gasolina (gasohol) en distintas proporciones (E5,
E10, E 15). El etanol aumenta el contenido de oxigeno en la gasolina y con ello su
octanaje. Los actuales motores de automoviles no requieren modificaciones para mezclas
de gasolina con proporciones de etanol de 5, 10, 15% (E5, E10, E15). Sin embargo, el uso
directo de etanol (E100) o mezclas de gasolina con un 85% de éste (E-85) requiere

modificaciones en los motores de explosion. (Ballesteros, 2006, Tomas-Pejo, 2010).
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1.3. Bioetanol celulésico

Si bien los azucares, como la sacarosa o el almidon, constituyen el 90% de las
materias primas utilizadas actualmente para producir bioetanol, las fuentes de
azucares mas abundantes en la naturaleza son la celulosa y la hemicelulosa presentes
en las biomasas agroforestales. Esta celulosa puede ser convertida en etanol

mediante hidrdlisis y posterior fermentacion (Kumar et al., 2008).

En la actualidad, el bioetanol producido a partir de materiales que contienen
almidon (por ejemplo maiz, cebada, trigo) consta de 3 etapas: una etapa de
licuefaccién (para solubilizar el almidén), una etapa de hidrdlisis (para producir
glucosa) y una etapa de fermentacion (para producir etanol). Aunque existen
semejanzas entre la procesamiento de la celulosa y el almidon, los requerimientos

técnico-econdmicos difieren en gran medida.

Existen diferentes opciones para convertir la celulosa en bioetanol, sin
embargo, cualquiera de las opciones elegidas debe cumplir con los siguientes
requerimientos, en comparacion con la produccién del etanol a partir de almidon
(Hahn-Hagerdal et al., 2006):

1. Despolimerizacion eficiente de la celulosa (y hemicelulosa en el caso de la
lignocelulosa) en azucares solubles.

2. Fermentacion eficiente de los azucares

3. Integracion avanzada del proceso para minimizar la demanda de energia.

4. En el caso de la lignocelulosa, el uso rentable de la lignina.

Entre las ventajas del uso de biocombustibles lignocelulésicos se encuentran
(Hahn-Hagerdal et al., 2006):

1. Reduccion de la competencia entre el uso del suelo para produccion de
alimento (humana y animal) y la produccion de materia prima energética.

2. El costo de la lignocelulosa es mucho menor que la materia prima agricola.

3. Comparados con los biocombustibles de primera generacion, los
biocombustibles ligno-celulésicos generan menores emisiones netas de gases

de efecto invernadero.
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1.3.1. Composicion de la lignocelulosa

La lignocelulosa es el recurso renovable mas abundante sobre la tierra, con una
produccién anual de 200x10° toneladas (ReddyyYang, 2005) de las cuales sélo el 3% es

utilizada en areas no alimentarias, como la industria del papel (Zhang, 2008).

La lignocelulosa es el componente que provee estructura a las plantas. Se
encuentra en raices, hojas y tallos, estando constituida por tres componentes principales:
celulosa (35-50%), hemicelulosa (20-35%) vy lignina (5-30%) (Lynd et al., 2002; Rubin,

2008) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Estructura de la lignocelulosa (Rubin, 2008)

= Celulosa
La celulosa, el principal componente estructural de la pared celular vegetal, es un
polimero lineal de glucosa unido por enlaces glucosidicos p-(1-4) (Figura 1.3). El tamafio

de sus cadenas es variable, ya que presentan grados de polimerizacién (DP, numero de
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unidades de repeticiéon de la glucosa) muy variables. En su organizacion estructural, cada
residuo de glucosa esta invertido con relacion al residuo contiguo en 180°, lo que resulta en
una cadena lineal de residuos de azucar con unidades alternadas en cuanto a la
disposicién del oxigeno pirandsico, siendo la celobiosa (disacarido) la unidad de repeticion
(Figura 1.3). Con esta disposicion, la union hemiacetalica entre residuos de glucosa se ve
fortalecida por las interacciones por puente de hidrégeno entre residuos adyacentes de
glucosa. Ademas, como resultado de dicha organizacion estructural, cada cadena de
celulosa dispondra de un extremo reductor, con un grupo reductor hemiacetal libre en la
posiciéon C1, y de un extremo no reductor, con el carbono anomérico implicado en la
formacion del enlace glicosidico B-(1-4) (Pinkert et al., 2009). Adicionalmente, la
linealidad de las cadenas de celulosa permite una aproximacién muy estrecha con las
cadenas vecinas, lo que permite la formacién de multiples puentes de hidrégeno
intercatenarios, que incrementan en enorme magnitud su fortaleza, proporcionandole un

caracter semi-cristalina a su estructura.
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Figura 1.2. Estructura de las cadenas poliméricas de celulosa (Pinkert et al., 2009)

Desde un punto de vista mas concreto, la alta estabilidad del enlace B-(1-4) se ve
reforzada por la formacion de puentes hidrogeno intracatenarios entre el grupo hidroxilo del
carbono C3 de una unidad d glucosa y el oxigeno en el anillo adyacente, asi como entre el
grupo hidroxilo del carbono C2 y el oxigeno del hidroximetilo del carbono C6 (Figura 1.4).
Ademas, las cadenas de celulosa estan interconectadas por puente de hidrégeno
entre el hidroxilo del carbono C6 y los grupos hidroxilo de los carbonos C3 de las
cadenas adyacentes, formando microfibrillas que a su vez se agrupan formando
macrofibrillas de celulosa (Figura 1.1) (Pinkert et al., 2009). Los enlaces por puente de

hidrogeno formados dentro de las cadenas de celulosa son responsables de su rigidez,
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mientras que los enlaces por puente de hidrogeno intercatenarios, son responsables del

orden o desorden de su estructura (Agbor et al., 2011)

Las microfibrilas de celulosa son en su mayoria independientes, pero la
ultraestructura de la celulosa se debe en gran medida a la presencia de los enlaces por
puente de hidrégeno y fuerzas de van der Waals. Las regiones donde las microfibrillas se
encuentran bien ordenadas se denominan regiones cristalinas, mientras las regiones
menos ordenadas se conocen como regiones amorfas. Cuanto mas cristalina es la
celulosa, mas dificil es de degradar, volviéndose altamente recalcitrante (Zhang y Lynd,
2004).
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Figura 1.3. Cadenas de celulosa unidas mediante enlaces por puente de hidrégeno inter e
intramoleculares (Pinkert et al., 2009)

Las zonas amorfas presentes en la celulosa han sido descritas como zonas de
anclaje para la hemicelulosa. El desorden de estas zonas facilita el acceso a las enzimas
hidroliticas, por lo que el aumento de las regiones amorfas de la celulosa mediante
diferentes pretratamientos, proporciona un medio para aumentar su digestibilidad (Dadi et
al., 2006)

La alta estabilidad quimica y mecanica de la celulosa asi como su naturaleza
hidrofébica es consecuencia tanto de la fortaleza enlaces glucosidicos, como del gran
nimero de puentes hidrogeno. Los puentes hidrogeno no soélo actuan como
interconectores de las unidades de celobiosa, sino que también parecen participar en las

propiedades hidrofobas del polimero.
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Figura 1.4. Estructura interna de una macrofibra y una microfibrilla de celulosa: (A) cadena de
celulosa; (B) fibrilla elemental de celulosa formada a partir del agrupamiento de cadenas de
celulosa; (C) fibrillass elementales paralelas; (D) Cuatro microfibrillas unidas por hemicelulosa y
lignina (macrofibrilla de celulosa); (F) Pared celular vegetal. Adaptadado de(Azeredo, 2009;
GuoyCatchmark, 2012) y Lawrence Berkley National Laboratory:
http://newscenter.lbl.gov/feature-stories/2009/07/08/fuels-from-biomass-ionic-liquids/).

Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo componente estructural mas abundante de la
lignocelulosa y a diferencia de la celulosa, no es un compuesto homogéneo quimicamente
(Rubin, 2008). Las hemicelulosas son polimeros heterogéneos ramificados, formados por
pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas (manosa, glucosa, galactosa) y azUcares acidos
como el acido glucurénico y galacturénico. La hemicelulosa se une a la parte exterior de las
microfibrillas, formando una cubierta capilar que previene el contacto directo entre las
microfibrillas (Figura 1.5). Asi, la hemicelulosa actua como sustancia cementante entre las
diferentes microfibrillas, formando una red cohesiva y ademas sirve de unién a la lignina
(Agbor et al., 2011).
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Figura 1.5. Esquema de la estructura jerarquizada de la celulosa y la hemicelulosa.

La cadena principal de la hemicelulosa puede ser un homopolimero, constituido por
una sola unidad (i.e. xilano) o un heteropolimero, constituido por dos 0 mas unidades
(glucomanano). En funcién del azdcar dominante en la cadena principal, las hemicelulosas
pueden clasificarse en xilanos, mananos, glucanos y galactanos. Asi, la composicién de la
hemicelulosa puede diferir en funcién del tipo de biomasa. La hemicelulosa de maderas
duras y residuos agricolas (i.e. roble, nogal, paja, pasto), es principalmente el xilano
mientras en las maderas blandas (i.e. pino, abeto, castafio) es el glucomanano, en (Kumar
et al, 2008, Taherzadeh y Karimi, 2008). Las hemicelulosas como los xilanos y
arabinoxilanos suelen encontrarse acetilados, lo cual sirve para disminuir la solubilidad de

los polisacaridos, afectando el potencial de sacarificacion de este material.

Dado que las hemicelulosas cubren las microfibrillas de celulosa, se ha propuesto
que al menos el 50% de las hemicelulosas han de ser eliminadas para aumentar
significativamente la digestibilidad de la celulosa. Sin embargo, la severidad del
pretratamiento con acidos o bases usualmente empleados su separacion, suelen producir

la formacion de subproductos por degradacién de la hemicelulosa indeseados, tales como
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furfural o hidroximetil furfural, que son potentes inhibidores de la fermentacion microbiana
de azucares (Agbor et al., 2011).

= Lignina

La lignina es el tercer polimero mas abundante de la lignocelulosa, después de la
celulosa y la hemicelulosa. La lignina es una red de polimero heteroamorfo y tridimensional,
formado por unidades de fenil propano (alcohol p-cumarilico, alcohol p-coniferilico, alcohol
alcohol p-sinapilico) (Ver Figura 1.6). Dicho heteropolimero amorfo también es insoluble en
agua, lo que dificulta su degradacion. El propésito principal de la lignina es conferir a la
planta rigidez, impermeabilidad y resistencia al ataque de microorganismos y al stress
oxidativo (HendriksyZeeman, 2009). Por lo general, las maderas blandas contienen mas

cantidad de lignina que las maderas duras y residuos agricolas.
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Figure 1.6. Representacién esquematica de la estructura de la lignina.

La lignina es el componente mas recalcitrante de la pared celular vegetal, por lo que

a mayor proporcion de lignina, mayor resistencia a la degradacion quimica y/o enzimatica
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(Taherzadeh y Karimi, 2008). La lignina esta considerada como un “pegamento” hidrofébico
que mantiene unidos los distintos componentes lignoceluldsicos. La impermeabilidad de la
lignina asi como su estrecha unién a las microfibrillas de celulosa, la convierten en un

importante obstaculo para la hidrélisis enzimatica de la celulosa.

Existe una correlacién directa entre el contenido de lignina de un residuo
agroforestal y su potencial utilidad para la produccién de azucares fermentables. En este

sentido, diversas razones han sido descritas, a saber:

1. La lignina provee una barrera fisica que limita el acceso de las enzimas
hidroliticas a las cadenas de celulosa.

2. Las enzimas se adsorben inespecificamente a la lignina, lo cual reduce la
hidrolisis productiva de la celulosa. Por esta razon, no es solo la
presencia de lignina, sino su distribucion, lo que afecta a la hidrdlisis
enzimatica (Zhang y Lynd, 2004, Qi et al., 2011).

3. Los productos de degradacién de la lignina tales como derivados de la
lignina (vainillina, siringaldehido, 4-hidroxibenzaldehido), derivados de
furano (furfural 5-hidroximethilfurfural), acidos organicos (acido férmico,
acido acético, acido leuvinico) y etanol, pueden inhibir la actividad
enzimatica y resultar toxicos para los microorganismos que degradan
lignocelulosa (Agbor et al., 2011; Van Dyk y Pletschke, 2012).

En este sentido, y al igual que en el caso de la hemicelulosa, la eliminacién de la
lignina es un elemento potenciador de la digestibilidad enzimatica de la celulosa, ya que su
eliminacion induce el hinchamiento de la biomasa, la disrupcion de la estructura cristalina y

el aumento del area superficial de acceso de las enzimas a las fibrillas de celulosa.

Existen pretratamientos para deslignficar la lignocelulosacelulosa y, aunque no
todos ellos logran una eliminacion significativa de dicho polimero. Ademas, dichos
pretratamientos fisicos y/o quimicos suelen alterar la estructura de la lignina, generando
importantes cambios en las propiedades quimicas de la misma. Asi, la biomasa pretratada
resulta ser mas digestible que la biomasa bruta, aun cuando tenga el mismo contenido de
lignina (Agbor et al., 2011).
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1.3.2. Produccién de azicares fermentables a partir de celulosa.

Para poder utilizar la celulosa como fuente de azucares fermentables, debe
someterse a una etapa de hidrdlisis del enlace glicosidico $-(1-4) que une covalentemente
a las unidades de glucosa. La hidrélisis de la celulosa puede realizarse mediante
catalizadores acidos (hidrdlisis acida) o mediante biocatalizadores (hidrdlisis enzimatica). El
proceso de hidrdlisis acida puede realizarse mediante acidos minerales en fase
homogénea, o mediante catalizadores acidos soportados (i.e. resinas conteniendo grupos
bencenosulfénicos) (Saxena et al., 2009). Sin embargo, la baja especificidad de dicho
proceso catalitico, que conlleva la aparicion de muchos subproductos indeseables, asi
como los elevados costes generados por el uso de materiales resistentes a la corrosion,
recuperacion del acido y depuracion de aguas residuales, hacen que el proceso sea poco

rentable y sostenible.

En la actualidad, la hidrélisis enzimatica de la celulosa mediante celulasas es
preferida sobre la hidrdlisis acida. La altisima especificidad de las celulasas en su accién
catalitica sobre los enlaces enlace $-(1-4) de la celulosa, permite la obtencién de glucosa
pura con el maximo rendimiento, evitandose la formacién de subproductos indeseables por
degradacion de la glucosa. Las celulasas (de origen fungico o bacteriano) son en realidad
un sistema de enzimas que exhiben mayor actividad colectiva que la suma de sus
actividades individuales, mostrando una accidén sinérgica en la degradacién de la
celulosa (Lynd et al., 2002). La hidrolisis enzimatica de celulosa no requiere equipos de
materiales especiales. Sin embargo, siendo la celulosa un sustrato insoluble en los medios
acuosos de reaccion hidrolitica, su hidrdlisis enzimatica resulta muy lenta y de bajo
rendimiento. Ademas, el caracter cristalino de una porcién importante de su estructura
impide su degradacion total por via enzimatica, haciendo necesario la realizacion de pre-
tratamientos fisicos y/o quimicos que generen un sustrato mas susceptible al ataque

enzimatico.

Para conseguir la hidrolisis total de la celulosa por via enzimatica, las celulasas
deben adsorberse al sustrato, acceder totalmente a las diferentes cadenas individuales de
celulosa y entonces, cortar los enlaces glucosidicos de la cadena (Zhang y Lynd, 2004;
Dadi et al., 2006). Los sitios de adsorcién de las celulasas en la celulosa cristalina son muy
limitados debido al estrecho empaquetamiento de las microfibrillas de celulosa, lo cual

ademas de excluir el acceso de las enzimas, excluye en gran parte el acceso de agua.
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Diferentes tipos de pretratamientos fisicos (i.e. tratamiento con agua
sobrecalentada, ultrasonidos, altas presiones, moliendas mecanicas, etc) han sido
ensayados para mejorar la digestibilidad econdmica de la celulosa, en base al incremento
de su area superficial y del acceso del agua y las celulasas. Estos pretratamientos han
demostrado mejorar la cinética de degradacién de la celulosa cristalina asi como los
rendimientos de conversion a glucosa (Zhang y Lynd, 2004; Dadi et al., 2006; Hendriks y
Zeeman, 2009). No obstante, el coste energético y tecnolégico que conllevan dichos
pretratamientos, supone una importante restriccion frente a su posible implementacion

industrial.

1.4. Pretratamiento de celulosa

La accesibilidad del sustrato para las enzimas celuloliticas es un factor importante
para la hidrdlisis enzimatica de celulosa (Alvira et al., 2010). Por lo tanto, el uso de estos
catalizadores requiere de una etapa de pretratamiento que reduzcan el grado de
polimerizacion y cristalinidad de la celulosa e incremente el area superficial disponible para
el ataque enzimatico (Dadi et al 2006). El pretratamiento éptimo de celulosa debe cumplir
con los siguientes requisitos: i) incrementar la produccién de azicares o mejorar la
posterior produccion de azucares mediante hidrdlisis, ii) evitar la degradacion o pérdida de
azucares, iii) evitar la formacion de subproductos que inhiban el posterior proceso de

fermentacion y iv) ser rentable (Sun y Cheng, 2002).

Existen diferentes pretratamientos fisicos y quimicos para aumentar la accesibilidad
a los polisacaridos de la biomasa (i.e. molienda, explosion por vapor, explosion por vapor
con amoniaco, tratamientos con acidos diluidos, agua sobrecalentada, etc) (Agbor et al.,
2011). De entre ellos, los pretratamientos quimicos a partir de disolventes de celulosa han
demostrado un mayor impacto en la disrupcion de la cristalinidad de la celulosa,
aumentando el area superficial y mejorando las velocidades de hidrdlisis (Hamilton et al.,
1984; Dadi et al., 2006).

Entre los disolventes de celulosa se encuentran: acidos minerales concentrados
(acido sulfurico, acido clorhidrico, acido fosférico), disolventes en base amonio (amoniaco,
hidrazina), disolventes apréticos (DMSO, oxidos de azufre) y complejos metalicos
(cadoxen, cuoxam). Varios autores han demostrado la mejora de la hidrdlisis enzimatica

mediante pretratamientos quimicos con este tipo de disolventes.
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En 1978 Landisch et al. observaron una mejora en la cinética de hidrdlisis
enzimatica de celulosa, cuando ésta habia sido pretratada con cadoxen (una mezcla de
oxido de cadmio en solucidon acuosa de etilendiamina). Los materiales celuldsicos fueron
reblandecidos mediante sumersion en candoxen durante 12h a temperatura ambiente. Una
vez enjuagados, los materiales se sacarificaron mediante el uso de celulasas,
observandose una mejora en el porcentaje de degradacién en comparacién con sustratos
no pretratados. La mejora en la cinética de la hidrolisis fue atribuida a la pérdida de
cristalinidad en la estructura de la celulosa (Ladisch et al., 1978). Sin embargo, el largo
tiempo de incubacion, la toxicidad del cadoxen asi como la dificil recuperacion de la
diamina, han descartado el uso de este tipo pretratamiento como herramienta sostenible de
implementacién en los procesos industriales de sacarificacion de celulosa. Otros trabajos
han demostrado que el uso de acido fosférico concentrado a temperaturas proximas a 0°C
para disolver celulosa, precipitandola (regeneracion) posteriormente mediante la adicion de
agua helada (Zhang et al., 2006).. En este caso, la velocidad de sacarificacién de la
celulosa amorfa obtenida, aumentd de uno a dos 6rdenes su magnitud, debido a la
modificacion de su estructura supramolecular. La disolucién de celulosa mediante cloruro
de litio/N,N-dimetilacetamida (LiCI/DMACc) y su posterior regeneracion mediante la adicion
de agua y etanol también ha sido utilizada como método producir celulosa amorfa, mas
susceptible a la hidrdlisis (Gruno et al.,, 2004). No obstante, un elemento clave para la
aplicacion industrial del proceso de pretratamiento quimico mediante los disolventes de
celulosa es la recuperacion y reutilizacion del disolvente, tanto por cuestiones econdmicas
como medioambientales. Sin embargo los disolventes mencionados con anterioridad son

dificiles de recuperar para su posterior reutilizacion. (Chang y Chou, 1981)

Recientemente han sido descritos un nuevo tipo de disolventes no volatiles
denominados liquidos iénicos para producir celulosa regenerada. Su capacidad para
disolver grandes cantidades de celulosa en condiciones suaves, los hace
especialmente atractivos para el procesamiento de celulosa (Zhao et al., 2009). La
celulosa regenerada a partir de liquidos idnicos como el cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio
([Bmim][CI]) ha demostrado ser amorfa, porosa y mas susceptible a la hidrélisis enzimatica
(Dadi et al., 2006; Liu y Chen, 2006; Zhao et al., 2009, Lozano et al., 2012). EI
pretratamiento de celulosa con liquidos iénicos resulta mas facil de operar, aunque es
necesario establecer protocolos operacionales que permitan su recuperacion y reutilizacién

total.
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1.5. Liquidos iénicos

Los liquidos iénicos (ILs) son sales que funden a temperaturas inferiores a 100°C
(Wasserscheid y Welton, 2008). A diferencia de los disolventes moleculares tradicionales,
los liquidos idnicos se encuentran constituidos exclusivamente por pares de iones, a saber
un cation de naturaleza organica y un anién organico o inorganico. El catién y anion de los
liquidos iénicos pueden ser disefiados de tal forma que las sales resultantes no se pueden
empaquetar de forma compacta y como consecuencia, dichas sustancias no pueden
cristalizar faciimente y permanecen en estado liquido dentro de un amplio rango de
temperaturas, incluso a temperatura ambiente (RTILs, room temperature ionic liquids)
(Bonhote et al., 1996; Murugesan y Linhardt, 2005).

Las propiedades fisicas y quimicas (polaridad, hidrofobicidad, miscibilidad con otros
disolventes) de un liquido iénico pueden ser modulables dependiendo del catidén y anion
que lo conforman, existiendo numerosas combinaciones posibles (hasta 10
combinaciones) (Joshi y Anderson, 2012). Entre los cationes mas comunes se encuentran
los de imdazolio, piridinio, amonio, pirrolidinio y fosfonio, mientras que los aniones mas
comunes son [(trifluorometil)sulfonilimida  (NTfy),  hexafluorofosfato,  (PFg),

trifluorometilsulfonato y haluros Figura 1.7.

Common Cations Common Anions

g
-
Flg—F

Figura 1.7. Cationes y aniones mas comunes empleados en los liquidos
idnicos (Wasserscheid y Welton, 2008)

Las genuinas propiedades de los liquidos idnicos tales como presion de vapor
practicamente nula, nula inflamabilidad, alta estabilidad térmica, etc, permitiendo su

reutilizaciéon total, asi como la posibilidad de modular sus propiedades en base a la
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naturaleza de los iones, los han convertido en una alternativa sostenible a los disolventes

organicos tradicionales.

1.5.1. Propiedades de los liquidos iénicos

Entre las propiedades de los liquidos idnicos que los hacen especialmente

atractivos se encuentran:

e Habilidad para disenar propiedades fisicas y quimicas especificas. La
propiedad mas util de los liquidos idnicos es la posibilidad de “disenar” o “modular” sus
propiedades fisicas y quimicas mediante la modificacion de las cadenas laterales del
catidén, y la seleccion apropiada del anion. Asi, los liquidos idonicos pueden ser
disefiados en base a las caracteristicas fisicas y quimicas deseadas (Wasserscheid y
Welton, 2008, Murugesan y Linhardt, 2005; Joshi y Anderson, 2012)

e Baja o nula presion de vapor. Los liquidos idnicos son sales en estado liquido,
por lo que tienen poca o casi nula presién de vapor. Gracias a esta propiedad, los
liquidos i6nicos no se evaporan aun a elevadas temperaturas (menores a 300°C) lo
cual permite su completa recuperacién y reciclaje (Wasserscheid y Welton, 2008,
Murugesan y Linhardt, 2005; Yang y Pan, 2005). Esta propiedad los vuelve atractivos

como sustituyentes de los actuales disolventes organicos volatiles.

e Bajo punto de fusion. Los liquidos idnicos tienen un bajo punto de fusién, lo
que les permite ser liquidos a temperatura ambiente. Esta propiedad puede ser
adjudicada a la asimetria de los iones que constituyen el liquido i6nico ya que impide
el empaquetamiento compacto de los iones. El punto de fusidon depende en gran
medida del tamafio de los iones implicados en dicho liquido idnico, asi como de su
carga y distribucién. A mayor tamano del cation y del anién, menor punto de fusién. De

igual manera, un aumento en la asimetria de los iones disminuye el punto de fusion.

¢ Polaridad. Su elevada polaridad (capacidad para estabilizar una carga) es una
de las propiedades mas genuinas de los liquidos i6nicos (Rantwijk y Sheldon, 2007)..
La polaridad de un disolvente suele determinarse mediante los desplazamientos de los
maximos de emisién de fluorescencia de un colorante solvatocrémico (i.e. rojo Nilo)

Las medidas solvatocromicas indican que los liquidos iénicos poseen una polaridad

46



Capitulo 1: Introduccion y objetivos

similar a la observada en disolventes moleculares polares, tales como etanol,
formamida, etc (Poole, 2004). Hasta ahora, el concepto de polaridad se ha aplicado a
disolventes moleculares, para predecir sus propiedades fisicas y quimicas, asi como
su capacidad solvente. Sin embargo, con los liquidos idnicos es dificil de utilizar este
concepto para predecir su influencia en la solubilidad o en la velocidad de reaccion. En
este sentido, ha sido descrito que las interacciones entre soluto-disolvente obedecen a
un modelo de interaccién dual. Asi, los liquidos idnicos pueden comportarse como
disolventes apolares con solutos apolares, o pueden manifestar un comportamiento
polar con solutos polares (Rantwijk y Sheldon, 2007), incluso, en el caso de los
liquidos i6nicos con catién imidazolio, pueden considerarse materiales

nanoestructurados con regiones polares y apolares (Dupont, 2004).

El caracter polar de los liquidos iénicos los hace un medio ideal para reacciones
quimicas y bioquimicas gracias a su habilidad para disolver diferentes sustancias,
incluyendo compuestos organicos, inorganicos, polares, apolares y poliméricos (Poole,
2004 )

o Miscibilidad en agua. Los liquidos idnicos pueden ser o no miscibles en agua.
La miscibilidad de los liquidos iénicos depende en gran medida de la hidrofobicidad del
anion, debido a la interaccion por puentes de hidrégeno entre éste y el agua. Sin
embargo, el aumento en la longitud de la cadena alquilica del cation puede disminuir la
miscibilidad debido al aumento de su hidrofobicidad. Ademas, la miscibilidad en agua
de los liquidos idnicos puede ser modulable en funcién del tipo de anién y de cation
(Brennecke y Maginn, 2001; Murugesan y Linhardt, 2005). Por ejemplo, Sheldon et al.
(2000) observaron el efecto del cambio de anién en la miscibilidad de sales imidazolio
en agua. Ellos indicaron que sales imidazolio con aniones haluro ([Br], [CI], [IT),
acetato [CH3CO], nitrato [NO;37] vy trifluoroacetato [CF;CO;] son totalmente miscibles
en agua, mientras que sales con aniones como el hexafluorofosfato [PFe],
bis(trifluorometilsulfonil)imida [CF3SO,),N,7] 6 [NTf,] son inmiscibles. Por otro lado las
sales imidazolio con aniones tetrafluoroborato [BF4] y triflato [CF3;SO;37] pueden ser
completamente miscibles o inmiscibles en agua dependiendo de los sustituyentes del
catidn. Los liquidos idnicos no miscibles en agua son higrocopicos y que son capaces
de disolver hasta 1% de agua (Bonhote et al., 1996; van Rantwijk et al., 2003; Yang y
Pan, 2005). Cabe destacar que las soluciones acuosas de liquido iénico no son
homogéneas a nivel molecular ya que, al igual que en metanol, el agua no se mezcla a

nivel molecular, pero se encuentra en forma de grupos o cadenas.
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e Miscibilidad en compuestos organicos. Los liquidos i6nicos son generalmente
inmiscibles en muchos disolventes organicos especialmente si éstos ultimos son
apolares como el hexano; mientras que otros pueden ser miscibles en disolventes
polares como el diclorometano y el tetrahidrofurano. La inmiscibilidad de los liquidos
ibnicos ya sea en agua o disolventes organicos los vuelve ideales para formar

sistemas bifasicos (Bonhote et al., 1996; Wasserscheid y Welton, 2008).

e Pureza. Las impurezas, como el agua, los haluros, las sales tanto organicas
como inorganicas son facilmente acumulables en los liquidos i6nicos. Por lo que el uso
de liquidos i6nicos requiere el previo conocimiento de las impurezas que puedan
contener. La presencia de impurezas en los liquidos idnicos pueden no soélo afectar las
propiedades del disolvente, sino que también pueden provocar la desactivacion de las
enzimas. El agua es otro contaminante comun, incluso los liquidos idnicos inmiscibles
en agua son higroscopicos. Los liquidos idnicos con anion [BF4] o [PFe] en presencia
de agua pueden hidrolizarse parcialmente originando HF, provocando la desactivacion
de varias enzimas. La obtencién de resultados reproducibles en biocatalisis con
liquidos i6nicos requiere un especial cuidado con respecto a la pureza de estos
solventes (Rantwijk y Sheldon, 2007).

e Capacidad de recuperacion y reutilizacion. Puesto que la miscibilidad de los
liquidos idnicos depende de su estructura, los productos de las reacciones pueden ser
recuperados mediante extraccién, utilizando agua, CO, supercritico o algun disolvente
organico. Ello permite la recuperacion del liquido iénico para su reutilizacion
(Murugesan y Linhardt, 2005).

e Estabilidad térmica. Los liquidos idnicos son estables a altas temperaturas,
teniendo una temperatura de descomposicion térmica mayor a los 350 °C (Olivier-
Bourbigou et al., 2010). Esta propiedad hace utiles a los liquidos i6nicos en reacciones

que requieren alta o baja temperatura.

e Viscosidad. La viscosidad de los liquidos i6nicos es mas alta que la de los
disolventes convencionales (35-500 cP frente al 0,6 cP para el tolueno y 0,9 cP para
agua a 25 °C). La viscosidad de un liquido iénico representa su tendencia a formar
enlaces por puente de hidrégeno y la fuerza de sus interacciones de an der Waals,
pudiendo reducirse mediante el aumento de la temperatura o por la adiciéon de algunos

co-disolventes organicos. La viscosidad de los liquidos idénico aumenta con la longitud
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de la cadena alquilica y el tamafo del anién (Yang y Pan, 2005). La alta viscosidad de
los liquidos idnicos afecta las propiedades de transporte como la difusion, factor

importante en la biocatalisis (Poole, 2004, Rantwijk y Sheldon, 2007).

e Densidad. Los liquidos idnicos son mas densos que los disolventes organicos y

el agua con valores densidad entre 1y 1.6 gcm™ (Olivier-Bourbigou et al., 2010).

¢ No flamabilidad. Los liquidos iénicos son considerados compuestos no volatiles
y, por lo tanto no inflamables. Cabe mencionar que no es porque no sean inflamables
lo que permite su uso cerca de fuentes de calor ya que los liquidos iénicos son
combustibles Pueden ser disefnados para contener energia y reemplazar a la
hidracina. (Smiglak et al., 2006; Schneider et al., 2008).

e Alto poder de disoluciéon. Muchos componentes son suficientemente solubles
en los liquidos iénicos para realizar reacciones. Con respecto a sus propiedades
generales como disolvente, los liquidos idnicos son considerados semejantes a los
disolventes polares como el acetonitrilo el metanol. Una propiedad muy util de los
liquidos i6nicos es la de servir como medio para transformar componentes, como
proteinas o carbohidratos, que pueden ser moderadamente solubles en los disolventes

organicos convencionales (Rantwijk y Sheldon, 2007).

1.5.2. Biocatalisis en liquidos iénicos

Los liquidos iénicos se han convertido en un sustituto ideal de los disolventes
organicos para el desarrollo de procesos biocataliticos sostenibles. Su despreciable
presion de vapor evita la emisiéon de compuestos volatiles, lo que posibilita la completa
recuperacion del liquido idnico para su posterior reutilizacion, lo que abunda en su
caracter verde y/o sostenible, asi como en una reduccidén de costos operacionales
(Tavares et al., 2013). Ademas de estas ventajas, los liquidos idnicos han demostrado
ser excelentes medios no acuosos para la biocatalisis, observando altos niveles de
actividad y estereoselectividad enzimaticas para sintetizar diferences compuestos

como aspartamo, ésteres o polimeros, etc. (Lozano, 2010)
Los criterios mas importantes para la seleccién de un sistema enzima- IL son la
actividad y la estabilidad de la enzima en el medio de reaccién, asi como las posibles

estrategias experimentales que se pueden establecer para la recuperacion de los
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productos, y la reutilizacion de dicho sistema enzima-IL. (van Rantwijk y Sheldon,
2007).

Los liquidos ionicos hidrofébicos han demostrado ser excelentes medios no
acuosos para reacciones con enzimas (principalmente lipasas) ya que incrementan su
actividad. Tienen un efecto de estabilizacion en las enzimas, incluso en condiciones
extremas(por ejemplo, en presencia de didxido de carbono supercritico a 100 bar y
150 ° C) (Lozano et al., 2003). La razén por la que los liquidos iénicos hidrofébicos
permiten preservar mejor la actividad y estabilidad de las enzimas en condiciones
extremas ha sido atribuida a un efecto protector de la capa de agua esencial que
rodea a dichas proteinas cataliticas (Lozano, 2001; Zhao, 2005). Esta agua esencial
provee a la enzima la flexibilidad conformacional necesaria para llevar a cabo la

catalisis.

Mecanicamente, el papel del agua como lubricante se debe a su capacidad para
formar enlaces por puentes de hidrégeno con los grupos funcionales de la de proteina,
originalmente unidos entre si, con lo que la proteina adquiere su conformacion
estructural cataliticamente activa. (Zaks y Klibanov, 1988). Asi, los liquidos iénicos
hidrofébicos son capaces de formar una fuerte matriz iénica que retiene a la enzima en
un microambiente de agua adecuado, resultando en una red supramolecular capaz de
mantener la conformacién activa de la enzima (Lozano 2001; De Diego et al., 2005;
Lozano et al., 2005). Esta conclusion concuerda con los estudios de actividad y
estabilidad realizados con alfa-quimotripsina en [Emim][NTf,] y [Bmin][ NTf,] (Lozano
et al.,, 2001) donde ambos liquidos iénicos estabilizaron la enzima mediante la
formacion de una estructura tridimensional mas compacta pero flexible y activa,

gracias a la preservacion de una capa de agua esencial para la enzima .

Por el contrario, el uso de liquidos idnicos hidrofilicos como medio de reaccion
puede disminuir la estabilidad y actividad enzimaticas (Turner et al., 2003; Ventura et
al., 2012). La desactivacién enzimatica consiste en una pérdida de la conformacion
cataliticamente activa de la enzima. La estabilidad de esta conformaciéon depende de
las interacciones entre la enzima y su microentorno, y de diferentes fuerzas no-
covalentes como interacciones por puente de hidrégeno, hidrofébicas, idnicas y de

Van der Waals que son las que mantienen la estructura enzimatica.
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Asi, el efecto negativo de los liquidos iénicos hidrofilicos es consecuencia de su
interaccion con el agua esencial del microentorno de la enzima, haciendo que
disminuya o la desplace completamente del microentorno de la enzima. Otro factor
importante es la interaccidon directa del liquido iénico con la lo residuos cargados
positiva o0 negativamente de la enzima, lo cual puede producir cambios
conformacionales o bloquear el sitio activo de ésta (Lozano, 2010; Park y Kazlauskas,
2003; Ventura, 2012).

Algunos liquidos iénicos hidrofilicos, como el [Bmim][CI] , que son utilizados en
la disolucién de biomasas vegetales, tienen un potente efecto desnaturalizante sobre
las enzimas responsables de la hidroélisis de la celulosa. Por esta razén, tanto es
importante encontrar un sistema compatible celulosa- liquido i6nico que permita
solubilizar la celulosa, y que a la vez mantenga la actividad catalitica de la enzima para

realizar la hidrolisis.

Varias oxidorreductasas, como lacasa, peroxidasa, cloroperoxidasa, D-
aminoacido oxidasa, han sido reportadas como enzimas activas en solucion acuosa
con ILs (Tavares et al., 2013). Los resultados obtenidos con estas enzimas en liquidos
ibnicos han demostrado mejorar la solubilidad del sustrato pero el tipo de liquido i6nico
y su concentracién deben ser cuidadosamente optimizados, minimizando el efecto

negativo que pueden tener en la actividad enzimatica.

Ademas de su bajo impacto ambiental, las ventajas principales ventajas sobre el

uso de liquidos idnicos en biocatalisis son:

1. Ciertos liquidos ib6nicos no inactivan las enzimas como lo hacen los
disolventes organicos polares. Aunque los disolventes organicos polares inactivan
enzimas (Chin et al., 1994; Park et al., 2003), ciertos liquidos i6nicos no lo hacen; esto
permite realizar reacciones en un rango de polaridad del disolvente que antes era
imposible. La capacidad de utilizar disolventes con mayor polaridad aumenta la
solubilidad de los sustratos polares, tales como glucosa, maltosa o acido ascérbico,
que conduce a reacciones mas rapidas. La acetilacion de glucosa mediante Candida
antarctica B (CALB) en liquido i6nico ([Moemim][BF,]) reveld una conversién mayor
(99%) en comparacion a los resultados en acetona (72.3%) (Park et al., 2003). Esta

mejora resultdé de la mayor solubilidad de la glucosa en el liquido idnico.
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2. Los liquidos iénicos pueden estabilizar enzimas. Tanto hidrolasas como
oxidoreductasas mantienen su actividad en presencia de liquidos idnicos. Sin embargo
no todos los liquidos i6nicos son apropiados para la biocatalisis. Asi, las enzimas
suelen mantenerse activas en liquidos i6nicos con aniones [BF,], [PF¢] y [NTf,], pero
no en liquidos idnicos con aniones [CI], [NO37], [CF3S03], trifluoroacetato o acetato.
Una explicacion a esto es la baja basicidad de los aniones compatibles con enzimas.
El anion [BF4] distribuye su carga en 4 atomos fluor, el anion [PF¢] sobre 6 atomos
fldor y el anidn [NTf,] sobre 5 dtomos. Su baja basicidad disminuye su afinidad por los
puentes hidrogeno de la enzima. En concordancia con esta observacion, las enzimas
son inactivas en liquidos iénicos como el [Bmim][CI] con una alta basicidad del anion.
(Park y Kazlauskas, 2003)

La incapacidad de usar aniones con una alta basicidad puede limitar algunas
aplicaciones, por ejemplo, la celulosa puede disolverse bien en [Bmim][Cl], hasta un
25% en peso, pero no en [Bmim][BF, ]Jo [Bmim][PFs] (Remsing et al., 2006)(Swatloski
et al., 2002). La clave de la solubilidad en el [Bmim][CI] es la formacion de puentes
hidrégeno entre la celulosa y el cloruro rompiendo los enlaces por puente de hidrégeno
entre las cadenas de celulosa insoluble. Otros disolventes que disuelven celulosa
(soluciones de cloruro de litio / N, N-dimetilacetamida) también forman fuertes enlaces
por puente de hidrogeno con la celulosa. Puede ser imposible encontrar un disolvente

de celulosa que mantenga la actividad de la enzima (Park y Kazlauskas, 2003).

1.5.3. Disolucién de celulosa en liquidos iénicos

La celulosa es un polimero de glucosa insoluble en la mayoria de los
disolventes moleculares, como consecuencia da la extensa red de puentes hidrégeno
inter e intramoleculares (Figura 1.3) y a fuerzas de Van der Waals (Kuo y Lee, 2009).
Los disolventes tipicos para disolver celulosa durante la década pasada estaban
basados en disolventes polares organicos. Sin embargo estos disolventes son
altamente téxicos, costosos, inestables térmicamente y dificiles de reciclar. En este
contexto, los liquidos iénicos han surgido como una opcion alternativa en el
pretratamiento de celulosa gracias a sus ventajas como baja volatilidad y la posibilidad

de recuperarlos completamente para su reciclaje.
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Los cationes mas efectivos para la disolucién de celulosa son los basados en
grupos alquilimidazolio y alquilpiridinio, con cadenas laterales alilo, etilo o butilo. Los
liquidos idnicos de cadenas laterales con numero par de carbonos han mostrado
mayor capacidad de solucion en el rango de C2 a C10 (Erdmenger et al., 2007). El
maximo poder de disolucion se ha alcanzado con la cadena lateral C4, y la
incorporacion de atomos OH parece incrementar la solubilidad de celulosa (Feng y
Chen, 2008). Esto podria ser debido a la polaridad adicional en los sustituyentes
heteroatémicos del anillo de imidazolio. Otra observacion que se ha hecho es que la
presencia de dobles enlaces en la cadenas alquilica puede disminuir la viscosidad
(Pinkert et al., 2009).

Entre los aniones mas efectivos para disolver la celulosa se encuentran el
cloruro, el acetato y el formato. Analisis de NMR de "*C y ***Cl indicaron que existe
una fuerte interaccion entre los aniones y los grupos hidroxilo de la celulosa (Remsing
et al., 2006). En este sentido, dichos autores demostraron que la disolucién de
celulosa mediante el liquido idnico [Bmim][Cl] era debida a la alta basicidad del anion
cloruro, proponiendo un mecanismo de disolucién de la celulosa en [Bmim][CI], que
implica la formacién de puentes hidrogeno entre dicho anién cloruro del liquido idnico y
los grupos OH de la celulosa (Figura 1.8). Segun este mecanismo, los atomos de
hidrogeno y oxigeno de la celulosa forman complejos donador-aceptor de electrones
(EDA) con los iones polares del liquido iénico, ocurriendo principalmente entre los
carbonos C6 y C3 de las cadenas (Kosan et al., 2007). Esta interaccién provoca la
separacion de los grupos hidroxilo de las cadenas de celulosa produciendo la
disolucion de celulosa Sin embargo, otros autores también atribuyen un papel
importante al catién, en tanto que es un aceptor de electrones, para la solubilizacion
de la celulosa (Ye et al, 2007, Feng y Chen, 2008).

Cellulose Cellulose
&, L. i
OH, OH ® o [BMIM]®- -0, ed
N, A + [BMIM]CIT oH H

oH c® ‘0— @[BMIM]
P —
Celiulose Cellulose
et
H\
\Cl)—G)[BM!M]
- Celiulose

Figura 1.8. Mecanismo de disolucién de celulosa mediante [Bmim][CI] (Feng y Chen, 2008;
Pinkert et al., 2009)
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En este sentido, los mejores resultados para la disolucion de celulosa en
liquidos idnicos se han observado para el caso de liquidos i6nicos de base haluro,
especialmente con el anion cloruro, el pequefo tamano del i6n asi como su fuerte
electronegatividad le aportan considerables ventajas. El efecto del catiéon en este tipo
de liquidos iénicos ha demostrado su importancia en la disolucion. Asi, para el mismo
anién cloruro, el aumento en la longitud de la cadena alquilica en un catién imidazolio
dialquilico resulta en la diminucién de capacidad de la disolucién de celulosa, mientras
que la introduccion de un grupo alilo en el catién imidazolio mejoré la disolucion.
Ademas, la temperatura también es un factor importante en la disoluciéon de celulosa,
ya que para temperaturas superiores a 100 °C, la solubilizacion de la celulosa se ve
muy favorecida, probablemente por la concomitante reduccion del contenido en agua
(Swatloski et al, 2002; Ye et al, 2007; Suarez et al 2013).

Los contaminantes en el liquido idnico pueden afectar su capacidad de
disoluciéon de celulosa. Estudios realizados con [Bmim][CI] han demostrado que la
presencia de una fracciéon de 0.01 % de agua es suficiente para imposibilitar la
disolucién de celulosa (Swatloski et al., 2003). En contraste, el uso de presiones
elevadas (0.2 a 0.9) MPa pueden facilitar la disolucion de celulosa mientras que la
adicion de algunos cosolventes pueden reducir la velocidad (disulfuro de carbono)o no
tener efecto alguno en la solubilidad, pero si en la disminucion de la viscosidad de la
mezcla (DMSO, DFM) (Fort et al., 2007; Pinkert et al., 2009).

1.5.4. Precipitacion-Regeneracién de celulosa

Independientemente del tipo de disolvente utilizado, la regeneraciéon de
celulosa se basa en la introducciéon de un disolvente molecular capaz de desplazar a
los iones del liquido iénico en su interaccion con la celulosa, el cual actia a modo de
antisolvente. En todos los casos, la regeneracion de la celulosa se realizada mediante
la adicion en exceso de un disolvente polar como agua, acetona, etanol o mediante la
mezcla de ellos (Swatloski et al., 2002, 2003; Zhu et al., 2006). La celulosa
recuperada del liquido i6nico muestra entre un 50 y un 75% menos grado de
polimerizacion que el polimero inicial, asi como una estructura amorfa. (Zhao et al.,
2009).
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Analisis de NMR de proton de baja resolucion, con celulosa regenerada en
estado hidratado, han demostrado un rapido intercambio de protén entre la superficie
de los grupos hidroxilos del biopolimero y el agua o antisolvente utilizado en la
regeneracion. Sin embargo, esta interaccion no es suficiente para reestablecer
completamente la red de puentes hidrogeno de la celulosa cristalina (Ibbett et al.,
2008) . Asi, se ha observado que la celulosa regenerada es mayoritariamente amorfa
con una mayor accesibilidad a las cadenas de polisacaridos, lo cual facilita el ataque

enzimatico de las celulasa, mejorando la cinética de hidrodlisis (Dadi et al., 2006).

La celulosa regenerada es separada mediante filtracion o centrifugacion, y
dado que los liquidos iénicos son disolventes no volatiles, se pueden plantear diversas
estrategias de eliminacion del antisolvente (i.e. destilacién, tecnologia de membranas,
etc) para la recuperaciéon total del liquido idnico. La recuperacién de los liquidos
ibnicos es esencial e ineludible, si se desea realizar un proceso sostenible de

tratamiento de biomasas vegetales econémica y medioambientalmente sostenible.

1.5.5. Evaluacion del procesamiento verde de celulosa con liquidos iénicos.

La Quimica Verde se define como “el disefio de productos quimicos y procesos
para reducir o eliminar el uso y generacion de sustancias peligrosas” (Anastas y
Warner, 1998). En 1998 Anastas y Warner enunciaron los 12 principios de la quimica
verde para poner en practica la Quimica Verde. En relacion directa a la utiliacién de
liquidos idnicos en el procesamiento de la celulosa, dichos principios contemplarian los

siguientes aspectos:

1. Prevencidon. Es mejor prevenir la formacion de residuos que eliminarlos
después de producirlos. A pesar de que los liquidos idnicos han sido
considerados disolventes de celulosa no derivatizantes, se ha demostrado que
en presencia de bases catidnicas imidazolio o 1-metilimidazolio, los cationes 1-
alquil-3-metlimidazolio pueden reaccionar en la posicion C2 con la celulosa y
su extremo reductor, formando un enlace carbono-carbono (Ebner et al., 2008).
Esta reaccion secundaria puede evitarse en ausencia de estas bases o con
tiempos de contacto menores a 2 horas. A pesar de estas observaciones, la
cantidad de subproductos que pueden producirse mediante el procesamiento

de celulosa o lignocelulosa con liquidos idnicos, son mucho menores que los
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producidos por otros métodos de procesamiento como el proceso Kraft (para

producir pulpa de celulosa) o el proceso “viscoso” (para producir rayon).

Economia atomica. Los productos sintéticos deben ser disefiados para

maximizar la incorporacion de todas las materias primas utilizadas en el

producto final, de tal manera que éste contenga el maximo numero de atomos
de los reactantes. La reacciéon ideal incorporaria todos los reactantes al
producto. En el procesamiento de celulosa mediante liquidos idnicos, la el
empleo de liquidos idnicos que sean inertes frente a la celulosa es esencial, lo
que permitird su recuperacion total, y los maximos niveles de rendimiento en

los posteriores procesos de sacarificacion de la celulosa.(Wang et al., 2012).

Uso de metodologias que generen productos con toxicidad reducida. Los
procesos verdes utilizaran y produciran sustancias que tengan poca o ninguna
toxicidad para la salud humana y el medio ambiente. El procesamiento de
celulosa mediante liquidos idnicos utiliza y produce productos considerados no
téxicos para el humano o el medio ambiente. Esto lleva a enfocarse en la mejora
de ciertas cualidades de los liquidos i6nicos y los anti-solventes como disminuir
su toxicidad y mejorar su biodegradabilidad (Wang et al., 2012).

Generacion de productos eficaces pero no téxicos. Los productos quimicos
deben ser disefiados de manera que mantengan su eficacia pero minimizando
su toxicidad. El procesamiento de celulosa mediante liquidos idnicos produce
numerosos productos usados como recubrimientos, membranas, bioetanal,
medios de separacion, los cuales son considerados no toxicos o dafiinos para el
medio ambiente.

Disolventes mas seguros. El uso de sustancias auxiliares (por ejemplo
disolventes, agentes de separacion, etc) debera evitarse o ser inocuos cuando
sea necesario su uso. Las propiedades inherentes de liquidos idnicos, en cuanto
a su nula presién de vapor y su estabilidad térmica, cumplen a la perfeccién este
principio de la Quimica Verde. No obstante, la toxicidad de algunos liquidos
idnicos como el [Bmim][CI] (Bernot et al., 2005), exige la recuperacion completa
del disolvente para mantener el concepto de procesamiento verde de la
celulosa. Con respecto al anti-solvente utilizado para regenerar la celulosa, el
agua es el anti-solvente mas inocuo. Con respecto a los disolventes organicos
deberan elegirse aquellos de menor toxicidad.

Eficiencia energética. La energia requerida para cualquier proceso debera ser
minimizada. Se preferiran los métodos sintéticos realizados a temperatura y

presion ambiente. El procesamiento de celulosa usando liquidos iénicos suele
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realizarse a condiciones suaves de temperatura pero el tiempo y temperatura
necesarios para un proceso optimo aun deben determinarse.

Uso de materias primas renovables. La celulosa y el agua, utilizada como
anti-solvente, son recursos renovables.

Evitar la derivatizacidon innecesaria. Se evitara la posible formacion de
derivados (grupos de bloqueo, de proteccion/desproteccién, modificacién
temporal de propiedades fisico/quimicas). Los posibles derivados en la
disolucion de la celulosa con liquidos iénicos pueden ser el producto de la
reaccion entre los cationes 1-alquil-3-metilimidazolio en su posicion C2 con el
extremo reductor de celulosa. Sin embargo, la cantidad de este subproducto es
menor que con otros métodos de procesamiento de celulosa (proceso Kraft o
viscoso) y esta reaccion secundaria puede evitarse por la ausencia de bases y
tiempos de reaccion mas cortos. Este principio se refiere mas a las
metodologias sintéticas, por ejemplo, el uso de grupos protectores en la sintesis
organica (Wang et al., 2012).

Potenciacion de la catalisis. Se preferiran catalizadores (lo mas selectivos
posibles) en lugar de reactivos estequiométricos. El procesamiento de
materiales lignoceluldésicos mediante liquidos idnicos requiere la escisidon de
ciertos enlaces covalentes. En este sentido, el empleo de biocatalizadores para
el procesamiento de biomasas vegetales es del maximo interés para el
desarrollo de una tecnologia sostenible de aplicacién en la produccion de
biocombustibles (Lozano et al, 2012).

Generar productos biodegradables. El empleo de liquidos iénicos inertes, y
de biocatalizadores permite garantizar la nula obtencion de subproductos
indeseados. No obstante, muchos de los actuales liquidos idnicos que disuelven
la celulosa no son biodegradables pero deben ser reciclados como un indicador
positivo en la sostenibilidad de los procesos.

Analisis en tiempo real para evitar contaminacién. Es necesario controlar
una reaccién en tiempo real y tomar las medidas necesarias para evitar la
formacion de subproductos. Con respecto a la disolucién de celulosa mediante
liquidos idnicos, el seguimiento de la reaccion in situ mediante espectroscopia
de infrarrojos por transformada de Fourier (IR-TF) podria ser una técnica
adecuada, alimentando muestras de analisis al equipo a tiempos de reaccion
establecidos. El analisis de la absorbancia del medio de reaccion permitiria
detectar cualquier reaccidn secundaria entre el liquido i6nico y la celulosa.

Puesto que el analisis de IR-FT requiere pocos minutos, el seguimiento de la
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reaccion podria realizarse en tiempo real. Sin embargo, no se ha prestado
mucho interés en este tema (Wang et al., 2012).

12. Minimizar los accidentes quimicos potenciales. Un proceso quimico verde
debera disminuir el riesgo potencial de accidentes. Los liquidos i6nicos capaces
de disolver celulosa pueden prevenir accidentes quimicos como explosiones o
incendios gracias a su baja presion de vapor, baja inflamabilidad y alta
estabilidad térmica. Sin embargo, el hecho de que algunos liquidos idnicos,
(hasta ahora no disolventes de celulosa), han demostrado que pueden ser
destilables a bajas presiones (Earle et al., 2006), combustibles (Smiglak et al.,
2006) o e incluso hidroliticamente inestables (Swatloski et al., 2003). Este hecho
determina la necesidad de tener en cuenta las caracteristicas de cada ion
quimico utilizado para cada tipo de cada aplicacién y/o proceso (Wang et al.,
2012).

En conclusion, los liquidos idnicos han sido reconocidos como disolventes
verdes debido a nula volatilidad, y alta estabilidad, lo que les hace muy seguros. Sin
embargo, la toxicidad de algunos de ellos exige su recuperacion y reutilizacion. Los
liquidos idnicos pueden ser disefados a partir de cualquier ion donde la eleccién de
los iones que lo conforman es determinada por las propiedades quimicas, fisicas y
biolégicas que se desean obtener. Por este motivo, la eleccidon del liquido i6nico
adecuado para el procesamiento de celulosa es de gran importancia, sin embargo no
es el Unico factor decisivo en el desarrollo de un proceso verde y sostenible. Para ello
ha de considerarse la totalidad del proceso y el equilibrio de todos los principios de la

quimica verde (Wang et al., 2012).

1.6. Hidrélisis enzimatica de celulosa

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa se lleva a cabo mediante enzimas
hidroliticas (i.e. celulasas, glucohidorlasas, etc) produciendo azicares reductores
como la celobiosa y la glucosa (Béguin y Aubert, 1994). El costo de la hidrodlisis
enzimatica es bajo comparado con la hidrdlisis 4cida debido a las condiciones suaves
de reaccion (pH entre 4.8 y 5 y temperatura entre 40 y 50°C), lo que evita problemas
de corrosion y toxicidad de los productos (Sun y Cheng, 2002; Zhang y Lynd, 2004).

Las celulasas son relativamente caras y la reduccion de su costo es un factor

importante para su uso comercial en las biorefinerias. Alguna de las estrategias
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utilizadas para economizar el uso de celulasas incluyen el aumento de la productividad
volumétrica de la enzima, produccién de la enzima con sustratos mas baratos,
produccién de preparados enzimaticos con mayor estabilidad para procesos
especifico, y produccion de celulasas con mayor actividad especifica en sustratos
sdlidos. Compafiias de biotecnologia como Genecor o Novozymes Biotech estan
sumamente comprometidas en el desarrollo de tecnologia que reduzcan el costo de la
celulasa para su uso en procesos de etanol celulésico. Se espera que el mercado de
las celulasas se expanda dramaticamente cuando comience la produccién a gran

escala del bioetanol celulésico (Zhang y Lynd, 2004).

Entre las celulasas producidas por distintos microorganismos, la celulasa
fungica de Trichoderma reesei ha sido una de las mas estudiadas, y esta
comercializada a nivel industrial. Celulasa es el nombre que se da al sistema de
enzimas que actuan de forma sinérgica para degradar la celulosa en sus unidades de
glucosa. Los componentes de los sistemas celulasa han sido clasificados segun su

accion catalitica (Lynd et al., 2002) en:

I.  Endoglucanasa (1,4-B-D-glucan-4-glucanohidrolasa, EC 3.2.1.4). Estas
enzimas cortan al azar los enlaces B-1,4 intramoleculares accesibles en
las zonas amorfas de las cadenas de celulosa, generando
oligosacaridos de varias longitudes y generando nuevos extremos de
cadena.

Il.  Exoglucanasas. A diferencia de las endoglucanasas, estas enzimas
actuan de manera procesiva (progresivamente sin disociarse del
sustrato) en los extremos reductores o no reductores de las cadenas de
celulosa liberando celobiosa o glucosa y se denominan:

i) 1,4-B-D-glucan celobiohidrolasa (celobiohidrolasa, EC 3.2.1.91)
Enzimas que liberan celobiosa a partir de los extremos
reductores (CBH ) o no reductores (CBH Il) de las cadenas de
celulosa (Teeri, 1997).

i) 1,4-B-D-glucan glucohidrolasa (celodextrinasa, EC 3.2.3.74).
Enzimas que actuan sobre los extremos de las cadenas de
celulosa liberando glucosa.

lll.  B-Glucosidasa (B-glucosidasa glucohidrolasa o celobiasa, EC 3.2.1.21).
Estas enzimas actuan hidrolizando la celobiosa y otras celodextrinas
con un grado de polimerizacién (DP) de hasta 6 para producir glucosa.

La afinidad de la enzima por el sustrato aumenta conforme disminuye el
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grado de polimerizacion. Una de las desventajas del complejo celulasa
obtenido a partir de Trichoderma reesei es el bajo nivel de actividad [3-
glucosidasa mientras otro hongo, Aspergillus niger, es muy eficiente en

la produccién de dicha enzima.

El sistema de celulasa de Trichoderma reesei ha sido objeto de estudio en los
ultimos 50 afios. Trichoderma reesei produce al menos dos exoglucanasas (CBHI y
CBHII), cinco endoglucanasas (EGI, EGII, EGIII, EGIV y EGV), y dos B-glucosidasas
(BGLI y BGLII). La necesidad de dos exoglucanasas (celobiohidrolasas) se atribuye a
su preferencia por los extremos reductores (CBHI) y no reductores (CBHII) de las
cadenas de celuloa microcristalina. La necesidad de 5 endoglucanasas no esta clara
aun (siendo la EGI y la EGII las mayoritarias), sobre todo sabiendo que representan

menos del 20% de la proteina total de la celulasa (Lynd et al., 2002).
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Figura 1.9. Representacion esquematica de la hidrélisis de celulosa mediante la accion
senergistica de endoglucanasas, exoglucanasas y [B-glucosidasas. Los residuos de
glucosa estan indicados en hexagonos, los extremos reductores estan representados en
negro. Adaptado de (Béguin P. y Aubert JP., 1994; Taherzadeh y Karimi, 2007)
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La CBHI y la CBHIl son los principales componentes del sistema T. reesei,
representando el 60% y 20% respectivamente, de la proteina total de celulasa
producida por el hongo (Teeri, 1997). Sin embargo ambas celobiohidrolasas son muy
lentas para disminuir el grado de polimerizaciéon. Las endoglucanasas son las
responsables de disminuir el grado de polimerizacion mediante el corte interno de las
cadenas de celulosa en las zonas amorfas, generando nuevos extremos de cadena
susceptible al ataque de las celobiohidrolasas (Figura 1.9). La celobiosa es el producto
principal de las CBHI y CBHIl e inhibe la actividad de las celobiohidrolasas y
endoglucanasas, la hidrdlisis de celobiosa a glucosa por accién de las B-glucosidasas

evita la inhibicioén.

Como se ha mencionado anteriormente Trichoderma reesei produce bajos
niveles de B-glucosidasa comparada con hongos de la especie Aspergillius. Ademas,
la B-glucosidasa de Trichoderma. reesei suele inhibirse por el producto glucosa,
mientras aquellas producidas por Aspergillius son mas tolerantes a los altos niveles
glucosa. Los niveles de B-glucosidasa en Trichoderma. reesei son presumiblemente
suficientes para el crecimiento en medio de celulosa, pero no lo suficientemente altos
para la sacarificacién in vitro de celulosa. Asi, la suplementacion de f—glucosidasa de
Aspergillius nigger a las preparaciones de Trichoderma reesei es una de las estrategia
mayormente utilizadas para reducir la inhibicion de la celulasa (Sun y Cheng, 2002),
reflejandose en la mejora de los rendimientos y cinéticas de hidrdlisis de celulosa.
(Lynd et al., 2002; Taherzadeh y Karimi, 2007) .

1.6.1. Mecanismo de hidrolisis de celulosa

El mecanismo aceptado de hidrdlisis de celulosa implica la accién sinergistica
de las endocelulasas, exocelulasas y B-glucosidasas del sistema celulasa. Asi, las
endoglucanasas hidrolizan los enlaces glucosidicos -1, 4 de las zonas amorfas de las
cadenas de celulosa, las exoglucanasas hidrolizan los extremos de las cadenas de
celulosa liberando celobiosa o glucosa y las B-glucosidasas hidrolizan la celobiosa a
glucosa, eliminando la inhibicidn por celobiosa. Estos tres procesos de hidrélisis se
producen simultdneamente como se muestra en la Figura 1.9. Durante la hidrélisis
enzimatica la celulosa es degradada a a azucares reductores que pueden ser

fermentados por bacterias o levaduras a etanol (Sun y Cheng, 2002).
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La hidrdlisis primaria realizada en la superficie del sustrato libera azicares solubles a
la fase liquida con un grado de polimerizacién de hasta 6 mediante la hidrélisis de las
endoglucanasas y exoglucanasas. La despolimerizacion enzimatica por las endo y
exoglucanasas es el paso limitante de la hidrélisis completa del sustrato. La hidrdlisis
secundaria ocurre en la fase liquida e implica la hidrdlisis de celobiosa a glucosa por

las B-glucosidasas (Zhang y Lynd, 2004).

Para que la hidrdlisis de celulosa pueda realizarse la enzima debe primero
adsorberse al sustrato insoluble, lo cual depende del area de superficie accesible para
el ataque enzimatico. Las particulas de celulosa tienen una superficie interna y
externa, siendo la superficie interna mayor en 1 0 2 érdenes que la superficie externa,
excepto en casos como en celulosa bacteriana. La superficie externa incluye la
superficie bruta de la celulosa, las aberturas y los poros que son visibles bajo al
microscopio. La superficie interna de la celulosa incluye los espacios entre las
microfibrillas y probablemente también entre los extremos de los cristales. La mayor
parte de estas superficies internas se cierran cuando las paredes celulares estan libres
de agua, abriéndose de nuevo al absorber agua. El area de la superficie interna total

esta en funcién del pretratamiento dado a la celulosa (Chang y Chou, 1981).

La adsorcion de la celulasa al sustrato es rapida comparada con el tiempo
requerido para la hidrélisis, observandose que la adsorcion alcanza un valor constante
entre 30 min y 90 min después de iniciada la hidrdlisis (Lynd et al., 2002). El area
ocupada por una molécula de celulasa es mas grande que el area de la unidad de
repeticion del polimero, la celobiosa. Como resultado, el numero de moléculas de
celulosa que pueden unirse a la superficie de celulosa es considerablemente menor

que el numero de unidades de celobiosa disponibles en la superficie.

Durante la hidrélisis de la celulosa, las caracteristicas del sustrato sdlido varia,
incluyendo (1) cambios en el numero de extremos de las cadenas de celulosa debidos
a la accién de endoglucanasas vy exoglucanasas (Zhang y Lynd, 2004), y (2) los
cambios en la accesibilidad de celulosa resultantes de consumo de sustrato y la
fragmentacion de celulosa. La accion combinada de las endo y exoglucanasas
modifica la superficie del sustrato con el tiempo, resultando en cambios rapidos en la

velocidad de hidrdlisis.
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1.6.2. Factores importantes en la hidrélisis enzimatica

La concentracién y calidad del sustrato, el tipo de pretratamiento, la actividad
de la celulasa, y las condiciones de hidrdlisis tales como temperatura, el pH, y
agitacion son los factores mas importantes en la hidrolisis enzimatica de celulosa. Las
temperaturas y pH 6ptimos de diferentes celulasas suelen estar en el rango de 40 a
50 °C y pH de 4 a 5 (Taherzadeh y Karimi, 2007). Para mejorar el rendimiento y la
velocidad de la hidrolisis enzimatica, la investigacion se ha centrado en la optimizacion

del proceso de hidrdlisis y la mejora de la actividad celulasa (Sun y Cheng, 2002).

1.6.3. Mejorando la hidrélisis enzimatica

» Sustrato
Uno de los principales factores que afectan a la tasa de rendimiento y cinética
de hidrdlisis enzimatica es la concentracién de sustrato en el medio de reaccion. La
alta concentracion de sustrato puede causar inhibicion de la celulasa, lo que reduce
sustancialmente la velocidad de hidrolisis. Las altas concentraciones de sustrato
pueden ser contraproducentes debido a problemas de transferencia de masa. La
inhibicién de la celulasa por sustrato depende de la relacion entre la concentracion de

enzima y la de al sustrato (Taherzadeh y Karimi, 2007).

La susceptibilidad de la celulosa al ataque de las celulasas depende en gran
medida de su estructura conformacional incluyendo cristalinidad, grado de
polimerizacion o contenido de lignina. La lignina bloquea el acceso de las celulasas a
la celulosa y uniéndose irreversiblemente a las enzimas. Por lo que la elininacion de la
lignina y el pretratamiento de la celulosa pueden aumentar considerablemente la
velocidad de hidrdlisis (Sun y Cheng, 2002).

.

= Celulasa

En la sacarificacion de biomasas vegetales, el aumento en la concentracion de
celulasa, aumenta la velocidad y el rendimiento de la hidrdlisis de la celulosa. Sin
embargo, este aumento incrementaria significativamente el costo del proceso. Una
dosis de celulasa de 10 FPU / g de celulosa suelen utilizarse en los laboratorios ya que
proporcionan altos rendimientos de hidrdlisis en un tiempo razonable (48-72 h) a un

costo razonable enzima (Gregg y Saddler, 1996).
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La hidrdlisis enzimatica de celulasa se realiza en tres principales pasos: la
adsorcion de la celulasa a la superficie de la celulosa, la degradacion del polimero a
azucares fermentables y la desorcion de la celulosa, observandose una disminucion
en la actividad enzimatica durante la hidrdlisis. La pérdida de actividad de la celulasa
se ha adjudicado en parte a la adsorcion irreversible de la celulasa en la celulosa. A
este respecto, la adicion de surfactantes (i.e. Tween 20, Emulgen, polioxietilen glicol,
Anhitole, Q86W, etc.) durante la hidrdlisis, es capaz de modificar la superficie de la
celulosa y reducir al minimo la unién irreversible de celulasa en la celulosa,

observando mejores resultados a partir de tensoactivos no idnicos.

La adicion de B-glucosidasas en el sistema de celulasas de T. reesei logra
mejor sacarificacion que sin B-glucosidasa. La B-glucosidasas hidroliza la celobiosa

que inhibe a la celulasa.

= Inhibicion por producto de la celulasa
La actividad de la celulasa es inhibida por la celobiosa y en menor medida por
la glucosa. Varias estrategias se han desarrollado para reducir la inhibicién incluyendo
el uso de altas concentraciones de enzima, la adicion de B-glucosidasa y la eliminacion
de los azucares producidos durante la hidrolisis mediante ultrafiltracion o sacarificacion

simultanea y fermentacion (SSF) (Sun y Cheng, 2002).

La recuperacion y reutilizacion de las enzimas celulasa y B-glucosidasa es una
estrategia potencial para reducir el costo de la hidrélisis enzimatica de celulosa, por lo
que las enzimas han de ser separadas del producto para su posterior reutilizacién. La
inmovilizacion y el uso de reactores de membrana es una alternativa para conservar

las enzimas en el reactor a la vez que son separadas del producto.

1.7. Inmovilizacion de enzimas

El término inmovilizacién se refiere a “enzimas fisicamente confinadas o
localizadas en un espacio definido con preservacién de sus capacidades cataliticas,
las cuales pueden ser utilizadas de manera continua y repetida” (Sheldon, 2007; Brena
y Batista-Viera 2006). Entre las ventajas que aporta este método se pueden mencionar
(Hartmeier, 1985):
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» La inmovilizacion permite la reutilizacién de la enzima y su aplicacién en
procesos en continuo.

» La inmovilizacién puede aumentar la estabilidad térmica de la enzima.

» Comparado con el uso de enzima libre, la inmovilizacién permite disminuir el
volumen del reactor, mejorando la productividad volumétrica (la cantidad de

producto formado por unidad de tiempo y volumen de reactor).

1.7.1. Métodos de inmovilizacion
Los métodos de inmovilizacion se clasifican, de acuerdo al tipo de unién entre
soporte de inmovilizacién y la enzima, en métodos de unién fisica y métodos unién

quimica (Figura 1.10).

| Unién quimica Union fisica |

[ Unién asoportes | | Reticulado | | Confinamiento || Inclusién en membranas|
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Figura 1.10. Principales clases de inmovilizacién de enzimas. C=carrier o soporte,
B=biocatalizador (enzima). Adaptado de (Hartmeier, 1985)

a) Meétodos de union fisica

» Confinamiento
El método de confinamiento se basa en la retencién de una enzima dentro de
una red polimérica (polimero organico, silica sol-gel), que permite que el sustrato y los
productos pasen a través, reteniendo la enzima. En este método la enzima no se
encuentra unida a la matriz o membrana y requiere la sintesis de la red de polimero en
presencia del biocatalizador. El confinamiento de la enzima puede realizarse mediante
geles o fibras. Una de las desventajas de este método son los problemas de

transferencia de masa a través membranas o geles (Brena y Batista-Viera, 2006).
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= Inclusion en membranas

» Microencapsulacion. Consiste en rodear las enzimas de membranas
semipermeables que permiten el paso de las moléculas de sustrato y
producto, reteniendo las enzimas. El método permite la encapsulacion
simultdnea de mas de un tipo de enzimas permitiendo llevar a cabo
reacciones que suceden en multiples pasos (Sheldon, 2007)

> Reactores de membrana. El uso de membranas para la retencion de
enzimas ha despertado gran interés industrial. En estos reactores se
utilizan membranas permeables al producto, permeables o no al
sustrato inicial e impermeables a las enzimas. El flujo de sustrato es
alimentado mediante una bomba. En esta metodologia la enzima puede
ser previamente inmovilizarse sobre la membrana que formara el
reactor (Giorno y Drioli, 2000; Lozano et al2002, 2004, Mori et al 2005).

b) Meétodos de unién quimica

= Unidn a soportes

Son los métodos de inmovilizacién mas utilizados. La naturaleza del soporte asi
como el tipo de enlace entre éste y la enzima son determinantes en el comportamiento
enzimatico. El soporte elegido debe tener resistencia mecanica adecuada a las
condiciones de operacion del reactor y debe ser facilmente separado para su posterior
reutilizacion. Existen soportes de una gran variedad de materiales que pueden
encontrase en forma de cilindro, hojas, fibras o esferas. La unién al soporte puede

realizarse mediante adsorcion o union covalente (Sheldon, 2007).

» Adsorcion El método mas simple de inmovilizacion es el de adsorcion y
se basa en union de la enzima al soporte mediante enlaces por puente
de hidrogeno, fuerzas de van der Waals o interacciones idnicas (Brena y
Batista-Viera, 2006). Los principales factores que afectan la adsorcion se
encuentran (Sheldon, 2007):

i) El pH del medio: controla el numero y la naturaleza de las cargas

que presenta la superficie de la proteina y del sélido.
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i) La fuerza iénica: el aumento de la fuera idnica induce la desorcién
de la enzima ya que los iones se unen con mas fuerza al soporte
que a la enzima

iii) El diametro de poro: debe ser aproximadamente dos veces el
tamafno del eje central de la enzima.

iv) La presencia de iones que actuan como cofactores: ya que pueden

incrementar la carga enzimatica del derivado.

La inmovilizacion mediante adsorcién se realiza en condiciones suaves,
facil de realizar y usualmente preserva la actividad cataliica de la enzima,
por lo que resulta econdmicamente atractiva. Sin embargo, pueden existir
problemas de pérdida de enzima si la uniéon al soporte es muy débil
(Brena y Batista-Viera, 2006; Verardi et al., 2012). Otra técnica de
inmovilizacion por adsorcion se basa en el uso de resinas de intercambio
idnico. Estas resinan contiene grupos funcionales y contraiones que se
pueden intercambiar reversiblemente por otros iones de la misma carga,

sin producir cambios en la matriz insoluble.

»Union covalente. La inmovilizacion de proteinas mediante unién
covalente es uno de los métodos mas utilizados. La unién covalente
consiste en la activacion de los grupos del soporte para que reaccione
con los grupos nucledfilos de las proteinas, principalmente lisina, cisteina,
tiroina, metionina, triptéfano, arginina, acido aspartico y glutamico. El
caracter hidréfobo de lo demas aminoacidos no se encuentran expuestos

y no intervienen en la union covalente.

Una de las ventajas de este método es que debido a la estabilidad de los
enlaces, la enzima no es liberada en la disolucién. Sin embargo, para
lograr niveles altos de actividad es importante que los aminoacidos
esenciales para la actividad catalitica, no participen en la union
covalente, lo cual puede ser un obstaculo en ciertos casos. Los métodos
mediante unidon covalente suelen utilizarse cuando se requiere
estrictamente la ausencia de la enzima en el producto (Brena y Batista-
Viera, 2006).
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» Reticulado

El método del reticulado consiste en el uso de reactivos bifuncionales
(dialdehidos, diiminoésteres, diisocianatos o diaminas activadas con carbodiimida)
que originan uniones intermoleculares entre las moléculas de enzima. El resultado son
enzimas insolubles con enlaces intermoleculares irreversibles y resistentes a

condiciones extremas de pH y temperatura (Verardi et al., 2012).

1.7.2. Efectos de la inmovilizacion en la actividad enzimatica
Tras una inmovilizacién, la actividad de la enzima puede perderse o disminuir

debido a razones como:

e La union al soporte se realiza de tal manera que impide el paso del sustrato al
centro actividad de la enzima.

e Los grupos activos del soporte reaccionan con aminoacidos del centro activo
de la enzima.

e Cambio conformacional de la enzima resultando en una forma inactiva.

Si después de la inmovilizacién no se ha perdido la actividad, los cambios en

ella podrian deberse a efectos estéricos y/o del microentorno.

1.7.3. Inmovilizacion de celulasa y B-glucosidasa

Pocos estudios se han realizado sobre la inmovilizacién de celulasa debido a
que la celulosa es insoluble y algunas técnicas de inmovilizacion como el
confinamiento, impiden las interacciones enzima-sustrato. Entre las técnicas de
inmovilizacién conocidas, la inmovilizacion por unién covalente al soporte parece la
mas efectiva ya que ha demostrado estabilizar la enzima en ciclos consecutivos de
reutilizacion (Yuan et al., 1999; Dourado et al., 2002; Li et al., 2007).

En su trabajo, Yuan et al. (1999) inmovilizaron celulasa en membranas de
acrilonitrilo (PAN) injertado con acrilamida usando glutaraldehido. La estabilidad de la
enzima se incrementd después de la inmovilizacion mientras la actividad resulté mas
alta que en enzimas libres a pH 3-5 comparacion y temperaturas arriba de 45°C (Yuan
et al., 1999).

Otra mejora de la estabilidad de la celulasa después de ser inmovilizada se

observoé en el trabajo realizado por Dourado et al. (2002). En este trabajo los autores

inmovilizaron la celulasa comercial de T. reesei llamada Celluclast 1.5L sobre Eudragit
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L-100 (copolimero aniénico). El método permitid mejorar la estabilidad de las enzimas

sin pérdida significativa de su actividad (Dourado et al., 2002)

La inmovilizaciéon de B-glucosidasa también ha sido efectiva para mejorar su
estabilidad. Tu et al. (2006) inmovilizaron B-glucosidasa en el soporte de metacrilamida
Eupergit C. La enzima mejord su estabilidad a 65°C con respecto a la enzima libre,
mientras el perfil de actividad vs pH permaneci6 igual. La estabilidad operacional de la

enzima se demostrd durante 6 ciclos de hidrdlisis de lignocelulosa (Tu et al., 2006).

1.8. Reactores enzimaticos de membrana (REM)

Los reactores enzimaticos de membrana consisten en el acoplamiento de una
reaccion enzimatica con un proceso de separacion de membrana. La principal finalidad
de estos reactores es retener a la enzima dentro del reactor a la vez que es separada
del producto. Dependiendo del caso, la enzima utilizada puede encontrase circulando
de manera libre en el reactor o inmovilizada sobre la superficie de la membrana
(Lozano et al 2002, 2004; Mori et al 2005, Rios et al, 2005, 2007).

1.8.1. Tecnologia de Membranas

Una membrana es una fina interfase que regula la permeacién de sustancias
quimicas en contacto con ella. Las membranas pueden ser homogéneas, es decir
completamente uniformes en su composicion y estructura, o heterogénea, por ejemplo
si contiene poros de distintos diametros o si esta constituida por capas. La diferencia
entre una membrana y un filtro estda en que éste Ultimo separa suspensién de
particulas mas grandes que 1-10 ym (Baker, 2004). Los principales tipos de

membranas se muestran en la Figura 1.11.

» Membranas Isotrépicas
» Membranas microporosas. Estructuras rigidas plenas de poros
distribuidos al azar e interconectados entre si. A diferencia de los filtros,
sus poros son extremadamente pequefios, variando entre 0.01 a 10 ym
de diametro. La separacién de solutos esta en funciéon del tamano
molecular del soluto y del de los poros de la membrana. Sélo aquellas

moléculas que difieran considerablemente en el tamano con respecto a
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los poros de la membrana pueden separarse efectivamente mediante

ultrafiltracién o microfilltracion (Baker, 2004).

Symmetrical membranes

Isotropic microporous Monporous dense Electrically charged
membrane membrane membrans

Loeb-Sourirajan Thin-film composite
anisotropic membrane anisotropic membrane

Figura 1.11. Representacién esquematica de los diferentes tipos de membranas. Baker,
2004)

» Membranas no porosas o densas. Estructura densa, sin poros en
donde la separacion se da mediante la disolucién de los componentes
en la membrana y su posterior difusion a través de ella (modelo
solucion-difusién). La separacién de una mezcla de componentes
depende de su velocidad de transporte en la membrana, la cual esta
determinada por su difusividad y solubilidad en el material de la
membrana, siendo capaces de separar sustancias del tamafo de
moléculas e iones. Debido a las altas presiones a las que se dan estos
procesos, las membranas suelen ser anisotrépicas. La ésmosis inversa,
la nanofiltracién, la pervaporacion son procesos donde se utilizan estas
membranas (Baker, 2004)
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» Membranas cargadas eléctricamente. Pueden ser porosas o densas,
con iones de carga negativa o positiva fijos en las paredes del poro. La
separacion se da por exclusién de los iones con misma carga que los
de la membrana. La separacion se ve afectada por la carga y
concentracién de los iones en solucion. Estas membranas se utilizan es

los procesos de electrodialisis.

= Membranas anisotrépicas.

Las membranas anisotrépicas son estructuras laminares o tubulares donde el
tamafo de poro, la porosidad o la composicién cambia a lo largo de su espesor.
Constan de una lamina extremadamente delgada en la superficie, soportada por una
subestructura mucho mas gruesa y porosa. La lamina delgada es la responsable de la
separacion mientras la subestructura aporta resistencia mecanica. La estructura de
separacion y la subestructura pueden estar hechas del mismo material (membranas
de Loeb-Sourirajan) o con materiales diferentes (composite). Los altos flujos provistos
por las membranas anisotrépicas son tan altos que la mayoria de procesos

comerciales utilizan este tipo de membranas (Baker, 2004)

1.8.2. Configuracion de médulos de membranas

» Modulos de placa. Médulo hecho de membranas planas y placas de soporte.
Tienen una configuracion semejante a los filtros prensa. La alimentacion circula entre
las membranas de dos placas adyacentes. Las placas garantizan el soporte mecanico

de la membrana y el drenaje del permeado (Figura 1.12)

Retentate
Permeate : Cartridge
Membranes s A
= —— | Retentate p—
/%/ :I‘—‘ Feed i
il g
Feed o et
/ Plate e
2 . . Permeate
|Permeate
Plate Cross Section Cassette Design

Figura 1.12. Representacion esquematica de un sistema de membranas en mddulos de
placa.
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» Médulos de enrollamiento espiral. Estructura que consiste en una envolvente
de dos membranas planas encerrando una hoja flexible porosa (colector de permeado)
que esta sellado por tres de sus bordes. El borde abierto estd conectado enrollado
sobre un tubo perforado que trasporta el permeado. La alimentacién fluye paralela al

eje del permeado (Figura 1.13).

Permeate
collection holes Retentate

Feed solution (in) Permeate

o (out)
A = Retentate

Feed solution (in) Feed flow

Membrane

Permeate collection material . - LY
- Covering

Permeate flow

Figura 1.13. Representacion esquemética de un sistema de membranas en modulos
de enrollamiento espiral.

» Modulos tubulares. En este disefio la membrana de forma cilindrica y el
sistema soporte se colocan en el interior de un tubo. La alimentacion se bombea hasta
el centro del tubo bajo presion, el permeado pasa a través de la membrana en forma
radial y se recoge por medio de la carcasa, para luego recolectarse fuera del tubo. El
retenido pasa tangencialmente en la parte interna de la membrana y sale por el lado

opuesto a la entrada de la alimentacién (Zapata, 2006) (Figura 1.14).

Permeate

Feed Retentate
Perforated
Removable support tube
tube membrane

Permeate

Figura 1.14. Representacion esquematica de un sistema de membrana en médulo tubular.
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» Modulos de fibra hueca. Estos modulos son cartuchos que contienen haces
de 45 a 3000 fibras poliméricas y completamente huecas. Las fibras se agrupan
longitudinalmente dentro de un tubo colector del permeado y los extremos estan
empotrados en una resina. Cada fibra tiene un diametro interior que oscila entre 0.5 y
2.7 mm, siendo el lado interior de la fibra hueca, la superficie activa de membrana. La
cara exterior de la fibra tiene una estructura rugosa y actia como soporte. El flujo de
alimentacion recorre la cara interior de estas fibras, y el permeado se recupera en el

exterior y se elimina en la parte superior del tubo (Zapata, 2006) (Figura 1.15).

1771110 le—— Permeate

+-_‘)— Semi-permeable Permeate flow
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[Ny
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Retentate
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Figura 1.15. Representacion esquemética de un sistema de membranas en modulos
de fibra hueca.

1.8.3. Tipos de operacién de membranas

= Filtracién frontal. El flujo de alimentacion es perpendicular a la superficie de
la membrana (Figura 1.16a). Como fuerza impulsora de la filtracién suele utilizarse el
vacio, la presioén, la fuerza centrifuga o la fuerza de gravedad (Zapata, 2006). La
formacion de una capa de particulas sobre la membrana dificulta el flujo y velocidad de

filtracion (Echavarria et al., 2011).

= Filtracién tangencial. El flujo de alimentacion es tangencial a la superficie de
membrana. Mientras el flujo de permeado es perpendicular a ésta (Figura 1.16b). Este
tipo de filtracion genera dos flujos a partir de la alimentacion: retenido, con una
concentracidn de componentes mayor, y permeado con una concentracion menor
(Zapata, 2006).
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Figura 1.16. Representacion esquematica de un sistema de membranas fiiltracion
frontal (a) y filtracion tangencial (b).

1.8.4. Materiales de fabricacion

» Membranas organicas. Las membranas organicas son derivadas de sulfonas,
poliamidas y materiales celuldsicos. Tienen una resistencia aceptable al pH pero no
son adecuadas para temperaturas mayores a 100°C. Tienen poca resistencia a altas

presiones y una vida corta de duracion comparadas con las membranas inorganicas.

» Membranas inorganicas. Soporte poroso hecho de materiales como carbono
o alumina, recubierto de una capa selectiva hecha de ZrO, o TiO,. Tienen buena
resistencia fisica, quimica y térmica, son resistentes al ataque microbiano, buena
resistencia mecanica por lo que resisten altas presiones. Su tiempo de vida media es
largo y pueden esterilizarse mediante vapor. Su coste es elevado. Incluyen a las

membranas de vidrio y metalicas.
1.8.5. Clasificacion de los procesos de membrana.
Los procesos de separacion de membranas suelen clasificarse por el tamano

de particulas que separan en: 6smosis inversa, nanofiltracion, ultrafiltracién y

microfiltracion (Figura 1.17).
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Figura 1.17. Representacion esquematica los tamafios de particula y tipos de
filtracion. Tomado (http://www.aquaclearllc.com/osmosis-vs-nanofiltration.php)

= Osmosis inversa. Si una membrana selectiva (es decir permeable al agua
pero menos permeable a sales) separa una solucién salina del agua pura, el agua
atravesara la membrana del lado del agua pura al lado menos concentrado en agua
concentrado en sal) como se muestra en la Figura 1.18 . Este proceso es llamado
6smosis normal. Si una presion hidrostatica es aplicada al lado salino de la membrana,
el flujo de agua puede ser retardado y si la presion es suficiente, el flujo cesa. La
presién necesaria para detener el flujo de agua se llama presién hidrostatica (A). Si la
presién hidrostatica aplicada al lado salino es mayor a la presién osmética, el agua
comienza a fluir del lado salido al lado de agua pura. A este método se le llama

6smosis inversa (Baker, 2004).

Damosis Dsmotic equilibrivm Reverse osmosis
= Qemotic |
| pressure Hydrostatic
[A) pressurg
= iz - {Ap = Am)
i} i
Waler  San Semiparmeable
salution mambrana

Figura 1.18. Representacion esquematica de la 6smosis inversa (Baker, 2004)
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» Nanofiltraciéon. La nandfiltracién suele utilizarse para eliminar contaminantes
organicos disueltos con pesos moleculares mayores a 200kDa y aproximadamente el
70% de los iones monovalentes por repulsion electrostatica (efecto de la carga), por
tamano y una serie de mecanismos de rehazo. (Kim et al., 2007) La presion de trabajo
en nanofiltracién es mucho menor que en ésmosis inversa, normalmente entre 0.5 y
1.3 MPa, de ahi que también se denomine 6smosis inversa de baja presion. Esta

técnica suele utilizarse para el ablandamiento y tratamiento de agua potable.

= Ultrafiltracién (UF). Al igual que en la microfiltracion, la ultrafiltracién actua
como tamiz molecular. La relacion tamafno de sustancia a separar/ distribucién del
tamano de poro de la membrana permite la exclusion de dichas sustancias en el
permeado. Asi, las sustancias de mayor tamafio que los poros de la membrana seran
completamente rechazadas, mientras las sustancias cuyo tamafio esté comprendido
entre el mayor y menor tamafio de poro seran parcialmente rechazadas (Baker, 2004).
Debido a su idoneidad para la separacion de azucares del medio de reaccion
enzimatico, la ultrafiltraciéon fue el proceso de separacion elegido para la separacion

del producto y el reciclaje de enzimas en el presente trabajo.

» Microfiltracion. La diferencia basica con la UF es el tamafo de poro de la
membrana, de 0.1 ym o mayores pudiendo separar sélidos suspendidos, particulas

finas y algunos coloides (Baker, 2004).

1.8.6. Ultrafiltracion (UF)

La ultrafiltracion utiliza membranas de poros finos para separar agua y
microsolutos de macrosolutos y coloides. El diametro de poro promedio de las
membranas utilizadas en UF estd en el rango de 10-1000 A. Las membranas de
ultrafiltracion sueles ser anisotrépicas fabricadas mediante el proceso Loeb-Sourirajan.
Tienen una capa porosa en la superficie soportado sobre una subestructura
microporosa mas abierta. La superficie porosa fina es la capa selectiva mientras la
suestructura microporosa provee fuerza mecanica. La forma habitual de clasificar
estas membranas es mediante el peso molecular de corte (cut-off MW), definido como
el peso molecular de las proteinas, de tipo globular, que la membrana puede separar
en un 90 %. El intervalo de pesos moleculares de corte de las membranas de
ultrafiltracion es de 10 kD — 900 kD.
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Los experimentos de laboratorio suelen realizarse con células de agitacion en
reactores tanque agitado o mediante células de flujo en un sistema de recirculacion Fig
1.19.

Batch stirred cell
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_/,—- Ulitrafiltration
cell
Prassure Reservoir Magnetic Filtrate
SOUICE stirrer
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Figura 1.19. Representacion esquematica de sistemas de ultrafiltracion en laboratorio (Baker,
2004).

1.8.7. Membranas de ultrafiltracion

Los materiales normalmente utilizados en la fabricacion de membranas de
ultrafiltracion incluyen poliacrilonitrilo, polimeros de polivinilcloruro/poliacrilonitrilo,
polisulfonas, poliamidas aromaticas, acetato de celulosa y membranas ceramicas. Las
membranas ceramicas y polietersulfénicas fueron las utilizadas en el presente estudio,
por lo que sus caracteristicas seran descritas con mayor detalle. La duracion media
de las membranas de ultrafiltracién es del orden de 2 — 3 afios. Las membranas se
suelen disponer en modulos de tipo placa-bastidor, tubulares, de membrana enrollada

en espiral o de tipo fibra hueca (Baker, 2004).
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» Membranas polisulfénicas

Las membranas polisulfénicas son membranas poliméricas organicas que se
caracterizan por la presencia sulfona como unidad de repeticiéon. Las polisulfonas
como la polisulfona bisfenol-A (PSf), polisulfona tetrametil bisfenol-A (TM-PSf) y la
polietersulfona (PES) tienen gran resistencia térmica ademas de una excelente
estabilidad hidrolitica y la habilidad de retener sus propiedades en ambientes humedos
calientes. Debido a estas ventajas, las polisulfonas son excelentes materiales para la
fabricacién de membranas que requieren una limpieza constante con agua caliente o
esterilizaciéon. Sin embargo las membranas polisulfénicas estan limitadas por sus
propiedades hidrofébicas. Debido a su naturaleza hidrofdbica, se requiere un gradiente
de presion para pasar agua a través de la membrana. Ademas de esto, las
interacciones hidrofébicas entre el soluto de la alimentacion y la membrana, pueden
provocar problemas de colmatacion y deteriorar el desempefo de la membrana (Kim y
Kim, 2005).

» Membranas ceramicas

Varias companias han desarrollado membranas ceramicas para ultrafiltracion.
Las membranas ceramicas sueles ser asimétricas consistiendo de una capa soporte
(generalmente a-alumina) con poros de gran diametro y una capa de separacion
hecha de distintos materiales (i.e. y-alimina, zirconia, silica, etc) que controla el flujo
de permeacion. Estas membranas son quimicamente inertes y estables a altas
temperaturas y condiciones a las cuales las membranas poliméricas no lo son. Estas
ventajas hace ideal el uso de estas membranas en aplicaciones alimentarias,
biotecnoldgicas y farmacéuticas en las cuales se requiere su esterilizacion y lavado

con soluciones agresivas (Baker, 2004).

1.8.8. Seleccion de la membrana

A la hora de elegir la membrana mas adecuada, ademas del peso molecular de
corte, hay que tener en cuenta ciertas caracteristicas fisicas de las macromoléculas
como linealidad vy rigidez (Figura 1.20). Macromoléculas lineales y flexibles pueden
atravesar membranas de peso molecular de corte muy inferior a su peso molecular.
Asi, cadenas lineales de dextrano de 100 kD de peso molecular , pueden atravesar
membranas de peso molecular de corte inferior a 35 kD. El pH del medio es otro factor

que también puede modificar el proceso de ultrafiltracion, especialmente con los
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polielectrolitos. Los acidos (poli)acrilicos, a valores de pH 5 vy superiores, se
encuentran ionizados, formando estructuras rigidas que se repelen entre si y que son
facilmente rechazados por membranas de ultrafiltracién. Sin embargo, a valores de pH
3 o inferiores dejan de estar ionizados, adoptando una conformacion mas flexible que

pueden atravesar la membrana y dificulta su proceso de separacion (Baker, 2004).

Ll;‘learl Globular
malecule molecule

@\‘%@ Skin of

-— UF membrane

2
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A [ 1E AMNE 1 B2 B2
Porous
< adl substructure

Globular Proteins Linear Polymer
Solute Pepsin Cytochrome ¢ Polydextran
MW (1000s) 35 13 100
Rejection (%) 90 70 0

Figura 1.20. Representacion esquematica de un proceso de filtracién a través de
membranas de ultrafiltracién La tabla muestra los resultados tipicos obtenidos con
diferentes proteinas globulares y un polidextrano lineal con la misma membrane
polisulfénicas (Baker, 2004).

1.8.9. Polarizaciéon de la concentracion

Un factor determinante en el desempefio de una membrana de UF es la
polarizacién de la concentracién la cual causa un fendmeno denominado colmatacion
(Baker, 2004). La colmatacion consiste en la deposicion de los coloides retenidos y
materiales macromoleculares en la superficie de la membrana. El flujo de agua a
través de una membrana suele ser muy alto-mas de 1 cm®cm?min™. Sin embargo
cuando se usan soluciones coloidales o se requieren separar macromoléculas, el flujo
cae en segundos a 0.1 cm®*cm™?min™". Esta caida inmediata es debida a la formacion de
un gel en la superficie de la membrana (fouling) (Figura 1.21) debido a la polarizacion

de la concentracion.

La colmatacion (fouling) superficial es la deposicion de material sobre la
membrana que se forma con el tiempo. Esta colmatacion puede ser controlada

generando alta turbulencia, limpiando regularmente la membrana y usando
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membranas hidrofilicas o cargadas para minimizar la adhesiéon a la membrana. La
operacion de la membrana a presiones bajas también retarda la formacion del gel. La

colmatacion superficial suele ser reversible.

Colloidal or
ﬁrticulate material

O BULK SCLUTION

Surf
D —

Internal
4 /membrane

fouling

Figura 1.21. Representacion grafica de la colmatacion (fouling) en una membrana de
ultrafiltraciéon (Baker, 2004)

La colmatacién interna es causada por la penetracion de material sélido en la
membrana lo que resulta en la obstruccion de los poros. La colmatacion interno es

generalmente irreversible.

Cuando la limpieza de la membrana se repite de forma ciclica, el flujo de la
membrana puede no regresar al valor original (Figura 1.22). Parte de esta pérdida
lenta de flujo es debida a precipitados formados en la superficie de la membrana y que
no son removidos por el proceso de lavado. Otra causa puede ser la colmatacion
interna. Las membranas de ultrafiltracién suelen usarse para separar coloides del agua
y microsolutos. En estos casos suele utilizarse cortes de peso molecular altos, pero los
altos flujos transitorios de estas membranas pueden generar colmatacion interna en
las membranas. Una membrana con cortes de pesos moleculares mas bajos pueden
tener flujos de agua mas bajos pero proveen de un flujo mas estable debido a menos

colmatacion interna.
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Figura 1.22. Flujo de ultrafiltracion en funcion del tiempo en repetidos ciclos de limpieza

1.8.10. Limpieza de membranas

Las membranas deben lavarse regularmente para mantener el desempefo de
la ultrafiltracion. ElI método tipico de limpieza de membranas de ultrafiltracion
comprende las siguientes etapas (Baker, 2004):

1. Lavar el sistema con agua caliente al maximo flujo posible.

2. Tratar el sistema con algun agente quimico (acidos, alcalis entre
otros) dependiendo de la naturaleza de la membrana.
Lavar la membrana con algun detergente caliente.

4. Enjuagar el sistema hasta eliminar las trazas de detergente.

Los sistemas de ultrafiltracién nunca deben detenerse sin ser enjuagados y
lavados. Puesto que las membranas deben ser almacenadas en humedo, la solucion
final de enjuague debera contener algun bactericida como formaldehido al 0.5% para

inhibir el crecimiento bacteriano.

Los agentes quimicos mas comunmente usados en el lavado de membranas
son (D’Souza y Mawson, 2005):

= Agentes causticos. Estos agentes se usan normalmente para eliminar materia

organica, ya que son capaces de hidrolizarla y solubilizarla. Dentro de las sustancias

81



Capitulo 1: Introduccion y objetivos

utilizadas para el lavado de membranas de ultrafiltracién se encuentran el hidroxido de
sodio (NaOH) y el hidréxido de potasio (KOH), su alta alcalinidad les permite hidrolizar
proteinas y polisacaridos. Las grasas y aceites son saponificados generando micelas

de jabon solubles en agua. Esta reaccion se favorece a altas temperaturas (>50°C).

»Acidos. Los &cidos son utilizados para disolver precipitados de sales
inorganicas o peliculas de oOxido. Entre los acidos utilizados se encuentran el acido
nitrico, el acido fosforico y el acido citrico. El acido fosférico tiene limitaciones porque
pude dafar el material de la membrana. El acido citrico es mas suave que el acido
nitrico, se enjuaga facilmente y no corroe las superficies. Los acidos también pueden

hidrolizar algunas proteinas y polisacaridos.

» Desinfectantes/oxidantes. Los oxidantes mas comunmente utilizados son el
peroxido de hidrégeno y sustancias cloradas. La oxidacion de polimeros organicos
genera grupos funcionales que contienen mas oxigeno como cetonas aldehidos y
acidos carboxilicos. Estos grupos incrementan la hidrofilicidad de los compuestos y
reducen la adhesiéon de los contaminantes a la superficie de la membrana. El
hipoclorito de sodio actiua como agente de desprendimiento del material depositado en

la membrana y en el interior de los poros (Zapata, 2006).

= Agentes quelantes. Estos agentes eliminan depdsitos minerales y previenen
su re-deposicion al formar complejos en suspensién. Cuando la superficie de la
membrana contiene 6xidos de hierro, el acido citrico es efectivo ya que disuelve el

oxido de hierro y también forma complejos de hierro (Zapata, 2006).

» Surfactantes. Los surfactantes juegan distintos papeles en la limpieza de
membranas: ayudan a humedecer las superficies, facilitan la eliminacién de suciedad,
suspenden materiales (ayudan a las solubilizacion y emulsificacién, se adsorben a la
superficie modificando las propiedades de la superficie y actian como biocidas. Los
surfactantes anidnicos y no-idnicos son los recomendados para la limpieza de
membranas. Los anidnicos tienen carga negativa cuando se disocian en agua y son
normalmente solidos como sales de sodio, potasio 0 amonio. Los no-iénicos no ionizan
en solucion, tienden a formar poca espuma, son independientes de pH y son faciles de
enjuagar, pero son menos efectivos que los aniénicos. Los surfactantes disueltos en
agua pueden formar micelas con grasas aceites y proteinas. De esta forma previenen
el ensuciamiento de la membrana por este tipo de sustancias ya que facilita su

solubilizacién y emulsificacion.
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»Enzimas. Las enzimas suelen utilizarse cuando la membrana impone
limitaciones de pH (menor o igual a 10) o se tiene una alta concentracion de sélidos.
Por lo generas una proteasa suele ser el componente principal de limpieza de los
detergentes enzimaticos o puede ser utilizada como complemento de algun detergente
alcalino. Las enzimas son superiores a los agentes causticas o acidos en que son
biodegradables y generan menos problemas de contaminacion ambiental, son menos
agresivas y altamente especificas, lo que alarga la vida de la membrana. Sin embargo

son costosas y su velocidad de accién es lenta.

1.8 11. Reactores enzimaticos de membranas (REM)

El reactor enzimatico de membrana consiste en el acoplamiento de procesos de
separacion de membranas con una reaccion enzimatica. La membrana selectiva
permite separar la enzima de los productos de reaccion. La finalidad principal del REM
es garantizar la retencion completa manteniendo completamente la actividad
enzimatica dentro del reactor. Dependiendo del caso, la enzima puede estar libre en el
medio de reaccién o puede encontrarse inmovilizada en la superficie de la membrana

o dentro de su estructura porosa (Lozano et al 2002, 2004).

Las ventajas y desventajas mas importantes de los REM se listan en la Tabla
1.1

Tabla 1.1. Ventajas y desventajas de los reactores de membrana

Ventajas

= Modo continuo (alimentacion de sustrato fresco)

= Enzima libre

= Retencién y reutilizacion del catalizador

= Reduccion de la inhibicion (sustrato/producto)

= Producto libre de enzima

= Control de las propiedades del producto mediante la seleccién de la
enzima (especificidad) y/o la membrana (selectividad)

= Proceso integrado (reaccion/separacion en un solo paso)

Desventajas

= Pérdida de la actividad enzimatica con el tiempo (pérdida del catalizador,
efecto del esfuerzo cortante)

= Heterogeneidad de las condiciones de reaccién entre el medio de
reaccion y la superficie de la membrana.

= Capa de polarizaciéon

= Colmatacién de la membrana
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La selectividad con respecto a los diferentes constituyentes del medio de
reaccion esta relacionada al tamafio relativo de las moléculas y los poros de la
membrana. Puesto que la mayoria de enzimas tienen peso molecular entre 10 y 80
kDa, las membranas de ultrafiltracién entre 1 y 100 kDa son las mas frecuentemente

utilizadas.

1.9. Hidrdlisis de celulosa en REM.

Recientemente el desarrollo de la tecnologia de membranas ha facilitado el
estudio de la hidrdlisis enzimatica de celulosa en distintos reactores de membrana
(Bélafi-Bako et al., 2006). En estos reactores las enzimas celuloliticas pueden actuar
directamente sobre la celulosa sin limitaciones de difusién o impedimento estérico
como sucede en la inmovilizacion de las enzimas a un soporte sélido. El uso de una
membranas de ultrafiltracién con un corte de peso molecular apropiado (MWCO)
garantiza la retencién de las enzimas y la celulosa no hidrolizada en el reactor,
permitiendo el paso de los azlcares a través de la membrana en forma de permeado.
De este modo se logra la recuperacion de las enzimas para su reutilizacion y la
eliminacién de productos inhibidores para las enzimas (Liu et al., 2011). La enzima
mas utilizada es la celulasa de Trichoderma reesei, siendo en ocasiones
suplementada con la adicion de B-glucosidasa de Aspergillus niger (Ohlson et al.,
1984; Zhang et al., 2010).

Las principales ventajas de utilizar reactores de membrana que permitan la

hidrélisis enzimatica de materiales celulésicos comprende:

»El uso de enzimas celuloliticas por largos periodos de tiempo, mediante la
retencién de las enzimas.

» La obtencién de mayores rendimientos de conversion debido a la reduccién de
la inhibicién por producto (principalmente celobiosa).

» La obtencion de productos de hidrdlisis puros, eliminando sustancias de alto
peso molecular que pudieran interferir en procesos posteriores, por
ejemplo, fermentacion.

» Posibilidad de mantener una corriente de concentracidon constante de producto,

sin necesidad de adicionar enzima adicional durante la hidrélisis.
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Entre las desventajas del uso de los reactores de membrana se encuentra
(Andri¢ et al., 2010):

» La baja concentracion de glucosa presente en el permeado y la posibilidad de
arrastrar celobiosa, aunque esto sélo sucede cuando la presencia de B-
glucosidasa en la reaccién no es suficiente.

.

»En periodos prolongados de hidrdlisis, puede observarse una pérdida de
actividad por inactivacion térmica de la enzima, lo que reduce la
concentracion de azucares en el permeado.

.

» La polarizacion de la concentracion de enzima, la formaciéon de una capa de
enzima unida a la membrana. Si este fendmeno ocurre puede reducir el
flup de la membrana y la concentracién de enzima en el medio de
reaccion.

.

» Para el caso de material lignoceluldsico, la alta viscosidad de la mezcla de
biomasa, especialmente a altas concentraciones de sustrato. La alta
viscosidad obstaculiza la agitacion y las condiciones de transferencia de

masa para promover la hidrélisis y remover los productos.

1.9.1. Factores que afectan el desempeiio de un reactor de membrana en la

hidrélisis enzimatica de celulosa

El desempefio de un reactor de membrana para la hidrélisis de celulosa depende

de los siguiente factores (Andri¢ et al., 2010):

= La velocidad de la formacion del producto

» La velocidad de la inhibicién de la celulasa.

= La velocidad de la separacion del producto

» La velocidad de alimentacion del sustrato, celulasa y tampén.

» La polarizacién de la concentracion y el colmatacion.

Ademas de estos factores cabe considerar que, a diferencia de otros sistemas

de reactores de membrana donde los sustratos suelen tener muy diferente tamano al
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de los productos, el producto intermedio de la hidrélisis de celulosa, la celobiosa tiene
dimensiones parecidas a las de la glucosa y puede ser arrastrada en el permeado sin

ser hidrolizada a glucosa.

1.9.2. Estudios sobre hidroélisis enzimatica mediante reactores de membrana.

Los estudios realizados sobre hidrdlisis enzimatica de celulosa en reactores de
membrana suelen centrarse principalmente en el pretratamiento del sustrato (Yang et
al., 2009; Zhang et al., 2010), el disefio del reactor (Gan et al., 2002; Bélafi-Baké et al.,
2006), la cinética de reaccion (Akishima et al., 1992) y el desarrollo de modelos
matematicos (Gusakov et al., 1985). A pesar de que las condiciones de hidrélisis y de
operacion difieren entre los autores (Bélafi-Bako et al., 2006; Liu et al., 2011), se han
logrado un gran numero de mejoras para el desempefio éptimo de los reactores de

membrana.

Para la produccidn de jarabes concentrados de glucosa a partir de
lignocelulosa, Ghose y Kostick (1970) indicaron el uso de un reactor de volumen
grande (tanque de agitaciéon) y un sistema de separacion relativamente pequefio
(célula de separacion de membrana) para mantener una alta velocidad de hidrdlisis
usando celulosa fina y enzima concentrada en suspensiones muy densas de sustrato
(30%). Sin embargo este enfoque solo es valido si se pueden remover los productos
tan rapidamente como son formados (Ghose y Kostick, 1970). El funcionamiento
exitoso del reactor proveia de alta velocidad inicial de reaccién para producir
rapidamente glucosa, siendo la velocidad inicial de reaccién el factor controlador y no

el flujo de separacion del producto (Andri¢ et al., 2010).

Yang et al. (2006) realizaron la separacion de los azucares reductores
producidos durante la hidrdlisis enzimatica de celulosa a través de un reactor tubular
en el que el sustrato (paja de arroz pretratada) se retuvo mediante un filtro poroso en
el fondo y el buffer se alimentaba en la parte superior mediante un distribuidor.
Acoplado al reactor se encontraba un moédulo de filtraciéon de fibra hueca con una
membrana de polisulfona para la permeacién de los azucares. El volumen del reactor
tubular se mantuvo constante mediante la recirculacion del tampdén remanente
proveniente de la unidad de ultrafiltracion y mediante la adicion de tampén fresco,

suministrado desde un depédsito disefiado para ello. Los resultados mostraron un
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aumento significativo en la velocidad inicial de hidrdlisis asi como en el rendimiento de
azucares reductores. La mejora se debié a la continua separacién de los azucares
inhibidores (Yang et al., 2006).

En su estudio con rastrojo de maiz pretratado, Knutsen y Davis (2004)
sugirieron el uso de una unidad de filtraciéon de poro amplio (20-25 pl) para recuperar
cantidades significativas de enzima activa unida al sustrato lignocelulosico sélido no
hidrolizado, siendo posible la reutilizacion de estas enzimas mediante la simple adicion
de sustrato fresco y con el permeado recuperado. Los autores argumentaron que la
recuperacion de las enzimas mediante ultrafiltracion no era necesaria ya que las
enzimas se encontraban unidas fuertemente a los soélidos residuales del material
lignoceluldsico, incluso en casos en los que los sdlidos habian sido lavados con agua y
posteriormente mezclados con sustrato fresco, observando produccién de glucosa. Asi
la filtracion al vacio (microfiltracidn) podia ser utilizada para retener ambos, los sélidos
y las enzimas del retenido. En este trabajo los autores también expresaron la
economia de este modelo debido a la reutilizacion de la enzimas (Knutsen y Davis,
2004).

Por otro lado, Belafi-Bakd ha sugerido la inmovilizacion de B-glucosidasa del
lado del permeado del médulo de membrana para mejorar la conversion del reactor,
con respecto a la cantidad considerable de celobiosa en el permeado (Bélafi-Bako et
al., 2006).

1.9.3. Desafios de los reactores de membrana para la hidrélisis enzimatica de

celulosa

Existe un numero importantes de desafios para la hidrélisis enzimatica de

celulosa en reactores de membrana (Andri¢ et al., 2010):

= La concentracién de glucosa suele ser baja. Para reducir la inhibicién
por producto, la concentracion de glucosa en el reactor debe ser menor
a 10 mg/ml para apreciar el efecto.

= El alto grado de colmatacion de las membranas a concentraciones altas
de sustrato (materia seca), siendo posible procesar solamente bajas o

medianas concentraciones de sustrato (materia seca)
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= La dificil eliminacién de la fraccion no hidrolizable que se acumula
durante periodos largos de reaccion, especialmente con reactores en
modo fed-batch.

= El escalamiento de las membranas asi como de los reactores de

membrana.

La seleccion final de un sistema apropiado, por ejemplo integrado/unidades
separadas, reactores con o sin separacion de producto, reactores en discontinuo,
semi-continuo o continuo, etc., depende del costo operacional y de las unidades de
filtracion, el costo del transporte y manejo de la suspensién de sustrato, las enzimas,
las materias primas y el precio del producto final en el mercado. Sin embargo el disefio
del reactor es un tema serio en la aplicacién industrial de esta tecnologia para la

produccion de etanol celuldsico (Andri¢ et al., 2010).
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Objetivos

En base a los antecedentes descritos, el presente trabajo tiene como objetivo
general el desarrollo de una tecnologia sostenible para la obtencion de glucosa a partir
de fuentes celulésicas no alimentarias, basada en la combinaciéon sinérgica de la
tecnologias enzimatica y de los liquidos idnicos, con la recuperacion y reutilizacién de
los sistemas empleados mediante la utilizacién de la tecnologia de los reactores de
membrana. Dicho objetivo general se puede dividir en los siguientes objetivos

parciales, a saber,:

Entre los objetivos concretos del presente trabajo se encuentran:

= Conocer la actividad y estabilidad de la enzimas responsable de la hidrélisis de

celulosa, y mejorar su estabilidad frente al liquido idnico [Bmim][ClI].

= Desarrollar una estrategia experimental capaz de permitir la hidrdlisis
enzimatica de la celulosa disuelta en [Bmim][Cl], asi como considerar la

viabilidad operacional de dicha aproximacién experimental.

= Desarrollar un proceso sostenible para la sacarificacion enzimatica de celulosa
donde el liquido i6nico sea recuperado en su pureza inicial para ser reciclado

en ciclos consecutivos de disolucion.

= Estudiar la capacidad de disolucién del [Bmim][CIl] a lo largo de ciclos
consecutivos de disolucion y su efecto sobre la digestibilidad de la celulosa

obtenida.
= Desarrollar un protocolo regeneracion de celulosa que permita la obtencién de

una celulosa desestructurada y altamente susceptible a la hidrdlisis enzimatica,

pero libre de liquido iénico.
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Estudiar el efecto del uso de distintas condiciones de regeneracién de celulosa
tales como tipo de antisolvente o temperatura de regeneracién, en la
digestibilidad del sustrato obtenido, y en las cualidades del liquido iénico frente

a su reutilizacion.

Estudiar la idoneidad de la glucosa obtenida mediante hidrélisis enzimatica de
celulosa para ser utilizada como fuente de carbono de microorganismos como

la levadura.

Desarrollar un proceso de hidrélisis de celulosa a mayor escala mediante el uso

de reactores de membrana en modo continuo y discontinuo.

Evaluar la capacidad de retencion de las enzimas celuloliticas de distintos tipos

de membranas y distintos limites de exclusion.

Evaluar el la eficacia de los reactores de membrana en continuo y discontinuo

en funcion del rendimiento de hidrdlisis y estabilidad a lo largo del tiempo.

Evaluar el efecto de distintos parametros operacionales tales como
concentracién de enzima, concentracion de sustrato o tiempo de residencia en

el desempefio de los reactores de membranas.
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2.1. Resumen

En este capitulo se propone una nueva estrategia para mejorar la estabilidad
de la celulasa en cloruro de 1 butil-3metil imidazolio ([Bmim][CI]) con objeto de poder
llevar a cabo la hidrélsis de la celulosa disuelta en dicho liquido ionico. La estrategia
consistio en el recubrimiento de particulas de enzima inmovilizada con liquidos idnicos
(ILs) hidrofobos que han mostrado excelentes cualidades en la estabilizaciéon de
enzimas. Para ello, em primer lugar se estudié la estabilidad de celulasa comercial
(Celluclast®), inmovilizada sobre un soporte polimérico (XAD4), en 3 diferentes liquidos
idnicos a 50°C y 80°C, observandose como los liquidos iénicos hidréfobos mejoraron
claramente la estabilidad térmica de la enzima. El liquido iénico butiltrimetilamonio
bis(trifluorometilsulfonil)imida ([N1114][NTf2] ) incrementé 4 veces el tiempo de vida
media de la enzima inmovilizada a 50°C, mientras que el [Bmim][CI] se comporté como
un potente desactivador. Sin embargo, la estabilidad de la celulasa en mezclas IL
hidrofobo/[Bmim][CIl] se mejor6 en gran medida con respecto a la observada en
[Bmim][CI]. En base a estos resultados, se obtuvo un derivado esabilizado de celulasa
inmovilizada, obtenido mediante el recubrimiento de las particulas de enzima
inmovilizada con [N1114][NTf,], que posteriormente fue utilizado con éxito en la
sacarificacién a 50°C de celulosa disuelta en [Bmim][CI] (hasta el 50% de hidrdlisis en
24 h).
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2.2. Introduccion

Los liquidos idnicos (ILs) se han convertido en medios de reaccién no acuosos
de excepcional interés para las transformaciones enzimaticas debido a sus
propiedades disolventes unicas, su presion de vapor despreciable, y su capacidad
excepcional para mantener estable y activa la conformacién de las enzimas(Roosen et
al., 2008; Sureshkumar y Lee, 2009; Lozano, 2010; Moniruzzaman et al., 2010).

En 2002, el grupo de Rogers descubrié que algunos ILs como el 1-butil-
3metilimidazolio cloruro ([Bmim][CI]), el 1-hexil-3metilimidazolio cloruro ([Hmim][ClI]),
etc. eran capaces de disolver celulosa: la fuente de carbono renovable mas abundante
del mundo (Swatloski et al., 2002). Este descubrimiento abriria nuevas oportunidades
para la valorizacion de muchos materiales de desecho y subproductos agroforestales
que contienen celulosa (i.e. la biomasa agricola). Es por ello que la despolimerizacion
de la celulosa en sus unidades de glucosa, para su posterior transformacion en
bioetanol por fermentacion microbiana es objeto de numerosos estudios en la
actualidad (Alonso et al., 2010; Zhu et al., 2006) como estrategia sostenible de

obtencidon de biocombustibles

En este contexto, también ha sido recientemente descrita la posibilidad de
disolver celulosa mediante el uso de un nuevo tipo de disolventes conocidos como
“Deep eutectic solvents” (DEP). Un DEP es una mezcla de compuestos cuyo punto de
fusion resulta menor que cualquiera de sus componentes individuales, ello debido
principalmente, a la generacién de enlaces por puente de hidrogeno intermoleculares
(Dai et al., 2013). El uso de DES podria representar también una alternativa
interesante en el procesamiento de celulosa debido a la simplicidad de su preparacion
y su bajo costo. Sin embargo existen pocos ejemplos con respecto a la biocatalisis en
estos medios neotéricos (Gorke et al., 2008, 2009; Dominguez de Maria y Maugeri,
2011).

La despolimerizacion de la celulosa catalizada por celulasas en soluciones de
celulosa ha sido de gran interés, si bien los resultados obtenidos han sido poco
esperanzadores. Las celulasas proporcionan la mas alta selectividad para la hidrdlisis
de los enlaces B-glucosidicos de las cadenas de celulosa, con respecto a cualquier
otro catalizador quimico (por ejemplo, acidos, alcalis, etc.) (Li y Zhao, 2007; Li et al.,

2008; Rinaldi et al., 2008). Sin embargo, ha sido ampliamente descrito como los ILs
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capaces de disolver celulosa, por ejemplo el [Bmim] [CI], el cloruro de 1-alil-3-metil
imidazolio ([Amim] [CI]), etc., producen una rapida desactivacién enzimatica por
desnaturalizacion de la proteina (Turner et al., 2003; Engel et al., 2010). A este
respecto, distintos estudios han probado diferentes alternativas para la sacarificacion
enzimatica de celulosa en sistemas acuosos. La mas importante contempla la re-
precipitacion de la celulosa mediante la adicion de disolventes moleculares polares
(por ejemplo agua, etanol, acetona, etc.) en soluciones de IL, elimina la cristalinidad
del polisacarido, mejorando la posterior hidrdlisis enzimatica en medio tamponado
(Dadi et al., 2006; Zhao et al., 2009).

Alternativamente, con objeto de superar el efecto negativo de los IL capaces de
disolver celulosa sobre la estabilidad de la celulasa, algunos autores han propuesto el
uso de medios tamponados con bajas concentraciones de IL "benignos" [por ejemplo
dietilfosfato de 1-etil-3-metil imidazolio (Kamiya et al., 2008), dimetilfosfato de 1,3-
dimetilimidazolio (Engel et al., 2010), etc.] mejorando la actividad de la celulasa. Otra
estrategia implementada para la sacarificacion enzimatica de soluciones de celulosa
en liquidos idénicos (por ejemplo[Bmim][CI]), ha sido el uso de celulasas estabilizadas
genéticamente, obtenidas mediante el cribado (“screening’) de librerias
metagendmicas (Pottkamper et al., 2009) o extraidas de microorganismos extremofilos

(por ejemplo, Termagota maritima) (Datta et al., 2010).

Fuera de este contexto, diferentes trabajos de investigacion han descrito
ampliamente el efecto estabilizante de los ILs inmiscilbles en agua sobre las enzimas
(Roosen et al., 2008; Sureshkumar y Lee, 2009; Lozano, 2010; Moniruzzaman et al.,
2010). El caracter higroscépico de estos liquidos idnicos (por ejemplo, el 1-butil-3metil
imidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imida, [Bmim][NTf,]), capaz de absorber hasta 1,4%
w/w de agua (Bonhote et al., 1996)) se consideré como una propiedad clave para
mantener el grado de hidrataciéon esencial en las proteinas, lo que resulta en un efecto
protector contra la habitual desnaturalizacion que se produce en ambientes no
acuosos (Baker et al., 2004; De Diego et al., 2004, 2005; Lozano et al., 2004; Page et
al., 2009). La inmovilizacion de enzimas es otro método clasico para mejorar la
estabilidad de las enzimas en condiciones no convencionales de reaccion.
Adicionalmente, el recubrimiento de particulas de enzima inmovilizada con ILs
inmiscibles en agua ha demostrado ser otra herramienta util para mejorar la estabilidad
de las enzimas (Lozano et al., 2007; Fernandez-Lafuente, 2009; Mutschler et al., 2009;

Zhao, 2010) incluso bajo condiciones operacionales extremas (por ejemplo scCO, a

104



Capitulo 2: Estabilizacién de celulasa en liquidos idnicos

100 bar y 150 °C) (Lozano et al., 2004). En el caso de la celulasa, existen estudios
que han descrito ampliamente como la adsorcion fisica sobre soportes sélidos [por
ejemplo copolimeros acrilicos (Dourado et al., 2002), poliestireno (Tébéka et al., 2009),
etc.)] proporciona derivados estables y reutilizables, basandose en la formacion de una
capa cataliticamente activa de agregados de enzima dispuesta sobre la superficie del

soporte, tal como se demostré mediante microscopia atémica (Hirsh et al., 2010).

El presente capitulo describe la estabilidad térmica de celulasa inmovilizada
tanto en ILs puros como en mezclas binarias IL/[Bmim][Cl]. La estrategia consistié en
la estabilizacion de la celulasa mediante la inmovilizacién de la enzima sobre un
soporte, seguido por la hidratacion de la enzima (1.5% w/v de agua) y un
recubrimiento con ILs hidrofébicos, para finalmente llevar a cabo la sacarificaciéon de

celulosa disuelta en [Bmim][Cl] a 50°C (Figura 2.1).

IL coating shell

qﬂ' Cellulase

coltuloss T S ;"@—p SATEREY -

Figura 2.1. Representacion esquematica de la sacarificacion de
celulosa disuelta en [Bmim][Cl] catalizada por celulasa
inmovilizada recubierta con un liquido iénico hidrofébico.

2.3 Materiales y métodos

La celulasa de Trichoderma reesei (Celluclast 1.5L, EC 3.2.1.4) fue un regalo de
Novozymes S. A. (Espafia). La celulosa microcristalina (20 u m en polvo), la resina
Amberlite ® XAD4 y otros productos quimicos fueron suministrados por Sigma-
Aldrich, Fluka  (Madrid, Espafia). Los ILs 1-butil-  3-metilimidazolio
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bis(trifluorometilsulfonil)imida ([Bmim][NTf,]); butiltrimetilamonio
bis(trifluorometilsulfonil)imida (IN1114] [NTf]) y 1-butil-3-metilimidazolio cloruro

([Bmim][CI]) (99% de pureza) fueron suministados por loLiTec GmbH (Alemania).

= Diafiltracion de celulasa

La preparaciéon enzimatica comercial se ultrafiltré para eliminar todos los aditivos
de bajo peso molecular de la siguiente manera: 25 ml de Celluclast se diluyeron en
225 ml de tampodn citrato 10 mM, pH 4,8. En primer lugar, la preparacion enzimatica se
ultrafiltré para eliminar todos los aditivos de bajo peso molecular de la siguiente
manera: 25 ml de Celluclast se diluyeron en 225 ml de tampon citrato 10 mM, pH 4,8,
la solucion resultante se concentré 10 veces mediante ultrafiltracion a 8 ° C, utilizando
un sistema de Vivaflow 50 (Sartorious) equipado con membranas de polietersulfona
(10 kDa de corte). Este proceso se repitid tres veces, obteniendo una disolucién de
celulasa con una concentracion de proteina de 150,8 mg / ml (segun lo determinado
por el método de Lowry) y una actividad especifica de 0.11U por mg de proteina (ver

ensayo de actividad de celulasa).

= |nmovilizaciéon de celulasa en Amberlite XAD4

El derivado de celulasa inmovilizada se preparé mezclando 1 ml de la solucion
acuosa de celulasa con 1 g de Amberlite XAD4. La mezcla se agité durante 6 horas a
temperatura ambiente para permitir la adsorcion de la enzima. Luego se recuperé el
sobrenadante, y el soporte se lavé con agua para eliminar la enzima no adsorbida. El
derivado inmovilizado se congeld a -60 ° C, posteriormente se liofilizo y, finalmente, se
almacend en un desecador a 8 ° C hasta su uso. El contenido de proteina del derivado
de celulasa inmovilizada fue de 65.9 mg de proteina/g de soporte (segun se determin6

mediante el método Lowry).

* Preparacion de soluciones de celulosa en [Bmim][ClI]

En un vial de 4mL con tapén de rosca y septum de teflon, se adicionaron 1.98 g

de [Bmim][Cl], y se incubaron a 110 °C en un bloque térmico durante 2 minutos, hasta
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que el IL se fundié por completo. A continuacion, se afadié celulosa microcristalina (20
mg), y la mezcla se incubd con agitacién suave durante 30 min a 110 °C, dando una

solucion de celulosa (1% w/w) transparente, incolora y viscosa.

= Estabilidad térmica de celulasa inmovilizada en IL

Para cada uno de los IL ensayados, 200 mg de celulasa inmovilizada y 500 mg
de IL se afadieron en viales con tapén de rosca (1.5 ml de capacidad total). Las
suspensiones resultantes se mezclaron mecanicamente con una espatula durante 5
minutos para proporcionar un revestimiento completo de las particulas de
biocatalizador con el IL, y luego se incubaron a 50 °C en un bloque térmico. A
diferentes tiempos de incubacion se tomaron muestras de 50 mg de la mezcla

biocatalizador/IL, y posteriormente se cuantifico la actividad enzimatica residual

Para el caso de las mezclas IL/[Bmim][Cl], las particulas del biocatalizador fueron
primeramente revestidas con la cantidad seleccionada de IL hidrofébico ([Bmim] [NTf,]
o [N4114] [NTf,]) y mezcladas mecanicamente con espatula. Posteriormente se anadio
el [Bmim][CI] o la solucion de celulosa al 1% (w/w) en [Bmim][CI] hasta completar 1 g
(cantidad total sumando ambos ILs). La mezcla resultante se mezclé mecanicamente
durante 5 min, incubandose posteriormente a 50°C en un bloque térmico.

Para estudiar la estabilidad de la celulasa en medio acuoso, se suspendieron 15
mg de la enzima inmovilizada, afiadida a distintos viales, con 500 pl de tampdn citrato
50 mM vy posteriormente se incubaron a 50°C. A tiempos seleccionados fueron
retirandose de la incubacién uno a uno los viales, la actividad residual de la celulasa
se determind mediante la adicién de 500 yl de una suspension de celulosa al 4% (w/v)

en tampon citrato 50 mM, pH 4.8.

» Ensayo de actividad de la celulasa

La actividad de la celulasa se determind a 50°C mediante cuantificacion
espectrofotométrica de los azucares reductores producidos (considerados como
equivalentes de glucosa) mediante el método del acido bicinchénico (BCA)
(Kongruang et al., 2004) utilizando una recta de calibrado estandar de glucosa

(r*=0.998) para la cuantificacion.
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El método del acido bicinchénico se utilizé para detectar y cuantificar la cantidad
de azucares reductores terminales producidos. El método se basa en la reduccion de
Cu?* a Cu’ por la reduccién de los extremos reductores producidos. El &cido
bicinchonico forma un complejo purpura-azul con Cu® y la medida espectrofotométrica
de la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de extremos
reductores en la muestra. Este método fue preferido sobre el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), empleado igualmente para determinar extremos reductores,
debido a que las condiciones severas requeridas por este método (100°C durante un

minimo de 5 min), lo que podia haber generado degradacién de la glucosa.

Las reacciones se llevaron a cabo en viales con tapén de rosca y septum de
teflon (1.5 ml capacidad total), cada uno de los cuales contenia 1 ml de una
suspension de celulosa 2% (w / v) en tampdn citrato 50 mM, pH 4.8. La reaccion se
inicid6 mediante la adicion de 15 mg de celulasa inmovilizada o 30 mg de mezcla
celulasa inmovilizada / IL, dejandose con agitacion magnética durante 24 h en un bafio
de glicerol a 50 °C. A intervalos regulares de tiempo, se tomaron alicuotas de 25 ul y
se suspendieron en 475 pl de tampdn bicarbonato 0,1 M, pH 9.8 para detener la
reaccion. A continuacion, se afadieron 1.5 ml de reactivo BCA, y la mezcla se agit6
fuertemente durante 2 min, incubandola posteriormente a 80 °C durante 30 min. Las
soluciones resultantes se centrifugaron a 100 rpm durante 10 min, y se midid la
absorbancia a 560 nm utilizando un espectrofotémetro de diodos UV / Vis S1200
(Biochrom Ltd, UK). Una unidad de actividad de celulasa se defini6 como la cantidad
de enzima capaz de producir 1 ymol de azucares reductores por minuto. Todos los

experimentos se llevaron a cabo por duplicado.

2.4. Resultados y discusion

La posibilidad de llevar a cabo la hidrdlisis enzimatica de celulosa previamente
disuelta en ILs como el [Bmim] [CI], ha despertado el interés por las estrategias de la
estabilizacion de la celulasa frente a la temperatura y/o este tipo de disolventes de
celulosa. Sin embargo, la alta viscosidad de la disolucién de la celulosa en [Bmim][Cl]
a temperaturas moderadas (11 000 y 300 mPas a los 30 y 70 °C, respectivamente) es
un factor limitante en la velocidad de cualquier proceso catalitico, ya que ralentiza los

fendmenos de transporte de materia (Bose et al., 2010). Es por ello que se propuso la

108



Capitulo 2: Estabilizacién de celulasa en liquidos idnicos

realizacion del proceso de sacarificacion enzimatica de celulosa disuelta en [Bmim][ClI]
a 50 °C.

En primer lugar, se estudié la capacidad de la celulasa inmovilizada para
catalizar la sacarificacion de una suspension de celulosa al 2% (w/v) en tampon citrato
50 mM, pH 4.8 a 50 ° C. Tal como muestra la Figura 2.2., a pesar de que la reaccion
se desarrolla lentamente, debido a la insolubilidad de la celulosa en los medios de
reaccion acuosos, el derivado de celulosa inmovilizada fue capaz de alcanzar hasta un
41% de hidrdlisis después de 24 horas, en concordancia con otros trabajos realizados
con celulasas solubles (Kamiya et al., 2008). El derivado inmovilizado demostré una
actividad especifica de 0.1U por mg de proteina, con un 91% del rendimiento en la

inmovilizacion.

En este contexto, considerando los largos tiempos de operacién requeridos para
los procesos de sacarificacion enzimatica de celulosa, se estudio la estabilidad de la
enzima inmovilizada en medio tamponado a 50 °C y se compard con la observada en
[Bmim][CI], [Bmim][NTf,] y [N1114][NTfy] (Figura 2.2, recuadro interior). Como puede
observarse y, en consonancia con otros trabajos previos (Turner et al., 2003), el mejor
IL para disolver la celulosa es el peor para mantener la celulasa activa, produciendo
una desactivacion completa en pocas horas. Sin embargo, tanto el [Bmim][NTf,] como
el [N1114][NTf2], ambos IL hidrofébicos, se mostraron como claros agentes
estabilizantes de la actividad de la celulasa en relacion con el medio tamponado a 50 °
C. Similares resultados han sido obtenidos con otras proteinas como la lipasa (Lozano
et al., 2004; De Diego et al., 2005), la quimotripsina (De Diego et al., 2004) y albumina

de suero humano (Page et al., 2009).

Como puede verse en el recuadro interior de la Figura 2.2, los perfiles de
desactivacion ajustaron a una ecuacion cinética de dos etapas, siendo posible calcular
los tiempos de vida media del derivado inmovilizado mediante un modelo de
desactivacion en serie (Sadana y Henley, 1987; Lozano et al., 2004). Este modelo
considera que la desactivacion enzimatica ocurre en dos etapas de primer orden, la
primera con un precursor activo y la segunda, con un estado final con posible actividad

distinta de cero, como se muestra a continuacion:
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ks k2
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Donde E, E; y E; son los diferentes estados de la enzima: nativo, intermedio y
desarrollado, con diferentes actividades especificas; k; y k., son las constantes de
primer orden (horas™ o dias™) y a y a, son los ratios entre las actividades especificas
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Figura 2.2. Perfil de sacarificacion de una suspension de celulosa
al 2% (w/v) en tampon citrato 50 mM, pH 4.8, catalizada mediante
celulasa inmovilizada (15 mg) a 50°C. El recuadro interior describe
los perfiles de desactivacion en (@), [Bmim] [NTF2], (A), [N1114]
[NTE2] (A ) y tampbdn citrato (@).

Con respecto a los resultados obtenidos, Tanto el [Bmim][NTf,] como el
[N1114][NTf,] aumentaron 2.8 y 4 veces, respectivamente, el tiempo de vida media de la
celulasa, en comparacion con el medio tamponado. Un estudio en paralelo, realizado
para evaluar el efecto de la naturaleza del IL hidrofébico (longitud de la cadena
alquilica lateral y tipo de anién) en su papel protector bajo condiciones severas de
temperatura (80°C) (Lozano et al., 2011), reveld que los Lls hidrofébicos con anién
[NTf,] preveian de un mejor efecto estabilizante que los aniones [PF¢] o [BF,] (Tabla
1), observandose una mejora con el incremento de la longitud de cadena alquilica del
cation. Sin embargo, los mejores resultados se observaron con los IL de base

cationica amonio ([N4114], metiltrioetilamonio [N1sss]), conservando alrededor del 40%
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de la actividad de la celulasa después de 5 dias bajo condiciones severas de
temperatura (80°C) (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Actividad residual de celulasa inmovilizada después de la
incubacion en ILs durante 5 dias a 80 °C ((Lozano et al., 2011)

Liquido iénico Actividad residual (%)
[Emim][NTf,] 17.6
[Bmim][NTf,] 27.2
[OmMIim][NTf;] 34.3
[DAmin][NTf,] 38.2
[Bmim][PFg] 23.4
[Omim][PFg] 30.9
[Ddmim][PFg] 27.6
[Emim][BF 4] 16.1
[Bmim][BF,] 17.1
[Omim][BF4] 19.8
[Ddmim][BF4] 11.6
[N1114][NT;] 42.3
[N1gss][NTT] 39.1
Tampén citrato 0

[Emim]: 1-etil-3-metil imidazolio; [Bmim]: 1-butil-3-metil imidazolio;
[Omim]: 1-octil-3-metil imidazolio; [Ddmin]:1-dodecil-3-metil imidazolio;
[N1114]: butiltrimetilamonio; [N1ggs]: bis((trifluorometil)sulfonil)-imida.

Teniendo en cuenta que estos liquidos idnicos hidrofobicos no disuelven la
celulosa, asi como el aumento de su viscosidad con el incremento de la longitud de
cadena del cation, tanto el [Bmim][NTf;], como ell [N4114][NTf;] fueron los ILs
seleccionados para realizar una segunda etapa de estudio sobre la estabilizacion de
celulasa inmovilizada en presencia de [Bmim][CI], siendo previamente recubierta
mediante dichos ILs. Asi, el derivado inmovilizado se recubrié primero con diferentes
cantidades de IL hidrofébico ([Bmim][NTf,] o [N4414][NTf,]) y posteriormente se afadio
[Bmim][CI] a diferentes ratios molares. La pérdida de actividad de las mezclas
heterogéneas IL/particulas de catalizador se determiné a 50°C en funcion del tiempo

de incubacion (Figura 2.3.).
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Figura 2.3. Perfiles de desactivacion de celulasa inmovilizada en
mezclas de (A) [Bmim][NTf,]:[Bmim][CI] y (B) [N1114][INTf.]:[Bmim][CI] a
50°C. Las mezclas probadas (mol:mol) fueron las siguientes: 3:1 (@),
2:1 ((A), 1:1(A). 1:2 (W) y 1:3 (O0), respectivamente

Como puede observarse en la Figura 2.3, en todos los casos la celulasa
inmovilizada mostré un perfil de desactivacién con importante pérdida de actividad. No
obstante, el recubrimiento de las particulas de enzima inmovilizada con [Bmim][NTf,] o
[N1114][NTf,] mejoré la actividad residual. Ambos ILs hidrofobicos demostraron su
capacidad para estabilizar la actividad de la celulasa contra el efecto negativo de
[Bmim][CI] (véase la Figura 1.2 para comparar). El incremento en la concentracion del
IL hidrofébico disminuyo el efecto desactivador del [Bmim] [Cl], lo cual podria atribuirse
al papel activo del [Bmim][NTf,] o el [N1114][NTf5] en el mantenimiento de la estructura
tridimensional de la enzima mediante la preservacion de las moléculas de agua
esencial alrededor de la proteina que participan en la conformacion nativa. La
eliminacién de dichas moléculas, fenomeno conocido como “water stripping” ha sido
descrito ampliamente como factor clave de la desactivacion enzimatica en ambientes
no acuosos (Baker et al., 2004; De Diego et al., 2004, 2005; Lozano et al., 2004, 2007;
Roosen et al., 2008; Sureshkumar y Lee, 2009; Fernandez-Lafuente, 2009; Mutschler
et al., 2009; Page et al., 2009; Zhao, 2010; Lozano, 2010; Moniruzzaman et al., 2010).
Ademas de esto, la inmovilizacion de la celulasa puede proporcionar un efecto

protector adicional ya que podria actuar como reserva de las moléculas de agua,
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ayudando a mantener el plegamiento de la proteina, y facilitando la reaccion

hidrolitica.

Una vez observado el papel protector de ambos ILs frente al [Bmim][Cl], el
[N1114][NTf;] fue seleccionado para recubrir la celulasa inmovilizada y llevar a cabo la
sacarificacién de una solucion de celulosa a 50°C en [Bmim][Cl]. En la estrategia
utilizada, la enzima inmovilizada (30 mg) se hidraté en primer lugar con tampodn citrato
50 mM, pH 4.8 (15 pl), se recubrid posteriormente con [N1114][NTf;] y, finalmente, se
afadieron las cantidades correspondientes de solucion de celulosa al 1% en
[Bmim][CI] (Figura 1.5). De esta forma fue posible estudiar el efecto estabilizador de la
capa de IL hidrofébico alrededor del derivado inmovilizado en su capacidad de la

celulasa para hidrolizar las disoluciones de celulosa (Figura 2.4).

Como puede verse en la Figura 2.4, la celulasa inmovilizada permanecié activa
en todas las mezclas de liquido i6nico tras 24h de incubacién. Sin embargo, puede
observarse también la disminucion en el grado de sacarificacion de celulosa que
coincide con el aumento en la cantidad de [N4414][NTf;] que recubria al catalizador. Si
bien la cantidad de disolucion de celulosa presente en cada mezcla y, por tanto, la
concentracién de celulosa, se redujeron continuamente (5.69 a 1.28 mg ml™), dicha
concentracién de celulosa se mantuvo 10 veces mas alta que el valor de Ky descrito
para disoluciones acuosas (Halliwell y Griffin, 1973; Nidetzky et al., 1994). Por lo tanto,
la disminucion en el grado de sacarificacion de la celulosa de las diferentes mezclas
ensayadas podria estar relacionada, no a una disminucidon en la concentracion de
sustrato disponible, sino a una mayor limitacion de la celulosa para acceder al
microambiente de la enzima, misma que se ve incrementada con el incremento en la
cantidad de [N4114][NTf;] que recubre la enzima inmovilizada, ello debido a la baja
solubilidad que los azucares han mostrado en ILs con base anidnica [NTf,] (Rosatella
et al., 2009).

El incremento en la concentracién de IL hidrofébico que recubria el derivado
inmovilizado, redujo la actividad de la celulasa al limitar la transferencia de masa del
sustrato desde el seno del medio de reaccidn hasta la enzima. Esta observacion se
contrapone con el rol positivo desempefiado por el IL como agente protector contra la
desactivacion de la enzima por water stripping”, demuestrando que existe una cantidad

6ptima de IL hidrofébico para obtener un efecto protector adecuado.
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Figura 2.4 Sacarificacion enzimatica de celulosa in situ en [Bmim][CI] durante 24h
a 50°C. La enzima inmovilizada (30 mg) fue en primer lugar hidratada con tampdn
citrato 50 mM , pH 4.8 (15 ul) y recubierta con [N4414][NTf;] (431, 532, 659, 819, 6
872 mg, respectivamente). Posteriormente se afiadié una solucién de celulosa al
1% en [Bmim][CI] (569, 468, 306, 181 o 128 mg, respectivamente). Los ratios
resultantes de estas mezclas [N114][NTf]: [Bmim][CI] fueron: 1:3, 1:2, 1:1, 2.1y
3:1 (mol/mol) respectivamente. Los datos en el interior de la figura corresponden al
porcentaje de hidrdlisis.

Tal como se ha observado, el uso de liquidos iénicos hidrofébicos (por ejemplo el
[N111s] [NTf]), como agentes estabilizantes en condiciones de reaccidbn no
convencionales, es una alternativa interesante para mantener las celulasas en su
conformacion activa durante los procesos de sacarificacion en [Bmim][CI]. Desde este
punto de vista, tanto la estabilidad mecanica como el espesor de la capa de
recubrimiento de IL de la enzima, deberan ser optimizados para lograr una mejor
estabilizacion y el facil transporte de la celulosa a la enzima. De este modo, el uso de
liquidos i6nicos soportados (SILLPs) (Lozano et al., 2010) asi como la seleccion
adecuada del soporte (Kim et al., 2006) (para actuar como microreservorio que supla
las moléculas de agua durante la hidrdlisis) y el uso de un sistema de reaccion
eficiente para medio viscoso (por ejemplo reactores de flujo tangencial (Rios et al.,
2004)), parecen ser parametros clave a estudiar en la aplicacion exitosa de los

procesos de sacarificacion.
Una vez mas se confirma, la importancia de un microambiente adecuado en

las reacciones enzimaticas realizadas en liquidos iénicos, ofreciendo una propuesta

nueva y sostenible para la industria quimica verde en un futuro cercano.
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3.1 Resumen

Este capitulo describe el desarrollo de un proceso ciclico sostenible para la
sacarificacion enzimatica de celulosa pretratada mediante liquido ionico (IL), con
recuperacién completa del disolvente para su posterior reciclaje. Disoluciones de
celulosa homogéneas en el IL 1-butil-3-metilimidazolio cloruro ([Bmim] [CI]) se
utilizaron para preparar celulosa amorfa por precipitacion mediante diferentes
antisolventes verdes como agua, etanol o una mezcla equimolar agua-etanol. Varios
parametros operacionales (tipo de antisolvente, temperatura, aplicacién de
ultrasonidos, etc), tanto para la precipitacion de celulosa como para las etapas de
lavado, fueron probados para lograr la plena desorcién del IL de la estructura de la
celulosa. En las mejores condiciones, hasta un 99,7% de IL fue recuperado, el cual
fue utilizado posteriormente con éxito en procesos ciclicos de disolucion/precipitaciéon
de celulosa. Por otra parte, la celulosa regenerada obtenida en cada ciclo resulté ser
un excelente sustrato para la hidrélisis enzimatica, lo que permitid su completa
sacarificacion (hasta 97.7%), tras 4 horas de reaccion a 50 °C, mediante la accion
combinada de las enzimas celulasa y celobiasa, proporcionando una solucién de
glucosa transparente. Asi mismo, se demostrd la viabilidad de dicha disolucion de
glucosa obtenida para ser metabolizada directamente por la levadura
Saccharomyces cerevisiae, con idéntico resultado al observado para una disolucién

de glucosa pura comercial
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3.2 Introduccion

La produccién de bioetanol de segunda generacién a partir de biomasa no
comestible (por ejemplo, biomasa lignocelulésica) mediante tecnologias limpias,
basadas en los criterios de sostenibilidad que emanan de los principios de la Quimica
Verde, es uno de los mayores retos de la investigacién y de la industria, en la
actualidad (Sims et al., 2010; Agbor et al., 2011; Rose y Palkovits, 2012; Sarkar et
al., 2012).

La produccion de bioetanol a partir de fuentes celuldsicas consiste en tres
pasos principales: el pretratamiento de la celulosa para debilitar su estructura
altamente ordenada y rigida, la hidrélisis de la celulosa en azucares fermentables, v,
finalmente, la transformacién de los azucares monosacaridicos resultantes en etanol
mediante fermentacion microbiana (Ver Figura 3.1).
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Figura 3.1. Esquema general de la fermentacién alcohdlica

La hidrdlisis enzimatica completa de la celulosa en sus unidades de glucosa se
lleva a cabo mediante la accion sinérgica de diferentes glucohidrolasas, tales como
celulasas (EC 3.2.1.4 endoglucanasas, EC 3.2.1.91 exoglucanasas) y celobiasas (EC
3.2.1.21). La alta especificidad de las enzimas las hace una de las alternativas mas
verdes para la sacarificacion de celulosa (Sukharnikov et al., 2011). Sin embargo, la
estructura cristalina de la celulosa, conferida por puentes de hidrégeno inter e
intramoleculares multivalentes, le aporta una naturaleza recalcitrante frente la

degradacion por los biocatalizadores. La presencia de regiones cristalinas y amorfas
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en la celulosa implica una dificultad adicional para su hidrélisis enzimatica, dado que
se establece una diferente accesibilidad del sustrato al centro catalitico de la enzima.
Es por ello que, teniendo en cuenta la insolubilidad de la celulosa en los medios
acuosos de reaccion, la eficacia de la accién biocatalitica es altamente dependiente
de la adsorcion de la enzima sobre la celulosa, hecho que ha sido descrito como un
fendmeno de adsorcién superficial (Mansfield et al., 1999). En este sentido, cabe
destacar que se conocen muchas celulasas, cuya arquitectura proteica comporta dos
dominios, a saber, un dominio catalitico, y un dominio de unién a celulosa, mediante

adsorcion fisica (Lee et al., 1996).

Varios métodos quimicos y fisicos se han empleado para mejorar la
accesibilidad de los polisacaridos contenidos en la biomasa a la hidrdlisis enzimatica
(molienda mediante bolas, uso de acidos diluidos, tratamiento hidrotérmico, uso de
alcalis, etc), sin embargo, ninguno de ellos es capaz de aumentar el area superficial
de la celulosa y despolimerizarla en grado suficiente para permitir su hidrdlisis
enzimatica total a tiempos cortos de residencia y bajas concentraciones de enzima
(Zhu et al., 2006; Alvira et al., 2010; Ferreira et al., 2011).

El trabajo pionero del grupo de R.D. Rogers (Univ. Alabama, USA) demostro la
capacidad de algunos ILs, tales como el 1-butil-3-metilimidazolio cloruro ([Bmim][ClI]),
el 1-hexil-3-metilimidazoium cloruro ([Hmim][CI]), etc., para disolver celulosa
(Swatloski et al., 2002), asi como madera (Fort et al., 2007). Este importante
descubrimiento abridé nuevas oportunidades para la valorizacion de grandes
cantidades de materiales de desecho con alto contenido en este polimero (por
ejemplo, la biomasa forestal residuos agricolas, etc), como consecuencia de la
pérdida de la rigidez estructural que caracteriza a la celulosa, resultante de su
disolucién en liquidos idnicos. Entre las acciones de investigacién que son objeto del
maximo interés estratégico, destaca la despolimerizacion biocatalitica de celulosa en
sus unidades de glucosa, para su posterior transformacion en bioetanol por
fermentacion (Fort et al., 2007; Alonso et al., 2010; Bose et al., 2010).

Aunque la mayoria de los liquidos idnicos han demostrado actuar como
excelentes medios de reaccion para las reacciones catalizadas por enzimas (Lozano,
2010; Dominguez de Maria y Maugeri, 2011; Lozano, Garcia-Verdugo, et al., 2011;
Sheldon, 2012), también se ha demostrado que los liquidos i6nicos capaces de

disolver la celulosa (i.e., [Bmim][CI], [Amim][CI], etc.) producen una rapida
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desactivacion enzimatica, como consecuencia de la pérdida de la estructura
tridimensional de las proteinas. (Turner et al., 2003; Engel et al., 2010; Salvador et
al., 2010). Asi, se ha podido observar cémo las interacciones por puente de
hidrogeno intracatenarias, que participan activamente en el mantenimiento de la
arquitectura nativa de la proteina, son desplazadas por interacciones proteina—
liquido ionico, dando lugar a conformaciones cataliticamente inactivas como

resultado de la desnaturalizacion proteica, (Baker y Heller, 2009).

En este contexto, diferentes estrategias han sido probadas para superar el
efecto negativo de los ILs disolventes de celulosa sobre la actividad de la celulasa y
su estabilidad. Entre las estrategias utilizadas se encuentran: el uso de medios
tamponados con bajas concentraciones de ILs “benignos” de base anionica acetato o
dialquilfosfato (Kamiya et al., 2008; Zhao et al., 2008; Vitz et al., 2009; Thomas et al.,
2011; Wang et al., 2011), el recubrimiento de inmovilizados de celulasa con una capa
protectora de ILs hidrofébicos, como el bistriflimida 1-butil-3-metilimidazolio (Lozano,
2011), la identificacion y aplicacion de celulasas de fuentes microbianas no fungicas
(por ejemplo, la arquea haldfila Halorhabdus utahensis) con mejor tolerancia a los ILs
(Zhang et al., 2011), o el uso de agua de mar concentrada como medio de reaccion
alternativo libre de IL (Grande y De Maria, 2012). No obstante, la viabilidad de un
proceso de la despolimerizacién enzimatica de celulosa disuelta en liquidos idnicos
presenta una dificultad adicional desde el punto de vista de la sostenibilidad del
proceso, como es la separacion de la glucosa resultante y la recuperacion total del

liquido iénico para su posterior reutilizacion

Sin embargo, la estrategia mas popular implica la re-precipitacion
(regeneracién) de celulosa a partir de disoluciones celulosa-IL mediante la adicion de
disolventes polares (agua, etanol, etc.), con el fin de romper la estructura cristalina
del polisacarido, mejorando asi la accesibilidad del sustrato para su posterior
hidrdlisis enzimatica en medio tamponado (Dadi et al., 2006; Zhao et al., 2008;
Samayam y Schall, 2010; Husson et al., 2011; Hong et al., 2012). La digestibilidad de
la biomasa pretratada por celulasa esta limitada por la accesibilidad de la celulosa, v,
hasta ahora no se ha descrito la degradacion enzimatica completa de la celulosa por
via sus unidades de mondmeros de glucosa. Algunos autores han aplicado
ultrasonidos durante el pretratamiento de la celulosa con ILs para interrumpir su
estructura cristalina, mejorando la sacarificacion enzimatica in situ de celulosa en

medios acuosos/IL, con un rendimiento maximo de 95% después de 24 h de
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reaccion. Otros autores han llevado a cabo la hidrdlisis enzimatica de celulosa,
pretratada con [Bmim][CI] (5mgml™), en tampén citrato pH 4.8 y hasta un 20% de otro
IL, el metilsulfato de tris-(2-hidroxietil) metilamonio (HEMA)(v/v), produciendo hasta 4

mgml™”" de glucosa después de 15 horas a 60 °C (Bose et al., 2012).

Adicionalmente a las ventajas que la tecnologia de los ILs puede ofrecer en el
procesamiento de celulosa para la industria del bioetanol, también  debe
considerarse la sostenibilidad econémica y ambiental del proceso con base en la
plena recuperacion y reciclaje de los ILs (Lozano, 2010; Salvador et al., 2010; Agbor
et al., 2011; Dominguez de Maria y Maugeri, 2011; Lozano et al., 2011; Sheldon,
2012). La necesidad de recuperar completamente el IL para su reciclaje se ha visto
reforzada a partir de que algunos ILs fueran descritos como disolventes no
completamente verdes debido a su baja biodegradabilidad y alta (eco) toxicidad (Cho
et al., 2007; Torrecilla et al., 2009).

Varios meétodos han sido propuestos recientemente para la recuperacion de ILs
empleados en la solubilizacion de biomasa, por ejemplo, el uso de disoluciones
salinas kosmotrépicas (por ejemplo, disoluciones acuosas de K;PO, y K;HPO,),
después de una etapa de re-precipitacion de celulosa con disolvente polar, para
formar un sistema trifasico con una fase rica en IL (Shill et al., 2011), o la separacién
cromatografica de IL y glucosa del medio de reaccién enzimatico utilizando alimina
como fase estacionaria, proporcionando hasta un 93% de recuperacion del IL (Feng
etal., 2011).

Ademas, dado que el destino final de las disoluciones de celulosa hidrolizada
es la fermentacién para producir bioetanol, el efecto de los ILs sobre la viabilidad de
células como las de levadura es un factor importante a considerar. En este sentido,
se ha descrito la inhibicién del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y la
produccion de etanol, debido al contenido residual de acetato de 1-etil-3-
metilimidazolio ([Emim] [OAc]) en los hidrolizados de celulosa (Ouellet et al., 2011).
Otros autores han demostrado como una cepa de Saccharomices cerevisiae,
modificada con celulasas en la superficie celular, era resistente a algunos ILs
disolventes de celulosa ([Emim] [OAc], [Emim] [CI], [Emim] [DEP]) en

concentraciones de hasta 200 mM (Nakashima et al., 2011).
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En este contexto, el presente capitulo describe por primera vez un enfoque
experimental ciclico (Figura 3.2) basado en la hidrélisis enzimatica de celulosa
regenerada a partir de disoluciones de celulosa en [Bmim][Cl], asi como la
recuperacion total y reutilizacion de dicho IL en ciclos sucesivos de disolucién-

regeneracion.

El protocolo experimental para producir celulosa regenerada (CR) fue
seleccionado en funcion, tanto de la cantidad de IL recuperado, como de la idoneidad
de la (CR) para la hidrdlisis enzimatica. Para ello, la precipitacion de celulosa a partir
de disoluciones celulosa-[Bmim][Cl], fue realizada mediante el uso de los disolventes
moleculares (antisolventes) con mejor caracter sostenible, como son el agua y el
etanol, asi como una mezcla equimolar de etanol y agua. Varios parametros
operacionales, tales como temperatura, agitacion, el uso de ultrasonidos, etc., fueron
ensayados en el objetivo de recuperar totalmente el IL para su reutilizacidén en ciclos

consecutivos de disolucion-precipitacion.
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Figura 3.2 Esquema del protocolo ciclico para la sacarificacion enzimatica de celulosa
pretratada mediante [Bmim] [CI] y reciclaje del liquido i6nico. Para mas detalles véase la
seccion de Materiales y métodos.
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3.3 Materiales y métodos

La celulasa de Trichoderma reesei (Celluclast 1.5 L, EC 3.2.1.4) y la celobiasa
de Asperygillius niger (Novozyme 188, beta-1,4-glucosidasa, EC 3.2.1.21) fueron un
regalo de Novozymes S. A. (Espafa). La celulosa microcristalina (20 micras de
tamafo de particula) y otros productos quimicos fueron suministrados por Sigma-
Aldrich, Fluka (Madrid, Espafa). El IL 1-butil-3-metilimidazolio cloruro, [Bmim][ClI],

(99% de pureza) fue suministrado por loLiTec GmbH (Alemania).

Previamente a su uso, las preparaciones de enzimas fueron ultrafiliradas, para
eliminar todos los aditivos de bajo peso molecular, de la siguiente manera: 25 ml de
Celluclast o Novozyme 188 se diluyeron en 225 ml de tampén citrato 50 mM, pH 4,8,
y las disoluciones resultantes se concentraron 10 veces por ultrafiliracion a 8 °C,
utilizando un sistema Vivaflow 50 (Sartorius) equipado con membranas de polisulfona
(10 kDa de limite de exclusidon). Para cada enzima, el proceso se repitio tres veces,
resultando en una disolucién de celulasa de 147.5 mg ml”" de concentracién de
proteina con actividad especifica de 0.115 U mg proteina”, y una solucién de
celobiasa de 93.6 mg ml™ de concentracién de proteina con actividad especifica de

0.814 U mg de proteina ™.

* Preparacion de la celulosa regenerada

Para la disolucion de la celulosa, el [Bmim][CI] (10 g) se introdujo en un matraz
Erlenmeyer de 100 ml, y se incubd a 115 ° C en un bloque térmico durante 15 min,
hasta que el IL se fundidé por completo. Se afadié celulosa microcristalina (1 g), y la
mezcla se incubé con agitacion mecanica durante 1 hora a 115 ° C, obteniéndose
una solucién de celulosa transparente, incolora y viscosa. La solucion se enfrié y

mantuvo a 60, 70 u 80 °C en un bafo termostatico de glicerol.

Posteriormente, la celulosa se regenerdé mediante la adicion de 50 ml (5 veces
el volumen de celulosa-IL, aproximadamente) de agua, etanol o una solucion
equimolar agua-etanol (23.5: 76.5 v/v) (antisolventes), calentados previamente a 60,
70 u 80 °C. La suspension de celulosa resultante se agitdé vigorosamente durante 15
min. El gel de CR se separé por filtracion a través de una membrana de nylon (malla

de 0,1 mm), mientras la fraccion liquida se almacend para su analisis mediante HPLC
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y recuperacion del IL. A continuacion, la CR se sometié a 5 lavados a temperatura
ambiente con 50 ml de diferentes disoluciones de antisolvente, de modo que el IL

fuera desorbido totalmente de la celulosa.

La serie de lavados de la celulosa consistié en 5 etapas. En primer lugar se
realizaron dos etapas de lavado consecutivas usando el mismo tipo de antisolvente
que en la regeneracion, aplicando ultrasonidos de 150 W (Ultrasons, Selecta,
Espafia) durante 15 min. Posteriormente, dos etapas de lavado con agua ultrapura
(MilliQ de Millipore Sistema) y agitacion mecanica durante 15 min; y una etapa de
lavado final con citrato 50 mM, pH 4,8 y agitacién mecanica. Las cinco etapas de
lavado se recuperaron cuidadosamente cuantificando su volumen y posteriormente

se almacenaron para su analisis por HPLC y recuperacion del IL.

El contenido de humedad de la CR resultante fue de 84% (w/w). La humedad
se determind por pérdida de peso de la CR después de secarla en un horno a 105 °C

durante 14 horas.

= Recuperacion del [Bmim][CI]

El [Bmim][CI] contenido en el antisolvente de regeneracién y en cada fraccion
de lavado fue separado por destilacion al vacio a 70 °C y 74 hPa durante 4 horas. El
IL recuperado de cada fraccion se recolecté en un mismo matraz Erlenmeyer de 100
ml. El matraz fue entonces incubado en un horno a 80°C durante 16h hasta eliminar
completamente la humedad del IL. Una vez seco, el [Bmim][CIl] recuperado se

reutilizé para disolver celulosa en experimentos adicionales.

» Analisis por HPLC de [Bmim][ClI]

La concentraciéon de IL de todas las fracciones de lavado se determin6 en un
equipo de HPLC Shimadzu equipado con una bomba multi-canal (LC-20AD) y un
detector DAD (SPD-M20A), utilizando una columna Synergi Polar-RP de 150 x 4.6
mm (tamafio de particula 4 pym, tamafio de poro 80 A, Phenomenex) como fase
estacionaria. Los analisis se realizaron en condiciones isocraticas (flujo de 0.75 ml
min™") utilizando una fase mévil 70:30 (v/v) de tampodn fosfato (KH,PO,-H3PO,) 5 mM
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pH 3.0/acetonitrilo (Stepnowski et al., 2006). Los perfiles de elucion se controlaron a
218 nm, y la identificacion y cuantificacion del pico de [Bmim][CI] (tiempo de
retencién 2.8 min) se realiz6 mediante la recta de calibrado correspondiente

utilizando acetofenona (tiempo de retencion 11 min) como estandar interno .

» Hidrélisis enzimatica de celulosa regenerada (CR).

Suspensiones de celulosa regenerada (CR) al 2% (w/v) se prepararon
mediante la introduccién de 500 mg de CR humeda (80 mg de CR seca) en viales
con tapdn de rosca revestido de teflon (capacidad total de 5 ml), conteniendo 4 ml de
tampén citrato 50 mM, pH 4.8. Las suspensiones se mantuvieron con agitacién
magnética en un bafo de glicerol a 50 °C hasta que se observaron suspensiones
homogéneas. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de celulasa (120 pL,
147.5 mg prot. mL™") y celobiasa (60 L, 93.6 mg prot. mL™), manteniéndose con
agitacion magneética durante 4 h. A intervalos regulares de tiempo, se tomaron 65 uL
y se suspendieron en tampon de bicarbonato 0.1 M, pH 9.8 (1,035 mL) para detener
la reaccién. Las muestras se centrifugaron a 13 000 rpm durante 5 min. La fase clara
resultante se utilizé para cuantificar tanto la glucosa y celobiosa por HPLC, como el
total de azucares reductores por el método del acido dinitrosalicilico (DNS). Una
unidad de actividad de celulasa se definié como la cantidad de enzima que produce 1
pMmol de azucares reductores por minuto. Una unidad de actividad celobiasa se
defini6 como la cantidad de enzima que hidroliza 1 ymol de celobiosa por minuto.

Todos los experimentos se llevaron a cabo por duplicado.

» Ensayo de crecimiento microbiano

Los ensayos de crecimiento microbiano se realizaron utilizando una cepa
comercial liofiizada de Saccharomyces cerevisiae (Maurivin-PDM, AB Mauri,
Australia) cultivada en medio YPD [2% (w/v) de glucosa, 2% (w/v) de peptona y 1%
(w/v) extracto de levadura] (Nakashima et al., 2011; Ouellet et al., 2011). El pH del
medio se ajusto a 6.5 antes de su esterilizacién. Un precultivo se prepardé mediante la
adicién de 20 mg de polvo comercial de S. cerevisiae liofilizada a 40 mL de medio
YPD, incubandose con agitacion (300 rpom) durante 16 horas a 30 °C en condiciones

aerdbicas. A continuacién, se prepardé un nuevo medio YPD (40 ml) mediante la
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disolucién de peptona y extracto de levadura en una solucién de glucosa al 2% (w /
v) en citrato 5 mM, pH 4.8, previamente obtenido por hidrélisis enzimatica de CR,
como se describié anteriormente. Antes de su uso, esta solucién de glucosa se
sometio a ultrafiltracion usando un sistema de Vivaflow 50 (Sartorius) equipado con
membranas de polisulfona (10 kDa, de corte) para eliminar las enzimas solubles.
Como control, un medio YPD estandar se preparé mediante la disolucion de extracto

de levadura, peptona y glucosa comercial en citrato 5 mM, pH 4.8.

El pH de ambos medios de cultivo fue ajustado a 6.5 antes de su esterilizacion.
Los ensayos de crecimiento se realizaron mediante la adicion de 0,1 mL de
precultivo, a los nuevos medios YPD, manteniéndose en agitacion a 300 rpm e
incubandose a 30 °C durante 30 h en condiciones aerobias. A intervalos regulares,
las densidades o6pticas (OD) de ambos cultivos fueron determinadas a 600 nm
(ODggo) (utilizando la dilucion apropiada) en un espectrofotémetro Novas-pec Il, LKB-

Pharmacia.

= Anadlisis de azucares por HPLC

Las concentraciones de glucosa y celobiosa de las muestras de reaccién
enzimatica se determinaron en un HPLC Shimadzu equipado con una bomba multi-
canal (LC-20AD), y un detector de dispersion de luz (ELSD-LT Il). Una columna
Rezex RCM-monossacharide-Ca 2 (300 x 7.8 mm, Phenomenex) se utiliz6 como
fase estacionaria a 60 °C. Los andlisis se realizaron en condiciones isocraticas (flujo
de 0.6 ml min™") utilizando agua como fase moévil. Los picos de glucosa (tiempo de
retencion 11 min) y celobiasa (tiempo de retencién 9 min) fueron identificados y
cuantificados a partir de las rectas de calibrado correspondientes, utilizando xilitol

(tiempo de retencién 23 min) como patrén interno.
3.4. Resultados y discusion

La regeneracion de celulosa a partir de disoluciones de IL es un paso clave en
el debilitamiento de la cristalinidad y/o perturbacién de la organizacién de la fibra, lo

que resulta en un sustrato mas accesible para la produccion de azucares

fermentables mediante hidrdlisis enzimatica (Smiglak et al., 2006). Sin embargo, para
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la industria de los biocombustibles, la recuperacion y reutilizacion de los ILs en el
procesamiento de celulosa podrian ser considerados requisitos esenciales para
garantizar la sostenibilidad de cualquier proceso propuesto en este campo. Teniendo
en cuenta que el [Bmim][CI] ha sido descrito como uno de los mejores ILs para
disolver materiales lignocelulésicos(Swatloski et al., 2002; Abbott et al., 2005; Fort et
al., 2007; Alonso et al., 2010; Bose et al., 2010; Zakrzewska et al., 2010), una
solucion de celulosa al 10% en este IL fue elegida como material de partida para
preparar CR. Como antisolventes de regeneracion se utilizaron agua, etanol y una

mezcla equimolar agua-etanol.

Mediante experimentos preliminares de regeneracion se pudo observar cémo la
regeneracion a temperatura ambiente proporcionaba una CR de consistencia dura y
en forma de fléculos, mientras que cuando la regeneracion se realizaba a
temperatura mas elevada (por ejemplo 60, 70 y 80 °C) se obtenia un polvo fino de

celulosa con textura suave.

Partiendo de esta observacién, siete protocolos diferentes de regeneracion
basada en al uso de antisolvente a alta temperatura, fueron ensayados para producir
CR. En cada uno de ellos, la CR obtenida fue sometida a 5 etapas de lavado con
objeto de lograr la recuperacion completa del IL (Figura 3.2). Para todos los casos,
dos lavados se realizaron utilizando el mismo antisolvente que en la etapa de
precipitacién mas la aplicaciéon de ultrasonidos, dos lavados se realizaron con agua vy,
finalmente, el ultimo lavado se realizé con tampén citrato 50 mM, pH 4.8. El
porcentaje de IL recuperado en los siete métodos, tanto en la etapa de precipitacion

como en cada etapa de lavado, se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Efecto del protocolo de regeneracion de celulosa en la recuperacion de [Bmim][CI] en funcion
del antisolvente y las condiciones de lavado®

Etapas de lavado

Entrada Precipitacion 1. AS+US 2. AS+US 3.H O 3.H,O 5.TC IL total
de celulosa (%)
1 78.0 (H20, 60°C) 10.7 6.4 n. d. n. d. n. d. 95.1
2 80.0 (H20, 70°C) 8.4 6.8 n. d. n. d. n. d. 95.2
3 82.0 (H20, 80°C) 6.2 7.2 n. d. n. d. n. d. 954
4 67.1 (EtOH, 60°C) 21.6 8.9 n. d. n. d. n. d. 97.6
5 93.7 (EtOH-H20, 60 °C) 4.4 1.4 0.2 <0.1 n. d. 99.7
6 91.8 (EtOH-H20, 70°C) 5.3 1.4 0. 0.1 n. d. 98.9
7 89.9 (EtOH-H20, 80°C) 5.0 1.2 0.4 0.2 n. d. 96.7

@ AS+ US, antisolvente mas ultasonidos durante 15 min a temperatura ambiente; TC, tampon citrato 50
mM, pH 4.8; n. d. no detectado. Ver seccidén de materiales y métodos para mas detalle sobre las muestras
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Como puede verse, el uso de agua a 60 °C como antisolvente para la
precipitacion de celulosa (entrada 1) permitié una recuperacioén directa de IL del 78%,
aumentando ligeramente a 82% cuando la temperatura se elevo hasta 80 °C
(entradas 2 y 3). En estos casos, la aplicacién de dos pasos consecutivos de lavado,
intensificado por la accién de ultrasonidos, permiti6 mejorar la recuperacién total del
IL a valores entre el 95.1 y el 95.4%. La aplicacion de lavados adicionales con agua
y tampodn citrato no aporté mejoras en la recuperacion de IL. El uso de etanol a 60 °C
como antisolvente (entrada 4) proporcioné los peores resultados de recuperacion de
IL en la etapa de precipitacién (67,1% IL), mejorandose a 97,6% después de dos
etapas de lavado consecutivas con el mismo antisolvente y aplicacién de
ultrasonidos. La aplicacion de dos lavados adicionales con agua y uno con citrato no
mejoro la recuperacion de IL. Temperaturas mas altas no fueron ensayadas debido al

punto de ebullicion del etanol (78°C).

Los mejores resultados de recuperacion de IL se obtuvieron mediante el uso
como antisolvente de la mezcla equimolar agua-etanol a 60 °C (entrada 5),
recuperandose de forma directa el 93.7% de IL en la etapa de precipitacion. El
aumento de la temperatura durante la etapa de precipitacion produjo una disminucién
en el rendimiento de recuperacion de IL (entradas 6 y 7). La aplicacién del protocolo
de lavado en las muestras de CR resultantes mejoraron el rendimiento de la
recuperacion total de IL hasta un 99,7% (entrada 5), lo que demostré la efectividad
de la metodologia propuesta para lograr la recuperacién completa del IL en el

procesamiento de celulosa.

La explicacion de estos resultados no pudo hacerse considerando unicamente
la capacidad de estos dos disolventes proticos, agua o etanol, para desplazar los
iones [Bmim]*y [CI] de la CR, ya que ninguno fue capaz de lograr una recuperacion
total de IL al ser utilizados como antisolventes puros (entradas 1 a 4). A este
respecto Lindman et al. sugirieron que la celulosa posee una naturaleza
significativamente anfifilica y que las interacciones hidrofébicas son importantes para
explicar su patrén de solubilidad (Lindman et al., 2010). Por lo tanto, la completa
recuperacion de IL obtenida mediante la mezcla equimolar agua-etanol podria
explicarse por el papel del agua y el etanol como disolventes capaces de formar
enlaces por puente de hidrégeno, asi como por las propiedades hidréfobicas de la

fraccion alifatica de la molécula de etanol, actuando ambos disolventes en conjunto
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como un antisolvente verde util para la recuperacion de IL. Por otra parte, la
aplicacion de ultrasonidos en dos de las etapas de lavado resulté de importancia
relevante dada su capacidad para desplazar moléculas fuertemente adsorbidas
sobre una matriz polimérica (Imai et al., 2004; Yang et al., 2010; Ninomiya et al.,
2012).

Ademas de la ventaja de recuperar el IL, el interés industrial de
cualquier propuesta experimental también debe basarse en la idoneidad la celulosa
regenerada para la degradacion enzimatica y produccién de disoluciones de glucosa.
La Figura 3.3 muestra los perfiles en funcion del tiempo de la produccién de
azucares por la accién combinada de la celulasa y celobiasa sobre las CRs
obtenidas mediante los protocolos descritos en la Tabla 3.1. Una reaccién control se
llevé a cabo utilizando celulosa microcristalina como sustrato. Como puede verse,
todas las CRs fueron sustratos adecuados para la hidrélisis enzimatica,
completandose practicamente después de 4 h. En la misma figura puede observarse
claramente el efecto positivo del pretratamiento mediante [Bmim][CI] sobre la
interrupcion de la estructura de la celulosa, en comparacion con el control de la
reaccion, donde la hidrélisis enzimatica de la celulosa microcristalina se detuvo en
58%, sin observarse mejora en la hidrélisis a las 24h de reaccion. Otra observacion
que puede realizarse es sobre los mejores rendimientos de hidrdlisis obtenidos para
una temperatura de regeneracion de 60°C, utilizando agua o la mezcla equimolar
agua-etanol como antisolventes. Este hecho puede atribuirse a una estructura de la
celulosa mayormente amorfa, favorecida por la baja temperatura del antisolvente. El
mayor rendimiento de hidrolisis a 60°C representa ademas, una ventaja econémica

debido al ahorro energético que representa trabajar temperaturas menores que 80°C.

La adecuacion de las CRs para la hidrélisis enzimatica, puede observarse
también en la Figura 3.4. Como puede apreciarse, la hidrdlisis enzimatica de la CR
obtenida por precipitacion con la solucién equimolar etanol-agua (Tabla 1, entrada 5),
mostré una correspondencia excelente entre los perfiles de azucares reductores
totales, glucosa y celobiosa, observandose celobiosa sélo al comienzo de la
reaccion, cuando la concentracion de CR era alta. Posteriormente, la accion
sinérgica de la celulasa y la celobiasa hizo posible la hidrdlisis de celobiosa tan
rapido como fue formada. La idoneidad de este sustrato para la hidrélisis enzimatica

también se hizo evidente en el cambio de turbidez del medio de reaccién (medida por
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transmitancia a 660 nm) (imagen contenida en la Figura 3.4), pasando de 0 a 70% al

cabo de 4 h de reaccion.
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Figura 3.3. Perfil de hidrdlisis y de produccion de azucares reductores
por accion combinada de celulasa y celobiasa usando celulosa
regenerada (CR) como sustrato. Las diferentes celulosas regeneradas
se obtuvieron de disoluciones de celulosa al 2% en [Bmim] [CI],
utilizando agua o etanol (A) o una solucién etanol-agua 1:1(mol:mol)
(B) como antisolventes a distintas temperaturas. La reaccién control se
realizod utilizando celulosa microcristalina como sustrato (para mas
detalles, consultar la seccién de Materiales y Métodos).

La obtencion de estos resultados puede ser directamente atribuida a la pérdida
de cristalinidad y la disrupcioén de la organizacién de las fibras de celulosa, producida
por el pretratamiento de disolucidén-precipitacion, lo cual resulté en un sustrato mas
accesible para las enzimas (Grande y De Maria, 2012). Sin embargo, la completa

hidrolisis enzimatica de la CR a sus unidades monoméricas de glucosa s6lo pudo
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explicarse por el valor afiadido obtenido gracias a la completa recuperacion del
[Bmim][ClI] durante el pretratamiento de celulosa.

140

120 100

100 80

60

40

20

Azucares liberados ( mM )
Hidrdlisis de celulosa (%)

0 - . 0
2 3
Tiempo de reaccion (h)

Figura 3.4. Perfiles de produccion de azucares reductores (O),
glucosa (@) y celobiosa (A), liberados por la accién combinada de
celulasa y celobiasa, usando como sustrato celulosa regenerada
(CR) proveniente de la precipitacion con etanol/agua (Tabla 1,
entrada 5).

En este contexto, es necesario destacar el efecto negativo de los ILs capaces
de disolver celulosa, sobre la actividad enzimatica de la celulasa, que ha sido
descrito en numerosos trabajos (Turner et al., 2003; Dadi et al., 2006; Zhao et al.,
2008, 2009; Kamiya et al., 2008; Vitz et al., 2009; Engel et al., 2010; Yang et al.,
2010; Salvador et al., 2010; Samayam y Schall, 2010; Wang et al., 2011; Zhang et
al., 2011; Husson et al., 2011; Thomas et al., 2011; Hong et al., 2012; Ninomiya et
al., 2012). Para el caso tanto del [Bmim][CIl] (Salvador et al., 2010) como del
dimetilfosfato 1,3-dimetilimidazolio (Mmim] [DMP]) (Engel et al., 2010), se ha descrito
la pérdida continua de la actividad de la celulasa con el aumento de concentracion de
IL en el medio de reaccion, proporcionando una actividad residual de 35-45% para
concentraciones de IL del 10% (v/v).

En su trabajo, Engel et al (2010) describieron la reduccién del grado de

hidrélisis de celulosa por la presencia de IL residual (10% [Mmim][DMP]),

proporcionando rendimientos de hidrdlisis del 40-70% después de 24 h de reaccion,
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sin observar mejoria a mayor tiempo de hidrélisis (Engel et al., 2010). El uso de
sistemas "compatibles" IL-celulasa (15% [Emim][AcO]) para la hidrdlisis enzimatica
de biomasa celuldésica tampoco mejoré su conversion en glucosa y celobiosa,
resultando en un rendimiento de hidrélisis del 40-50% durante las primeras 24h
(Wang et al., 2011). La presencia de moléculas residuales de IL unidas a la celulosa
pudo disminuir la eficiencia de la celulasa para alcanzar la sacarificacion completa

del polimero.

Por lo tanto, la secuencia de lavados llevada a cabo con la celulosa regenerada
descrita en este capitulo (Tabla 3.1) puede ser considerada una etapa ideal de
acondicionamiento del sustrato para la hidrolisis enzimatica, en lugar de un simple
proceso de recuperacion de IL. La celulosa regenerada sometida a sacarificacion
enzimatica, debera estar totalmente libre de IL residual para llegar a la plena

transformacion a unidades monomeéricas de glucosa.

A pesar del gran interés por recuperar todo el IL utlizado en el
acondicionamiento de celulosa para la hidrolisis enzimatica, su reutilizacidén en ciclos
consecutivos de disolucién / precipitacién es un factor clave para la sostenibilidad
economica de esta propuesta tecnolégica para el procesamiento de biomasa. Asi, el
IL desplazado durante la precipitacién con agua o la mezcla equimolar etanol-agua,
(Tabla 3.1, entradas 3 y 5, respectivamente) fue recuperado y utilizado para la

realizacién de ciclos consecutivos de produccion de CR.

La idoneidad de las CRs resultantes de cada ciclo para ser hidrolizadas por la
celulasa y la celobiasa se muestra en la Figura 3.5, donde se presenta los perfiles de

la produccién de azucares reductores totales en funcién del tiempo.

Como puede verse, la reutilizacion y el reciclado de [Bmim][CI] durante 5 ciclos
de disolucion-precipitacion proporcionaron un excelente sustrato para la hidrdlisis
enzimatica, alcanzado el maximo rendimiento de conversién (mayor que 96% para
todos los casos) tras 4 h de reaccion. La capacidad del [Bmim][CI] para disolver la
celulosa se mantuvo sin cambios durante los 5 ciclos, a pesar del ligero
oscurecimiento en su el color, el cual pudo eliminarse mediante el uso de carbon

activo.
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La Figura 3.6 muestra el rendimiento de recuperacion de [Bmim][Cl] tras cada
ciclo de disolucion/precipitaciéon de celulosa con agua o la mezcla equimolar etanol-

agua como antisolventes
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Figura 3.5. Perfil de hidrdlisis y de produccién de azucares
reductores por accidon combinada de celulasa y celobiasa
usando celulosa regenerada (CR) como sustrato. Las CRs
se obtuvieron en ciclos consecutivos de recuperacion y
reciclado de [Bmim][CI] a partir de la precipitacién de
celulosa mediante agua a 80°C (A), o una solucion
etanol:agua (1:1mol) a 60°C (B) como antisolventes.

La efectividad de la metodologia propuesta para recuperar el IL se demuestra
claramente por el excelente rendimiento de recuperacién (superior a 93%) obtenido
en todos los casos. La ligera disminucion de IL recuperado, observada con el
aumento en el numero de ciclos, puede ser atribuida a errores manuales durante la

manipulacién de la gran cantidad de fracciones liquidas de lavado.
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Figura 3.6. Rendimiento de recuperacion de
[Bmim][CI] durante ciclos consecutivos de operacion
para la disolucién-precipitacion de celulosa
utilizando agua (barras negras) o etanol-agua 1:1
mol (barras blancas) como antisolventes en la etapa
de precipitacion.

El analisis de 'H-RMN realizado a 3 muestras de [Bmim][Cl], “[Bmim][CI]
estandar’ (IL puro), “[Bmim][CI] reutilizado” (IL después de 5 ciclos de
regeneracion/precipitaciéon) y “[Bmim][CI] reutilizado + carbdn activo” (IL después de
un proceso de limpieza mediante carbén activo) (Figura 3.7), no mostré ningun signo
de descomposicion y/o contaminacién de productos secundarios con respecto al IL
estandar. Como puede verse en la Figura 3.7, los 3 espectros presentan las mismas
sefales, notandose una pequefa sefial adicional en el caso del “[Bmim][Cl]
reutilizado” misma que se ve considerablemente reducida después del proceso de
limpieza del IL mediante carbon activo. Ademas de esto, la desaparicién del
oscurecimiento del IL mediante la limpieza con carbén activo demostré la idoneidad

del IL para un nuevo ciclo de disolucion-precipitacion de celulosa.

Finalmente se estudio la idoneidad de la solucién de glucosa resultante de la
hidrolisis enzimatica de CR como fuente de carbono en el cultivo de Saccharomyces
cerevisiae. El medio YPD necesario para el crecimiento de la levadura se prepard
afiadiendo la cantidad correspondiente de extracto de levadura y peptona a una
solucion de glucosa al 2% (w/v) en citrato 5 mM, pH 4.8, previamente obtenida por
hidrolisis enzimatica de CR libre de IL (Materiales y métodos). Como control se
preparé un medio YPD con una solucion de glucosa comercial al 2% (w/v) en citrato
5mM, pH 4.8.
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Figura 3.7. Espectro 'H-NMR de muestras de [Bmim][CI] 10 mg/mL, realizadas
en un equipo Bruker-AC-200E (200 MHz), utilizando D,O como solvente.
Muestra 1) [Bmim][Cl] estandar. LI puro; muestra 2) [Bmim][CI reutilizado]: L
recuperado y reutilizado 5 veces siguiendo el protocol descrito en la seccion de

Materiales y métodos.
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Muestra 3. [Bmim][CI] reutilizado + carbén activo
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Figura 3.7 continuacion. Espectro 'H-NMR de muestras de [Bmim][CI] (10 mg/mL),
realizadas en un equipo Bruker-AC-200E (200 MHz), utilizando D,O como solvente.
Muestra 3) [Bmim][CI] reutilizado+ carbdn activo: LI de la muestral 2 después de su
limpeza con carbén activo a temperatura ambiente durante 48h.

La concentracion utilizada de tampén de citrato en ambos cultivos fue 10 veces
menor a la concentracion habitual de los ensayos de actividad enzimatica, ello para
reducir al minimo el papel de éste como fuente alternativa de carbono para la
levadura en crecimiento. En ambos casos el pH del medio YPD fue ajustado a 6.5
antes de su esterilizacion e inoculacién. La Figura 4.8 muestra el crecimiento

aerdbico a 30°C de Saccharomyces cerevisiae en ambos medios YPD.

Como puede observarse en la Figura 4.8, los dos perfiles de crecimiento
microbiano resultaron idénticos, lo que demostré la viabilidad como fuente de
carbono de la solucién de glucosa obtenida mediante hidrolisis enzimatica de CR.
Estos resultados pueden ser atribuidos a la ausencia de IL residual en la CR,
proporcionando una solucién final de glucosa tan efectiva como la preparada con
glucosa comercial para la transformacion microbiana. Algunos autores han descrito el
efecto negativo del contenido residual de IL en medios de cultivo de Saccharomyces
cerevisiae, considerandolo como fuente de inhibiciéon del crecimiento microbiano y de

la produccion de etanol. Cabe sefialar que en estos trabajos la separacion del IL de
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los monosacaridos no condujo a la completa recuperacion del IL. Por tanto, de
acuerdo con el primer principio de la quimica verde (Anastas y Warner, 1998)
relacionado con la prevencién, es mejor (y mas facil) recuperar el IL contenido en la

CR que tratar o limpiar la solucién de glucosa resultante de la hidrdlisis del polimero.
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Figura 4.8. Crecimiento aerobico de Saccharomyces
cerevisiae en medio YPD preparado en una solucion de
glucosa al 2% (W/v) a pH 6.5 y 30°C. La glucosa se
obtuco mediante hidrdlisis enzimatica de CR libre de IL
(A) y mediante proveedor comercial (@)

En conclusion, en este capitulo se demuestra como la efectividad de la
tecnologia de pretratamiento de biomasa mediante ILs, para proporcionar sustratos
adecuados para la hidrélisis enzimatica, se ve reforzada por la recuperacion total del
IL.

Mediante la combinacién de antisolventes moleculares verdes, como el agua o
el etanol, y el uso de ultrasonidos, pueden disefarse protocolos eficientes para
recuperar completamente el IL a partir de disoluciones de celulosa. Por otra parte, el
IL puede ser purificado por simple destilacion, antes de ser reutilizado en el

procesamiento de biomasa.

Ademas de los beneficios econdmicos y ambientales proporcionados por la
recuperacion total del IL, también debe notarse la naturaleza idénea de la celulosa
amorfa obtenida para su completa hidrélisis enzimatica. Estudios posteriores en
reactores enzimaticos de membrana deberan llevarse a cabo para determinar las
mejores condiciones en cuanto a cantidad de mezcla enzimatica, asi como el tipo de

sustrato mas adecuado para la produccion continua de glucosa a partir de biomasa
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pretratada. Una vez mas, la tecnologia de los IL aparece como un potenciador de la

tecnologia de enzimatica para el desarrollo de bioprocesos quimicos verdes.
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4.1. Resumen

El presente capitulo propone un proceso sostenible para la sacarificacion
enzimatica de celulosa en un reactor de membrana, operando comparativamente en
modo continuo y discontinuo. La hidrdlisis enzimatica de la celulosa pretratada con
cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio ([Bmim][CI]) mostré un excelente rendimiento de
hidrdlisis (95% en 4h) para una suspensién de celulosa regenerada (60mL, 2 g/L) en
operaciéon discontinua utilizando un caudal de recirculacion de 120 mL/min. La
operacion en modo discontinuo se realizé en un sistema de ultrafiltracién de flujo
tangencial, equipado con membranas de polietersulfona y limite de exclusién de 5y 10
kDa, observandose un perfil de concentracion para los productos de hidrdlisis idéntico
al obtenido sobre un volumen de reaccion 4 veces inferior, lo que demuestra la
ausencia de limitaciones difusionales externas por el uso de un adecuado caudal de
recirculacion. Ademas, tras la separacion de la glucosa resultante mediante filtracion
tangencial, las enzimas retenidas por la membrana fueron utilizadas durante 9 ciclos
operacionales consecutivos, sin pérdida de actividad catalitica ni eficacia de filtrado.
Ademas, también se realizaron ensayos en modo continuo utilizando un sistema de
ultrafiltracion tangencial equipado con membranas ceramicas de alumina (5 kDa),
estudiandose la influencia de la concentracion de sustrato, y del tiempo de residencia,
observandose un incremento en la concentracion de producto con el incremento del
tiempo de residencia, asi como una excelente eficacia de filtracion sin observarse
ningun tipo de colmatacion de la membrana. Estos resultados mostraron que la
sacarificacion enzimatica de celulosa regenerada en un reactor de membrana permite
una eficaz accion catalitica de las enzimas, asi como su reutilizacion operando en
modo discontinuo y/o discontinuo, sin pérdida aparente de actividad con el tiempo de

operacion.
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4.2. Introduccion

Actualmente, se estan realizando intensas investigaciones para el desarrollo de
procesos rentables y limpios de sacarificacién enzimatica de celulosa, el biopolimero
mas abundante de la Tierra. En este contexto, la hidrélisis enzimatica de la celulosa
resulta ventajosa comparada con la hidrélisis quimica, mediante acidos y/o bases, ya
que la gran especificidad de las celulasas (endoglucanasas y exoglucanasas) permite
la obtencion de glucosa con la maxima selectividad posible y evita su transformacion
inespecifica en subproductos indeseados, que ademas de disminuir los rendimientos
de produccién, también suelen ser inhibidores del proceso de fermentaciéon microbiana
para producir etanol (Agbor et al., 2011). Sin embargo, la baja velocidad de la hidrdlisis
enzimatica observada es atribuida tanto a la alta cristalinidad de la celulosa, como a la
inhibicion de las celulasas por el producto celobiosa, o que supone un importante
obstaculo para la incorporacion de las enzimas en los procesos de produccion

industrial de bioetanol celuldsico (Gan et al., 2002).

Con el fin de mejorar la velocidad de hidrdlisis enzimatica y el rendimiento de la
sacarificacion de la celulosa, se han adoptado diversas estrategias: pretratamiento de
la celulosa para romper la estructura cristalina de la celulosa, la adicion de NaOH al
medio de reaccion como facilitador de la despolimerizacién (Liu et al., 2011), el uso de
agua de mar concentrada como medio de reaccion para romper la cristalinidad de la
celulosa (Grande y De Maria, 2012) o la mejora de las propiedades cataliticas de la

celulasa mediante técnicas de ingenieria genética (Zhang et al., 2006).

Entre los numerosos métodos de pretratamiento desarrollados (explosion por
vapor, AFEX, organosolv, etc), el uso de ciertos liquidos idnicos (i.e. [Bmim,ClI],
[Amim][CI] etc.) para la disolucién de la celulosa y su re-precipitacion por adiciéon de
antisolventes han atraido especial interés (Zhu et al., 2006). Las bajas presiones de
vapor asi como la estabilidad térmica y quimica de los liquidos idénicos, los hace

Optimos para procesos limpios y sostenibles.

Ademas de la cristalinidad de la celulosa, la inhibicidon por producto causada
por la celobiosa también limita la sacarificacion de la celulosa. Esta limitacién se puede
aliviar mediante la accidén combinada de dos estrategias: 1) adicion de celobiasa al
medio de reaccion para la transformacién de celobiosa en glucosa, y 2) retirada del

producto por ultrafiltacion de los azucares en reactores de membrana. En este sentido,
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las naturaleza del sustrato y su pretratamiento, el material de la membrana y modo
operacional son aspectos de la maxima relevancia para conseguir una eficaz
separacion del producto y la completa recuperacion de las enzimas para su
reutilizacion, un aspecto de enorme importancia para reducir los costes del proceso
(Rios et al., 2004, 2997)

La extensa investigacion llevada a cabo en reactores de membrana ha puesto
de manifiesto que la velocidad de hidrdlisis esta limitada no sélo por la retroinhibicion
por producto, sino también por otros factores como la disminuciéon de la cantidad de
enzima adsorbida al sustrato y la transformacion de la celulosa en una forma menos
digerible (Yang et al., 2006). Asi, el desarrollo de un proceso eficiente de sacarificacion
enzimatica de celulosa debera contemplar tanto el disefio 6ptimo de un reactor que
facilite la accion catalitica de las enzimas como la utilizacion de un sustrato altamente
susceptible a la hidrdlisis enzimatica, obtenido a partir de un pretratamiento limpio y

eficaz.

El objetivo de este capitulo ha sido la puesta en marcha de distintos modos de
operacién de un reactor enzimatico de membrana para el procesamiento limpio y
sostenible de celulosa regenerada, analizando la influencia de diferentes parametros
de operacion tales como la concentracién de enzimas y su relacion, concentracion de

sustrato y el tiempo de residencia.

Se realizaron diferentes ensayos en modos de operacion continuo y
discontinuo para lograr la sacarificacion total de celulosa regenerada (CR), mediante
reprecipitacion de celulosa disuelta en el liquido i6nico 1-butil-3-metilimidazolio cloruro
([Bmim][ClI]), tal como se describe en el capitulo 3. La efectividad y la naturaleza limpia
de este pretratamiento qued6é demostrada en el capitulo anterior (Lozano et al., 2012)
describiendo el incremento de la velocidad inicial de reaccién y una adecuacion
excelente para la hidrédlisis enzimatica de la celulosa, con una conversiéon total a

glucosa en tan soélo 4h.

Para la realizacion los ensayos en discontinuo de la hidrdlisis enzimatica de
celulosa regenerada se emplearon membranas de ultrafiltracion de polietersulfona
(PES), con limites de exclusion de 5 y 10 kDa respectivamente. Al igual que las demas
membranas de naturaleza polisulfona (bisfenol-A polisulfona (PSF), tetrametil bisfenol-

A polisulfona (TM-PSF), las membranas de PES poseen una gran resistencia térmica y
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quimica combinada con una excelente estabilidad mecanica en ambientes calientes y
himedos (Kim y Kim, 2005). Ademas de estas propiedades, las membranas de PES
han demostrado un buen rendimiento a largo plazo a altas temperaturas, lo que las
hace ideales para ensayos prolongados. Para los ensayos en continuo la separacion
de producto y recuperacién de las enzimas se realizd mediante una membrana
ceramica de ultrafiltracidn cuya naturaleza inerte y capacidad para operar mayores
presiones y caudales que las membranas poliméricas las ha hecho interesantes para
aplicaciones industriales. La evaluacién de la eficiencia del proceso empleado se
determind a partir la evaluacion del rendimiento global de cada reactor asi como por su

capacidad de evitar problemas de colmatacion de las membranas.

En este capitulo se estudia por primera vez la adecuacién de dos tipos reactores
de membrana, basados en membranas de naturaleza polimérica y ceramica,
respectivamente, para la realizacién de la sacarificacion enzimatica de celulosa, en
modos de operacion continuo y discontinuo. En este capitulo se demuestra la
excelente viabilidad operacional de la estrategia en base a la reutilizacion total de la
enzima empleada, sin pérdida aparente de actividad catalitica con los ciclos de
operacion, asi como el mantenimiento constante de los flujos de la disolucién de

glucosa resultante con el tiempo de operacion.

4.3. Materiales y Métodos

La celulasa de Trichoderma reesei (Celluclast 1.5 L, EC 3.2.1.4) y la celobiasa
de Aspergillius niger (Novozyme 188, beta-1,4-glucosidasa, EC 3.2.1.21) fueron un
regalo de Novozymes S.A (Espafia). El modulo de membrana de PES (Vivaflow50) fue
suministrado por Sartorius (Espana). La membrana ceramica con geometria tubular
con tres canales fue suministrada por Tami Industries (Francia). La celulosa
microcistalina (en polvo, 20 uym) y otros productos quimicos fueron suministrados por
Sigma-Aldrich-Fluka (Espafa). El liquido iénico cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio

cloruro, [Bmim][CI], (99% de pureza) fue suministrado por loLiTec GmbH (Alemania).
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= Diafiltracion de enzimas

Previamente a su uso, las preparaciones de enzimas fueron ultrafiltradas, para
eliminar todos los aditivos de bajo peso molecular, de la siguiente manera: 25 ml de
Celluclast o Novozyme 188 se diluyeron en 225 ml de tampodn citrato 50 mM, pH 4,8, y
las disoluciones resultantes se concentraron 10 veces por ultrafiltracion a 8 °C,
utilizando un sistema Vivaflow 50 (Sartorius) equipado con membranas de polisulfona
(10 kDa de limite de exclusion). Para cada enzima, el proceso se repitio tres veces,
resultando en una disolucién de celulasa de 154.9 U mg ml" de concentracién de
proteina con actividad especifica de 0.162 U mg proteina™”, y una solucién de
celobiasa de 128.6 mg ml”" de concentracion de proteina con actividad especifica de

1.329 U mg de proteina ™.

» Preparacion de celulosa regenerada

Los protocolos de disolucion y regeneracion de celulosa con [Bmim][Cl] han

sido descritos en el capitulo 3 (Lozano et al., 2012).

= Operacion con el reactor de membrana en modo discontinuo

El disefio del reactor utilizado para realizar la sacarificacion de celulosa en
modo discontinuo se muestra en la Figura 4.1. El sistema consistié en reactor tanque
discontinuo (100 mL capacidad) conectado mediante una bomba de recirulacién a una
unidad de ultrafiltracion (Vivaflow 50) equipada con membranas de polietersulfona
(PES, limite de exclusion: 5 o 10 KDa, area de filtracion: 50 cm?.) En todos los casos,
los ensayos se iniciaron adicionando al reactor 60 mL de una suspension de celulosa
regenerada (2 g/L) con el correspondiente volumen de enzimas para disponer de una
concentracién, equivalente a los ensayos realizados en el capitulo 3, a saber celulasa
(38 U/g celulosa) y de celobiasa (128 U/g celulosa). La mezcla de reaccion se mantuvo
en recirculacion constante (120 mL/min) a 50 °C y sin aplicar presion transmembrana,
lo que resulté en un caudal de filtrado nulo durante dicho periodo. Transcurridas las 4
horas de ésta etapa catalitica, el sistema se presurizdé a 1.2 bar durante 20 min, y
manteniendo el caudal de recirculacion, permitiendo la recogida de la disolucion de
glucosa resultante a través del canal de filirado del sistema mediante filtracién

tangencial. En todos los casos, el volumen total recogido fue de 40 mL, y se inicié un

152



Capitulo 4. Reactor enzimatico de membrana para la sacarificacion de celulosa

nuevo ciclo de hidrélisis mediante la adicion del mismo volumen de una suspensiéon de
sustrato fresco en tampon citrato 50 mM, pH 4.8. A lo largo de cada ciclo catalitico, se
tomaron las correspondientes muestras del reactor para su analisis de la actividad

enzimatica y del contenido en azucares por un método colorimétrico y por HPLC.

@ —plg

@@? aO Backpressure
> J, Regulator

Filtration

Membrane

Thermostaded bath

Figura 4.1 Representacion esquematica de un reactor discontinuo de membrana
PES para la hidrélisis enzimatica de celulosa regenerada (RC).

= Operacion con el reactor de membrana en modo continuo

La Figura 4.2 muestra un esquema del reactor utilizado para realizar la
sacarificacion de celulosa en modo continuo. El sistema consistié en reactor tanque (1
L de capacidad) y cierre hermético, conectado mediante una bomba de recirculacién a
una unidad de ultrafiltracion Dicha unidad contenia una membrana ceramica (5 kDa de

limite de exclusion y un area de 76 cm?) de morfologia tubular.

Los ensayos se realizaron adicionando al reactor, bien 200 mL de una
suspension de celulosa regenerada (0.8 6 1.2 g/L), o bien 500 mL de una suspension
de celulosa regenerada (1.6 6 1.2 g/L), con el correspondiente volumen de enzimas
para disponer de una concentracién final, equivalente a los ensayos realizados en el
capitulo 3, a saber celulasa (38 U/g celulosa) y de celobiasa (128 U/g celulosa). Las
mezclas de reaccion se mantuvieron en recirculaciéon constante (215 mL/min) a 50 °C
durante 1.5 h (cuando el volumen del reactor era de 200 mL) 6 2 h (cuando el volumen
del reactor era de 500 mL), tiempo necesario para que el sistema alcanzara el estado

estacionario en cada caso. Transcurrido dicho periodo, se aplic6é una presion
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transmembranar de 0.1 bar mediante el cierre parcial de la valvula de recirculacién,
que provoco la consecuente salida del producto por el canal de filtrado. El reactor se
mantuvo en operacién continua durante un periodo equivalente al tiempo de
residencia, cuantificandose el caudal de filtrado mediante la incorporacién de una
balanza continua en el tanque de recogida de sustrato. Este hecho permitié alimentar
manualmente al sistema, en intervalos de 2 minutos, con una suspension de sustrato
fresco a un caudal idéntico al caudal de filtrado cuantificado por la balanza. A lo largo
de cada periodo de operacion en continuo, se tomaron las correspondientes muestras
del reactor para el analisis de la actividad enzimatica, y del contenido en azucares por

un método colorimétrico y por HPLC.

Dl
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Thermostaded bath

Figura 4.2. Representacion esquematica de un reactor continuo de membrana de
alumina para hidrdlisis de celulosa regenerada (RC).

» Hidrélsis enzimatica de celulosa regenerada

Las reacciones de hidrolisis se realizaron a 50°C en tampoén citrato 50 mM, pH 4,8,
mediante la accién combinada de celulasa de Trichoderma reesei (38 U/g de celulosa)
y celobiasa de Aspergillius niger (128 U/ g de ceelulosa). Se extrajeron alicuotas del
medio de reaccion a intervalos regulares de tiempo y se diluyeron en tampoén
bicarbonato 0,01 M, pH 9,8 para detener la reaccion. Todas las muestras fueron

analizadas por HPLC y por el método del acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959).
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= Analisis por HPLC

Las concentraciones de glucosa y celobiosa se determinaron mediante
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), usando una columna Rezex RCM-
monosacarido-Ca*? como fase estacionaria, y agua a 60°C como fase movil. Las
condiciones de analisis han sido descritas previamente en capitulo 3 (Lozano et al.,
2012).

» Retencion de enzimas por las membranas de ultrafiltracion

La retencion de la celulasa y la celobiasa por las membranas se determind
mediante ensayos de ultrafiltracion. Una solucion de celulasa (2.87% v/v) y otra de
celobiosa (1.4% v/v), ambas preparadas en tampoén citrato 50 mM, pH 4.8, se
ultrafiltraron en el reactor de membrana correspondiente aplicando un gradiente de
presién (0.8 y 1 bar para la membrana ceramica y PES, respectivamente). La
ultrafiltracion se llevd a cabo durante 2h a la misma temperatura que los ensayos de
hidrolisis (50°C), reciclando el permeado a la unidad de reaccion. Se tomaron
muestras de retenido y permeado cada 30 min para determinar las unidades de
actividad de celulasa o celobiasa presentes en cada fracciéon (determinadas mediante

ensayos de actividad).

» Ensayos de actividad en retenido y permeado

Actividad celulasa

Se anadié celulosa regenerada a 1 ml de retenido o permeado, manteniendo
una concentracion del 2 g/L con respecto al volumen de reaccién. Se dejo transcurrir la
reaccion a 50°C en agitacion continua durante 2h. Se tomaron muestras de 65 pul en
momentos seleccionados y se diluyeron en tampon bicarbonato 10 mM, pH 9.8 para
detener la reaccion. Una vez detenida la reaccion, se centrifugaron las muestras
durante 10 min a 13000 rpm. Se us6 un volumen de 500 ul de los sobrenadantes para
determinar la concentracion de azucares reductores mediante el método del DNS. La
actividad enzimatica se determind a partir de la velocidad inicial de hidrélisis de
celulosa. Una unidad de actividad celulasa se definié como la cantidad de enzima que

produce 1 uymol de azucares reductores por minuto.
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Actividad celobiasa

Se trasfirid un volumen de 100ul de retenido o permeado a 900 pl de tampén
citrato 50 mM, pH 4,8 conteniendo 20 mg de celobiosa en disolucién. Se dejo
transcurrir la reaccion a 50°C en agitacion continua durante 2h Se tomaron muestras
de 30 pl en momentos seleccionados durante 2h y se transfirieron a un volumen de
470 pl de tampdn bicarbonato 10 mM, pH 9,8 para detener la reaccién. Los extremos
reductores producidos se cuantificaron mediante el método del DNS. La actividad
enzimatica se determind a partir de la velocidad inicial de hidrdlisis de celobiosa. Una
unidad de celobiasa se defini6 como la cantidad de enzima que hidroliza 1 ymol de

celobiosa por minuto.

= Calculos

Se calculd la capacidad de retencion de todas las membranas con las férmulas

siguientes:

By (%) = T&FJ % 100 (1)

donde
Er =retencion de enzima (%)
Ap = la actividad detectada en el permeado (U) y

Ar=la actividad detectada en el retenido (U).

El porcentaje de hidrdlisis de celulosa se calculé como sigue:

ronGde glurese

Hidrolists (%) = S k100 (2)

el gy

donde:

Conc. de glucosa= concentracion de glucosa (mM)

Vr= volumen de reaccién (L)
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4.4. Resultados y discusion

El procesamiento de celulosa mediante ILs como el [Bmim][CI] ha demostrado
ser un medio eficaz para eliminar la alta cristalinidad del polimero y proveer de una
mayor area superficial para la adsorcion de la enzima, reflejandose en altas
velocidades iniciales de reaccion y excelentes rendimientos de hidrdlisis enzimatica a
tiempos cortos de residencia (97.7% a 50°C en 4h de reaccién) (Lozano et al., 2012).
Si bien la completa recuperacion y el reutilizacion del liquido i6nico es un factor clave
en el desarrollo de un proceso sostenible para la produccion de celulosa susceptible a
la degradacién enzimatica, la sostenibilidad de dicho proceso debe considerar
igualmente la recuperacion y reutilizacion del biocatalizador. Asi el disefio de un
reactor que favorezca la completa hidrélisis enzimatica de celulosa, a la vez que
posibilite la separacion del producto y permita la total retencion del biocatalizador para
su reutilizacién en ciclos consecutivos de hidrolisis o en la produccién en continuo de
azucares fermentables, es uno de los mayores retos en el escalamiento de reactores

enzimaticos para la hidrdlisis de celulosa.

Dos reactores de membrana de flujo tangencial constituidos por una unidad de
reaccion y una unidad de separacion de ultrafiltracion (Figuras 4.1 y 4.2), fueron
disefiados para llevar a cabo la sacarificacion de celulosa asi como para separar el
producto y retener el biocatalizador. La unidad de separacién de uno de los reactores
consistié en un cartucho de separacion Vivaflow 50, con membrana de polietersulfona
(PES). Dos membranas de PES con limites de exclusiéon de 5 kDa y 10 kDa fueron
ensayadas (Figura 4.1). Para el caso del segundo reactor, la unidad de separacion
consistid6 en médulo tubular con membrana de alumina de 5 kDa (Figura 4.2). Los
limites de exclusion de las membranas se escogieron considerando el peso molecular
de la celobiasa (91 kDa, segun el proveedor) y el de la menor de las enzimas

presentes en el complejo de la celulasa (20 kDa), segun (Enari & Niku-Paavola, 1987).

Previamente a los ensayos de hidrdlisis de celulosa, la capacidad de retencion
de cada membrana fue determinada mediante recirculaciéon (2h), con gradiente de
presion (0.8-1 bar), de disoluciones de celulasa (2.87% v/v) y celobiasa (1.435% v/v),
preparadas de forma separada, en tampodn citrato 50 mM, pH 4.8. Las condiciones de
operacion (temperatura, flujo de permeado, agitacion) de estos ensayos simularon
aquellas de los ensayos de hidrdlisis enzimatica. Cada media hora se tomaron

muestras de permeado y retenido para realizar ensayos de actividad enzimatica
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(Materiales y métodos), determinando la retenciéon de las enzimas (Tabla 4.1)

mediante la féormula 1 descrita en la seccién Materiales y métodos.

Como puede verse en la Tabla 4.1, los valores de retencion obtenidos para
cada enzima fueron superiores al 96%, para todas las membranas, demostrando su
excelente idoneidad para retener ambas enzimas (celulasa y celobiasa), y permitir su
reutilizacion en un sistema operacional para la sacarificacion de celulosa. Si bien la
efectividad de otras membranas poliméricas (i.e. de poliamida, polisulfénicas) para
retener las enzimas celuloliticas ha sido también descrita en otros estudios (Ohlson et
al., 1984; Gan et al., 2002; Zhang et al., 2010), poco se sabe sobre las membranas
ceramicas en esta aplicacion. La capacidad ligeramente mayor, observada en este
estudio, de las membranas PES sobre la membrana ceramica podria deberse a una
mayor heterogeneidad en la distribucién de los tamanos de poro de esta ultima. (Rios
et al 2007).

Tabla 4.1.. Capacidad de retencion de diferentes membranas de UF bajo
condicciones de hidrdlisis enzimatica

Enzima Material/limite de exclusion Retencién de Enzima 2
(%)

Compleio celulasa PES' /10 kDa 99.8+0.2
(Celﬁjcfast 15 0) PES /5 kDa 100 + 0.1
Alimina /5 kDa 98.1+0.3

PES /10 kDa 96.4 +0.5

Celobiasa (Novozym 188) PES /5 kDa 974+04
Alumina / 5 kDa 96.5+0.3

! Polietersulfona

% Determinada mediante ensayos de actividad realizados en las
fracciones de retenido y permeado. Ver la seccién de
Materiales y métodos.

Habiendo comprobado l|a capacidad de retencion enzimatica de las
membranas, el siguiente paso consistié en un primer ensayo de hidrélisis de celulosa
en discontinuo (batch). El ensayo consistié en la sacarificacion de celulosa regenerada
(preparada segun el protocolo descrito en la seccion de Materiales y métodos) para un
volumen de reaccion total de 60 mL. Tras 2 h de hidrdlisis de celulosa, el medio de
reaccion comenzo a recircularse a un flujo de 120 mL/min con gradiente de presion de
1.2 bar, pasando a través de un modulo de ultrafiltracién Vivaflow equipado con
membranas de PES de 5 kDa, y retornando el permeado al medio de reaccion. La

figura 4.3 muestra los perfiles de produccién de azucares en funcién del tiempo por
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accion combinada de celulasa y celobiasa. Como puede verse, la hidrdlisis de celulosa
alcanz6 un rendimiento de 95% de transformacion de celulosa a glucosa tras 4h de
reaccion, valor proximo al obtenido en la sacarificacién de celulosa regenerada en
viales de 5 ml, descritos en el capitulo 3 (Figura 3.4) (Lozano et al., 2012). Al igual que
en el perfil de hidrdélisis de la Figura 3.4, la sacarificacién de celulosa en discontinuo
describié una rapida cinética de hidrdlisis inicial seguida de una caida en la velocidad
de produccion de azucares hasta lograr un estado estacionario a las 2h de reaccion,
observandose un aspecto traslicido del medio de reaccion. Dichos resultados
muestran la idoneidad tanto del sustrato como de las condiciones de operacién del
reactor para llevar a cabo la completa sacarificacion de celulosa regenerada a
mayores volumenes de reaccion. En este sentido, la identidad entre los perfiles de
reaccion observados entre los ensayos realizados para un volumen de reaccion de 4
mL (Fig 3.4) y los obtenidos para un volumen 15 veces superior (Fig. 4.3) demuestra la
idoneidad del caudal de recirculacion empleado, que es capaz de eliminar las posibles
limitaciones difusionales externas, caracteristicas en los reactores con bajo caudal de

recirculaciéon (Lozano et al. 1987, 1990).
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Figura 4.3. Perfiles de producciéon de azucares reductores (@),
glucosa (A) y celobiosa (#) liberados a partir de celulosa regenerada
(2 g/L) por la accion combinada de celulasa (38 U/g celulosa) y
celobiasa (128 U/g celulosa) en un reactor de membrana de flujo
tangencial (60 mL, Fr=-120 mL/min) en modo discontinuo de
operacion (Pg = 1.9 mL/min) a 50°C.
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Con objeto de disefiar un proceso de hidrolisis ciclico de hidrélisis enzimatica
de celulosa con reutilizacion de las enzimas empleadas, se realizaron dos ensayos en
modo discontinuo utilizando moédulos Vivaflow de 5 y 10 kDa, respectivamente, para
llevar a cabo la separacién del producto y la recuperacién/reutilizacion de las enzimas.
El reactor utilizado consistié en una unidad de reaccion de 100 ml y un médulo de
ultrafiltracion Vivaflow 50 con membrana PES en su interior (5 kDa 6 10 KDa). Una
malla de 0.1 mm fue integrada a la entrada de la alimentacion del reactor para evitar el
paso de particulas de celulosa cuyo tamafio pudiera causar variaciones en la presion
del reactor y desestabilizar el sistema. El modo ciclico consistié en periodos cataliticos
de 4 horas en discontinuo, seguidas de una etapa de ultrafiltracién a 1.2 bares. Una
vez recuperado el maximo volumen posible de permeado (40 mL), se afadi6 al reactor
el mismo volumen de tampén citrato 50 mM, con la correspondiente concentracién de
celulosa regenerada (2 g/L), manteniendo constante el volumen de reaccion (60 mL).
Este proceso se repiti6 de manera consecutiva hasta completar 6 ciclos de hidrdlisis,
para el caso de la membrana de 5 kDa, y 9 ciclos, para el caso de la membrana de 10
kDa. La Figura 4.4 muestra la produccion de glucosa y el porcentaje de conversion de
celulosa, obtenidos tras cada ciclo de hidrélisis. Como puede verse, la produccién de
glucosa se mantuvo constante para ambas membranas, a lo largo de todos los ciclo,
descartando la posible pérdida de actividad catalitica por paso de la enzima a través
de la membrana o por inactivacién en las condiciones de operaciéon (agitacion,

velocidad de recirculacion, presion, temperatura) ensayadas.

Los altos rendimientos de conversién obtenidos mediante la sacarificacion
enzimatica de celulosa regenerada en modo discontinuo podria explicarse por el
efecto combinado de 3 factores: 1) la efectividad del pretratamiento de celulosa
aplicado, lo cual resulta en una mayor superficie disponible del sustrato para la
adsorcion enzimatica (Dadi et al., 2006; Lozano et al., 2012), 2) El ratio 6ptimo de
celulasa:celobiasa para evitar la presencia de la celobiosa inhibitoria alrededor del sitio
activo de la celulasa (Lee y Kim, 1993; Bommarius et al., 2008), y 3) el ratio éptimo de
enzima:sustrato, lo cual favorecié la hidrélisis de celulosa (Yang et al., 2006) en
tiempos razonablemente cortos de reaccion, garantizando que el producto obtenido en

el permeado fuera glucosa.
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Figura 4.4 Evolucion de flujo de permeado, concentracién de
glucosa e hidrdlisis de celulosa a la salida del reactor durante
ciclos consecutivos de sacarificacion enzimatica de celulosa
(2 g/L) mediante la accion combinada de celulasa (38 U/g de
celulosa) y celobiasa (128 U/g de celulosa) utilizando un
sistema de recirculacion de flujo tangencial (volumen = 60
mL, Fr= 120 mL/min con membranas PES (A: limite de
exclusion de 5kDa; limite de exclusion de 10 kDa).

Si bien la conversion de sustrato en producto es uno de los principales criterios
para evaluar el desempefio de un reactor, la colmatacion de membranas en cualquier
sistema de filtracion, debida a sustancias de tamafo molecular cercano al limite de
exclusion de la membrana, es uno de los principales cuellos de botella para mantener
optimas condiciones de reaccion. Entre las soluciones que se han propuesto para
superar la colmatacién de membranas en la hidrdlisis enzimatica de celulosa se
encuentran la agitacién vigorosa por el lado mas préximo de la membrana (para las
membranas planas), el incremento de la presion transmembrana para obtener flujos de
permeado mas altos (Bélafi-Bakd et al., 2006) o incluso, la limpieza in situ de la

membrana mediante un pulso eléctrico (Gan et al., 2002). Asi, el disefio de un reactor
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de enzimatico de membrana eficiente debera, no soélo facilitar la catalisis enzimatica,

sino mantener al minimo el fendomeno de colmatacion.

Estudios realizados con reactores de membrana para la hidrdlisis de almidén
han descrito la colmatacion de membranas por la presencia de oligosacéaridos de alto
pero molecular producidos durante la hidrolisis (Paloucci-Jeanjean et al., 2000). Con la
finalidad de monitorear la colmatacion de las membranas utilizadas en la hidrélisis de
celulosa, la evolucién del flujo de permeado de ambas membranas a lo largo de los
ciclos se utilizé como indicador de posibles problemas de colmatacién. Como puede
verse en la Figura 4.4 el flujo de permeado de la membrana de 10 kDa se mantuvo
constante en todos los ciclos (24.7 +1.15 L / h m?) descartando problemas de
colmatacion. Con respecto a la membrana de 5 kDa se observé una caida del flujo de
permeado durante los primeros 3 ciclos (de 14.2 a 11.6 L / h m?, respectivamente),
posiblemente debida a la acumulaciéon de alguna especie (enzimas, oligosacaridos,
celulosa no hidrolizada, aditivos de la enzima de gran tamafo molecular) en la
superficie de la membrana. Si bien la especie acumulada en la superficie de la
membrana podria ser celulosa sin hidrolizar, debido a una posible pérdida de actividad
catalitica por fuga de enzima o su inactivacion, el rendimiento de conversién constante
obtenido a lo largo de todos los ciclos descartdé esta posibilidad. Los excelentes
rendimientos de conversion de celulosa en glucosa junto con el interés por obtener
altos flujos de permeado que reduzcan al minimo el tiempo de filtrado, permiten
presentar a la membrana de 10 kDa como la mas adecuada para la puesta en marcha

de un reactor enzimatico en modo discontinuo.

Los excelentes resultados obtenidos en el modo discontinuo llevaron a
considerar el disefio de un reactor continuo para la hidrdlisis enzimatica de celulosa.
Entre las ventajas de la puesta en marcha del modo continuo se encuentran, la
eliminacion del tiempo requerido para separar el producto del medio de reaccion, la
eliminacion de posibles diferencias en la calidad de la glucosa producida entre
diferentes ciclos de hidrdlisis asi como la eliminacion de los tiempos de arranque y
parada entre ciclos. Si bien estas ventajas representan una mayor eficiencia en cuanto
a la productividad del reactor por unidad de tiempo, la puesta en marcha del reactor en
continuo supuso el estudio y optimizacién de distintos parametros operacionales tales
como la concentracion de enzima, la relacion de concentracion entre celulasa y
celobiasa, la concentracion de sustrato y el tiempo de residencia necesario para

alcanzar altos niveles de conversion en el reactor.
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La puesta en marcha de un reactor en modo continuo de operacién requiere la
eliminacién continua del producto y su reemplazamiento mediante sustrato fresco al
medio de reaccién. Sin embargo, puesto que la celulosa regenerada es un sustrato
insoluble, la adicién de sustrato fresco al medio de reacciéon podria resultar en una
suspension heterogénea de celulosa capaz de producir el bloqueo de la alimentacion
del reactor o de la membrana, induciendo la pérdida de estabilidad del sistema. Asi, la
velocidad de hidrdlisis de la celulosa regenerada afiadida, reflejada en la velocidad de
produccion de glucosa, resulta un factor importante para minimizar la concentracion de
sélidos (celulosa no hidrolizada) en el medio de reaccion. Ademas de ello, la velocidad
de produccion de glucosa adecuada permite mantener constante la concentracion de
azucares presente en el permeado, evitando el posible efecto de dilucion generado por

la celulosa fresca alimentada aun sin hidrolizar.

Previamente a la puesta en marcha del reactor en modo continuo y con objeto
de optimizar la velocidad de produccién de glucosa hasta ahora obtenida, se realizaron
ensayos de hidrélisis de celulosa regenerada en viales de 5 mL aumentando la
concentracién de celulasa y celobiasa (manteniendo un ratio de 1:3.4) para una misma
concentracion de sustrato (2 g/L). La Tabla 4.2 resume las velocidades de produccion
de azucares utilizando las cantidades equivalentes de celulasa y celobiasa a las
utilizadas en el modo discontinuo (entrada 1) asi como para cantidades 2, 3 y 4 veces
superiores (entradas 2, 3 y 4). Como puede apreciarse y contrariamente a lo esperado,
el aumento en las unidades de actividad por unidad de sustrato no mejoroé la velocidad
de produccién de glucosa. Este fendmeno, denominado efecto “jamming”, se explica
en base al comportamiento del sistema cuando existe una mayor proporcion de
moléculas de celulasa que de sitios disponibles de unién en la celulosa, produciéndose
una reduccion en la velocidad de hidrélisis debida a la interferencia (“jamming”)
generada entre las moléculas de la enzima al competir por los sitios libres del sustrato
(Bommarius et al., 2008).
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Tabla 4.2. Efecto de la concentracién de celulasa y celobiosa en la velocidad de
produccion de glucosa mediante hidrolisis enzimdtica de celulosa regenerada en
modo discontinuo de operacion a 50 °

Entrada Enzima Velocidad de produccién de glucosa
(U / g celulose) (wmol / min mg Prot.)
Celulasa Celobiasa
1 38 128 0.50
2 57 192 0.34
3 76 256 0.27
4 152 512 0.18
5 38 256 0.36
6 38 512 0.32
7 38 768 0.22

Puesto que es conocido que la cinética hidrdlisis de la celulosa es afectada de
manera significativa por la actividad celobiasa presente (Lee y Kim, 1993; Bélafi-Bako
et al., 2006), ensayos de hidrolisis de celulosa regenerada se realizaron con
crecientes concentraciones de actividad celobiasa, los resultados han sido resumidos
en la Tabla 4.2 (entradas 5, 6 y 7). Como puede verse el incremento en la
concentracién de celobiasa tampoco mejord la velocidad de produccion de glucosa
indicando que el ratio celulasa:celobiasa de 1:3.4 es adecuado para producir glucosa
tan pronto como se produce celobiosa. Los resultados obtenidos sefalaron que las
concentraciones de actividad enzimatica correspondientes a la entrada 1 eran las mas

optimas para la puesta en marcha del reactor en continuo.

El reactor en continuo consistié de una unidad de reaccién con una capacidad
de hasta 1 L y un modulo de ultrafiltracion tubular conteniendo una membrana de
alumina con limite de exclusion de 5kDa. Una malla de 0.5 mm fue integrada a la
entrada de la alimentacién del reactor para evitar el paso de particulas de celulosa
cuyo tamafo pudiera causar variaciones en la presion del reactor y desestabilizar el
sistema. Los ensayos en continuo se iniciaron con un periodo catalitico en discontinuo
hasta lograr un estado estacionario de hidrdlisis, seguido por la eliminacion de
permeado y su reemplazamiento por sustrato fresco suspendido en tampén citrato 50
mM, pH 4.8. Diferentes concentraciones de sustrato y tiempos de residencia (1.5y 4 h)
se ensayaron con objeto de evaluar la estabilidad del reactor. El tiempo de residencia,
i. e. el tiempo que pasa una molécula de sustrato en el reactor, se calculé de la

siguiente manera:
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_¥
T= E
donde:
= Tiempo de residencia
Vr= Volumen utilizado del reactor (L)

Fp= Flujo del permeado (L/h)

Partiendo de esta ecuacion puede concluirse que el tiempo de residencia

puede ser controlado a partir del volumen de reaccion.

La concentracion de sustrato es un parametro muy importante para el uso
eficiente de las enzimas y para mantener la concentracion de azucares en el
permeado. Por lo tanto, dos diferentes concentraciones de sustrato (0.8-1.2 g/L) fueron
probadas en el reactor en continuo para un volumen de reaccién de 200 mL y un
tiempo de residencia de 1.5 h, manteniendo fija la concentracion de enzima (38 U de
celulasa/mg de celulosa y 128 U de celobiasa/ g de celulosa). Los perfiles del estado

estacionario para ambos ensayos pueden apreciarse en la Figura 4.5.
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Fig. 4.5 Estado estacionario de los perfiles de flujo de permeado, producciéon de azucares
reductores e hidrdlisis de celulosa regenerada a la salida del reactor durante la hidrélisis
enzimética llevada a cabo mediante la accion combinada de celulasa (38 U/g de celulosa) y
celobiasa (128 U /g de celulosa) utilizando un sistema de recirculacién de flujo tangencial con
membrana ceramica (FrR=215 ml/min) a 50 °C A: celulosa 0.8 g/L, tiempo de residencia 1.5 h;
B: celulosa= 1.2 g/mL cellulose, tiempo de residencia=1.5 h; C: celulosa=1.6 g/L cellulose,
tiempo de residencia; D: celulosa=2 g/L, tiempo de residencia=4 h. Ver seccioén de Materiales y
métodos para mas detalles.
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Como puede verse en la Figura 4.5 Ay 4.5 B, el aumento en la concentracion
de sustrato significd un incremento en el numero de sitios de union para la enzima y un
aumento en la concentracion de azucares reductores producidos; sin embargo, este
aumento no correspondié con un mayor rendimiento de hidrdlisis de la celulosa, hecho
que concuerda con los resultados obtenidos por Yang et al, 2009. La disminucion del
porcentaje de hidrolisis con el aumento en la concentracion de sustrato podria deberse
a la falta de tiempo necesario para completar la hidrdlisis, por tal motivo, dos ensayos
adicionales en continuo se realizaron con mayores concentraciones de sustrato (1.6 -
2 g/L) y mayor tiempo de residencia ( 4h ). Como puede apreciarse en las Figura 4.5 C
y 4.5 D, el aumento en el tiempo de residencia mediante el aumento del volumen del
reactor a 500 mL, permiti6 el aumento en los rendimientos de hidrdlisis para
concentraciones mayores de sustrato fresco alimentado al reactor. Sin embargo, para
un mismo tiempo de residencia, al igual que para una misma concentracion de enzima,

el aumento en la concentracion de sustrato disminuy6 el porcentaje de hidrdlisis.

La Figura 4.5 también muestra los perfiles del caudal de filtrado observados
para cada uno de los casos ensayados. Como puede observarse los flujos de
permeado se mantuvieron constantes para todas las concentraciones de sustrato,

demostrando la estabilidad del reactor a una presién de 0.1 bar.

En conclusion, en este capitulo se demuestra como el éxito del desempefio de
un reactor enzimatico de membrana para la hidrdlisis de celulosa depende de
parametros operacionales tales como la cantidad de sustrato, cantidad de enzima y
tiempo de residencia. Si bien la evolucién del flujo de permeado permanecié constante
en ambos modos de operacion, demostrando la estabilidad de ambos reactores, el
modo en continuo mostré una mayor sensibilidad a la concentracion de sustrato y al
tiempo de residencia. Los resultados obtenidos mostraron que la sacarificaciéon
enzimatica de celulosa regenerada en un reactor de membrana permite una eficaz
accion catalitica de las enzimas, asi como su reutilizacibn operando en modo

discontinuo y/o continuo, sin pérdida aparente de actividad con el tiempo de operacion.
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1. The coating of immobilized cellulose by hydrophobic ILs based on [NTf,] anion, e.g.
[N1114][NTf,] or [Bmim][NTf,], as recognized enzymes stabilizing agents against non-
conventional conditions, is an effective approach to maintain de active conformation of
cellulase during cellulose saccharification in [Bmim][Cl] medium. From this point of
view, both the mechanical stability as well as the thickness of the IL layer coating the
enzyme should be optimized in order to reach the best stabilization and easy cellulose

transport to the enzyme.

2. Bioprocessing of cellulose by means of [Bmim][CI] provides useful substrates for
enzymatic hydrolysis. The cellulose dissolution and regeneration protocols proposed in
this thesis are effective in providing amorphous cellulose suitable for full
saccharification in short reaction times (4h). The transparent aspect of the glucose
solutions obtained, confirmed the complete hydrolysis of cellulose. Moreover HPLC
analysis revealed complete conversion of cellulose to glucose, denoting an optimal
cellulase:cellobiase ratio, which enabled the cellobiose transformaction to glucose as

soon as it was formed.

3. The use of different anti-solvents and temperatures for the cellulose regereration
step pointed out water and the equimolar mixture water:ethanol, at temperatures of
80°C and 60°C, respectively, as the best anti-solvents and temperatures to fully

recover the IL without affecting the digestibility of the cellulose produced

4. The full recovery and reuse of ionic liquids is essential for both the economical and
sustainable success of any implementation of this technology at industrial levels. By
the first time, a protocol for [Bmim][Cl] recovery and reuse after cellulose pretreatment

has been proposed, allowing to reach up to 99.7% of initial IL.

5. The complete recovery of IL from cellulose backbone allows the production of IL-free
regenerated cellulose enabling to obtain clean hydrolysates optimal for the microbial
growth. This fact is in agreement with the first principle of green chemistry dealing with
prevention. It is better (and easier) to recover ILs from the RC than to treat or clean up

the resulting glucose solution from the RC hydrolysis step

6. The ionic liquid [Bmim][Cl] is able to be reused in consecutive cycles of cellulose

dissolution-precipitation without decreasing its dissolution capacity. In this respect, it is
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important to remark the necessity of eliminating the water contained in the IL to permits
its appropriate reuse for dissolving cellulose. Moreover, [Bmim][Cl] is a stable cellulose
dissolvent, as demonstrated by H'-RMN realized on samples of the solvent after 5
cycles of dissolution, where no sign of decomposition of the solvent was found The
reusability of [Bmim][CI] confers a sustainable quality to the cellulose processing by this
IL.

7. The glucose obtained from enzymatic saccharification of pretreated cellulose with
[Bmim][CI] are suitable for Saccharomyces cerevisiae aerobic growing, being
comparable to commercial glucose. In this respect, it is important to remark the
necessity of eliminating completely any trace of IL, i.e. by using the washing protocol

proposed in this PhD Thesis.

8. The cleaning protocol of [Bmim][CI] by charcoal was effective in eliminating the dark
color of the IL after 5 cycles of dissolution. The use of the ethanol and charcoal in this
cleaning process maintained the green aspect of the cellulose processing by
[Bmim][CI].

9. The use of enzymatic membrane reactors is an effective strategy for enzyme
recovery and reuse. PES and ceramic membranes with limit exclusion of 10 and 5 kDa,

respectively are able to retain cellulase and cellobiase.

10. Enzymatic hydrolysis of cellulose pretreated by [Bmim][Cl] is scalable to different
reactors capacities without affecting the hydrolysis yields. The saccharification of
regenerated cellulose realized in 60 ml of reaction medium, demonstrated excellent
batch hydrolysis yields (95%) after 4h, being similar to that obtained in reactors with 5
ml of capacity, demonstrating the success of scaling-up the enzymatic hydrolysis of

cellulose to reactors with larger capacity.

11. The excellent suitability in the operational behavior of the discontinuous enzymatic
membrane reactor for hydrolysis of regenerated cellulose is demonstrated, being
maintained unchanged for repeated operation for 9 cycles of enzyme reuse with no

fouling problems of membrane

12. The operational behavior for continuous saccharification of cellulose can be more

sensitive to operational parameters like enzyme concentration (cellulase, cellobiase),
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inlet substrate concentration and residence time than in discontinuous mode, being
necessary to study the influence of these parameters on the performance of the
reactor. For all cases, the excellent suitability of the proposed continuous reactor was
also observed, because of the constant hydrolytic degree observed at the steady state
of the system. Additionally, outlet flow profiles were always unchanged with time, as
results of the appropriate enzymatic degradation of the substrate that avoid any

membrane-fouling problem.

13. The combination of the ionic liquid technology for the pretreatment of cellulose with
the enzymatic saccharification in membrane reactors provides an easy and sustainable
approach for carrying out the valorization of plant biomass towards the production of

bioethanol.
14. It is clearly demonstrated how the ionic liquid technology is an enhancer of enzyme

technology for developing the green chemical bioprocesses for the sustainable society

of the near future.
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A new approach to improve the cellulase stability against 1-
butyl-3-methylimidazolium chloride ([Bmim][Cl]), based on
coating of immobilized enzyme particles with hydrophobic
ILs, is proposed. The stability of commercial cellulase
(Celluclast™), immobilized onto a polymeric support (Am-
berlite XAD4), was first studied in ten different ionic liquids
(ILs) at 50 and 80 “C. Hydrophobic ILs clearly enhanced
the enzyme thermal stability. Butyltrimethyl-ammonium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ([N,,,J[NTf;]) enhances
half-life time of the immobilized enzyme at 50 “C up to
4 times, while [Bmim][CIl] behaved as a powerful enzyme
deactivating agent. Thus, the stability of cellulase in hy-
drophobic IL/[Bmim][Cl] mixtures was greatly improved
with respect to [Bmim][Cl] alone. A stabilized cellulase
derivative obtained by coating immobilized enzyme par-
ticles with [N}, JINTf;], has been then successfully used for
the saccharification of dissolved cellulose in [Bmim][Cl] (i.e.
up to 50% hydrolysis in 24 h) at 50 °C and 1.5 wiv water
content.

1 Introduction

lonic liquids (ILs) have emerged as exceptionally interesting
non-aqueous reaction media for enzymatic transformations
because of their unique solvent properties, headed by their neg-
ligible vapour pressure and their exceptional ability to maintain
enzymes in active and stable conformations.’ In 2002, Rogers's
group published a pioneering work showing that some ILs, such
as |-butyl-3-methylimidazolium chloride ([Bmim][CI]), 1-hexyl-
3-methylimidazoium chloride ([Hmim][Cl]), ete., were able to
dissolve cellulose, ie. the most abundant renewable source in

“‘Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular B ¢ Inmunologia.
Facultad de Quimica, Universidad de Murcia, P.O. Box 4021, E-30100,
Murcia, Spain, E-mail: plozanoriwum.es; Fax: +34 868 88 41 48;

Tel: +34 868 88 73 92

"Laborataire de Chimie et Photonigue Moléculaires. UMR CNRS 6310,
Université de Rennes-1, Campus de Beaulieu. Av. Général Leclere,
F-35042, Rennes, France; Fax: +33 299 2869 55; Tel: +33 2992862 74
+ This paper was published as part of the themed issue of contributions
from the Green Solvents — Alternative Fluids in Science and Application
conference held in Berchtesgaden, October 2010.

1 Electronic supplementary information (ESI) available. See DOI:
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the world.? This discovery has opened new opportunities for
the valorisation of large amounts of waste cellulose-containing
materials (e.g. forest biomass), since the depolymerisation of
cellulose to its glucose units, followed by their transforma-
tion into bioethanol by fermentation, is the most attempted
one.' Furthermore, it was also reported how cellulose can be
solubilized in deep-eutectic-solvents (DES), such as choline
chloride/zinc chloride mixtures.* The use of DES could also
represent an interesting approach by virtue of their simplicity of
preparation and lower associated cost. However, there are few
examples regarding biocatalysis in these neoteric media.®

The interest in performing cellulase-catalyzed reactions on
cellulose solutions is doubtless. Cellulases provide the highest
selectivity for the hydrolysis of the B-glycosidic bonds of the
cellulose backbone, with respect to any other chemical catalyst
(i.e. acids, alkali, etc).® However, it has been widely reported
how ILs that are excellent for dissolving cellulose, such as
[Bmim][Cl1], 1-allyl-3-methylimidazolium chloride [Amim][Cl],
efc., induce fast enzyme deactivation by protein unfolding.”
In this context, alternative approaches for enzymatic saccha-
rification of cellulose based on aqueous systems has been
assayed, The re-precipitation of cellulose from IL solutions
into polar molecular solvents (i.e. water, ethanol, ete.) produces
disruption of the crystalline structure of this polysaccharide,
thus improving the subsequent enzymatic hydrolysis in buffered
media.* Other authors tried to overcome the negative effect on
the cellulase stability of ILs dissolving cellulose by using buffered
media containing “benign” dissolved ILs at low concentra-
tion (e.g l-ethyl-3-methylimidazolium diethylphosphate,” 1,3-
dimethylimidazolium dimethylphosphate.™ efe.) to improve the
cellulase activity. The use of genetically stabilized cellulases, ob-
tained by screening metagenomic libraries,"™ or extracted from
extremophile microorganisms (e.g. Thermatoga maritima),'"™ is
another recent approach to carry out the enzymatic saccharifi-
cation of cellulose solutions in ILs (e.g. [Bmim][C1]).

Outside this context, the excellent stability displayed
by enzymes in  water-immiscible ILs has been widely
reported.! The hygroscopic character of these ILs (eg 1-
butyl-3-methylimidazolium  bis(trifluoromethylsulfonyl)imide,
[Bmim][NTH.], is able to absorb up 1.4% w/w water"') was
considered as a key property to maintain the essential degree
of hydration in proteins, resulting in an efficient protective
effect against the usual unfolding that occurs in non-aqueous
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environments." Enzyme immobilization is another classical way
to improve enzyme stability under non-conventional conditions.
Furthermore, the coating of immobilized enzyme particles with
water-immiscible 1Ls has been demonstrated as another useful
tool to enhance enzyme stability," even under extremely harsh
conditions (e.g. s¢CO; at 100 bar and 150 °C)."™ In the case of
cellulase, it was widely reported how its physical adsorption on
solid supports (e.g. acrylic co-polymers,"* polystyrene,"* erc.),
provided stabilized derivatives towards reuse, which were based
on an aggregated enzyme layer onto the carrier surface, as it was
observed by atomic force microscopy.'™™

This work analyzes for the first time the thermal stability
of immobilized cellulases both in pure ILs and IL/[Bmim][CI]
binary mixtures. The suitability of this stabilization approach
for cellulase. based on immobilization onto a solid support
followed by coating with hydrophobic ILs, to carry out the
saccharification of cellulose solution in [Bmim][CI] was tested
at low water content (1.5 w/v) and 50 °C (see Fig. 1).

IL coating shell

Fig. 1 Saccharification of cellulose dissolved in [Bmim][Cl] catalyzed
by immobilized cellulase coated with a hydrophobic IL.

2 Experimental

Cellulase from 7. reesei (Celluclast 1.5 L, batch number,
CCNO3110, EC 3.2.1.4) was a gift from Novozymes
S.A. (Spain). Microcrystalline cellulose (20 pm  powder).
Amberlite® XAD4 resin and other chemicals were
purchased from Sigma-Aldrich-Fluka (Madrid, Spain).
The ILs (99% purity), ie. l-ethyl-3-methylimidazolium
tetrafluoroborate ([Emim][BF,]); 1-cthyl-3-methylimidazolium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ([Emim] [NTL]); 1-butyl-3-
methylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ([Bmim]-
[NTE]).  I-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate
([Bmim][PF]); 1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate
([Bmim][BF.]);  I-octyl-3-methylimidazolium  bis(trifluoro-
methylsulfonyljimide  ([Omim] [NTE]);  1-octyl-3-methyl-
imidazolium hexafluorophosphate ([Omim][PF,]); 1-octyl-3-
methylimidazolium  tetrafluoroborate  ([Omim][BF.]);  1-
dodecyl-3-methylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyljimide
([Ddmim][NTF]):  1-dodecyl-3-methylimidazolium  hexafluo-
rophosphate ([Ddmim] [PF,]): 1-dodecyl-3-methylimidazolium
tetrafluoroborate ([Ddmim][BF4]); butyltrimethylammonium

bis(trifluoromethylsulfonyljimide ([N, ][NTf;]) and methyl-
trioctylammonium  bis(triluoromethylsulfonylimide, ([N ]
[NTL]), were purchased from IoLiTec GmbH (Germany).

Cellulase immobilization onto Amberlite XAD4

Firstly, the enzyme preparation was ultrafiliered to eliminate
all the low molecular weight additives, as follows: 25 mL of
Celluclast were diluted in 225 mL of 10 mM citrate buffer
pH 4.8, and the resulting solution was concentrated 10-fold by
ultrafiltration at 8 °C, using a Vivaflow 50 (Sartorious) system
equipped with polysulfone membranes (10 kDa cut-off). This
process was repeated three-times, leading to a 150.8 mg protein
per mL cellulase solution (as determined by the Lowry method).
that showed a specific activity of 0.11 U per mg protein (see
cellulase activity test). The immobilized cellulase derivative was
prepared by simply mixing the aqueous solution of cellulase
(1 mL) with Amberlite XAD4 (1 g). The mixture was shaken
for 6 h at room temperature for enzyme adsorption. Then the
supernatant was recovered, and the support washed with water
to remove non-adsorbed enzyme. The immobilized derivative
was frozen at —60 °C, then lyophilised, and finally stored under
controlled a, (0.11) conditions over LiCl in desiccator at § °C
until use. The protein content of the immobilized cellulase was
determined by the corresponding mass balance between the
offered enzyme for immobilization and the recovered enzyme
in supernatants, resulting in a derivative with 65.9 mg protein
per g support, as determined by the Lowry method.

Preparation of ¢ in [Bmim][CI]

The [Bmim][C1](1.98 g) was placed into a 4 mL screw-capped vial
with Teflon-lined septum, and incubated at 110 °C thermoblock
for 2 min, until the 1L was fully melted. Then, microcrystalline
cellulose (20 mg) was added, and the mixture incubated with
gentle shaking for 30 min at 110 °C, giving a clear, colorless and
viscous cellulose solution.

Thermal stability of immobilized cellulase in ILs

For each IL, 200 mg immobilized cellulase derivative and 500 mg
IL were added in screw-capped vials (1.5-mL total capacity).
The resulting suspensions were mechanically mixed with spatula
for 5 min to provide a full coating of biocatalyst particles
with IL, and then incubated at 50 or 80 °C in a thermoblock
apparatus. At selected times, 1L-biocatalyst samples (30 mg)
were withdrawn, and the enzymatic activity was tested. In
the case of IL/[Bmim][Cl] mixtures, biocatalyst particles were
firstly coated with the selected amount of the hydrophobic
IL (e.g. [Bmim][NTf] or [N, JINTf:]) by mechanical mixing
with spatula, and then [Bmim][CI] or 1% (w/w) cellulose in
[Bmim][CI] was added to complete to 1 g (overall ILs amount).
The resulting mixture was mechanically mixed for 5 min, and
then incubated at 50 °C in a thermoblock apparatus. To study
the cellulase stability in buffered medium, immobilized enzyme
(15 mg) was suspended in 50 mM citrate buffer pH 4.8 (500 uL).
and then incubated at 50 °C. At selected times, residual activity
was tested by adding 500 pL of a 4% (w/v) cellulose suspension
in 50 mM citrate buffer pH 4.8.
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Cellulase activity test

Cellulase activity was determined at 50 °C by the spectropho-
tometric quantification of the reducing sugars produced, using
the bicinchoninic acid (BCA) method,™ as glucose equivalents,
by means of a standard curve of glucose (r* = 0.998). Reactions
were carried out in screw-capped vials with Teflon-lined septa
(1.5-mL total capacity) containing | mL of 2% (w/v) cellulose
suspension in 50 mM citrate buffer pH 4.8, The reaction was
started by adding 15 mg of immobilized cellulase, or 30 mg of
immobilized cellulase/IL mixture, and allowed to progress with
magnetic stirring for 24 h in a glycerol bath at 50 °C. At regular
time intervals, 25 puL aliquots were withdrawn and suspended in
475 uL of 0.1 M bicarbonate buffer pH 9.8 to stop the reaction.
Then, 1.5 mL BCA reagent was added, and the mixture was
strongly shaken for 2 min, and then incubated at 80 °C for
30 min. The resulting solutions were centrifuged at 100 rpm for
10 min, and absorbance was measured at 560 nm by using a
UV/Vis §1200 diode array spectrophotometer (Biochrom Lid,
UK), with respect to a control reaction without immobilized
enzyme. One unil of cellulase activity was defined as the amount
of enzyme that produces 1 pmol of reducing sugars per minute.
All experiments were carried out in duplicate.

3 Results and discussion

The interest in cellulase stabilization against temperature and/or
[Bmim][Cl], an IL able to dissolve cellulose, stems from the
clear advantage which arises by carrying out the enzymatic
hydrolysis of cellulose solutions in this IL. Furthermore, the high
dependence of [Bmim][C1] viscosity with temperature (e.g. 11 000
and 300 mPa s at 30 and 70 °C, respectively) is a retarding factor
for the rate of enzymatic catalysis, because it slows down the
diffusion of the enzyme to its target." The ability of immobilized
cellulase to catalyze the saccharification of 2% (w/v) cellulose
suspension in citrate buffer at 50 °C is shown in Fig. 2.
Although the reaction proceeds slowly due to the insolubility
of cellulose in the aqueous reaction media, the immobilized
cellulase derivative was able to reach up to 41% hydrolysis in
24 h, which is in agreement with previous works with soluble
cellulases.” Furthermore, this immobilized derivative shows a
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Fig. 2 Time-course of saccharification of 2% (w/v) cellulose suspen-
sion in 50 mM citrate buffer pH 4.8 catalyzed by immobilized cellulase
(15 mg) at 50 °C. Figure inset depicts deactivation profiles of immabi-
lized cellulase in [Bmim][CI] (®), [Bmim][NTE] (&), [N JINTE] (£),
and citrate bufTer (@) at 50 °C.

specific activity of 0.1 U per mg protein (91% immobilization
yield). In this context where large operation times should be
involved in processes to perform saccharification of cellulose,
the stability of the immobilized enzyme in some ILs ([Bmim][C1],
[Bmim][NTf.] and [N, JINTL]) at 50 °C was studied, and
compared with those observed in aqueous media (see Fig. 2,
inset). As reported by Rogers's team,™ the best IL to dissolve
cellulose is the worst to maintain cellulase activity, producing
full deactivation in few hours. However, ILs based on the
[NT.] hydrophobic anion, i.e. [Bmim][NTF], [N, JINTE.], were
shown as clear stabilizing agents for the cellulase activity
with respect to the buffered medium at 50 °C, in agreement
with results obtained for other proteins, such as lipase,"** o-
chymotrysin,'* monellin'* and human serum albumin.'* Ascan
be seen, deactivation profiles show two-step kinetics, allowing
us to determine half-life times of immobilized derivative by
using the corresponding series-type deactivation model.'™ Thus,
both [Bmim][NTf.] and [N,,,JINTF.] increased half-life times
of immobilized cellulase by 2.8 and 4 times, respectively, in
comparison with the buffered medium. As a result of this
stabilization effect provided by hydrophobic ILs on cellulase
activity, a broader study based on the nature of 1L was carried
out under harsher thermal conditions (e.g. 80 “C) to evaluate the
protective effect of hydrophobic 1Ls. Thirteen ILs with different
hydrophobic character, as determined by the length of the alkyl-
side chain of cation and the nature of the anion (e.g. [NTL), [PF]
or [BF,]), were selected. In all cases, cellulase activity diminished
continuously, following a two-step deactivation kinetic (see
ESIf). Furthermore, it was observed how the initial activity lalls
during the first 5 h, and then remained practically unchanged
for one week, in agreement with previous results.'™ Table |
shows the residual cellulase activity exhibited by the immobilized
derivative after 5 days incubation at 80 "C. As can be scen,
ILs based on the hydrophobic [NTF.] anion provided the best
stabilization effect, which was improved by the increase of the
alkyl chain length of the cation. However, the best results were
obtained for ILs based on ammonium cation, where the residual

Table 1 Residual activity of immobilized cellulase after incubation in
ILs for 5 days at 80 °C

lonic liquid Residual Activity (%)

[Emim][NTT;] 17.6
[Bmim][NTT.] 272
Omim][NTF.] 34.3
Ddmim][NTF,] 382
Bmim][PF,] 234
Omim][PF,] 30.9
Ddmim][PF,] 27.6
Emim][BF,] 16.1
Bmim][BF,] 17.1
Omim|[BF,] 19.8
Ddmim][BF,] 1.6
N,.,;]{NTI‘:] 423
Ny [NTF: 39.1
Citrate buffer 0
[Emim]:  1-Ethyl-3-methylimidazolium;  [Bmim]:  1-butyl-3-methyl-

imidazolium;  [Omim]:  l-octyl-3-methylimidazolium;  [Ddmim]:
I-dodecyl-3-methylimidazolium;  [Ny,,]:  butyltrimethylammonium;
[N e ]: methyltrioctylammonium; [NTF J: bis((trifluoromethyljsulfonyl)-
imide,
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cellulase activity after 5 days under these harsh conditions was
still around 4074, The worst results were obtained for ILs based
on short alkyl chain in cation, e.g. [Emim], and the [BF,] anion,
which provided IL with lower hydrophobicity. These results
could clearly be related with the ability of these ILs to maintain
the essential water shell in the protein microenvironment, as
previously demonstrated by fluorescence and CD spectroscopic
studies for several proteins.™™

However, taking into account the fact that these hydrophobic
ILs are not able to dissolve cellulose as well as the increase in
viscosity that usually occurs in ILs by increasing the length
of the alkyl side chain of the cation, both [Bmim][NTM]
and [M,,][NTF] were selected to carry out further studies
focused on a stabilization approach of immaobilized cellulase
against the presence of [Bmim][C1]. In this context, immobilized
cellulase derivative was firstly coated with different amounts
of stabilizing ILs, either [Bmim][NTf] or [N, JINTL], and
then the [Bmim][C]] was added at different molar ratios. The
activity decay of the resulting heterogencous IL-biocatalyst
particles mixtures was studied at 50 °C as a function of
incubation time (see Fig. 3). The suitability of both hydrophobic
ILs as stabilizing agents of the cellulase activity against the
negative effect of [Bmim][Cl] was clearly observed (see Fig. 2 for
comparison). By increasing the hydrophobic IL concentration,
the deactivation effect of [Bmim][C]] was reduced, which could
be attributed to the active role of [Bmim][NTF:] or [N}, J[NTT:]
in the preservation of the essential water molecules around
the protein. The water-stripping phenomenon has been widely
described as a key factor for enzyme deactivation in non-
aqueous environments."'*" Furthermore, the immobilization
support may provide an additional protective effect on cellulase,
because it may act as a reservoir for water molecules helping
at the maintenance of the folded state protein, as well as
participating in hydrolytic reactions.
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Fig. 3 Deactivation profiles of immobilized cellulase in (A)
[Bmim][NTEJ:[Bmim][Cl] and (B) [N, JINTL:):[Bmim][C]] mixtures at
50 °C, Assayed mixtures (mol : mol) were as follows: 3:1 (@), 2: 1 (&),
Pl 12 (Myand (1:3) 0

The suitability of [N,,,,JINTF.] coating of immobilized cellu-
lase to carry out the saccharification of a cellulose solution in
[Bmim][CI] was tested at 50 °C. The immobilized enzyme (30 mg)
was firstly hydrated with 50 mM citrate buffer pH 4.8 (15 uL),
then coated with [N, JINTL:] and finally the corresponding
amounts of 1% cellulose solution in [Bmim][Cl] were added
(see Fig. 4). Thus, the effect of the hydrophobic IL shell
around the immobilized cellulase particle on the ability to
hydrolyze cellulose solutions was studied. As can be seen, the
immobilized cellulase remained active for all the assayed ILs
mixtures. However, a decrease of the saccharification degree
of cellulose was correlated with the increase in the amount
of [N,,,][NTf:] coating immobilized cellulase particles. Taking
into account that the cellulose concentration was continuously
reduced (from 5.69 to 1.28 mg mL'), but remaining ten-times
higher than the reported Ky value in aqueous solution,' this
decrease in activity could directly be attributed to increased
difficulty in the accessibility of cellulose substrate to the enzyme
microenvironment, because of the low solubility of sugars in
[NTf.]-based ILs."™ The increase in the hydrophobic 1L shell
reduces the cellulase activity, because of the enhancement of
mass-transfer limitations from the bulk media to the enzyme.
This observation is in contrast with the positive role played by
this hydrophobic IL as a protective coating shell of biocatalyst
particles against enzyme deactivation by water-stripping, and
shows that there is an optimum amount of hydrophobic IL to be
added for coating in order to observe the best protective effect.
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Fig. 4 Enzymatic in situ saccharification of cellulose in [Bmim][Cl]
media at 24 h and 50 *C. Immobilized cellulase (30 mg) was firstly
coated with [N, JINTT:] (431, 532, 694, 819 or 872 mg, respectively),
and then 1% (w/w) cellulose in [Bmim][Cl] (369, 468, 306, 181
or 128 mg, respectively) was added. Resulting final [N JINTE]:
[Bmim][Cl] concentration ratios were 1:3, 1:2, 1:1, 2:1 and 3:1,
(mol/mol) respectively. Inset data correspond to the hydrolysis degree.

In conclusion, the use of hydrophobic ILs based on [NTF.]
anion, e.g. [N, ]INTL], as enzyme stabilizing agents towards
non-conventional conditions'™* is an interesting approach to
maintain cellulases in active conformation during saccharifica-
tion processes in [Bmim][Cl]. From that point of view, both
the mechanical stability and the thickness of the IL layer
coating the enzyme should be optimized to reach the best
stabilization and easy cellulose transport to the enzyme. Thus,
the use of covalently attached ILs phases (SILPs),"™ as well
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as the appropriate selection of the carrier™ (i.e. to act as mi-
croreservoir for supplying water molecules during the hydrolytic
reaction) and the use of efficient reaction systems for viscous
media (i.e. cross-flow membrane reactor') seems to be key
parameters to be studied in order to reach successful application
in saccharification processes. Once again, the importance of
the microenvironment for enzyme-catalyzed reactions in ILs is
demonstrated, opening new sustainable approaches for a green
chemical industry in the near luture.
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A cyclic process for full enzymatic saccharification of pretreated cellulose with
full recovery and reuse of the ionic liquid 1-butyl-3-methylimidazolium

chloridet
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A sustainable cyclic process for the enzymatic saccharification of ionic liquid (IL)-pretreated cellulose, in
which the IL is recovered and recyeled, has been developed. Homogeneous cellulose solutions in the IL
I-butyl-3-methylimidazolium chloride ([Bmim][C1]) were used to prepare amorphous cellulose by
antisolvent precipitation with water, ethanol or equimolar water-ethanol mixtures as green molecular
solvents. Several operation parameters (e.g., solvent, temperature, ultrasounds, erc.) for both cellulose
precipitation and the washing steps were tested to achieve full desorption of the IL from the cellulose
backbone. In the best conditions, up to 99.7% IL was recovered, which was then successfully reused in
further cellulose dissolution/precipitation cyclic processes. Furthermore, the cellulose regenerated in each
cycle was an excellent substrate for enzymatic hydrolysis, permitting full hydrolysis (i.e., up to 97.7%
hydrolysis after 4 h at 50 °C) by the combined action of both cellulase and cellobiase enzymes, that
provides a clear glucose solution. The excellent suitability of this glucose solution for growing aerobic

Saccharomyces cerevisiae was demonstrated.

1 Introduction

The production of second generation bioethanol from non-edible
biomass (e.g.. lignocellulosic biomass) using clean and sustain-
able approaches is one of the greatest challenges on the research
and industrial agenda.' Bioethanol production from cellulosic
sources consists of three consecutive steps, such as, the pretreat-
ment of cellulose to disrupt its highly ordered and rigid structure,
hydrolysis of the cellulose to fermentable sugars, and finally, the
ethanol fermentation by microorganisms.  Full  enzymatic
hydrolysis of cellulose to its glucose units can be carried out by
the synergistic action of different glycohydrolases, such as cellu-
lases (endoglucanases EC 3.2.1.4, exoglucanases EC 3.2.1.91)
and cellobiase (EC 3.2.1.21). The high specificity of enzymes is
the characteristic that identifies them as the greenest approach for
the saccharification of cellulose.” However, the erystalline struc-
ture of cellulose, which is supported by multivalent inter- and
intramolecular hydrogen bonds, involves a recaleitrance to its
degradation by biocatalysts. Several chemical and physical

e
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methods have been employed to improve the accessibility of
biomass polysaccharides to enzymatic hydrolysis (e.g.. ball and
compression milling, dilute acids and hydrothermal treatment,
bases, ere.), however, none are able to increase the surface
area and decrystallize cellulose sufficiently to permit full
enzymatic hydrolysis, short residence times and low enzyme
concentrations.”

The pioneering work of Rogers’ group, showing that some
ILs, such as 1-butyl-3-methylimidazolium chloride ([Bmim]-
[C1]), 1-hexyl-3-methylimidazoium chloride ([Hmim][C1]), efc.,
are able to dissolve cellulose,” has opened up new opportunities
for the valorisation of large amounts of waste cellulose-contain-
ing materials (e.g., forest biomass). Among those the biocatalytic
depolymerisation of cellulose to its glucose units, and their sub-
sequent transformation into bioethanol by fermentation, is the
most widely attempted.”

Although most ILs have been shown to act as excellent reac-
tion media for enzyme-catalyzed reactions,” it has been widely
reported that ILs that are excellent for dissolving cellulose (e.g.,
[Bmim][Cl], efc.), produce fast enzyme deactivation by protein
unfolding.” In this context, alternative approaches to overcome
the negative effect of ILs-dissolving cellulose on cellulase
activity and stability have been assayed for cellulose saccharifi-
cation, e.g., by using buffered media containing “benign”™ dis-
solved ILs at low concentrations, such as dialkylphosphate or
acetate [Ls," or by coating immobilized cellulase with a protec-
tive shell of hydrophobic ILs, like 1-butyl-3-methylimidazolium
bistriflimide,” the identification and application of cellulases
from microbial sources others than fungus (e.g., the halophilic
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archacon Halorhabdus utahensis) with improved IL tolerance,'”
or the use of concentrated sea water as a free-IL alternative reac-
tion medium.'' However, the most popular approach involves
the re-precipitation of cellulose from IL solutions into polar
molecular solvents (e.g., water, ethanol, efe.) in order to disrupt
the crystalline structure of this polysaccharide, thus improving its
subsequent enzymatic hydrolysis in buffered media.'* The
digestibility of pretreated biomass by cellulase is limited by cel-
lulose accessibility. However, the full degradation of cellulose to
its glucose monomer units has not been reported. Some authors
have applied ultrasonic intensification during the pretreatment of
cellulose with ILs to improve the disruption of the cellulose
structure, which enhances enzymatic in sifu saccharification of
cellulose in aqueous/IL media, providing up to 95% yield after
24 h reaction.'® Other authors carried out the enzymatic hydro-
lysis step of [Bmim][Cl]-pretreated cellulose (5 mg mL™') in a
pH 4.8 citrate buffer system containing up to 20% of another IL,
such as the tris-(2-hydroxyethyl)methylammonium methylsulfate
(HEMA), which yields up to 4 mg mL™' glucose after 15 h at
60 °C."*

To the different advantages that IL technology may provide,
as regards cellulose processing in the bioethanol industry, should
be added the economical and environmental sustainability of the
process based on the full recovery and reeyeling of ILs,'"®7™"
Some ILs have been described as being not fully green solvents
because of their low biodegradability and high (eco)toxicological
pmpcnics.'s

Several approaches to recover ILs from biomass-IL solutions
have recently been proposed, eg., the use of aqueous

Cellulose

ﬁ@ powder

kosmotropic salt solutions after a cellulose re-precipitation step
with polar solvent to form a three-phase system forming an
IL-rich phase, '™ or the chromatographic scparation of the IL
and glucose from the enzymatic reaction mixture using alumina
as the stationary phase, which provided up to 93% IL reco-
vcr}f,”"' However, since the final destination of the hydrolyzed
cellulose solutions is fermentation by yeast to produce bioetha-
nol, the effect of 1Ls on the viability of yeast cells should also be
taken into account. Recently, it has been reported how the
residual  1-ethyl-3-methylimidazolium acetate ([Emim][OAc])
content of cellulose hydrolysates act as a primary source of inhi-
bition on Saccharomyees cerevisige growth and ethanol produc-
tion.'™ In the same way, it was observed how an engineered
Saccharomyces cerevisige strain, with cellulases on its cell
surface, was resistant to some cellulose-dissolving ILs (ie.,
[Emim][OAc], [Emim][CI], ete.) up to 200 mM.'™

In this context, the present work describes for the first time a
eyelic experimental approach (see Fig. 1) based on the enzymatic
hydrolysis of regenerated cellulose from [Bmim][C1] solutions,
and the recovery and reuse of this IL in successive cellulose dis-
solution—regeneration cycles. The experimental protocol to
produce regenerated cellulose (RC) was selected as a function of
both the amount of IL recovered, and the suitability of this RC
for enzymatic hydrolysis. Thus, water, ethanol, and a 50% (mol/
mol) water—ethanol solution were tested as green antisolvents for
the precipitation of cellulose from a cellulose-[Bmim][CI] solu-
tion, and several operation parameters, such as temperature, stir-
ring, ultrasound, efe., were assayed in an attempt to fully recover
this IL for reuse in consecutive dissolution—precipitation cycles.

WASHING PROCOTOL
1. Antisolvent
1. Cooling 2. Ultrasound
2. Antisolvent 3. Filtration
4-TIMES
# #
—| CELLULOSE
PRECIPITATION
[Bmim][CI] Cellulose solution
in [Bmim][CI] Citrate buffer
IL RECYCLING
Vacuum distillation, 70°C -
Cellulase
IL / Antisolvent
e mixture
Cellobiase
ENZYMATIC
S
Glucose HYDROLYSIS
solution '
50°C,4h
Fig. 1 Scheme of the cyclic protocol for the enzymatic saccharification of IL-pretreated cellulose and the recyeling of the ionic liquid 1-butyl-3-

methylimidazolium ([Bmim][C1]). RC: regenerated cellulose. For details see the Experimental section.
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2 Experimental

Cellulase from T reesei (Celluclast 1.5 L, EC 3.2.1.4), and cello-
biase from Aspergillius niger (Novozyme 188, beta-1 4-glucosi-
dase, EC 3.2.1.21) were a gift from Novozymes S.A (Spain).
Microcrystalline cellulose (20 pm powder) and other chemicals
were purchased from Sigma-Aldrich-Fluka (Madrid, Spain). The
IL 1-butyl-3-methylimidazolium chloride, [Bmim][C1], (99%
purity) was purchased from loLiTec GmbH (Germany).

Prior to use, enzyme preparations were ultrafiltered to elimin-
ate all the low molecular weight additives, as follows: 25 mL of
Celluclast or Novozym 188 were diluted in 225 mL of 50 mM
citrate buffer pH 4.8, and the resulting solutions were concen-
trated 10-fold by ultrafiltration at 8 °C using a Vivaflow 50
(Sartorious) system equipped with polysulphone membranes
(10 kDa, cut-off). For each enzyme, the process was repeated
three-times, leading to cellulase (0.115 U mg™" protein,
147.5 mg protein per mL) or cellobiase (0.814 U mg™" protein,
93.6 mg protein per mL) solutions, respectively.

Preparation of regenerated cellulose (RC)

Firstly, the [Bmim][CI] (10 g) was introduced into a 100 mL
Erlenmeyer flask, and incubated at 115 °C in a thermoblock for
15 min, until the IL was fully melted. Then, microcrystalline cel-
lulose (1 g) was added, and the mixture incubated with mechan-
ical stirring for 1 h at 115 °C, which gave a clear, colourless and
viscous cellulose solution. This solution was then cooled to
60 °C in a glycerol thermostatic bath. The cellulose was regener-
ated by adding 50 mL (approx. 5-fold IL-cellulose volume) of
water, ethanol or a equimolar (23.5:76.5, v/v) water—ethanol
solution, pre-heated to 60, 70 or 80 °C, and the resulting cellu-
lose suspension was vigorously stirred for 15 min. The RC gel
was recovered by filtration through a nylon membrane (0.1 mm
mesh), while the liquid fraction was collected and stored for
further analysis by HPLC and IL recovery. Then, the RC gel was
washed five times with 50 mL of different antisolvent solutions
at room temperature so that the IL was fully desorbed from the
cellulose gel. This involved two-washing steps, using the same
antisolvent as for cellulose regeneration, applying 150 W ultra-
sounds (Ultrasons, Selecta, Spain) for 15 min; two-washing
steps with ultrapure water (MilliQ-Millipore System) and mech-
anical stirring for 15 min; and a final washing step with 50 mM
citrate buffer pH 4.8 and mechanical stirring. The five resulting
washing fractions were carefully collected and stored for further
analysis by HPLC and IL recovery. The moisture content of the
resulting regenerated cellulose was 84% (w/w), as measured by
weight loss of RC after drying in an oven for 14 h at 105 °C.

Recovery of 1-butyl-3-methylimidazolium chloride

The [Bmim][Cl] content of each washing liquid sample was sep-
arated by vacuum distillation at 70 °C and 74 hPa for 4 h. Then,
all the fractions containing the recovered IL were jointly intro-
duced into a 100 mL Erlenmeyer flask and incubated for 16 h in
an oven at 80 °C to dryness. The dry [Bmim][Cl] recovered was
repeatedly used to dissolve cellulose in further experiments, as
described above.

HPLC analysis of [Bmim][Cl]

The IL concentration of all the washing fractions was determined
in a Shimadzu HPLC equipped with a multi-channel (LC-20AD)
pump and DAD (SPD-M20A) detector, using a Synergi Polar-
RP 150 = 4.6 mm column (Phenomenex) packed with polar end-
capped particles (4 um, pore size 80 A) as the stationary phase.
The analyses were performed under isocratic conditions
(0.75 mL min~' flow rate) using a 70: 30 (v/v) 5 mM phosphate
buffer (KH,PO,-H;PO) pH 3.0/acetonitrile as the mobile
phase.'® The elution profiles were monitored at 218 nm, and
identification and quantification of the [Bmim][Cl] peak
(2.8 min retention time) was made by the corresponding cali-
bration straight line using acetophenone (11 min retention time)
as the internal standard.

Enzymatic hydrolysis of regenerated cellulose (RC)

The 2% (w/v) RC suspension used as the substrate was prepared
by introducing 500 mg of wet RC (80 mg dry RC) into a screw-
capped vial with a Teflon-lined septum (5 mL total capacity),
containing 4 mL of 50 mM citrate buffer pH 4.8, The mixture
was maintained under magnetic stiming in a glycerol bath at
50 °C until a homogencous suspension was observed. The reac-
tion was then started by adding both cellulase (120 pL,
147.5 mg prot. mL™") and cellobiase (60 plL, 93.6 mg prot.
mL™"} glycohydrolases and was magnetically stirred for 4 h. At
regular time intervals, 65 pL-aliquots were taken and suspended
in 0.1 M bicarbonate buffer, pH 9.8 (1.035 mL) to stop the reac-
tion, the samples were then centrifuged at 13 000 rpm for 5 min.
The resulting clear phase was used to quantify glucose and cello-
biose by HPLC, and the total reducing sugars by the dinitrosa-
licylic acid (DNS) method. One unit of cellulase activity was
defined as the amount of enzyme that produces 1 pmol of redu-
cing sugars per minute. One unit of cellobiase activity was
defined as the amount of enzyme that hydrolyzes 1 pmol of cel-
lobiose per minute. All experiments were carried out in
duplicate.

Microbial growth test

Growth assays were performed using a lyophilised commercial
Saccharomyces cerevisiae strain (Maurivin-PDM, AB Mauri,
Australia) in YPD media [2% (w/v) glucose, 2% (w/v) peptone
and 1% (w/v) yeast extract].'™"” The pH of the media were
adjusted to 6.5 before sterilising. A starter culture was first pre-
pared by adding 20 mg commercial S. cerevisiae lyophilised
powder to 40 mL standard YPD medium, which was incubated
under shaking (300 rpm) for 16 h at 30 °C in aerobic conditions.
Then, a new YPD medium (40 mL) was prepared by dissolving
peptone and yeast extract in a 2% (w/v} glucose solution in
5 mM citrate buffer pH 4.8, previously obtained by enzymatic
hydrolysis of RC, as described above. Prior to use, this glucose
solution was ultrafiltered using a Vivaflow 50 (Sartorious)
system equipped with polysulphone membranes (10 kDa, cut-
off) to eliminate soluble enzymes. As a growing control, another
standard YPD medium was prepared by dissolving commercial
glucose, peptone and yeast extract in 5 mM citrate buffer pH 4.8.
Then, the pH of both growing media was adjusted to 6.5 before
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Table 1 Effect of cellulose regeneration protocol on [Bmim][Cl] recovery as a function of antisolvent and washing step conditions”
Washing steps
Entry Cellulose precipitation with antisolvent (AS) 1.AS +US 2. AS+US 3. H:0 4, H;0 5.CB Total IL recovery (%)
1 78.0 (H>0, 60 °C) 10,7 6.4 nd nd nd 95.1
2 80.0 (H,0, 70 °C) 84 6.8 nd nd nd 95.2
3 82.0 (H,0, 80 °C) 6.2 7.2 nd nd nd 95.4
4 67.1 (EtOH, 60 °C) 216 8.9 nd nd nd 97.6
5 93.7 (H,O-EtOH, 60 °C) 4.4 1.4 0.2 <0.1 nd 99.7
6 91.8 (H,0-EtOH, 70 °C) 53 1.4 0.3 0.1 nd 98.9
7 §9.9 (H,O-EtOH, 80 °C) 5.0 1.2 0.4 0.2 nd 96.7

“AS + US, antisolvent plus ultrasound for 15 min at room temperature; CB,

for details of samples.

50 mM citrate buffer pH 4.8; nd, not detected; see Experimental section

sterilising. Growth assays were run by adding 0.1 mL of the
above S. cerevisiae starter and shaking (300 rpm) at 30 °C for
30 h in acrobic conditions. At regular intervals, the optical den-
sities (0.D.) of both cultures were determined at 600 nm
(ODgpg) by appropriate dilution in a spectrophotometer (Novas-
pec 1I, LKB-Pharmacia).

HPLC analysis of sugars

The glucose and cellobiose concentrations of the enzymatic reac-
tion samples were determined in a Shimadzu HPLC equipped
with a multi-channel (LC-20AD) pump, oven and light scatter-
ing (ELSD-LT II) detector. A Rezex RCM-monossacharide-Ca 2
column (300 = 7.8 mm, Phenomenex) was used as the stationary
phase at 60 °C. Analyses were performed in isocratic conditions
(0.6 mL min~"' flow rate) using water as a mobile phase. The
glucose (11 min retention time) and cellobiase (9 min retention
time) peaks were identified and quantified from the correspond-
ing calibration straight lines, using xylitol (23 min retention
time) as the internal standard.

3 Results and discussion

The regeneration of cellulose from IL solutions is a key step in
weakening its crystallinity and/or disrupting its fibre organiz-
ation, resulting in a more accessible substrate for enzymatic
hydrolysis into fermentable sugars, and subsequent transform-
ation into bioethanol.'> However, the recovery and reuse of ILs
in cellulose processing for the biofuel industry could be con-
sidered as an essential task for ensuring the sustainability of any
proposed approach in this field. Taking into account that
[Bmim][C1] has been described as one of the best ILs for dissol-
ving lignocellulosic materials,™* a 10% cellulose solution in this
IL was chosen as starting material to prepare RC, while water,
ethanol or an equimolar water—ethanol mixture, were used as
antisolvents to precipitate cellulose. In preliminary experiments,
it was observed how the RC texture was hard and lumpy when
the precipitation step was carried out at room temperature, while
a fine and soft RC powder was obtained at higher temperatures,
ie., 60, 70 or 80 °C. Seven different experimental protocols
were followed to produce RC, and ecach RC sample was washed
five times in order to attain full IL recovery (see Fig. 1). For all
RC cases, the first two washing steps were carried out using the

respective antisolvent applied during the precipitation step, as
well as the intensification effect of ultrasounds. Then, the result-
ing RCs were washed by water (twice), and then by 50 mM
citrate buffer pH 4.8. Table | shows the [Bmim][Cl] recovery
yield for each step in the seven approaches tested to produce RC.
As can be seen, the use of water as the antisolvent agent to pre-
cipitate cellulose (entry 1) permitted a direct 78% IL recovery at
60 °C, which slightly increased to 82% when the temperature
was raised to 80 °C (entries 2 and 3). In these cases, the appli-
cation of two consecutive washing steps, intensified by the
action of ultrasound, allowed improvement of the total 1L recov-
ery to 95.1-95.4%. The application of additional washing steps
with water and citrate buffer did not provide further improve-
ments in IL recovery. The use of ethanol as the antisolvent
{entry 4) provided the worst results during direct cellulose pre-
cipitation at 60 °C (67.1% IL yield), which rose to 97.5% after
two consecutive washing steps with the same antisolvent and
intensification by the action of ultrasound. Once again, this yield
was not improved by additional washing steps with both water
and citrate buffer. Higher temperatures were not assayed because
of the boiling point of ethanol (78 °C). However, the best results
were obtained by using the equimolar ethanol-water mixture as
the antisolvent at 60 °C (entry 5), resulting directly in a 93.7%
IL recovery yield. The increase in ure during the precipi

tation step produced a decrease in the IL recovery yield (entries
6 and 7). The application of the proposed washing protocol to
the resulting RC samples improved the total IL recovery yield up
to 99.7% (entry 3), clearly demonstrating the suitability of the
proposed methodology to reach full recovery of ILs in cellulose
processing. These results cannot be explained simply by the
ability of either the water or ethanol protic solvents to shift
[Bmim] and [C1] ions from the RC, because neither is able to
achieve full recovery when used as pure solvent (entries 1 to 4).
In this context, Lindman er al. suggested that cellulose is signifi-
cantly amphiphilic and that the hydrophobic interactions are
important for explaining its solubility pattern.”” Thus, the full IL
recovery obtained for the equimolar water—ethanol mixture could
be explained by both the role of water and ethanol as very strongly
hydrogen-bonded molecules, as well as, the hydrophobic proper-
ties of the aliphatic moiety of the ethanol molecule, behaving
together a useful green solvent for IL recovery. Furthermore, the
role of ultrasound in the two washing steps could also be con-
sidered as the key, because of the demonstrated efficiency for both
the disruption and dissolution of cellulose fibres,'™!
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Fig. 2 Time-course profiles of both cellulose hydrolysis degree, and
total red sugars released by the combined action of cellulase and
cellobiase using regenerated cellulose (RC) as substrate. The different
RCs were obtained from 2% (w/w) cellulose solutions in [Bmim][Cl]
using water or ethanol (A), ora | : 1 {(mol: mol) ethanol-water solution
(B), as antisolvents at different temperatures. The control reaction was
carried out using microcrystalline cellulose as substrate (see details in
the Experimental section).

Besides the advantage of recovering IL, industrial interest for
any such experimental approach will also be based on the suit-
ability of the resulting cellulosic substrate for enzymatic degra-
dation to produce glucose solutions. Fig. 2 shows the time
course profiles for the total reducing sugars produced by the
combined action of both cellulase and cellobiase on the resulting
RC substrates obtained using the protocols described in Table 1.
A control reaction was also carried out by using microcrystalline
cellulose as substrate. As can be seen, all the RCs were suitable
substrates for enzymatic hydrolysis, which was practically com-
plete after 4 h. The positive effect of [Bmim][Cl] pretreatment
on the disruption of the cellulose structure can be clearly
observed by comparison with the reaction control, where the
enzymatic hydrolysis of microcrystalline cellulose stopped at
58%. No further improvements in cellulose hydrolysis were
observed even after a reaction time of 24 h. Furthermore, the
suitability of these RCs, used as substrates for enzymatic
hydrolysis, can also be observed in Fig. 3. By using the RC
obtained with water—ethanol as antisolvent (see Table 1, entry
5), the enzymatic hydrolysis of this RC substrate showed excel-
lent agreement between all the time course profiles of total redu-
cing sugars, glucose and cellobiose into the reaction medium.
Cellobiose was only observed at the beginning of the reaction
course, when the RC concentration was high, after which the
synergic action of cellulase and cellobiase hydrolysed cellobiose
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Fig. 3 Time-course profiles of total reducing sugars (Q), glucose (@)

ok il

and ¢ () rel d by the ¢ d action of and cel-
lobiase, using the regenerated cellulose (RC) resulting from precipitation
with water—ethanol (see Table 1, entry 5) as substrate.

as fast as it was formed. The suitability of this RC substrate for
enzymatic hydrolysis was also evident from the change in turbid-
ity observed in the reaction medium (see inset pictures in Fig. 3),
measured by transmittance at 660 nm, which was shifted from 0
to 70% during the 4 h the reaction. These results are clearly
related by the weakening of the cellulose crystallinity and disrup-
tion of the fibre organization produced by the dissolution/precipi-
tation pretreatment, which resulted in a more accessible substrate
for efficient enzymatic hydrolysis.'' However, full enzymatic
hydrolysis of the RC substrate to its glucose monomeric units
could only be explained by the added value made possible by
the full recovery of the [Bmim][C1] during the cellulose pretreat-
ment process.,

The negative effect of all ILs, that are able to dissolve cellu-
lose, on the enzymatic activity of cellulase has been widely
described.”™'"*'*'* For the case of both the [Bmim][CI]™ and
1.3-dimethylimidazolium dimethylphosphate (Mmim][DMP])™
ILs, it was reported that the cellulase activity decays continu-
ously with increasing IL concentration in the reaction medium,
resulting in a residual activity of up to 35-45% at 10% IL con-
centration. Furthermore, it was described how the cellulose
hydrolysis degree was clearly reduced by the presence of residual
IL (e.g., 10% [Mmim][DMP]), giving a 40-70% hydrolysis
vield at 24 h and did not increase with longer reaction times.”
The use of “compatible™ [L—cellulase systems (e.g., 15%
[Emim][AcO]) for enzymatic hydrolysis of cellulosic biomass
did not improve its conversion to glucose and cellobiose, giving
only a 40-50% hydrolysis yield for the first 24 h.*' The presence
of residual IL molecules bound to the cellulose polymer may
have been involved in the low efficiency of cellulase in reaching
full saccharification. Thus, the washing intensification steps
carried out on regenerated cellulose (see Table 1) can be
regarded as being the perfect substrate conditioning step for
enzymatic hydrolysis, rather than an IL recovery process. The
regenerated cellulose, that is to be used for enzymatic saccharifi-
cation, should be fully free of residual IL content to reach full
transformation to glucose monomeric units.

Despite the great interest of recovering all the IL used for con-
ditioning cellulose for subsequent enzyme catalysis, its reuse in
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Fig. 4 Time-course profiles of both cellulose hydrolysis degree, and
total reducing sugars released by the combined action of cellulase and
cellobiase on regenerated cellulose (RC). The RCs were obtained
through consecutive cycles of recovery and reuse of the [Bmim][Cl]
used to dissolve cellulose, and by using water at 80 °C (A), or 1:1
(mol : mol) ethanol-water at 60 °C (B), as antisolvents during the cellu-
lose regeneration step.

the further dissolution/precipitation of cellulose is a key factor
for the economic sustainability of the proposed technology for
biomass processing to produce biofuels. In this way, the IL
recovered by using either water or an equimolar water—ethanol
mixture, as antisolvent (see Table 1, entries 3 and 5, respect-
ively) were applied in iterative cycles of RC production. The
suitability of the resulting amorphous celluloses to be hydrolysed
by the combined action of cellulase and cellobiase can be
observed in Fig. 4, where the time course profiles for total redu-
cing sugars are depicted. As can be seen, the reuse and recycling
of [Bmim][C1] for 5 eycles in the production of RC provided an
excellent substrate for enzymatic hydrolysis, because the
maximum conversion yield (higher than 96% for all cases) was
reached at 4 h of reaction. The ability of [Bmim][CI] to dissolve
cellulose remained unchanged for 5 cycles, despite slight dar-
kening, which could be removed by using charcoal. Fig. 5 shows
the [Bmim][Cl] recovery yield obtained after each cellulose dis-
solution/precipitation cyele using either water or equimolar
water—ethanol mixture as antisolvent. As can be seen, the suit-
ability of the proposed methodology is clearly demonstrated by
the excellent recovery yield (higher than 93%) obtained in all
cases. The slight decrease observed as the number of cycles
increases can be attributed to handling errors during manipu-
lation of the large number of washing liquid fractions. Further-
more, the "H-NMR analysis of the recovered [Bmim][Cl] did not
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Fig. 5 Recovery yield of [Bmim][Cl] during consecutive operation
cycles for cellulose dissolution/regeneration by using either water (black
bars), or 1:1 (mol: mol) ethanol-water (white bars), as the antisolvent
agent in the precipitation step.
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Fig. 6 Acrobic growth of 8. cerevisiae in YPD medium containing 2%
(wiv) glucose solution at pH 6.5 and at 30 °C. The glucose was obtained
by enzymatic hydrolysis of free-IL RC (A), and from commercial sup-
pliers (@).

shows any sign of the decomposition and/or contaminating side
products (see ESIT) with respect to the standard IL, which
clearly demonstrates the excellent suitability of the proposed
protocol.

The suitability of the glucose solution resulting from the enzy-
matic hydrolysis of RC was also tested as a carbon source for
growing Saccharomyees cerevisiae. A YPD medium for growing
microbes was prepared by adding the corresponding amount of
peptone and yeast extract to a 2% glucose solution in § mM
citrate buffer pH 4.8, previously obtained by the enzymatic
hydrolysis of IL-free RC (see Experimental section), being com-
pared with a control YPD medium containing commercial
glucose. The citrate buffer concentration was ten-times lower
than the usual concentration used for enzymatic activity assays
to minimize its role as an alternative carbon source for growing
yeast. In both YPD cases, the pH of the medium was adjusted to
6.5 before inoculation. Fig. 6 shows the aerobic growth of 5. cer-
evisiae in both YPD media at 30 °C. As can be seen, both time-
course profiles of microbial growth were identical, which clearly
demonstrates the excellent suitability of the glucose solution
obtained from the enzymatic reaction media for RC hydrolysis.
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These results can be directly attributed to the absence of residual
IL in the RC substrate, the final glucose solution showing identi-
cal suitability to the commercial one for microbial transform-
ation. The negative effect of the residual content of IL in
8. cerevisine growing media has been reported as a primary
source of inhibition on downstream microbial growth and
ethanol production.'® It should be noted at this point, how the
reported approaches for IL separation from monosaccharides did
not lead to full recovery of the IL. Thus, in agreement with the
first principle of green chemistry,” dealing with prevention, it is
better (and easier) to recover ILs from RC than to treat or clean
up the resulting glucose solution from the RC hydrolysis step.

In conclusion, this work has shown how the suitability of IL
technology in biomass processing to provide useful substrates
for enzymatic hydrolysis is clearly enhanced by the IL recovery.
By combining green molecular antisolvents, like water or
ethanol, and ultrasound, efficient protocols to fully recover the
IL from cellulose solutions can be designed. Moreover, the IL
can be purified by simple distillation, before being applied in
further biomass processing. In addition to the economic and
environmental benefits provided by the full recovery of IL, the
excellent suitability of the resulting amorphous cellulosic sub-
strate for full transformation into directly fermentable glucose
should be emphasized. Fund I studies on enzyme reactors
need to be carried out to establish clear criteria for specifically
pairing the most appropriate enzyme mixture with the corre-
sponding p d biomass sub in continuous operation.
Once again, the IL technology appears as an enhancer of
enzyme technology for developing green chemical bioprocesses.
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