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RESUMEN

La biorrefineria es una instalacion que integra los procesos necesarios para
producir energia, materiales y productos quimicos de manera similar a una refineria de
petroleo convencional utilizando la biomasa como producto de partida. La biomasa,
materia prima de estas plantas, es muy versatil ya que puede ser transformada en multitud
de valiosos productos quimicos y energia, generando la minima cantidad de desechos y

emisiones.

Este concepto de aprovechamiento maximo de recursos naturales soporta el
concepto de bioeconomia. La bioeconomia considera el aprovechamiento econdmico de
las fuentes renovables, procesos industriales no toxicos y productos basados en recursos
naturales, lograndose una economia plenamente sostenible. Siguiendo esta filosofia, los
residuos agricolas estan siendo investigados por su naturaleza lignoceluldsica, su alta
disponibilidad y su bajo coste como una materia prima ideal para biorrefinerias capaces
de generar productos de alto valor afiadido y energia en procesos econdmicamente

sostenibles.

En el territorio espafiol, la cebada es un cereal muy abundante, ademads, su paja es
un residuo barato y con un alto contenido en carbohidratos lo que le hace un candidato
idoneo para ser utilizado como sustrato en biorrefinerias. Para su utilizacion, la paja de
cebada debe de ser tratada para lograr mayor accesibilidad a los carbohidratos que

contiene.

El primer paso es alterar la estructura de la biomasa lignoceluldsica mediante una
etapa denominada pretratamiento. De los descritos en la bibliografia, la explosiéon por
vapor utilizado en este trabajo ha demostrado ser un pretratamiento eficaz para dicha
materia prima. El grupo de Biocarburantes del Centro de Investigaciones Energéticas,
Medioambientales y Tecnoldgicas (CIEMAT), donde se ha realizado este trabajo,

presenta una larga trayectoria en procesos de pretratamiento para biomasa.

Tras el pretratamiento y mediante filtracion a vacio se obtiene una fraccion soluble
compuesta fundamentalmente por la hemicelulosa solubilizada y un residuo sélido

insoluble rico en celulosa y lignina.



Esta Tesis Doctoral se centra en la obtencion de productos de valor afiadido a
partir de las distintas fracciones descritas previamente. En este trabajo se realiza un
estudio de caracterizacion y evaluacion prebidtica de los xilooligosacaridos presentes en
la fraccion soluble de la hemicelulosa. Por otro, el residuo sélido insoluble sera utilizado

para la obtencion de etanol.

En los ultimos afios, el interés por la utilizacién de la hemicelulosa ha crecido
debido a sus aplicaciones y propiedades inexploradas, iniciando la busqueda de
biocombustibles o la conversion a productos de alto valor afiadido como son los
xilooligosacéaridos. Los xilooligosacaridos pertenecen a compuestos prebiodticos
emergentes, siendo estos, uno de los alimentos funcionales mas prometedores. Un
prebidtico se define como “aquel ingrediente alimentario no digerible que permite
cambios especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota gastrointestinal y

confiere beneficios para la salud del huésped”.

Por otro lado, el bioetanol obtenido a partir de la celulosa contenida en el residuo
solido insoluble representa una de las pocas alternativas renovables para la sustitucion a
corto plazo de los combustibles fosiles en el sector del transporte ya que pueden integrarse

en los sistemas de distribucidon de combustible actuales.

El primer hito para la realizacion de este trabajo fue, el estudio de la efectividad
del pretratamiento de explosion por vapor en diferentes condiciones utilizando la paja de
la cebada como sustrato. El criterio de evaluacion fue la recuperacion de la hemicelulosa

en la fraccion soluble y la recuperacion de celulosa en la fraccion insoluble.

Una vez seleccionada las condiciones de pretratamiento, el siguiente paso fue
conseguir una buena despolimerizacion de la hemicelulosa presente en la fraccion
soluble. Debido a su alta complejidad, se requiere el uso de enzimas hidroliticas. Asi, la
fraccion soluble se someti a una serie de ensayos de hidrolisis enziméatica con diferentes
enzimas comerciales tanto de manera individual como formando cocteles enzimaticos
para lograr la mayor cantidad de xilooligosacaridos con bajo grado de polimerizacion

(DP2-DP6).

Finalmente, se llevo a cabo la purificacion de los xilooligosacaridos por medio de
dos estrategias cromatografia de exclusion molecular y ultrafiltracidon/nanofiltracion.

Todos los xilooligosacaridos fueron caracterizados mediante MALDI-TOF



(Espectrometria de masas con desorcion/ionizacion mediante laser inducida por matriz
acoplada a un analizador tiempo de vuelo) y FTIR (Espectroscopia de Infrarrojos de
Transformada de Fourier) asi como evaluados en su potencial aplicacion como

prebidticos mediante ensayos “in vitro”.

Con respecto al residuo solido insoluble, se estudiaron el efecto de diferentes dosis
de la enzima hidrolitica comercial Cellic CTec2 (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca)
para poder obtener la mayor cantidad de glucosa en el proceso de hidrolisis enzimatica
para distintas cargas de s6lido. La glucosa obtenida fue utilizada como material de partida
para la obtencion del bioetanol mediante fermentacion, utilizando una levadura industrial
convencional. Se estudiaron diferentes estrategias de proceso: hidrdlisis y fermentacion

separadas (HFS) o prehidrolisis, sacarificacion y fermentacion simultaneas (PSFS).
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Introduccion

1.1. Biorrefinerias

La sociedad actual se enfrenta a un grave problema energético ya que mas del 80%
del suministro mundial de la energia procede de fuentes fosiles (petrdleo, gas natural y
carbon) (IEA, 2017) ademas, estos recursos son limitados y no renovables. El aumento de
la poblacion mundial demanda diariamente una gran cantidad de energia, lo que supone un
agotamiento inevitable de los recursos energéticos. Ademas, el uso de los recursos fosiles
es el responsable de las grandes emisiones de gases contaminantes, las cuales han

repercutido negativamente en el medio ambiente creando el cambio climatico actual.

Ante esta situacion, en las tltimas décadas se ha despertado un gran interés en la
busqueda de fuentes alternativas que satisfagan la demanda energética actual siendo
respetuosas con el medio ambiente (Vohra y col., 2014). En este contexto las energias
renovables se presentan como una alternativa para el desarrollo de una bioeconomia

circular alternativa a la economia lineal (Comision Europea 2014).

Analizando el consumo energético por sectores, el sector transporte de los paises de
la OCDE (Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico), son los
responsables del 29% de las emisiones de CO> seglin la Agencia Internacional de Energia
(IEA, 2016). Ante esta perspectiva, la Union Europea (UE) tom6 conciencia del problema
y se ha marcado el reto de reducir para 2030 las emisiones globales en un minimo del 40%
con respecto a 1990, aumentando la cantidad de energia renovable utilizada (cuota minima
32%) en combinacién con una mejora en la eficiencia energética (al menos el 32,5%)

(Comision Europea 2017).

De entre las energias renovables, la biomasa lignoceluldsica se presenta como una
alternativa real para obtener energia “limpia” ayudando a reducir las emisiones de CO; del
sector transporte. La biomasa es un recurso sostenible y renovable que presenta la peculiar
caracteristica de ser la inica energia renovable que permite producir productos quimicos y

materiales a partir de ella, adicionalmente de la citada energia.

El término biomasa engloba a toda materia organica originada en un proceso

bioldgico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente de energia, excluyendo aquellos
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que han sido englobados en formaciones geologicas sufriendo un proceso de
mineralizacion. Segun la Directiva 2009/28/EC del 23 de abril de 2009 relativa al fomento
del uso de la energia procedente de fuentes renovables, la biomasa se define como
“fraccion biodegradable de productos de desecho y residuos procedentes de la agricultura,
silvicultura y de las industrias relacionadas, asi como de la fraccion biodegradable de

residuos industriales y municipales”.

El aprovechamiento de la biomasa lleva asociado el “balance neutro” en las
emisiones de CO., debido a que la combustion de la biomasa no contribuye al aumento en
emisiones de gases de efecto invernadero, ya que el CO> emitido en la combustion es que

fue absorbido durante el crecimiento, por lo que no se altera el ciclo biologico del COs,.

Al comparar a la biomasa con las otras fuentes renovables, la biomasa presenta la
ventaja que a partir de ella se pueden generar biocombustibles para sectores donde no

existen otras alternativas, como son la aviacion o la navegacion.

Asi, la biomasa se convierte en una materia prima clave como fuente de energia
renovable, ya que la eficiencia, la flexibilidad del uso de esta junto con la innovacion
tecnoldgica actual permite ser usada en las denominadas biorrefinerias. En una
biorrefineria se integran diferentes procesos de conversion para lograr producir energia,
combustibles, productos quimicos y/o materiales a partir de las materias primas en una sola
instalacion, de manera similar a las refinerias convencionales de petroleo (Biernat y

Grzelak, 2015).

El concepto de biorrefineria estd centrado en dos ideas fundamentales: el uso de la
biomasa como insumo principal y la produccion de una diversidad de productos con alto
valor afiadido. Asi, la utilizacién de la biomasa en una instalacion equipada con la
tecnologia necesaria y con la integracion de los procesos para producir combustibles,
energia, productos quimicos y/o biomateriales, mantiene una similitud con el petroleo en

las refinerias convencionales.

El concepto de biorrefineria ha ido evolucionando con el tiempo y /o institucion asi

en la bibliografia se encuentran distintas definiciones del concepto:
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e El Laboratorio Nacional de Energias Renovables NREL (National Renewable
Energy Laboratory) define el concepto de biorrefineria como ‘“aquella instalacion que
integra procesos de transformacion de biomasa y equipos adecuados para producir

combustibles, energia y quimicos a partir de la biomasa” (NREL).

(13

e La IEA (International Energy Agency), propone la siguiente definicion el
procesamiento sostenible de biomasa en un espectro de productos para el mercado y la

produccion de energia” (IEA, 2007).

e FEl ECNs (Centro de Investigacion de Energia de Holanda), define la biorrefineria
como “aquella instalaciéon donde tiene lugar el fraccionamiento de la biomasa en
diferentes componentes, que pueden dirigirse al mercado directamente o ser

transformados previamente mediante diferentes tratamientos” (ECN).

A pesar de las similitudes que existen con las refinerias convencionales, la naturaleza
quimica de la biomasa y las numerosas posibilidades de transformacion de esta,
multiplican los posibles esquemas de operaciones que pueden desarrollarse en una

biorrefineria pudiendo ser clasificadas en funcion de:
e Grado de desarrollo tecnoldgico
e Materia prima
e Procesos de conversion
e Producto intermedio

Esta clasificacion de las biorrefinerias es la mas extendida (Cherubini y col., 2009;

Kamm y Kamm, 2004).
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1.1.1. Biorrefineria segun el grado de desarrollo tecnolégico

Dentro de esta clasificacion se puede hablar de biorrefinerias de primera
generacion (Phase I-biorefineries) donde se focaliza en la conversion de una sola materia
prima, utilizando solamente un Unico proceso para su conversion a un producto diana. En
estas instalaciones apenas existe flexibilidad en el proceso. Como ejemplo de este tipo de
biorrefineria estdn aquellas en las que se obtiene el bioetanol a partir de los azlcares
fermentables de la cafia de azlicar o el biodiesel mediante transesterificacion de aceites
vegetales utilizando metanol y un catalizador (Shahid y Jamal, 2011). El principal
inconveniente de este tipo de instalaciones es la produccion de un tnico producto. En
cambio, en las biorrefinerias de segunda generacion (Phase II- biorefineries), se
obtienen varios productos a partir de la materia prima utilizada, la biomasa lignocelulésica.
Este recurso es el material organico mas abundante en el planeta (produccion anual en
torno a 10° toneladas) (Reddy y Yang, 2005) y no entra en competencia con los cultivos
alimentarios. En el caso de las biorrefinerias de tercera generacion (phase III-
biorefineries) o integradas son mas flexibles que las anteriores, utilizan cualquier residuo
procedente de la ganaderia, agricultura e incluso los residuos solidos urbanos con el fin de
producir biocombustibles, productos quimicos como productos agroquimicos y
biomateriales como los plasticos, presentando un mayor aprovechamiento de las biomasas,

reduciendo la generacion de residuos y haciendo mas sostenibles las plantas.
1.1.2. Biorrefineria segun la materia prima

La materia prima que puede ser utilizada en las biorrefinerias procede de diferentes
sectores como los agricolas, forestales, domésticos. Las algas también son utilizadas como
materias primas en las biorrefinerias. Atendiendo a la biomasa que se usa, se pueden

distinguir distintos tipos de biorrefineria.

A partir de la biomasa lignocelulosica (formada fundamentalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina) se obtiene energia y productos quimicos (Cherubini, 2010; de Jong
y Gosselink, 2014). En las instalaciones que utilizan materiales lignocelulosicos se obtiene
principalmente bioetanol mediante el proceso de fermentacion de los aztcares de 6 atomos

de carbono. La fraccion de azicares procedentes de pentosas son utilizados para producir

(2]



Introduccion

compuestos de alto valor afiadido y finalmente a partir de la lignina, se produce
mayoritariamente biocombustibles que pueden ser utilizados para la obtencién de calor y
electricidad (de Jong y Jungmeier, 2015) aunque también se utiliza como materia prima
para la obtencion de productos quimicos como el catecol, vainillina, etc. Para poder
disponer de estos compuestos y que sean utilizables, la biomasa lignocelulosica debe
someterse a una etapa de pretratamiento, cuyo objetivo es alterar la estructura de la

biomasa para que los carbohidratos se encuentren mas accesibles.

La principal limitacion que tiene este tipo de biorrefineria es que debido a la
heterogeneidad de la biomasa lignoceluldsica no existe un pretratamiento universal para

todas las biomasas.

Este tipo de biorrefinerias son ya una realidad y se encuentran en distintas partes
del mundo. A partir del 2020, esta previsto que las compaifiias Clariant y Stl (Noruega)
puedan empezar a operar con las plantas ubicadas en Rumania y Noruega respectivamente,

para producir bioetanol a partir de celulosa.

Otras materias primas utilizadas por las biorrefinerias son:

La biomasa marina, donde las microalgas (algas verdes entre otras) y las
macroalgas (algas pardas y rojas), dependiendo de la especie y las condiciones
crecimiento, acumulan cantidades significativas de aceites, carbohidratos y almidon (de
Jong y Jungmeier, 2015). Esta biomasa ofrece un enorme potencial para la produccion de

energia, aunque todavia se encuentra en estadios muy tempranos.

Las semillas de cultivos oleaginosas como son los cultivos de colza, girasol o la
soja se pueden utilizar para la produccion de combustibles para motores, principalmente
biodiesel. El coproducto mayoritario obtenido es la glicerina, la cual tiene aplicacion en
diferentes sectores como el cosmético o farmacéutico. También es utilizado en la

fabricacion de resinas o lubricantes.

En las biorrefinerias verdes, la materia prima utilizada es biomasa verde como son

las hierbas y pastos. Entre las ventajas de este tipo de biorrefineria se pueden destacar: a) la
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materia prima es barata y abundante, b) se producen proteinas y azicares como productos

secundarios c) el rendimiento por hectarea es relativamente alto (Kamm y Kamm, 2004).
1.1.3. Biorrefinerias segun el proceso

El objetivo de la biorrefineria es producir, ademas de energia, productos de alto
valor afiadido a partir de biomasa. Para lograrlo, la materia prima es sometida a una serie
de operaciones que ayudan a transformar la biomasa en los productos deseados, pero
teniendo en cuenta la heterogeneidad de la biomasa, existen multiples combinaciones de
biomasa y procesos (Fig. 1.1). Los procesos se pueden clasificar en dos grupos de

conversion, principalmente, termoquimica o bioquimica.

Ademas, la mayoria de las biomasas requieren una etapa previa a la conversion
para poder reducir mediante molienda a la granulometria deseada de las particulas de
biomasa, facilitando la homogeneidad para ser adecuada a los requisitos de la instalacion.
También, algunas biomasas requieren un tratamiento de extraccion para después someterse
a los procesos de conversion termoquimica o bioquimica. En esta etapa la estructura de la

biomasa es lo Uinico que se ve alterado, no cambia ni el estado ni la composicion.

Combustiéon L_y Calor
i i0 — Biogas
Procesos Gasificacion Jut
g y  termoquimicos Licuefaccion [Rr— Bioaceite
| o ‘
i Pirolisis ‘ Biocarbén/
Biocombustible

Residuos solidos urbanos
Residuos agricolas
Residuos forestales

Algas
l Fermentacion »  Etanol/Hidrégeno
| Procesos T . - . -
b > w e Digestion anaerobia \ v Biogas
— bioquimicos g ! g
Digestion aerobia v Abono

Figura 1.1. Rutas de conversion de la biomasa
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Conversion termoquimica

Este tipo de procesos implican una descomposicion térmica de la biomasa
produciendo una liberacion de energia en forma de calor o de un biocombustible

intermedio. Estos procesos se pueden clasificar en:

Combustidn: es el proceso por el cual la biomasa es oxidada por el oxigeno del aire
liberando agua y didxido de carbono. Es la forma mas directa de aprovechamiento de la

biomasa.

Gasificacion: En este proceso también se oxida la biomasa, pero con una cantidad
limitada de oxigeno, aproximadamente un tercio del requerido, para conseguir una
oxidacion parcial, a altas temperaturas (800-1500 °C). Asi se forma un producto
denominado gas de sintesis, que estd formado por una mezcla de CO y H; en diferentes
proporciones, que puede ser utilizado como biocombustible o transformarse mediante
sintesis quimica en biocombustible mas energéticos como biocombustibles sintéticos, BTL
(biomass to liquid), en productos quimicos como alcoholes (metanol, etanol) o acido

acético (Cherubini, 2010).

Pir6lisis: es la descomposicion térmica de la biomasa en ausencia de oxigeno dando
como resultado el carbon vegetal (en cuya composicion se encuentran carbones, alquitran y
cenizas), una mezcla gaseosa (formada por CO, H» e hidrocarburos como el CHy) y el

aceite de pirdlisis (Garcia-Aparicio y col., 2009; Fernandez y col., 2011).

Licuefaccion: es una variante del proceso de pirdlisis, en este caso se incorpora un
gas reductor (CO, Hz o gas de sintesis) a alta presion (120-200 bares) y tiempos cortos 5-15
minutos, logrando asi la hidrogenacion de la biomasa. El resultado es la obtencion de una
mezcla de hidrocarburos en fase liquida con mayor poder calorifico llamado bioaceite de

licuefaccion.

Conversion bioquimica

En este proceso las macromoléculas son transformadas en moléculas mas pequefias

por la accidbn de enzimas y/o microorganismos. A diferencia de los procesos

—
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termoquimicos, la conversion bioldgica tiene lugar a temperaturas y velocidades bajas. La

conversion bioquimica puede clasificarse en:

Fermentacion: es la etapa en la que la mezcla azucarada que contiene los
monosacaridos es transformada por los microorganismos en diferentes compuestos como
son bioetanol, xilitol, etc. La fermentacion para la obtencién de bioetanol a partir de
biomasa lignocelulosa es un proceso muy investigado existiendo algunas plantas de

demostracion como es la perteneciente a la empresa Borregaard Technology en Noruega.

Digestion anaerobia: es el proceso en el que se obtiene como producto el biogas,

para ello se requiere una serie de reacciones quimicas y la actuacién de una serie de
microorganismos que iran transformando la materia organica en gas, fundamentalmente

metano. Son necesarios unos 30 dias para una degradacion total de la materia organica.

Digestion aerobia o compostaje, es el proceso biologico aerobico mediante el cual

diversos grupos de microorganismos llevan a cabo la biodegradacion de la biomasa,

obteniendo un abono excelente para la agricultura.

1.1.4. Biorrefineria segun el producto intermedio

Alrededor del 75% de la composicion de la biomasa lignoceluldsica son
carbohidratos, que pueden ser utilizables para obtener compuestos energéticos y
bioproductos mediante las plataformas tecnoldgicas. La plataforma es el conjunto de
productos intermedios que se producen en los procesos primarios de las biorrefinerias, que
son los utilizados para lograr los productos finales (bioproductos y bioenergia). En estos
procesos se generan los productos quimicos base, llamados “building blocks”. Se definen
los building blocks o producto quimico base a aquellas moléculas con multiples
funcionalidades con el potencial de ser transformadas en nuevas familias de moléculas de
interés industrial, a partir de las cuales se obtienen compuestos quimicos y materiales con

las prestaciones demandadas por el mercado (IEA, 2007).

La plataforma de azuicares y lignocelulosa se centra en la conversion quimica de

los azucares extraidos procedentes de las diferentes biomasas. Asi, se diferencian la
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plataforma de azicares de 6 atomos de carbonos (glucosa, manosa, galactosa entre otros)
obtenidos por la hidrdlisis de la biomasa lignoceluldsica para producir acidos organicos y
alcoholes mediante fermentacion. Por otro lado, la plataforma azucares de 5 y 6 atomos de
carbono obtenidos en la hidrdlisis de la hemicelulosa por reacciones de hidrogenacion y
oxidacion y deshidratacion da lugar a productos quimicos (Aristizabal-Marulanda y

Cardona Alzate, 2019).

En la plataforma de gas de sintesis, todos los componentes de la biomasa son
utilizados, incluidos los hidratos de carbono, para obtener energia y bioproductos. En esta
plataforma, la biomasa se somete al proceso de gasificacion para obtener gas de sintesis,
formado por H> y CO. Con este gas se puede obtener biocombustibles libres de azufre,
electricidad, hidrogeno, ademas de ser precursor de varios bioproductos como las olefinas,

alcanos y otros compuestos oxigenados.

Adicionalmente a estas plataformas, existen otras que utilizan compuestos
diferentes a los carbohidratos, para obtener bioproductos y bioenergia. Algunas de estas
plataformas tienen un relevante futuro como son la de proteinas y de biogés. En la tabla 1.1

se muestra una breve descripcion de estas plataformas.

1.1.5. Productos de la biorrefineria

Los productos obtenidos en la biorrefineria se pueden agrupar en dos categorias, la
bioenergia, que engloba todas sus aplicaciones (térmica, eléctrica y mecanica) y los
bioproductos (carbohidratos, proteinas, lipidos y metabolitos). Estos productos pueden

llegar a ser los sustitutos de los productos obtenidos a partir del petroleo.
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Tabla 1.1 .Descripcion de los componentes de las plataformas

Plataforma Materia prima  Building Blocks  Bioproductos Bioenergia
Residuos Aminoacidos Vitaminas Calor
industriales o
Péptidos Antioxidantes Electricidad
Residuos Colageno
forestales
Proteinas )
Pigmentos
Algas
Residuos
ganaderos
Residuos Acetatos Acidos Biometano
urbanos . carboxilicos Calor
Acidos ”
. volatiles
Residuos carboxilicos
s . . . Electricidad
Biogas industriales . Fertilizantes ectn
volatiles
Residuos H»
ganaderos
Cultivos Acidos y ésteres  Biodisolventes ~ Biocombustibles
oleaginosos grasos Antioxidantes liquidos
Aceitos Aceites usados  Alcoholes Emulsionantes Bioqueroseno
£rasos Calor
vegetales/ Grasas Biolubricantes
livid i dustrial Dioles
1p1dos Industriales ) Electricidad
. Fitoesteroles
Glicerol
Epiclorhidrina

34

—
| S—



Introduccion

1.1.5.1. Productos energéticos

El término bioenergia hace referencia a toda energia obtenida a partir de la biomasa
y comprende todas las formas y estados de la energia derivadas de combustibles de origen

biologico.

e El combustible para el transporte, también llamado biocarburante, se puede
obtener de materias primas que tienen una aplicacion alimentaria (biocarburante de
primera generacion), con lo que puede surgir una competencia. Este conflicto se resuelve
con los biocarburantes de segunda generacion (Nigam y Singh, 2011), ya que provienen de
materiales lignoceluldsicos (abundantes y baratos) y cultivos energéticos, por lo que su
utilizacion contribuye tanto a aumentar la sostenibilidad como a reducir el coste del
proceso de produccion de bioetanol (Sims y col., 2010). Los biocarburantes de tercera
generacion son una evolucion de la segunda generacion y utilizan materiales acuaticos
como las algas o microalgas (Rizwan y col., 2013).

e FEl etanol producido a partir de biomasa se denomina bioetanol. El proceso
de produccion a partir de materiales lignoceluldsicos consta generalmente de las siguientes
etapas: pretratamiento, produccion de enzimas, hidrdlisis enzimatica, fermentacion y
destilacion. En el pretratamiento se altera la estructura de la biomasa para que la hidrélisis
enzimatica sea efectiva y se obtenga la mayor cantidad de azlicares monoméricos que
finalmente seran fermentados a etanol. Tras el pretratamiento, las etapas de produccion de
enzimas, hidrolisis y fermentacion pueden integrarse mediante distintas opciones. Las
operaciones de transformacion se pueden llevar a cabo por separado mediante el proceso
de hidrolisis y fermentacion separadas (HFS), o de forma simultaneas, mediante el proceso
denominado sacarificacion y fermentacion simultdneas (SFS). Existe otra posibilidad
conocida como bioproceso consolidado (BPC), en el que se integra las etapas bioldgicas de
produccion de enzimas (celuloliticas y hemiceluloliticas) y de fermentacion necesarias para
la transformacion de la obtencién de etanol a partir de la biomasa lignoceluldsica. Esta
configuracion consiste en la utilizacion de un microorganismo o conjunto de
microorganismos capaces de producir las enzimas, hidrolizar los sustratos y fermentar los

azlicares en un mismo reactor (Fig. 1.2) (Jouzani y Taherzadeh, 2015). Dentro del
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concepto de biorrefineria, la integracion de los procesos resulta fundamental para el

aprovechamiento de todos los componentes de los materiales lignoceluldsicos.

Biomasa lignocelulésica

Produccion de l
enzimas ‘
\ Pretratamiento
{ \ ]
— e
SHF ) BCP
Hidrdlisis — Producciéon enzimatica
| SFS Hidrdlisis
v Hidrolisis Fermentacion
: Fermentacion
Fermentacion * >

| ,
|

v

BIOETANOL

Figura 1.2. Diferentes niveles de integracion de las etapas del proceso de obtencion de bioetanol a

partir de biomasa lignocelulosica

e Otros productos energéticos obtenidos en una biorrefineria que pueden ser capaces

de reemplazar a los productos procedentes del petrdleo quedan resumidos en la siguiente

tabla 1.2.
1.1.5.2. Bioproductos

A partir de la biomasa se pueden obtener una serie de compuestos con interés como
son los hidratos de carbono, las proteinas o los lipidos. Algunos de ellos, se obtienen
mediante una simple extraccion y otros necesitan transformaciones mas complejas. Existen
numerosas rutas de proceso para poder obtener los compuestos deseados pero la mayoria

de los productos se pueden obtener a partir de los “building blocks™.
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Tabla 1.2. Productos energéticos obtenidos a partir de biomasa

Producto Procesos Aplicaciones
Hidrégeno  Pirdlisis o gasificacion Combustible, pilas de combustible
Gas de Proceso quimico a altas Producto intermedio en industrias quimicas o
sintesis temperaturas biorrefinerias
Biodiesel Tecnologia BTL En motores diésel en estado puro o en mezcla.
Sustituto del gasoil puede emplearse en calderas
para usos térmicos
Biogas Descomposicion de la Generacion de calor y electricidad. Para
biomasa en ausencia de automocion debe ser licuado o comprimido
oxigeno
Biobutano = Fermentacion ABE Precursor de disolventes y de acidos grasos
(acetona-butanol-etanol)
Biometano  Depuracion del biogas o Calor, electricidad y vapor

por el gas de sintesis
producido en la

gasificacion.

El Departamento Americano de Energia (DOE) identificé en 2004 doce moléculas

(Tabla 1.3) que pueden obtenerse de la biomasa, a partir de las cuales se pueden obtener

una gran serie de compuestos intermediarios y derivados de interés (Werpy y Petersen,

2004). En afios posteriores, la produccion de estas moléculas ha sido objeto de varias

revisiones basadas en distintos criterios que abarcaban desde si el compuesto o la

tecnologia ha tenido atencion en la literatura cientifica hasta si el escalado tanto a nivel

piloto como industrial es ya una realidad (Bozell y Petersen, 2010). Choi y col. (2015)

realizo una nueva revision destacando que, teniendo en cuenta el tiempo transcurrido desde

la publicacion del informe, muchos de estos compuestos, comenzaron a ser producidos

industrialmente partiendo de materia prima biologica. Con el transcurso del tiempo, tanto

el acido aspartico como 3-hidroxibutirolactona han dejado de considerarse como “building

blocks” debido a su baja proyeccion industrial.

—
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Tabla 1.3. Building block obtenidos a partir de la biomasa segtin DOE en 2004

1,4 Diacidos Acido, 2,5-
. - Acido aspartico [ .
furanodicarboxilico p Acido levulinico
o
HO
o} o )J\/YOH )K/\"/
B HO
HO \ / OH N, © i
Acido 3
hidroxipropiénico Acido glucarico Acido glutamico Acido itacénico
o o) OH OH o o o
%H OH o NH, ¢}
3 Hidroxi-
111 1 SOI‘bitOl Glicerol
butirolactona Xilitol/Arabitol
oH oH OH OH OH
(0) o OH \)\/
HO OH HO Y HO OH
;f \/k‘/k/ OH OH
HO OH

Por otro lado, a partir de los azucares fermentables de las biomasas se pueden
obtener una serie de productos con un sinfin de aplicaciones. Por ejemplo, la glucosa es
precursora para la obtencion de acido lactico, acido succinico, asi como butanol, lisina, 1,3
propanodiol y los polihidroxialcanoatos. En cambio, a partir de la xilosa se puede obtener

el acido itaconico y furanos (furfural, alcohol furfurilico y el 2-hidroximetiltetrafurano).

A continuacion, se describe algunos de los posibles productos con fines no
energéticos que se pueden obtener a partir de los compuestos de la biomasa (Fig. 1.3) y

ayudan a rentabilizar los procesos.

El acido succinico se utiliza en la fabricacion de detergentes y tensoactivos, en la
industria alimentaria es usado para regular la acidez o como potenciador de sabor. También

se emplea en la sintesis de farmacos, vitaminas y aminodcidos. A partir de este acido se
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puede obtener tetrahidrofurano, anhidrido maléico o el acido fumarico entre otros

compuestos con amplia aplicacion en la industria quimica.

Acido 3- Acido
hidroxi Propanoico Glucurénico

CELULOSA Acido

Acido on )
Acido Succinico/ Levulinico /é/ ""M (g/ ! Lactlco Acido Acrilico/Acetaldehido

Tetrahidrofurano (THF) o 2,3 Pentanodiona /Acido Pirtvico

MetilTHF
1,4 Butanodiol/NMP lactona l \L J/
h ¥ v 3-Metil THF /2-Metil-1,4 butano
AC}dq Ac’d? . Acfd(_) 3-Metil pirrolidona/Diamina
Glutamico Succinico Itacénico G i % .
Diamida del acido Itaconico
1,4 Butanodiol

2,pirrolidona/ THF

Furfural Xilitol 2,3 Butanodiol

r 1 1

. Hemicelulosa Acido v eeee
Fertlico Vainillina
Bioetanol €= . Jo .. _J. 2l 1L .. ™ \’) S b Acido Vainillinico
S TS 7 Acido Protocatecuico
Xilooligosacaridos Acido Butanol
Lactico

Figura 1.3. Esquema de procedencia de los bioproductos a partir de biomasa (adaptada de la
informacion de Menon y Rao 2013)

El acido levulinico es uno de los building blocks mas estudiado. Es precursor de
compuestos como las pirrolidonas, dioles y lactonas ciclicas o y-valerolactona, que pueden
usarse en aditivos alimentarios, perfumes o como precursores de disolventes verdes
(Climent y col., 2014). Por ejemplo, la empresa Avantium comercializa el acido levulinico

producido a partir de la deshidratacion de la biomasa

El acido lactico es una molécula interesante ya que es el punto de partida para
formar compuestos de interés como el acido piravico o el acrilico. La aplicaciéon mas
importante del acido lactico esta en la sintesis de la lactida, compuesto ciclico utilizado en
la sintesis del acido polilactico (PLA) mediante la reaccion de polimerizacion (Dusselier y

Sels, 2014). El volumen de mercado del 4cido lactico se valord en 2,64 billones de dolares
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en 2018, y se espera que crezca con una tasa anual estimada del 18,7% entre 2019-2025

(www.grandviewresearch.com).

El furfural procede de la deshidratacion de los azlcares de cinco atomos de
carbono. Este compuesto tiene muchas aplicaciones industriales entre ella se emplea, como
disolvente en el refinado de los aceites lubricantes, adicionalmente, se usa en la obtencion
de resinas de alta resistencia a la corrosion y a elevadas temperaturas. Se considera un
building block, ya que se puede someter a multiples reacciones quimicas para asi lograr
una nueva bateria de productos. En la tabla 1.4 se muestra algunos de los productos

obtenidos a partir del furfural y sus aplicaciones (Machado y col., 2016).

El xilitol es un polialcohol de cinco 4&tomos de carbono que se encuentra en algunas
frutas y verduras en pequefias concentraciones. Actualmente se utiliza en la industria
alimentaria (como edulcorante y conservante) y en la industria farmacéutica (Mohamad y
col., 2015). La produccién industrial se hace siguiendo un proceso de hidrogenacion
catalitica de la xilosa a alta presion usando catalizadores de niquel Raney. Pero en este
proceso se obtienen unos rendimientos bajos, en torno al 50-60% (Rafiqul y Sakinah,
2013), lo que lo convierte en un proceso bastante costoso desde un punto de vista

energético.

Tabla 1.4. Obtencion de diferentes productos partiendo del furfural y derivados

Compuesto Reaccion quimica  Producto Aplicaciones
Furfural Alcohol Furfurilico  Produccion de resinas, intermedios en la
o oH -l - L
. . roduccion de fragancias, lisina y vitamina C
N Hidrogenacion © P ¢ Y
\_J —_—
Alcohol Furfurilico 2-Metilfurano  Mondmero, disolventes
OH
o. . .. .
Q Hidrogenolisis ¢ 7
Furfural Furano Produccion de THF por hidrogenacion
[
] I
- Descarbonilacion o
¢y’ Dessatbonisditn, = o,
Furano TIC—)IF Disolvente industrial, fabricacion de polimeros,
o . o . e
<\ 7/ Hidrogenacion < 7 adhesivos y productos farmacéuticos
Furfugal Acido Furéico ~ Sintesis de medicamentos y perfumes
o Oxidacion o
W _— \ J/ oH
Acido Furéico
2 . THF Disolvente industrial, fabricacion de polimeros,
o, Reduccion, o : .
\ ) oH ————— ( 7 adhesivos y productos farmacéuticos
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La produccion biotecnologica de xilitol mediante un proceso biologico utilizando
microorganismos (bacterias, levaduras y hongos) es una alternativa al proceso quimico. Su
inconveniente es que al utilizar residuos lignoceluldsicos se necesita realizar una etapa de
pretratamiento para poder acceder a la xilosa presente en la fraccion hemiceluldsica. Esta

etapa puede generar compuestos que inhiban la fermentacioén (Rao y col., 2016).

1.2. Materiales lignocelulosicos

Como se ha comentado anteriormente, el presente trabajo esta basado en la

utilizacion de materiales lignoceluldsicos.

La biomasa lignoceluldsica es un material heterogéneo formado por compuestos
estructurales (celulosa, hemicelulosa y lignina) y en menor proporcion por compuestos
no estructurales (cenizas, pectinas, proteinas y otros). La proporcion de cada uno de

ellos depende del tipo de material y su especie.

Un alto porcentaje de la composicion de los compuestos estructurales de la pared
celular son los carbohidratos presentes en la celulosa y hemicelulosa (55-75% en peso
seco), los cuales pueden ser empleados para obtener un amplio abanico de productos,
desde biocombustibles hasta productos de alto valor afiadido. El otro componente
mayoritario de los compuestos estructurales es la lignina (10-25%), formada a partir de
subunidades de fenilpropano oxigenadas, cuya finalidad es conferir un mayor

empaquetamiento y rigidez a la estructura de la biomasa lignoceluldsica.

1.2.1. Compuestos estructurales del material lignocelulésico

1.2.1.1. Celulosa

La celulosa es un homopolimero lineal, formado por monémeros de glucosa
unidos mediante enlace glucosidico B-(1—4) siendo la unidad de repeticion la
celobiosa. El grado de polimerizacion de la celulosa es muy elevado, llegando incluso

hasta las 150.000 unidades (Fig. 1.4).
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Entre las cadenas de glucosa de la celulosa, se forman lateralmente puentes de
hidrogeno y fuerzas de Van Der Waals como consecuencia de la presencia de los grupos
hidroxilo de las glucosas, dando lugar a agregaciones fibrilares. Estas fibrillas se
empaquetan entre ellas, dando lugar a la formacion de unidades superiores denominadas
microfibrillas. A su vez, estas microfibrillas se agrupan formando macrofibrillas y estas
a su vez dan lugar a la formacion de fibras que constituyen la estructura cristalina de la
celulosa. El alto grado de compactacion de la celulosa establece una estructura cristalina
y rigida. Esta rigidez puede dificultar la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos. Ademas,
la celulosa, presenta zonas mas amorfas, de cristalinidad inferior que le hacen ser mas
susceptible a la degradacion (Dai y Fan, 2011). Algunos autores han determinado que la
zona amorfa aparece periddicamente por lo que las fibras de celulosa se pueden dividir
en zonas amorfas o zonas cristalinas. Cuando la zona amorfa es eliminada se obtienen
los nanocristales o las nanofibrillas de celulosa (presentan rangos de nanémetro). Estas
nanocelulosas son altamente cristalinos por lo que tienen propiedades mecanicas altas
(altos coeficientes de modulo de Young) y una baja densidad lo que le hace perfecta

para ser usadas como refuerzo en matrices poliméricas.

Cell wall

S \ S CALTENN
Layered mesh of
microfibrils in
plant cell wall

ingle microfibril - ==
Single microfibril /
“— Hemicellulose

Paracrystalline
cellulose

Crystalline cellulose

Cellulose molecule
on o - - Crystalline cellulose
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Figura 1.4. Esquema de la estructura de la celulosa
https://public.ornl.gov/site/gallery/highressurvey.cfm
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La celulosa nativa, puede cristalizar de dos formas: celulosa I y celulosa II,
siendo la I la mayoritaria, en ella las cadenas de glucosa se encuentran mas ordenadas y
orientadas paralelamente. En cambio, en la celulosa II, sintetizada por ciertas algas y
bacterias, las cadenas se disponen de manera antiparalelas (Brown, 2004). Bajo las
condiciones de pretratamiento de la biomasa lignocelulosica, como son altas
temperaturas y presiones, el uso de productos quimicos etc., se altera la estructura dando
lugar a otro tipo de estructuras cristalinas denominadas tipo III y IV (Mittal y col.,
2011).

Algunas propiedades como la longitud de las fibras y el grado de cristalinidad

pueden variar segun el origen, ya sea paja, madera, algodon (Liu y Sun, 2010).

A partir de la celulosa se puede obtener biocarburantes como el bioetanol, o
materiales como las pastas celulosicas o la nanocelulosa. La nanocelulosa tiene
aplicaciones en biomedicina o en cosmética debido a que es inocua, por lo que puede
usarse en el desarrollo de injertos vasculares (Domingues y col.,, 2014) o para la
administracion de farmacos, curacion de heridas, aplicaciones cardiovasculares entre

otras aplicaciones (Jorfi y Foster, 2015).

1.2.1.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa es un heteropolimero de estructura amorfa constituido por cadenas
mas cortas y ramificadas que la celulosa, tienen un grado de polimerizacioén entre 80-200
unidades. La naturaleza ramificada de las hemicelulosas determina el caracter amorfo,

siendo mas faciles de hidrolizar que la celulosa (Ebringerova, 2005).

La funcion de la hemicelulosa esta relacionada con la interaccion entre la celulosa y

la lignina (Sun R.C. y col., 1998).

Caracteristicas de la hemicelulosa

La hemicelulosa representa entre un 15-35% de la composicion de la biomasa
lignocelulésica. La hemicelulosa esta formada por una cadena principal de monosacaridos

de pentosas (B-D-xilosa, a-L-arabinosa) o de hexosas (B-D-manosa, B-D-glucosa, a-D-
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galactosa) que presentan ramificaciones que pueden ser: acidos uronicos (4cido a-D-
glucurénico, a-D-4-O-metilgalacturonico y a-D-galacturénico) mediante enlace

glucosidico, grupos acetilos por enlace éster o carbohidratos como la arabinosa.

Se han publicado clasificaciones segin la naturaleza de los mondmeros de la
cadena principal en xilanos, xiloglucanos, mananos y B-(1—3, 1—4)-glucanos (Scheller y

Ulvskov, 2010), siendo los xilanos los mas abundantes en maderas duras y herbaceas.
Clasificacion de la hemicelulosa
i.  Xilano

La cadena principal de xilano estd formado por unidades de D-xilopiranosa (90%)
unidos entre si por enlaces B-(1—4). Las ramificaciones pueden contener hexosas y
pentosas, acidos urdnicos, o grupos acetilos. Estas ramificaciones se unen mediante los
grupos hidroxilos de las xilosas y no tienen por qué seguir un patréon dentro de la cadena
hemicelulosa (Rodriguez y col., 2004). Otros grupos de ramificaciones encontradas son los
acidos fertlico y p-cumarico unidas a las arabinosas por la posicion C-5 mediante enlace

éster.

El xilano es la estructura tipica de maderas duras (25-35% en materia seca). Los
residuos como las pajas de cereales, bagazo de la cafia de azlicar o el bagazo de sorgo
también son excelentes fuentes de xilanos (Mikkonen y Tenkanen, 2012). En algunas algas
(rojas y verdes), la estructura del xilano no presenta ramificaciones por lo que se denomina

homoxilanos (Girio y col., 2010).
En funcion de las sustituciones, los xilanos se clasifican en:

e Arabinoxilanos, la cadena principal estd formada por unidades de D-
xilopiranosa con enlaces B-(1—4), sustituida por ramificaciones de o-L-
arabinofuranosil con uniones O-glicosidico (1—3) y (1—2). En estas mismas
posiciones, también pueden ser sustituidas por grupos acetilos. Los

arabinoxilanos pueden ser ligeramente acidos por la presencia del acido 4-O-
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metil-a-D-glucurénico, en una proporcion de por cada diez xilosas un grupo
acido. Los arabinoxilanos son abundantes en tejidos de gramineas como el trigo,
cebada centeno, arroz y sorgo (Gullon y col.,, 2010). La relacion xilosa:
arabinosa (X:A) es un factor importante en las propiedades junto con el tamafio
molecular o el modo de sustitucion de la arabinosa, proporcién que varia segin
el material. En cereales como la cebada o el trigo esta relacion es menor
comparada con la del arroz. Otra peculiaridad de arabinoxilano de cebada es que
puede presentar ramificaciones de acido fertlico o cumadrico (Izydorczyk y

Biliaderis, 1995; Wende y Fry, 1997).

Glucuronoxilanos: Esta hemicelulosa es la mayoritaria en maderas duras,
especies caducifolias y gramineas. Su esqueleto de xilano presenta
ramificaciones del acido 4- O-a-metilglucurénico unido por enlaces a-(1—2)
siendo este enlace muy resistente (Peng y col., 2012). Estas ramificaciones
aparecen uno por cada diez xilosas. También presentan ramificaciones de grupos
acetilos en las posiciones (1—2) y (1—3) (Girio y col., 2010). Puede contener

pequetias cantidades de ramnosa y acido galactouroénico.

Arabinoglucuronoxilanos: El esqueleto estd formada por unidades de B-D-
xilanopiranosil sustituidos por grupos acido-4-O-o-metilglucuréonico mediante
enlace a-(1—2) y a-L-arabinofuranosil unidas por enlace a (1—3) (Woodward,
1984). Estas sustituciones aproximadamente se repiten cada 5-12 unidades. Los
residuos arabinofuranosidos pueden estar esterificados con acidos p-cumarico y
ferulico. Estas hemicelulosas son caracteristicas de cereales y en menor medida

de maderas blandas (5-10% en peso seco), y gramineas (Naidu y col., 2018).

Glucuronoarabinoxilano: En este caso, presenta una estructura es similar a la
de los arabinoglucuronoxilanos, con la variacion en el niimero de cadenas
laterales de arabinosa siendo en esta estructura 10 veces mayor que las
ramificaciones de acidos uroénicos. En algunos casos, se encuentran xilosas
doblemente sustituidas por unidades de arabinosa (Ebringerova, 2005). Se

encuentra en gramineas y cereales como salvado de trigo o el maiz.
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ii.  Xiloglucanos

La cadena principal estd formada por un esqueleto de unidades de glucosas unidas
entre si por enlaces B-(1—4), con un 75% de estos sustituidos con D-xilosas mediante
enlace a-(1—6). A su vez las xilosas pueden estar sustituidas por fucosa, galactosa y
ocasionalmente por arabinosa mediante el enlace (1—2), encontrandose una proporcion de

glucosa: xilosa: galactosa de 4:3:1 (Hayashi, 1989).
ili. Mananos

Los mananos estan compuestos por un esqueleto principal de unidades de manosas,
se clasifican en galactomananos, glucomananos y galactoglucomananos como se

detalla en la tabla 1.5.
iv.  B-Glucanos

Se trata de un polimero de B-glucosas unidas mediante un enlace  (1—4), al igual
que la celulosa, pero estas cadenas tienen un grado de polimerizacion menor y no
presentan alta cristalinidad. Su principal funcidn es estructural y son insolubles al estar

unido a proteinas covalentemente.

La estructura de las hemicelulosas en la paja de cereal consiste en una cadena
principal de B-(1-4)-D-xilosas con un niimero variable de sustituyentes (arabinosas, acidos
glucuronicos, fertlicos, p-cumaricos y/o acéticos), unidos a los grupos OH libres de los
carbonos C2 y C3 de las xilopiranosas. En concreto, en la paja de cebada, se determin6 que
una de cada ciento veintiuna pentosas esta unida a un grupo feruloil, y una de cada

doscientas cincuenta y tres a un grupo p-cumaril (Mueller-Harvey y col., 1986).

1.2.1.3. Lignina

La lignina es un polimero complejo tridimensional amorfo cuya composicién y
estructura depende del origen de la biomasa. Su funciéon principal es de caracter
estructural, ya que actiia de puente entre la celulosa y la hemicelulosa, confiriendo rigidez

y resistencia, impermeabilizdndolas y protegiéndolas de ataques enzimaticos. Esté

46

—
| S—



Introduccion

compuesta por tres unidades de fenilpropanoides (Fig. 1.5), las cuales son precursores de

las unidades p-hidroxifenilo, guayacilo y siringilo.

La proporcion de estas unidades varia en funcion del origen de la biomasa

lignocelulosica, representando entre un 10-25% en peso seco de los materiales

lignocelulosicos.
Tabla 1.5. Tipos de mananos existentes en la hemicelulosa
Hemicelulosa Estructura Origen
bioldgico

Galactomananos Cadena de manosas unidas por enlaces Leguminosas

B-(1-4), mayoritariamente ramificadas

por galactosas unidas por enlaces B-(1-

6)
Glucomananos Cadena aleatoria de B-D-glucopiranosil Maderas

y B-D-manopiranosil unida mediante duras

enlace B-(1—4). La relacion glucosa:
manosa varia entre 1:2 y 1:1
dependiendo del material

lignocelulosico

Galactoglucomananos Su estructura principal es la de Maderas
glucomananos se encuentra sustituida blandas
por ramificaciones de o -D-
galactopiranosil unidos por enlaces a-

(1—06)
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HO. HO. HO

HsCO H,CO OCHs
OH OH OH
Alcohol p-Cumarilico Alcohol Coniferilico Alcohol Sinapilico
Unidad p-Hidroxifenilo (H) Unidad Guayacilo (G) Unidad Siringilo (S)

Figura 1.5. Unidades estructurales de la lignina

1.2.2. Compuestos no estructurales

En los materiales lignoceluldsicos se encuentran otros componentes en menor

proporcidn (5-10% en peso seco) como son pectinas, extractos, cenizas y proteinas.

*  Pectinas: Son polisacaridos formados por unidades de 4cido galacturénico y otros
monosacéaridos como la ramnosa o la galactosa en menor proporcion, se encargan de la
porosidad de la pared celular. También intervienen en el balance idnico y en la regulacion

del pH. Son facilmente extraibles.

* Extractos: En este grupo se pueden incluir compuestos no estructurales como
grasas, cera, resinas, terpenos etc. Son facilmente extraibles con alcohol o agua sin
necesidad de realizar reacciones quimicas. Son las sustancias responsables del color, olor y

de la resistencia a los ataques microbianos.

*  Cenizas: formadas por las sales inorganicas como carbonatos, silicatos presentes en

los materiales.

* Proteinas: actiian de puente de union entre la lignina y los polisacaridos mediante
enlace covalente. La familia mas estudiada son las extensivas, formadas por aminoacidos
de hidroxiprolina, serina y lisina En las pajas de cereales, estos compuestos son

minoritarios encontrandose entre 3-5%.
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1.2.3. Residuos lignocelulésicos como materia prima

En algunos sectores como el agricola o el forestal entre otros, se generan grandes
cantidades de residuos o subproductos sin valor econdémico y su eliminacién genera
problemas ambientales. Estos residuos, pueden ser aprovechados como recurso renovable

con el fin de lograr obtener compuestos de alto valor anadido.

Este es el caso de los materiales lignoceluldsicos que pueden ser sometidos a
distintos procesos de fraccionamiento con el objetivo de obtener alguno o varios de sus
componentes mayoritarios a partir del cual, se pueden obtener compuestos bioenergéticos
como el bioetanol u otros compuestos de alto valor afadido. En las ultimas décadas, los
residuos agricolas estan siendo utilizados como una fuente de materia prima por las

biorrefinerias.

Entre los residuos procedentes de cultivos de cereales, la paja de cebada es uno de
los residuos con mas potencial. La cebada fue el tercer cereal mas cultivado en la Unién

Europea, 56 millones de toneladas por detréas del trigo y maiz (Faostat 2018).

Teniendo en cuenta que un tercio de los residuos permanecen en el campo, otro
tercio se utiliza para otros usos como puede ser la ganaderia, se estima que, en la Union
Europea, la disponibilidad neta de residuo de cultivo en 2030 serd alrededor de 25 millones
de toneladas (Searle y Malins, 2013), lo que lo convierte en un residuo con una alta

disponibilidad.

1.2.4. Aprovechamiento de la paja de cebada

La paja de cebada es un recurso abundante y disponible que puede ser utilizada por
las biorrefinerias para lograr obtener bioproductos como bioetanol (Garcia-Aparicio y col.,
2011; Duque y col., 2014 a y b), butanol (Qureshi y col., 2010), u otro tipo de compuestos
como xilitol (Moraes y col., 2018).
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Para lograr obtener estos compuestos entre otros, la primera etapa a la que debe ser
sometida la materia prima, en este caso el residuo, es el pretratamiento con el fin de romper

la estructura de la biomasa.

A continuacién, se detallan algunos de los pretratamientos mas utilizados en los

materiales lignoceluldsicos.

1.2.5. Pretratamientos de los materiales lignoceluldsicos

En el proceso de obtencion de bioetanol a partir de materiales lignoceluldsicos, la

primera etapa del proceso es el pretratamiento.

El objetivo de esta etapa es lograr una mayor accesibilidad a la celulosa. En esta
etapa ademas se logra modificar la estructura de la lignina, disolver la hemicelulosa, alterar
la estructura de la lignocelulosa rompiendo la estructura cristalina de la celulosa y
aumentar la digestibilidad en la etapa posterior de hidrolisis enzimatica. Es importante
poder limitar la formacion de inhibidores que puedan afectar a las etapas siguientes (Arslan

y Eken-Saragoglu, 2010; Thulluri y col., 2013).

El pretratamiento es una etapa crucial en el proceso, ya que las etapas sucesivas del
proceso se ven afectadas por el tipo y la efectividad del pretratamiento. El pretratamiento
ideal seria aquel, a partir del cual se logra obtener un sdlido pretratado con azlcares
digestibles, que permitiera la recuperacion de la hemicelulosa y la lignina por separado,
requiriendo la minima cantidad de energia, agua y productos quimicos (da Silva y col.,

2016).

Lograr un pretratamiento versatil al que someter a las distintas biomasas
lignocelulésicas es un desafio de la tecnologia en la conversion de los materiales
lignocelulodsicos (Krishnan y col., 2010) ya que este proceso depende de entre otros

factores del tipo de biomasa (Girio y col., 2010) o del producto final del proceso.

Pueden clasificarse segun la naturaleza del agente empleado. Asi, encontramos
pretratamientos fisicos, quimicos, fisicoquimicos y bioldgicos. En la tabla 1.6, se recogen

los aspectos mas de relevantes de estos pretratamientos.
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Durante los pretratamientos fisicos, la materia prima es sometida a fuerzas de
cizalladura o de impacto, lo que consigue reducir el tamafo de particula y una
desestructuracion de las fibras, afectando a la cristalinidad de la celulosa y el tamafio de
poro (Sun y Cheng, 2002). A nivel industrial, la molienda es un pretratamiento que
requiere largos tiempos y un alto consumo energético. Sin embargo, la molienda es
utilizada con todo tipo de materias primas antes de someterlas a otros pretratamientos

(Moreno y Olsson, 2017).

La extrusién es un pretratamiento termo-mecdnico relativamente novedoso, su
accion se basa en el giro de uno o dos tornillos sin fin dentro de una carcasa ajustada y con
control de la temperatura, produciéndose un rozamiento entre la biomasa, el tornillo y las
paredes del moédulo bajo unas condiciones controladas de temperatura (Duque y col.,
2014b). Esta tecnologia es considerada como prometedora debido a su adaptabilidad al

proceso y a su versatilidad en el uso de materias primas.

En los pretratamientos quimicos al utilizar agentes quimicos se produce un cambio
en la composicion de los materiales aumentando la digestibilidad de la materia prima.
Dentro de los pretratamientos quimicos, podemos diferenciar los pretratamientos con
acidos y los pretratamientos alcalinos. Los pretratamientos acidos logran disolver la
hemicelulosa con el fin de obtener mayor accesibilidad a la celulosa. El uso de éacidos
concentrados requiere equipos resistentes a la corrosion. En los pretratamientos alcalinos
se produce una solubilizacion de la lignina y tiene lugar una reaccion con los grupos
acetilos de la hemicelulosa que permite una mayor accesibilidad a la celulosa. La
efectividad de este pretratamiento depende del contenido en lignina de la biomasa, siendo

mas efectivo en los residuos agricolas que en materiales lefiosos.

Otros pretratamientos quimicos son la ozonolisis, el tratamiento con
organosolventes o con liquidos i6nicos, que utilizan ozono, disolventes (organicos o
acuosos) y cationes organicos de gran tamafio y pequefios aniones inorganicos

respectivamente para eliminar la lignina.

—
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Tabla 1.6. Resumen de los principales pretratamientos aplicados a la biomasa lignoceluldsica

Naturaleza Pretratamiento

Principio

v Ventajas

*x  Desventajas

Reduccion en el tamano de

Disminuye la cristalinidad

Molienda Alto consumo energético
particula de la celulosa
La biomasa se somete a un .
Fisico ) Puede combinarse con la
) proceso de  calentamiento, o )
Extrusion ) aplicacion de  reactivos Alto consumo de energia
mezclado y cizalladura que )
] quimicos
provoca alteraciones
. o Se produce un efecto catalitico Solubilizacion de la. Generacion de toxicos a
Acido diluido ) i
sobre la hemicelulosa hemicelulosa altas temperaturas
Deslignificacion e Solubilizacion de la lignina
Alcalinos hinchamiento de las fibras y apenas altera la fraccion Incorporacion de sales
vegetales hemiceluldsica
Quimico Solubiliza la lignina empleando Solubilizacion de la lignina Alto coste de los solventes y
Organosolventes ) ) . ) )
disolventes organicos y la hemicelulosa /o necesidad de reciclado
o Utiliza el potente efecto o o
Ozonolisis ) Eliminacion de la lignina Gran consumo de ozono
oxidante del ozono
S Solubilizacion de los No produce compuestos
Liquidos i6nicos . o . Alto coste
carbohidratos y la lignina toxicos
Degradacion de lignina vy
Bioldgicos Hongos hemicelulosa mediante un Requiere poca energia Hidrolisis lenta
hongo
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Introduccion

Los procesos que implican pretratamientos biologicos se llevan a cabo mediante
microorganismos ligninoliticos o sus enzimas capaces de degradar la pared celular, generando
una cantidad minima de compuestos de degradacion (Sindhu y col., 2016). Como ventaja se
puede sefialar que son procesos respetuosos con el medio ambiente, como desventaja los

largos tiempos requeridos.

Finalmente, en los pretratamientos fisicoquimicos al combinar las acciones fisicas
(temperaturas, presiones, etc.) y quimica (empleo de disolventes tanto dcidos como alcalinos,
etc.) se modifican la estructura de la biomasa. Los mas empleados son la explosion por vapor
(con y sin catalizador), pretratamiento con agua caliente en fase liquida, la explosion por
vapor con amoniaco y la oxidacion humeda. La combinacion de ambos pretratamientos
permite una mejora creando una sinergia, ya que se pueden utilizar condiciones mas suaves
(menor concentracion de acidos, temperaturas mas suaves) y es posible una reduccion de
costes (Bensah y Mensah, 2013). Asi, encontramos como Oliva y col., (2017) utilizan el
pretratamiento de explosion por vapor junto con la extrusidn reactiva para lograr un
rendimiento de obtencién de azucares de 1,4 veces superior al obtenido simplemente con

explosion por vapor.

En este trabajo se ha elegido el pretratamiento con explosion por vapor como método
de pretratamiento, para obtener la hemicelulosa solubilizada para la producciéon de

xilooligosacaridos y la fraccion de celulosa para su transformacion en etanol.

1.2.5.1. Pretratamiento por explosion por vapor

El tratamiento de explosion con vapor es un pretratamiento hidrotérmico en el que la
biomasa se somete a vapor saturado (160-260 °C), a alta presion (0,69-4,83 MPa) (Singh y
col., 2014) durante un periodo de tiempo que varia desde segundos a varios minutos seguido
de una rapida despresurizacion. Los factores que influyen en la eficiencia del proceso son la
temperatura, el tiempo de residencia, el tamafio de particula, la humedad y la utilizacién de
catalizador (acido sulfurico). La combinacion de estos factores determina la severidad del
proceso y por ello, las caracteristicas del material pretratado. En este pretratamiento se

combinan efectos mecanicos y quimicos. El efecto quimico es debido a la liberacion de los
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grupos acetilos existentes en la hemicelulosa que se hidrolizan en el pretratamiento, formando
acido acético por lo que disminuye el pH y hace efecto de autohidroélisis. En la autohidrolisis
se produce la ruptura de la cadena de la hemicelulosa, liberando carbohidratos de menor
tamafio oligdmeros y monosacaridos, entre otros compuestos. En cambio, el efecto mecéanico
es producido por la rapida despresurizacion lo que provoca la evaporacion del agua
intrafibrilar creando fuerzas de cizalla que hacen que se separen las fibras fisicamente y
produciendo una desestructuracion fisica del material. Si las condiciones de pretratamiento
son severas los monosacaridos pueden degradarse a furfural o 5-hidroximetilfurfural (HMF).

Durante el pretratamiento se produce una ligera solubilizacion de la lignina.

Este pretratamiento ha sido ampliamente utilizado para diferentes materias primas
como paja de trigo (Alvira y col.,, 2016), residuos de banana (Guerrero y col., 2018),
Eucalyptus globulus (Martin-Sampedro y col., 2012), residuos de poda del olivar (Negro y
col., 2014). En maderas blandas, debido a la escasa acetilacion de la hemicelulosa presente en

estos materiales se requiere la adicion de un catalizador.

El pretratamiento de explosion por vapor se considera un pretratamiento rentable,
aunque consuma alrededor del 53 % de la energia del proceso (Susmozas y col., 2018) y se

utiliza ampliamente incluso a escala comercial (Wang K., y col., 2015).

Dependiendo de las condiciones del pretratamiento (tiempo de residencia,
temperatura, tamafio de particula, humedad entre otros), el material pretratado presenta una
composicion diferente, asi las condiciones mas extremas (altas temperaturas y largos tiempos
de exposicion) producen un material mas alterado, es decir, se produce una mayor
solubilizacion de la hemicelulosa y se mejora la accesibilidad de las enzimas a la fraccion de
celulosa, pero por el contrario también dan lugar a la formacion de productos de degradacion
de los azucares y de la lignina. Estos compuestos podrian ser compuestos potencialmente
toxicos o pueden afectar a las etapas posteriores de hidrélisis enzimatica y fermentacion. En la
figura 1.6 se muestra un esquema de la formacion de compuestos de degradacion y su

procedencia a partir de la biomasa lignocelulésica.

Estos compuestos inhibidores pueden clasificarse dependiendo de su naturaleza en

derivados furdnicos, &cidos alifaticos y derivados fendlicos. Los principales derivado
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furanicos son el 2-furaldehido (furfural) y el HMF que provienen de la degradacion de las
pentosas y hexosas respectivamente. Estos compuestos furdnicos a su vez pueden degradarse
en acidos alifaticos como es el acido formico. Ademas, el HMF puede transformarse en acido
levulinico. Entre los 4cidos alifaticos mayoritarios que se generan estd el acido acético que
deriva de los grupos acetilos presentes en la hemicelulosa. Los derivados fendlicos proceden
de la degradacion o solubilizacion parcial de la lignina. En los materiales herbaceos los
compuestos mas abundantes detectados son acido 4-hidroxibenzoico, acido vainillico,
vainillina, acido fertlico o 4cido cumadrico entre otros. Aunque estos compuestos se
encuentran en concentraciones de mg/L, pueden actuar como inhibidores de celulasas y

hemicelulasas (Ximenes y col., 2011).

Procedentes de la

TerteSuihe Pentosas Furfural Acido férmico
Acido
Hexosas HMF _ levulinico
Acido férmico
Acido feralico
Compuestos Acido cumarico
fenolicos Siringaldehido,

Vainillina,etc

Figura 1.6. Compuestos de degradacion potencialmente inhibidores y su procedencia formados durante el

pretratamiento de EV en los materiales lignocelulosicos

1.2.6. Solubilizacion de la hemicelulosa

Una vez alterada la estructura de la biomasa, la accesibilidad a los carbohidratos tanto
celulosa como hemicelulosa es mayor. Por lo que, la solubilizacion de la hemicelulosa puede
llevarse a cabo por diferentes métodos de pretratamiento, ya resumido algunos de ellos en la
tabla 1.6. Dependiendo del producto deseado se puede aplicar un proceso u otro, ya que con

unos procesos se logra obtener oligdmeros de grado de polimerizaciéon con diferentes
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sustituyentes y con otros se logran monosacaridos y productos de degradacion.

A continuacién, se describen los métodos més empleado para obtener hemicelulosas
con cierto grado de polimerizacion, para poder obtener compuestos de alto valor afiadido

como son los xilooligosacaridos (XOS), objetivo de esta Tesis.

La solubilizacién de la hemicelulosa con la utilizacion de un agente acido provoca una
ruptura de los enlaces ésteres de las ramificaciones de la hemicelulosa como ocurria en la
autohidrolisis. Este mecanismo fue estudiado por primera vez por (Fengel y Wegener, 1984)
en el cual la protonacion de la hemicelulosa se puede producir en el oxigeno glicosidico o en
el oxigeno del anillo, formdndose un grupo cargado (carbocation), que es liberado de la
cadena permitiendo la entrada del grupo hidroxilo del agua y liberandose un protén para

regenerar el medio.

Utilizando este tipo de compuesto quimico, se produce mayor cantidad de
monosacaridos y productos de degradacion, aunque depende de la severidad del proceso
(Santucci y col., 2015). Generalmente los acidos utilizados son el H>SO4, HCI, HNO; y
H3PO4 (Hu y Ragauskas, 2012) presentando muchos de ellos, la desventaja de ser corrosivos,
por lo que se necesitan reactores especiales (Talebnia y col., 2010; Brodeur y col., 2011) y
gran cantidad de reactivos para su neutralizacion (Shekiro y col., 2014). Ademas, el acido
debe ser recuperado y reciclado para rentabilizar el proceso (Girio y col., 2010). Este tipo de
reacciones se lleva a cabo en recipientes que soporten alta presion como reactores y
autoclaves. La autohidrdlisis producida en pretratamientos como en la explosion por vapor,

requiere temperaturas de entre 120- 260°C.

La utilizacion de unas condiciones suaves de hidrolisis acida (H2SO4 0,7M; 90 °C y 45
min) permitieron obtener xilooligosacaridos, a partir de xilano de abedul comercial, cuya
estructura promedio estaba formada por 6 unidades de xilosa y una sola unidad de acido 4-O-

metil-D-glucurénico (Chemin y col., 2015).

Se pueden usar en concentraciones elevadas (40-72%, p/p) aunque en los ultimos
afios, se han estudiado la utilizacion de acidos diluidos (0,2%-2,5%, p/p) que tienen la ventaja

de utilizar menos cantidad de catalizador, pero demanda altas temperaturas para poder obtener
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rendimientos similares (Menon y Rao, 2012). Otras investigaciones utilizan acidos orgédnicos
como el maléico y el fumérico (Lee y Jeffries, 2011), los cuales producen menores cantidades
de productos de degradacion en comparacion al acido sulfurico en condiciones similares de

reaccion (Modenbach y Nokes, 2012).

En cambio, la utilizacion de un alcali es capaz de solubilizar tanto a la hemicelulosa
como a la lignina (Menon y Rao, 2012) debido a la saponificacion de los ésteres

intermoleculares.

Las bases mas comunes empleadas son los hidroxidos de sodio, potasio, litio, calcio y
amonico. Este tipo de pretratamiento requiere menor temperatura (por debajo de 140 °C) y
presion (Badiei y col.,, 2014), por lo que provoca menor cantidad de productos de
degradacion, pero en cambio, la reaccion necesita mas tiempo, llegando incluso a durar
semanas (Bali y col., 2015). La extraccion alcalina es una etapa efectiva para materiales como

el orujo de pera (Rabetafika y col., 2014), la paja de colza (Svérd y col., 2015).

En presencia de NaOH (440 g NaOH/100 g paja seca) y a temperaturas ambiente,
Wan y col. (2011) lograron solubilizar el 46,5% de la hemicelulosa presente en la paja de

soja.

En general, para la produccion de XOS , parece mas adecuado la utilizacion de 4cido
diluido o autohidrolisis, que los pretratamientos alcalinos, debido a la menor cantidad de

etapas necesarias, asi como un tiempo de reaccion menor (Carvalho y col., 2018).

1.2.7. Hidrdlisis enzimdtica de la hemicelulosa

Una vez que la hemicelulosa esta extraida, puede ser hidrolizada a oligémeros o
incluso a monosacaridos mediante el uso de enzimas. Las enzimas pueden ser obtenidas de
hongos, levaduras o bacterias entre otros (Peng y col., 2012), y se utilizan para obtener
productos tan diferente como biocombustibles en procesos comerciales, productos de alto
valor afiadido, o en la mejora de la calidad del papel en la industria del papel (Mussatto y

Mancilha, 2007; Valls y col., 2010).

El uso de enzimas para la produccion de xilooligosacaridos de bajo grado de

58

—
| S—



Introduccion

polimerizacion presenta la ventaja de poder controlar la reaccion, ya que el modo de accion de
las enzimas es especifico para la hidrdlisis de un tipo de enlace, lograndose la mayor
despolimerizacion del xilano. Las condiciones de reaccion son mas suaves que con la
hidrolisis mediante agentes quimicos, y produciéndose, ademas, menor cantidad de productos
de degradacion que podrian ser potencialmente toxicos. No obstante, la utilizacién de enzimas
presenta un rango limitado de trabajo tanto de pH como de temperatura. Ademas, pueden

presentar inhibicion tanto por producto como por sustrato.

Las enzimas que hidrolizan la hemicelulosa pueden dividirse en enzimas que escinden
el esqueleto y enzimas que afectan a los enlaces de las ramificaciones. En algunos casos, estos

sustituyentes pueden obstaculizar por impedimento estérico a las enzimas.

Las enzimas que actuan sobre la cadena principal del xilano, pertenecen a la familia de
las endoxilanasas dando como resultado xilooligosacéaridos de menor grado de polimerizacion
y xilosa monomérica. Debido a la composicion de la hemicelulosa, en el sistema enzimatico
debe existir una cooperacién con otras enzimas que liberen esos sustituyentes mediante un
efecto sinérgico para lograr hidrolizar eficazmente la hemicelulosa (Biely y col., 2016; Peng y

col., 2012).

Las enzimas pueden ser afiadidas directamente en el medio de reaccion, pueden
producirse in situ por microorganismos productores o finalmente puede ser inmovilizadas

dentro del sustrato (Mano y col., 2018).

1.2.7.1. Enzimas xilanoliticas

El complejo de enzimas xilanoliticas engloba una serie de enzimas que actuan sobre

los distintos grupos que forman parte de la cadena de la hemicelulosa.

Endo-fi-(1,4)-D-xilanasas

Las enzimas endo-f-(1,4)-D-xilanasas, son necesarias para romper el enlace B-(1—4),
entre las unidades de xilosa que forman la hemicelulosa. Dependiendo de donde produzcan la
ruptura, pertenecen a las endoxilanasas o las exoxilanasa. Las endo-B-(1,4)-D-xilanasas

catalizan la ruptura del enlace B-(1—4), de la cadena de xilanos en cualquier sitio al interior
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de esta, dando como resultado una reduccion en el grado de polimerizacion del compuesto. En
esta categoria quedan clasificadas las enzimas pertenecientes a los grupos EC 3.2.1.8 y EC

3.2.1.32

Ademas, las endoxilanasas que son enzimas con actividad hemicelulasa mas
frecuentes utilizadas, se clasifican en diferentes familias de glicosil hidrolasas atendiendo a su

estructura tridimensional y su similitud en la secuencia de aminoacidos e hidrofobicidad.

La clasificacion de las endo-p-(1,4)-D-xilanasas en diferentes familias nos proporciona
informacion sobre las propiedades estructurales y el mecanismo catalitico de la enzima. La
mayoria de endo-B-(1,4)-D-xilanasas pertenecen a las glicosil hidrolasa (GH) de las familias
5,7,8,10, 11 y 43 (Lombard y col., 2014), aunque la mayoria pertenecen a las GH10 y
GHI11.

e GH10: La mayoria de las enzimas pertenecientes a esta familia son EC 3.2.1.8 y
algunas excepciones a EC 3.2.1.32. Las endo-B-(1,4)-D-xilanasas de esta familia
hidrolizan tanto sustratos lineales como ramificados debido a que son capaces de
acomodarse entre las cadenas laterales que estan unidas al xilano. Estas endo-B-(1,4)-
D-xilanasas requieren la presencia de dos xilosas no sustituidas para poder hidrolizar a
la cadena principal hacia el extremo reductor de una sustitucion simple o doble de la
xilosa. Por este motivo, las endo-B-(1,4)-D-xilanasas de la familia GH 10 liberan

oligosacaridos de bajo grado de polimerizacion (Motta y col., 2013).

e GHI11: Las endo-B-(1,4)-D-xilanasas pertenecientes a estas familias son las enzimas
mas utilizadas, gracias a que trabajan en un amplio intervalo tanto de temperatura
como de pH. Se caracterizan por su elevada selectividad al sustrato. Son especificas de
sustratos con tres unidades de xilosas consecutivas no sustituidas para poder actuar,
por ello son poco eficientes en xilanos con muchos sustituyentes (Biely y col., 2016).
En comparacion con las GH10, los xilooligosacdridos obtenidos utilizando estas

enzimas tienen un mayor grado de polimerizacion.
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Xilosidasas

Las exoxilanasas (exo-B-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37) y exo-B-1,3-xilosidasa (EC
3.2.1.72)) son necesarias por catalizar los extremos no reductores de la cadena de xilano,
dando como resultado la liberacion de unidades de xilosa. Cuando se desea una
despolimerizacion completa de la cadena de xilano, la utilizacion de estas enzimas es
importante para lograr hidrolizar los xilooligosacaridos de bajo grado de polimerizacion

acumulados en el medio, ya que pueden inhibir la accion de las endo-B-(1,4)-D-xilanasas.
Arabinofuranosidasas

Estas enzimas (EC 3.2.1.55) catalizan las uniones entre las arabinosas que forman
parte como sustituyentes de la cadena principal, liberando a la a-L-arabinosa. Tipicamente
pertenecen a las familias GH43, 51, 54 y 62 (Borsenberger y col., 2014). A su vez estan
divididas tres grupos (Fig. 1.7), las que pueden actuar sobre arabinosas monosustituidas en
posicion (1—-2) y (1—3) denominadas (AXH-m), otras son capaces de liberar la arabinosa
sustituida en residuos D-xilanopiranosil disustituidas (AXH-d) (McCleary y col., 2015). El
ultimo grupo de arabinofuranosidasas actan sobre los residuos sustituidos de D-
xilanopiranosil tanto monosustituidos como doblemente sustituidas terminales (AXH-m,d).
Las a-L-arabinofuranosidasas pertenecientes a la categoria AXH-d, son exclusivamente de la
familia GH43 (Biely y col.,, 2016). A menudo, puede expresarse mediante nimeros la
especificidad del sustrato, asi las AXH-d3 indica la liberaciéon de o-L-arabinofuranosil
enlazados (1—3) a residuos xilanopiranol doblemente sustituidos (Borsenberger y col., 2014;

Koutaniemi y col., 2013; McCleary y col., 2015).
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Figura 1.7. Esquema de actuacién de las diferentes a-L-arabinofuranosidasas
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Esterasas

Estas enzimas hidrolizan el enlace éster formado entre la cadena de xilano y varios grupos

como los grupos acetilos, ferulicos o cumaricos.

Acetil esterasa (AE). Este tipo de enzimas (E.C.3.1.1.6) actian sobre el enlace
formado entre los grupos acetilos y la cadena de xilano, liberando los grupos
acetilos unidos a xilooligosacaridos. Estas enzimas tienen un papel importante en la
hidrolisis del xilano, ya que los grupos laterales de acetilo pueden interferir con la
orientacion de las enzimas que escinden el esqueleto, por impedimento estérico, y
su eliminacion facilita la accion de las endoxilanasas.

Acetilxilano Esterasas (AcXE) liberan el enlace éster entre los grupos acetilos y la
cadena de xilano en polisacaridos mono o di-O-acetilados. Estan clasificadas como
carbohidrato esterasa (CE) familias 1, 4, 5 y 6. Las enzimas pertenecientes a la
familia CE4 no atacan a posiciones doblemente acetiladas y ninguna de ellas es
capaz de desacetilar la posicion 3 del residuo sustituido con acido 4-O-metil-D-
glucuronico (Neumdiller y col., 2015).

Feruloil esterasa: Gracias a estas enzimas se produce la liberacion de los acidos
cinamicos (acido ferulico y el acido cumarico) que se encuentran unidos a la

posicion 5 de los residuos de arabinosa.

a-Glucuronidasa

El enlace o (1—2) del grupo glucuronico a la cadena principal es uno de los mas

estables en las células de las plantas. Para conseguir hidrolizar dicho enlace es necesario la

utilizacion de la enzima a-glucuronidasa. Las a-glucuronidasas (EC 3.2.1.131/139) se han

clasificado en las familias GH67 y GH115. Las a-glucuronidasas de la familia GH67 actuan

sobre los grupos glucurénicos unidos a los extremos no reductores de la cadena principal,

siendo incapaces de actuar sobre grupos que estén unidos internamente a la cadena (Biely y

col., 2016). Para lograr conseguir liberar estos grupos es necesario utilizar una o-

glucuronidasa perteneciente a la familia GHI115, que presenta una hendidura en su estructura

(Wang y col., 2016).
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La presencia de los grupos acetilos en posiciones cercanas puede dificultar la accion

de la a-glucuronidasa.

El desarrollo de un coctel enzimatico adecuado y econdmicamente rentable es uno de
los principales desafios de la hidrolisis de los materiales lignoceluldsicos. Para intentar
solucionar este problema, en la actualidad se estd enfocando hacia el desarrollo de nuevas
enzimas multifuncionales que sean capaces de hidrolizar una gran variedad de enlaces
presentes en los polisacaridos. Otra estrategia, es la aplicacion de técnicas de evolucion
dirigida mediante el uso de ingenieria genética y metabodlica para mejorar las propiedades y

estabilizacion de las enzimas (Binod y col., 2018).

1.2.8. Produccion de xilooligosacdridos mediante hidrolisis enzimdtica

Con el pretratamiento de explosion por vapor, el heteropolimero de hemicelulosa es
solubilizado y pueden obtenerse oligdmeros empleando métodos enzimaticos. Para el objetivo
de este estudio, se utilizan enzimas que permitan la liberacion de oligdmeros sin producir

monomeros.

La hidrdlisis enzimatica es un proceso interesante para la produccion de XOS, debido
a que generalmente no se producen subproductos de reaccion al no ocurrir reacciones
secundarias al realizarse en condiciones suaves tanto de temperatura como de presion. Los
rendimientos de la hidrélisis enzimatica dependen tanto de la estructura del sustrato como de

la interaccion sustrato-enzima (Brienzo, 2016).

La utilizacion de enzimas a nivel industrial no estd muy generalizado debido a la
dificultad de ser recuperada y reciclada, lo que encarece el proceso y su limitada estabilidad

operacional, lo que provoca la inactivacion irreversible del catalizador.

En la produccion enzimatica de XOS, las enzimas xilanoliticas pueden ser afiadidas
directamente al medio de reaccién, pueden producirse in situ por microorganismos
productores de enzimas o pueden estar inmovilizadas. Existe un gran namero de
publicaciones de estudios acerca de métodos de hidrdlisis enzimaticos para la produccion de

XOS a partir de diferentes materias primas. La tabla 1.7 recoge algunos de estos estudios.
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Tabla 1.7. Ensayos de hidrdlisis enzimatica sobre diferentes sustratos utilizadas para la produccion de XOS descritos en la bibliografia

Materia Prima

Pretratamiento

Enzimas

Referencia

Bagazo de cana de aztcar

Salvado de centeno

Kenaf

Pasto  wvarilla
virgatus)

Bagazo

Paja de trigo

Serrin de 4dlamo

(Panicum

Extraccion alcalina

Autoclave

Explosion con vapor

Alcalino con amoniaco

Acido Peracético

Agua caliente en fase liquida

Extraccion con agua caliente

Endoxilanasa fungicas (7Trichoderma
reesei, Aspergillus. fumigatus)

Endoxilanasa (GH 10 y GH11)

Endoxilanas (7richoderma reesei) y
arabinofuranosidasa (Aspergillus
niger) recombinantes

Endoxilanasa (GH11)
Arabinofuranosidasa (GH62)

Endoxilanasa (GH 10 y GH11)

Endoxilanasa (Trichoderma reesei)
comercial

Endoxilanasa (GH10)
Acetilxilanesterasa (CE16)

(Carvalho y col., 2015)

(Falck y col., 2015)

(Izyan y col., 2016)

(Bowman y col., 2014)

(Gongalves y col., 2015)

(Huang y col., 2017)

(Biely y col., 2013)
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1.2.9. Purificacion de los xilooligosacaridos

En el medio de reaccion, ademas de obtener los xilooligosacaridos deseados, se
generan otros compuestos producidos que, en muchos casos, son compuestos indeseados
(monosacaridos y compuestos que no son azucares) (Jonsson y col., 2013). Por este
motivo, los medios de reaccidon se someten a procesos de purificacion que sean capaces de
eliminar las impurezas. Ademas, esta etapa es indispensable si el producto final va a ser
empleado por la industria alimentaria ya que se requiere un grado de pureza del 75-95%
(Gullén y col., 2009). En el estudio de los XOS, la etapa de purificacion facilita la etapa de

caracterizacion.

En la tabla 1.8 se resumen las principales ventajas e inconvenientes de las técnicas

de purificacion descritas en la bibliografia.

La ultrafiltracion es una filtracion especial que requiere la utilizacion de
membranas porosa que permite el paso de moléculas con un tamafio igual o menor al del
tamafio de corte especifico de la membrana. Requiere una fuerza impulsora, que aumenta
al disminuir el tamafio de poro de la membrana. El rendimiento de este proceso se ve
afectado por las sustituciones el grado de polimerizacion, ramificacion y la viscosidad de la

disolucion. (Naidu y col., 2018) entre otros factores.

Existen una gran variedad de membranas, tanto en configuracion, materiales
(celulosa, ceramica, polimeros organicos, etc.), como en tamafio de poro. El uso de la
filtracion por membrana en la recuperacion, purificacion y fraccionamiento de las
hemicelulosas permite disminuir el consumo de agentes quimicos. Como desventajas se
puede sefialar que a menudo son hidrofobas y, por tanto, muy susceptibles de ensuciarse.
Koivula y col. (2011) encontraron que se producia una disminucion del flujo de permeado
en pocos minutos al purificar el hidrolizado de abedul utilizando una membrana de

polisulfona.

Este método ha sido utilizado para concentrar, purificar y fraccionar los

oligosacaridos procedentes de abeto, cafia de azicar, pino (Al Manasrah y col., 2012; de
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Figueiredo y col., 2017; Gonzalez-Mufoz y col., 2013) o la hemicelulosa del salvado de

trigo (Arkell y col., 2013).

Tabla 1.8. Ventajas e inconvenientes de las técnicas de fraccionamiento y purificacion en la utilizacion

de XOS
Técnica Ventajas Inconvenientes
V" Bajo coste o _
‘ Rendimientos bajos
‘ v" Facil escalado )
Adsorcion o No separa por tipo de
v Reutilizacion por
_ enlace
regeneracion
V' Mas rapido y menos ‘
) ) Pérdida elevada de OS
Ultrafiltracion tedioso
_ Menor pureza
V" Eficiente
Nanofiltracion v Mayor pureza y
Ultrafiltraciéon y rendimientos Eficacia moderada
Cromatografia de V" Purificacion de
intercambio fracciones de elevada Rendimientos bajos
i6nico pureza
o Proceso  largo vy
Cromatografia de v" Altos rendimientos

exclusion

molecular

Purificaciéon de hasta

DP8

tedioso
Grandes  volimenes

de elucion

La adsorcion es otra técnica sencilla de separacion muy utilizada, basada en la

diferencia de afinidad de los compuestos por unirse fisicamente al adsorbente. En el

mercado existen numerosas y diferentes adsorbentes capaces de atrapar metales pesados,

acidos organicos incluso colorantes (Chen y col., 2016).
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El carbon activo es utilizado para purificar los XOS procedentes de las mazorcas de
maiz, cascarilla de cebada (Amorim y col., 2019b; Chapla y col., 2012) incluso se usa a

escala industrial (Sato y col., 2010).

La técnica de cromatografia de intercambio i6nico mediante la utilizacion de
resinas permite eliminar iones de naturaleza organica e inorganica presentes en los medios
de hidrolisis. Las resinas de intercambio i6nico estan compuestas por una matriz
polimérica con grupos funcionales con carga positiva o negativa que actuan de
intercambiadores de aniones y de cationes dependiendo de la afinidad por los contraiones.
Ejemplos de los intercambiadores de cationes débiles pueden ser compuestos que
contienen grupos funcionales de sulfitos y los intercambiadores fuertes presentan acido
sulfonico. En cambio las resinas de intercambio catidnico débiles presentan grupos
funcionales como los acidos carboxilicos y los intercambiadores fuertes tienen sales de

amonio cuaternario (Soto y col., 2011).

Buruiana y col. (2017) con el uso combinado de resinas de intercambio anidnico
fuerte (tipo Amberlita IRA 400) seguida de una débil (Amberlita IRA 96) lograron obtener
xilooligosacaridos con una pureza superior al 88%. El empleo de etapas sucesivas de

intercambio i6nico con resinas de diferente naturaleza permite mejorar los resultados.

Otros autores realizan una purificacion utilizando una estrategia con la
combinacion de ambas técnicas, Gullon y col. (2014) llevaron a cabo primeramente una
filtracién por membranas seguidas de una purificacion tanto con una resina de intercambio
anionico débil (Amberlita IRA 96), como con un intercambiador de cationes &cido
(Amberlita IRA 200) con el fin de purificar los arabinoxilanos obtenidos a partir de

salvado de trigo. Con esta estrategia lograron reducir el 98% los compuestos no volatiles.

La cromatografia de intercambio i6nico es capaz de separar, en base a las
interacciones electroestaticas, entre la fase estacionaria de naturaleza idnica y las
macromoléculas. La fase estacionaria contiene grupos cargados (bien de cationes o de
aniones), los cuales estan unidos covalentemente a la matriz. Las matrices son polimeros

naturales de agarosa o celulosa o sintéticos de poliestireno-divilbenceno.
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En cambio, la cromatografia de filtracion en gel o también denominada de
exclusion molecular, la separacion tiene lugar al hacer pasar la mezcla de compuestos por
una fase estacionaria formada por un gel con particulas esféricas con poros de un
determinado tamarfio, el cual ordena los solutos por orden decreciente de tamafio molecular.

Los geles mas empleados son de tipo Bio-Gel o Sephadex (Bertin y col., 2015).

Mediante esta cromatografia se purificaron XOS de la paja de arroz. Moniz y col.
(2014) lograron eliminar el 94% de los compuestos indeseables y una recuperacion del
81% de los azucares hemicelulésicos procedentes de la madera mediante un proceso
combinado de pretratamiento con cal, purificacion con resina de intercambio idnico de

lecho mixto y finalmente, un fraccionamiento por gel.

Un fraccionamiento de la muestra utilizando la cromatografia idnica o de exclusion
molecular permite llevar a cabo un estudio de la relacion estructura-funciéon y obtener
muestras con caracteristicas fisicoquimicas definidas como son la carga, el tamafo, etc.,

que pueden ser analizadas mediante HPAEC-PAD o espectrometria de masas.

1.3. Alimentos funcionales: Prebioticos

1.3.1. Alimento funcional

En la actualidad, la alimentacion es un tema que preocupa a la sociedad por su
posible relacion con la salud (perjudicial o beneficiosa), por lo que surge el término de
alimento funcional entendido como la capacidad que tienen ciertos alimentos para
favorecer la salud, mejorar el bienestar y reducir el riesgo de desarrollar ciertas
enfermedades. El concepto surgié en Japon como necesidad de fomentar programas de
desarrollo de productos alimentarios que pudieran ejercer un efecto positivo sobre la salud,
reducir el riesgo de enfermedad y, como consecuencia, reducir los altos costes sanitarios

(Sir6 y col., 2008).

La Union Europea dentro del proyecto denominado, FUFOSE, (Funtional Food
Science in Europe, Ciencia de los Alimentos Funcionales en Europa) establecid la

siguiente definicion “un alimento puede considerarse funcional si se demuestra

69

—
| S—



Introduccion

satisfactoriamente, o bien que posee un efecto beneficioso sobre una o mas funciones
especificas en el organismo que ademas de sus efectos nutritivos, afecta beneficiosamente
a una o mas funciones del organismo de modo que mejora el estado de salud y del

bienestar o bien que reduce el riesgo de una enfermedad” (Diplock y col., 1999).

Los alimentos funcionales pueden ser naturales como la fibra dietética, o
procesados. Los procesados son aquellos cuya composicion ha sido alterada por adiccion,
eliminacion o sustitucion de uno o de varios de sus componentes, o su biodisponibilidad ha
sido modificada, o cualquier combinacién de estas posibilidades, mediante procedimientos

tecnoldgicos diversos (enzimadticos, quimicos, biotecnoldgicos, etc.) (Howlett, 2008).

Un ejemplo de alimentos procesados son los lacteos suplementados con
probidticos. Un probidtico se define como microorganismos exogenos vivos que resisten a
la digestion normal alcanzando el colon e influyendo asi de manera positiva en la

composicion de la microflora intestinal (Fuller, 1989; Gongalves y col., 2018).

Los prebioticos son ingredientes que son selectivamente fermentados por la
microflora intestinal provocando cambios especificos tanto en su composiciéon como en su

actividad aportando efectos beneficiosos sobre la salud humana (Roberfroid, 2007).

Los simbioticos resultan de la combinacion de probidtico y prebidtico en un mismo
producto con el fin de mejorar la supervivencia e implantacion de los microorganismos en
el tracto gastrointestinal. Son lo mas representativos en el mercado europeo (Collins y
Gibson, 1999; Schrezenmeir y Vrese, 2001). El tamafio del mercado global de prebioticos
supero los 4,1 mil millones de dolares en 2017 y tiene una expectativa alcanzar los 7,4 en
2023 (Amorim y col., 2019a); con un beneficio aproximado de 10,5 mil millones de

dolares (Mano y col., 2018).

Debido al espectacular aumento del mercado, es necesario que exista un marco
legislativo que proteja a los consumidores de las atribuciones de propiedades falsas o
confusas. Asi en Japon existe FOSHU (Food For Specified Health Use), en Estados Unidos
FDA (Food and Drugs Administration) y en la Unién Europea EFSA (European Food

Safety Authority). El proceso de presentacion de nuevas declaraciones de alimentos
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seguros es complejo. ya que evidencia de cambios en el microbiota no es en si mismo un
beneficio, y requiere, ademds, la demostracion de un efecto o resultado fisioldgico

beneficioso al ser humano (EFSA, 2010).

En las dos ultimas décadas, el nimero de publicaciones relacionadas con los
prebioticos ha despertado gran interés en la comunidad cientifica, como puede observarse
en la figura 1.8, que recoge el numero de publicaciones relacionadas con el tema de
prebioticos segin WOS (Web of Science).
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Figura 1.8. Evolucion de los articulos cientificos publicados en los tltimos 30 afios

1.3.2. Prebioticos

El término prebidtico fue definido por primera vez por Gibson y Roberfroid,
(Gibson y Roberfroid, 1995) como “ingrediente alimentario no digerible que afecta
beneficiosamente al huésped mediante la estimulacion selectiva del crecimiento y/o la
actividad de una o de un nimero limitado de bacterias en el colon, mejorando asi la salud
del huésped”. El término estd constantemente en revision, pero sin perder sus
caracteristicas iniciales. Asi lo refleja la definicion planteada por el organismo
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) que lo definié en
2017 como “un sustrato que es selectivamente utilizado por microrganismos del

hospedador confiriendo un beneficio para la salud” (Gibson y col., 2017). Para que un
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ingrediente pueda ser considerado como prebidtico debe cumplir una serie de requisitos

(Roberfroid y col., 2010):

*  Presentar resistencia a la acidez gastrica y a la hidrélisis de las enzimas digestivas.

Tampoco puede ser hidrolizado ni absorbido en el tracto gastrointestinal.

* Poder ser fermentado selectivamente por las bacterias beneficiosas del microbiota

intestinal.

*  Debe inducir efectos fisiologicos beneficiosos para la salud del hospedador.

Entre los efectos beneficiosos que pueden presentar se pueden destacar (Roberfroid y

col., 2010; Slavin, 2013):

*  Prevencion del cancer: La produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)
tiene un papel protector en el desarrollo de cancer colono-rectal (Rios-Covian y col.,

2016).

»  Efectos contra infecciones del tracto gastrointestinal

*  Modulacion del microbiota intestinal

¢ Alivian el estrenimiento

* Ayudan a controlar los niveles de colesterol: Everard y col. (2011) demostraron que
el consumo de prebidticos en roedores obesos y diabéticos provocaba la disminucion de

lipidos en musculo y plasma.

*  Mejoran el sistema inmune: Los prebidticos pueden modular la respuesta inmune
directa o indirectamente cambiando el equilibrio de la poblacién de microbios intestinales
o mediante la produccién de compuestos microbianos, como los acidos grasos de cadena

corta (Dwivedi y col., 2016).

*  Aumentan la biodisponibilidad de los minerales: Por ejemplo, la asimilacion del

calcio y magnesio es crucial para la estructura de los huesos y evitar asi la osteoporosis. Se
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ha demostrado que la ingesta de 15 g al dia de oligofructosa o 40 g de inulina por dia,

ayuda a incrementar la absorcion del calcio (Roberfroid, 2002).

De entre los alimentos funcionales los carbohidratos no digeribles, se postulan

como los candidatos mds importantes para ser considerados como prebioticos.

1.3.3. Oligosacaridos No Digeribles (OND)

El concepto de no digerible hace referencia a que el carbono anomérico del
monosacarido forma parte del enlace, por lo que las enzimas digestivas no son capaces de

hidrolizarlo (Roberfroid y Slavin, 2000; Mussatto y Mancilha, 2007).

Los carbohidratos pueden clasificarse segun su grado de polimerizacion en
monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Se considera oligosacarido aquel
compuesto que tiene un grado de polimerizacion entre 3-10 unidades (IUPAC 1982)
(Tungland y Meyer, 2002). Algunos autores consideran que los oligosacaridos son

compuestos formados entre 2 y 20 unidades (Manning y col., 2004).

Los carbohidratos no digeribles a su vez pueden clasificarse en compuestos
coldnicos, aquellos compuestos que llegan intactos al colon, es decir no han sido
hidrolizados por las enzimas digestivas y no se absorben en la parte alta del tracto
gastrointestinal y los prebidticos que ademas de lo anterior estimulan el crecimiento de
determinadas especies beneficiosas de la microbiota intestinal (Corzo y col., 2015). Por lo
que se puede decir que todos los compuestos prebiodticos son colonicos, pero no todos los

ingredientes colonicos son prebidticos.

1.3.3.1. OND comerciales

Los carbohidratos se encuentran en alimentos que se consumen todos los dias en
una dieta variada como son las frutas, verduras, leche y miel. Pero en muchas ocasiones la
cantidad que contiene es insuficiente, o el organismo no es capaz de asimilarlos por
completo. Por este motivo, estos compuestos pueden obtenerse en el laboratorio mediante
procedimientos quimicos y/o biotecnoldgicos. A partir de productos naturales como el

almidon, inulina o xilano se pueden extraer para después ser hidrolizados, o pueden ser
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sintetizados en el laboratorio a partir de monosacaridos mediante reacciones de

transglicosilacion (Sir6 y col., 2008).

Existe una gran variedad de productos prebioticos comerciales utilizados por las

industrias farmacéuticas y alimentarias como se recoge en la tabla 1.9.

Tabla 1.9. Prebioticos comerciales y su fabricante

Nombre comercial Empresa elaboradora Prebiodtico
Promovita Dairy Crest, Reino Unido GOS
Panorup Hayashibara Shoji Inc. Japon IMOS
Orafti®P95 Beneco, Alemania FOS

) Nissin Sugar Manufacturing
Cup Oligo GOS
Company, Japon

Duphalac Solvay Pharmaceuticals, Holanda Lactulosa

) The Calpis Food Industry Company, ) ) .
Soya-Oligo Oligosacéaridos de soja
Japon

Este tipo de compuestos son facilmente incorporados a los alimentos, ya que tienen
las mismas propiedades fisicoquimicas que el resto de los carbohidratos, como alta
solubilidad en agua, poseen un poder edulcorante entre 0,3-0,6 veces menor que la
sacarosa (aunque esta propiedad depende del grado de polimerizacion del oligosacarido) o
pueden alterar el punto de congelacion de los alimentos (Mussatto y Mancilha, 2007). Una
ingesta excesiva de ONDs, puede provocar efectos perjudiciales relacionados con

molestias intestinales (Swennen y col., 2006).

En la actualidad, los oligosacaridos procedentes de la fructosa (FOS), de Ia
galactosa (GOS) y de la leche maternal (HMO), son los OND mas consumidos, pero

existen otros carbohidratos que se consideran prebidticos emergentes como los derivados
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de xilosa (XOS), arabinoxilanos (AXOS) o los isomaltosacaridos (IMO) (Corzo y col.,
2015; Otieno y Ahring, 2012; Patel y Goyal, 2011). Las propiedades prebiodticas, tanto la
resistencia a la digestion como su comportamiento como sustrato para las fermentaciones

colonicas de estos compuestos emergentes estan siendo evaluadas (Chen y col., 2011;

Gullon y col., 2014; Ruiz y col., 2017).

1.3.4. Métodos de evaluacion del potencial prebidtico

Como hemos senalado anteriormente en la definicion de prebiotico, éste debe ser
capaz de estimular selectivamente las bacterias del colon. Para determinar el caracter
prebidtico, se llevan a cabo estudios in vitro o in vivo. En la tabla 1.10 se recogen algunos

trabajos encontrados en la bibliografia donde se utilizan estas metodologias.

1. Modelos de fermentacion” in vitro”

Es el procedimiento mas sencillo para evaluar la actividad prebiodtica. Consiste en
poner en contacto el carbohidrato a evaluar con los microorganismos, los cuales pueden ser
un cultivo puro, normalmente perteneciente al género de Lactobacillus o de
Bifidobacterium, o una mezcla bien conocida de cultivos puros. También se utiliza indculo
fecal, aunque presentan el inconveniente de que los métodos microbioldgicos
convencionales precisan que las muestras sean procesadas rapidamente tras su obtencion.

En estos ensayos siempre se trabaja en condiciones anaerobicas y a un pH en torno a 7.

Se analizan la dinamica (diversidad y/o niimero) de las poblaciones microbianas,
asi como la produccion de acidos grasos de cadena corta a diversos tiempos definidos
(Corzo y col., 2015). Este tipo de modelo (estaticos) permite estudiar los efectos de los
sustratos de una manera econdémica y reproducible. Un inconveniente es que solo se puede
simular las condiciones de la zona més distal del colon, pero se sabe que la composicion de

la microflora y el pH es diferente en distintas regiones del intestino.
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Tabla 1.10. Evaluacion del efecto prebidtico con diferentes métodos

Ensayo  Poblacion Sustrato Autor

Invitro  Cultivos puro GOS /GaOS (Gullén y col., 2011)

Invitro  Inodculo fecal humano OsLw/ GOS (Cardelle-Cobas y col., 2012)

Invitro  Inodculo fecal de cerdo XO0S (Dotsenko y col., 2018)
Invitro  SHIME FOS (Sivieriy col., 2014)
In vivo Perro GMOS (Faber y col., 2011)
In vivo Cobaya XO0S/ GOS (Ebersbach y col., 2010)
Invivo  Ratones Inulina/ FOS (Buddington y col., 2002)
In vivo Nifios sanos (7-19 FOS (Waligora-Dupriet y col.,
meses) 2007)
Invivo  Recién nacidos FOS/GOs/A0s (Van Den Bergy col., 2016)
prematuros
In vivo Voluntarios sanos (18—  AXOS (Walton y col., 2012)
55 afios)
Invivo  Voluntarios sanos (21-  XOS (Finegold y col., 2014)
49 afios)
In vivo Cerdos GOS (Alizadeh y col., 2016)
In vivo Ratones GOS (Waworuntu y col., 2014)

polidextranos

Por ello, un avance en este tipo de estudios es la utilizacion de modelos de
simulacion gastrointestinal, como los sistemas SHIME o SIGMI (Payne y col., 2012).

Estos modelos permiten evaluar las transformaciones que sufren los carbohidratos a lo
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largo del tracto gastrointestinal como paso previo a los estudios de intervencion en
humanos, los cuales son mas costosos y con limitaciones éticas (Tamargo y col., 2016). El
equipo simula las distintas regiones del intestino grueso, donde se controla la temperatura y
pH, permitiendo el estudio de biodisponibilidad y bioaccesibilidad de los nutrientes entre
otros. Algunos equipos més avanzados pueden incorporan movimientos peristalticos
(Barroso y col., 2015). La principal ventaja de estos modelos es la toma de muestras en
regiones de dificil acceso, asi como la reproducibilidad de los resultados. No obstante, se
puede sefialar la dificultad para reproducir las condiciones dindmicas como la absorcion de

compuestos o la interaccion con las células del huésped.

II.  Modelos de fermentacion “in vivo”
Estos modelos requieren el uso de animales y son utiles para confirmar la dindmica
y actividad del microbiota, asi como, estudiar los mecanismos de accion (Corzo y col.,
2015). También permite conocer, si el consumo de prebidticos produce efectos adversos.
Con todo ello se consigue un estudio completo de cdmo estos compuestos se comportan en
los individuos que los consumen siendo una herramienta poderosa para estudiar los papeles

del microbiota intestinal en el contexto de diferente perspectiva de salud y enfermedad.

Los animales mas utilizados para este fin son los roedores (rata y raton), a partir de
los cuales se puede obtener animales gnotobidticos (libres de microorganismos) y ser
colonizados con microbiota humana. Actualmente se utilizan animales de granja, como los

cerdos, debido a su parecido fisioldgico a los humanos (Corzo y col., 2015).

El ultimo estudio en la demostracion cientifica es la eficacia en humanos (fase 2 de
la evaluacion clinica). En estos ensayos, el sustrato se suministra a voluntarios y se evalian

los cambios microbiolégicos en las heces (Gibson y Roberfroid, 1995).

1.3.5. Determinacion de los dcidos grasos de cadena corta

Los compuestos prebioticos son utilizados como fuente de carbono por los
microorganismos intestinales (fundamentalmente bifidobacterias y lactobacilos) en el
proceso de fermentacion, produciéndose AGCC. Los AGCC son acidos volatiles y se

caracterizan por no tener mas de 6 a&tomos de carbonos, pero los mayoritarios son el acido
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acético (C2), acido propidnico (C3), acido butirico (C4), acido isobutirico (C4), acido
valérico (C5), acido isovalérico (C5) y acido caproico (C6). En esta reaccion también se

generan gases tales como Hz, CO2 y CH4 y acido lactico (Sarbini y Rastall, 2011).

La produccion de los acidos grasos de cadena corta se ve afectada por la fuente del
sustrato (Cook y Sellin, 1998), la microbiota (tanto en nimero como en tipo) (Roberfroid,
2005), presente en el colon y por el tiempo del transito intestinal (Hijova y Chmelarova,
2007). La produccion de AGCC parece jugar un papel importante en el mantenimiento de

la funcion de la barrera intestinal (Rios-Covian y col., 2016).

Al liberarse compuestos acidos se produce un descenso del pH del medio
provocando una inhibicion en el crecimiento de ciertas especies de Bacteroides,
Clostridium y Coliformes (Roberfroid, 2002). Ademas, esta bajada de pH, reduce la
degradacion de los péptidos y los compuestos nocivos como el amoniaco y las aminas que

se transforman en compuestos no toxicos (Mohanty y col., 2018).

La absorcion de los AGCC influye en el metabolismo del hospedador provocando

ciertas acciones positivas como:

El 4cido acético, es el principal acido producido en el intestino y es metabolizado
en el musculo. Puede actuar como lipogénico y colesterolémico en el higado. Algunas
bacterias lo transforman en butirato. También se sabe que el acetato aumenta la produccion
de anticuerpos en la sangre periférica y la actividad de las células asesinas naturales

(natural killer cell) en pacientes con cancer (Patel y Goyal, 2012).

El acido propionico, es metabolizado por bacteorides y puede ser formado por tres
rutas metabolicas; la ruta del succinato, acrilato o la de propanodiol (Reichardt y col.,
2014). También ayuda a inhibir la sintesis del colesterol en el higado (Bajury y col., 2018)
y se esta estudiando si bajos niveles de propionato estan relacionado con el asma en nifios

(Arrieta y col., 2015).

El acido butirico es utilizado como fuentes de energia por las células epiteliales.

Regula la apoptosis, la division y la diferenciacion celular. Funciona como un factor de
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proteccion primario contra los trastornos coldnicos (Vernazza y col., 2006).

En las fermentaciones, también se produce por accién de bifidobacterias y
proteobacterias el acido lactico, aunque no es propiamente un AGCC. En condiciones
fisiologicas normales no se acumula en el colon, ya que ciertas especies como Eubacterium
hallii, 1o transforman en AGCC (Flint y col., 2015). El lactato mejora la absorcion de Ca,

Mg y Fe e influye en el control del crecimiento microbiano.

1.3.6. Técnicas de determinacion de las poblaciones bacterianas

La determinacion de las comunidades microbianas es otro pardmetro necesario que
se debe analizar, para ello, se requiere métodos fiables. En la actualidad, esta tarea es mas

precisa debido al desarrollo de la biologia molecular. Estas técnicas pueden englobarse en:

*  Fluorescencia con Hibridacion In Situ (FISH). Esta técnica permite la visualizacion
de bacterias presentes en la muestra. Para ello, se utilizan sondas coloreadas de acidos
nucleicos marcadas con grupos fluorencescentes (especifica para cada especie bacteriana)
para detectar las regiones 16S del ARN del interior de las células, combinando asi la

informacion visual con la precision molecular.

Esta técnica permite conocer la filogenia de las bacterias, asi como la morfologia,
localizacion, abundancia y actividad. Su principal inconveniente es que no puede ser
aplicado para el estudio de cianobacterias, al tener éstas gran fluorescencia intrinseca.
También se puede realizar un recuento de células totales utilizando la sonda DAPI (4°,6-

diamidino-2-fenilindol).

* Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (qQRT-PCR)
conocida como PCR. Se basa en la amplificacion de un gen o una parte de un gen a partir
de una pequena cantidad de ADN o ARN mediante la repeticion de ciclos alternos de
temperaturas para la desnaturalizacion, uniéon de cebadores y extension de la cadena
mediante una enzima Taq polimerasa. A tiempo real los procesos de amplificacion y

deteccion se producen de manera simultanea, sin necesidad de ninguna accién posterior.
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La metagendmica se define como el analisis funcional y de secuencias de los
genomas microbianos colectivos contenidos en una muestra, basdndose ya sea en
expresion o secuenciacion (Handelsman, 2004) proporcionando la capacidad de
caracterizar de forma global la diversidad genética presente en dicha muestra. Las
principales ventajas son un menor sesgo taxondémico en la secuenciacion y la
capacidad de analizar simultdneamente la taxonomia y funcionalidad de una misma
comunidad. Una de las limitaciones se refiere a la ausencia de estandarizacion en
las metodologias de obtencion de datos, causando una enorme heterogeneidad en la

informacion contenida en los analisis metagendmicos.
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Justificacion y objetivos

El trabajo de esta Tesis doctoral se enmarca en las actividades de investigacion de
la Unidad de Biocarburantes del CIEMAT (Centro de Investigaciones Energéticas,
Medioambientales y Tecnologicas), cuyo principal objetivo es el desarrollo de procesos
para la produccion de bioetanol combustible a partir de diferentes materiales

lignocelulosicos, como alternativa renovable a los combustibles fosiles.

En concreto, este trabajo se realizd en el marco del Proyecto de Investigacion
financiado por la Comunidad de Madrid, titulado «RESTOENE2: Produccion de
combustibles limpios para transporte a partir de residuos agroforestales» (Referencia

S2013/MAE-2882).

En este trabajo se selecciono la paja de cebada por ser un material abundante en
Espafia, barato y con un alto contenido en carbohidratos. Todas estas caracteristicas lo
convierten en una materia prima con un gran potencial tanto para la produccién de

xilooligosacaridos como de bioetanol.

La estructura compleja y su composicion hacen necesario que la biomasa
lignocelulodsica sea sometida a un proceso de pretratamiento, para alterar la estructura y
aumentar la accesibilidad a las fibras de celulosa. Se ha elegido el pretratamiento de
explosion por vapor, ya que se ha demostrado que es un método efectivo y apropiado para
obtener bioetanol a partir de este tipo de biomasa. Tras el pretratamiento, la fraccion
insoluble, rica en celulosa y lignina sera utilizada para la produccion de bioetanol.
Mientras que la fraccion soluble, que contiene la hemicelulosa solubilizada, sera utilizada

para la produccion de compuestos de alto valor afiadido como son los xilooligosacaridos.

El objetivo de esta Tesis es la produccion de xilooligosacaridos con bajo grado de
polimerizacion (DP2-DP6) a partir de la fraccion hemiceluldsica solubilizada de paja de
cebada pretratada y su posterior evaluacion como agentes prebioticos. Otro reto planteado

en la Tesis es la produccion de bioetanol utilizando la fraccion insoluble.

Para la consecucion de este objetivo final se planted un plan de trabajo con los

siguientes objetivos parciales o mas especificos:
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Evaluacion del pretratamiento de explosion por vapor de paja de cebada: seleccion de
condiciones que permitan la mayor solubilizacion de la hemicelulosa en la fraccion
soluble y la mayor cantidad de celulosa en la fraccion insoluble.

Obtencion una fraccion soluble libre de inhibidores que afecten a las etapas posteriores de
hidrolisis enzimatica.

Evaluacion de diferentes configuraciones de hidrdlisis enzimatica para la obtencion de
xilooligosacaridos.

Purificacion de los xilooligosacaridos

Caracterizacion estructural de los xilooligosacaridos obtenidos en las distintas etapas del
proceso.

Realizacion de ensayos in vitro para la evaluacion de la actividad prebidtica de los
xilooligosacaridos.

Utilizacion del residuo soélido insoluble, obtenido en tras el pretratamiento, en la
produccion de etanol: evaluacion del efecto de la dosis de enzima y concentracion sustrato

y estudio de diferentes configuraciones de proceso
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Materiales y métodos

3.1. Materia prima

El material utilizado para llevar a cabo esta Tesis ha sido un residuo agricola, paja de
cebada (Hordeum wvulgare), suministrado por el Centro de Desarrollo de Energias

Renovables (CEDER-CIEMAT) (Lubia, Soria).

La biomasa fue molida hasta 2 mm con un molino de cuchillas (Retsch GmbH & Co.
Hann, Alemania) para realizar la determinacion de la composicion tanto en componentes

estructurales de la paja (celulosa, hemicelulosa, lignina), como en cenizas y extractos.

3.2. Pretratamiento de explosion por vapor (PEV)

La paja de cebada (con un contenido en humedad inferior al 10%) fue molida a 10
mm mediante un molino de martillos (Franssons HK-AIR.26, Visternorrland, Suecia), para

ser sometida al pretratamiento seleccionado de explosion por vapor.

El PEV se ha llevado a cabo en una unidad piloto que el CIEMAT posee en sus
instalaciones de Madrid (Fig. 3.1). La instalacion opera siguiendo la tecnologia “Mansonite”,
tecnologia originalmente aplicada en la produccion industrial de pastas de papel. La planta
opera en discontinuo y esta formada por un generador de vapor, un reactor de 10 L de
capacidad y un ciclon de descarga. El generador suministra vapor saturado al interior del
reactor, donde se encuentra la biomasa, que se somete a las condiciones controladas de
temperatura, presion y tiempo de residencia. Alcanzada la temperatura deseada y pasado el
tiempo de residencia establecido, se produce una rapida despresurizacion mediante la apertura

de la valvula inferior, pasando el material pretratado al ciclon de descarga.

Las condiciones de operacion se seleccionaron de acuerdo con trabajos previos
realizados con materiales herbaceos en el CIEMAT, donde se estudiaron las condiciones de
pretratamiento mas adecuado desde el punto de vista de mayor recuperacion de azucares. La
seleccion de estas condiciones se establecid en base a unas condiciones de compromiso para la
obtencion de la mayor recuperacion de la fraccion de celulosa en la fraccion solida y de la

fraccion de hemicelulosa en la fraccion liquida. En concreto en esta Tesis, las condiciones de
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pretratamiento utilizadas tenian como objetivo la mayor recuperacion de azucares
hemiceluldsicos para lograr asi obtener la mayor produccion de xilooligosacaridos en etapas

posteriores.

descarga

Figura 3.1. Unidad piloto de explosion por vapor en las instalaciones del CIEMAT

Las condiciones estudiadas a las que se someti6 a la paja de cebada, previamente
impregnada con agua, fueron: temperatura de 180 °C (en todas las experiencias) y diferentes
tiempos de residencia: 15, 25, 30 y 35 minutos. Después de realizar la explosion por vapor
(EV), el material pretratado completo es recogido en el ciclon, y se procedio a una filtracion a
vacio, separandose una fraccion solida o residuo solido insoluble (RSI) y una fraccion liquida
o prehidrolizado. El RSI se caracterizé en cuanto a su composicion, siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 3.9.1 (pag. 104). En la fraccion soluble se analizaron los azucares
monosacaridos, los compuestos de degradacion y se determinaron los oligosacaridos presentes

en dicha fraccion, siguiendo las metodologias detalladas en el apartado 3.9.

Esta fraccion soluble fue utilizada como sustrato en los diferentes ensayos para la
obtencion de los xilooligosacaridos, uno de los objetivos de la esta Tesis. Mientras que el RSI
fue utilizado como sustrato para la produccion de etanol. En la figura 3.2 se muestra un

esquema del proceso de la obtencion del sustrato.
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Figura 3.2. Esquema de la obtencion del residuo sélido insoluble y del liquido procedente en el

pretratamiento de explosion por vapor de la paja de cebada

3.3. Etapa previa de purificacion de la fraccion liquida obtenida en el pretratamiento

de explosion por vapor

Durante el pretratamiento, la biomasa es sometida a altas temperaturas y presion, lo
que provoca una alteracion en la celulosa y se produce una degradacion tanto de la lignina
como de los azucares derivados de la fraccion hemiceluldsica, dando lugar a los compuestos
de degradacion (Fig. 1.6). Estos compuestos, pueden interferir tanto en la calidad de los
analisis cromatograficos como en el proceso de hidrolisis enzimatica para la obtencion de
xilooligosacaridos. Por este motivo se ha procedido a someter a la fraccion liquida obtenida en
el pretratamiento (después de separarla del RSI) a un proceso de purificacion para eliminar
estos compuestos. Esta etapa se realizd utilizando una resina de intercambio i6nico
Microionex MB-200 (Rohm-Hass Copenhague, Dinamarca) con el fin de retener la mayor
cantidad de compuestos de degradacion de azucares (furfural, HMF), acidos carboxilicos
(acido acético y acido férmico), compuestos fenolicos y otros inhibidores solubles (Kim y col.,

2011).

Esta etapa de purificacion consistié en poner en contacto la fraccion liquida con la
resina de intercambio i6nico de lecho mixto en la proporcion de 0,3 g de resina por mL de
fraccion liquida (Negro y col., 2014). Mediante filtracion a vacio, se obtuvo la fraccion soluble
procedente del pretratamiento libre de compuestos fenolicos y acidos, los cuales quedan

retenidos en la resina. Finalmente, se filtr6 por 0,45 um.
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El liquido procedente del pretratamiento de explosion por vapor, y libre de
compuestos de degradacion sera lo que se denomine fraccion liquida de paja de cebada
pretratada (FIPCP) y sera el sustrato de partida para la obtencion de los xilooligosacaridos

de bajo grado de polimerizacion objetivo de esta Tesis.

Considerando el alto porcentaje de oligosacaridos con grado de polimerizacion
superior al deseado en esta investigacion (<DP6) presentes en la FIPCP, se ha optado por
utilizar la hidrdlisis enzimatica como la mejor manera de romper dichos oligomeros

minimizando la formacion de monosacaridos.
3.4. Enzimas

La utilizaciéon de enzimas especificas, como son las endo-B-(1,4)-D-xilanasas,
permite realizar una hidrdlisis selectiva y controlada y asi minimizar la generacién de
compuestos que puedan interferir en etapas posteriores. Otras ventajas de la aplicacion de
procesos enzimaticos son que requiere condiciones suaves de pH y temperatura. Para llevar
a cabo la etapa de hidrolisis enzimatica del FIPCP se pueden utilizar diversas endo-B-(1,4)-
D-xilanasas y enzimas accesorias como a-L-arabinofuranosidasas, esterasas, etc. que

puedan actuar sobre enlaces especificos de las ramificaciones del heteropolisacarido.

A lo largo de la experimentacion de esta Tesis se han utilizado diversas preparaciones
enzimaticas comerciales, que se recogen en la Tabla 3.1, con el objetivo de lograr la
despolimerizacion de la FIPCP y obtener la mayor cantidad de XOS de bajo grado de

polimerizacion.

Como queda reflejado en la Tabla 3.1, se han utilizado una serie de endo-B-(1,4)-D-
xilanasas, pertenecientes a distintas familias con el objetivo de estudiar su comportamiento
frente al sustrato FIPCP. La hemicelulosa es un heteropolimero con ramificaciones, éstas
pueden ser desde otros carbohidratos como arabinosa, grupos acetilos o compuestos derivados
de la lignina como son los &cidos ferulico o p-cumarico. En consecuencia, una vez estudiado
el comportamiento de las endo-B-(1,4)-D-xilanasa individualmente, se ha estudiado el efecto
de enzimas complementarias o accesorias con el fin de lograr una mayor despolimerizacion de

la hemicelulosa.
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3.4.1. Determinacion de las actividades enzimdticas

a) Actividad xilanasa

La actividad xilanasa se llevd a cabo utilizando como sustrato una disolucion de
xilano de abedul (Merck, Darmstadt, Alemania) al 1% en tampoén citrato soédico 0,05 M y pH
5. Se incubaron a 50 °C, 225 pL de sustrato y 25 pL de disolucion de enzima
convenientemente diluida durante un intervalo de tiempo entre 2,5 y 10 minutos. Tras terminar
la reaccion, la concentracion de azucares se determind por el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Una unidad de la actividad de xilanasa se define como la cantidad de
enzima requerida para liberar un pmol de xilosa por minuto a partir del sustrato utilizado. La

actividad enzimatica se expres6 en U/mL.

b) Actividad f-glucosidasa

Para la determinacién de actividad B-glucosidasa se utilizé el sustrato sintético p-
nitrofenil-B-D-glucopirandsido (pNPG) que al hidrolizarse libera glucosa y p-nitrofenol. Se
preparo6 una disolucion de pNPG al 7,2 mM (Sigma- Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania) en
tampodn citrato sodico 0,05 M y pH 5. La mezcla de reaccion se prepard con 40 pul de sustrato
y 40 puL de la dilucion del complejo enzimatico. La actividad se determind a 50 °C y a
diferentes tiempos de incubacion (2,5; 5; 7,5 y 10 min). Tras la incubacion, se adicionaron 200
pL de carbonato sdédico al 2% para detener la reaccion. Se midid la absorbancia del p-
nitrofenol liberado a 410 nm (espectrofotometro V-530, JASCO). La actividad (UI/mL) se
calcul6 utilizando una recta patron (5-100 pg/mL) de p-nitrofenol. La unidad de B-glucosidasa
se define como la cantidad de enzima requerida para liberar un umol por minuto de p-

nitrofenol utilizando B (pNPG) como sustrato en tampodn citrato sédico pH 5y 50 °C.

¢) Actividad a-L-arabinofuranosidasa

La actividad a-L-arabinofuranosidasa se determiné usando como sustrato de la
reaccion una disolucion al 0,2% de-p-nitrofenil-a-L-arabinofurandsido (pNPA) (Sigma) y una
dilucion de la enzima. La reaccion se prepar6 con 40 pL del complejo enzimatico diluido y 40

uL de sustrato en tampoén citrato soédico 0,05 M pH 5, a 50°C y 400 rpm. La reaccion fue

—
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medida a diferentes tiempos (5, 15 y 30 min). Como en los casos anteriores, se utilizd una
disolucion al 2% de carbonato sddico para detener la reaccion. Se determind la absorbancia

del p-nitrofenol liberado a 410 nm y se calcul6 su actividad como Ul/mL.
3.5. Ensayos de hidrélisis enzimadtica

Durante esta Tesis, se han llevado a cabo una serie de ensayos de hidrolisis
enzimatica (HE), con el objetivo de hidrolizar la cadena de xilano solubilizado presente en la

fraccion liquida de la paja de cebada pretratada (FIPCP).

Para estudiar el comportamiento de las enzimas sobre nuestro sustrato, previamente
se han llevado a cabo unos estudios preliminares sobre dos arabinoxilanos de trigo
comerciales con el fin de estudiar el comportamiento de estas enzimas sobre sustratos

comerciales.
3.5.1. Ensayos de hidrdolisis enzimdtica sobre un sustrato comercial

En la figura 3.3 se representa la estructura del arabinoxilano de trigo comercial,
utilizado para estudiar el comportamiento de las enzimas. Estos estudios preliminares se han
llevado a cabo utilizando como sustrato arabinoxilanos de trigo comerciales (95% de pureza)
(Megazyme, Bray, Irlanda) de baja y media viscosidad, 10,2 y 31,4 ¢St respectivamente. Al
arabinoxilano de menor densidad le denominamos LOW 'y presenta una relacion
arabinosa/xilosa (A/X) de 0,4. En el caso del arabinoxilano de densidad media, denominado

MEDIUM, presenta una relacion A/X de 0,6.

| ,—P.' #

Endo-f-1,4-xilanasa
Arf43

A\ "
Nt

\ Arfs1

a-L arabinofuranosidasa

Figura 3.3. Estructura del arabinoxilano de trigo comercial
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Sobre una disolucion de 10 g/L de estos sustratos, se ha estudiado el comportamiento de
la enzima X/InM1 (endo-B-(1,4)-D-xilanasa) individualmente o en combinacion con dos a-L-
arabinofuranosidasas (4743 y Arf51), con el objetivo de estudiar el comportamiento del

complejo enzimatico utilizado.

Estos ensayos se llevaron a cabo utilizando un tampoén de citrato sédico 0,05 M a pH 4
y 40 °C. El ensayo se incub6 en el intervalo desde 30 minutos a 6 horas. En este caso, las dosis
utilizadas se recogen en la tabla 3.2. Se tomaron muestras periddicamente determinandose la

concentracion de azucares mediante HPLC.

Tabla 3.2. Resumen de las condiciones de hidrolisis sobre el arabinoxilano comercial

Enzima Dosis (U/mL)

XInM1 10,2
Arf43 10,2
Arf51 6,3

XInM1+Arfa3+A4rf51 10,2 /10,2/ 6,3

3.5.2. Ensayos de hidrdlisis enzimdtica sobre sustrato FIPCP

Debido a la complejidad de la estructura de la hemicelulosa de las herbaceas, como es
nuestro caso, se requiere el uso de otras enzimas accesorias que hidrolicen otros enlaces
presentes en la estructura y favorezcan la liberacion de xilooligosacaridos (XOS) de bajo grado

de polimerizacion (DP2-DP6).

En la figura 3.4 se muestra un esquema de las distintas actividades necesarias para

lograr una degradacion completa de la hemicelulosa pretratada de paja de cebada.

Estos ensayos se realizaron bajo distintas condiciones de trabajo, dependiendo de las
enzimas utilizadas. Las hidrélisis enzimaticas se llevan a cabo utilizando tampoén citrato sodico

0,05M con un pH comprendido entre 4 y 4,8 y un rango de temperatura entre 40-50 °C.

En todos los experimentos se tomaron muestra periodicamente a distintos tiempos, para
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inactivar las enzimas y parar la reaccion, las muestras se llevaron a 100 °C durante 5 min. Las
muestras fueron analizadas por HPLC para conocer la concentracion de los distintos
compuestos liberados en la muestra, como monosacaridos, oligosacaridos, compuestos

fenolicos, grupos acetilos entre otros.

Simbolo Enlace hidrolizado Enzima ’
U B-(1,4) Endo-B-(1,4)-D-xilanasa
» a-1,2 01,3 o-arabinofuranosa .
O Xilosa D Acido glucurénico
E> Ester Acetil esterasa
‘ . Arabinosa . Acido ferulico
Ester Feruloil esterasa i
‘ Galactosa A Acido acético
E> B- Glucurénico Glucuronidasa

Figura 3.4. Esquema de las enzimas implicadas en la degradacion de la hemicelulosa pretratada de paja de

cebada

Una vez estudiado el comportamiento de las enzimas endo-B-(1,4)-D-xilanasa, de
manera individual se han realizado bateria de ensayos creando mezclas enzimaticas con distintas
actividades con el fin de lograr obtener la mayor despolimerizacion de la cadena de xilano, y
obtener mejores resultados en la formacion de XOS (DP2-DP6). En la tabla 3.3, se recoge un
resumen de aquellas pruebas que se han utilizado varias enzimas simultaneamente y sus dosis

respectivas, asi como la denominacion de estos ensayos en este trabajo.

95

—
| S—



Materiales y métodos

Tabla 3.3. Resumen de los ensayos de hidrélisis enzimatica sobre FIPCP

Ensayos Individuales Ensayo Mezclas Enzimaticas
Enzima Dosis (U/mL) Nombre del Enzimas Dosis (U/mL)
ensayo
XInM1 5,1
XinJa 1,5 XIinM1 +XInTh YInTh 5.6
XInTh 5,6 XInM1 5,1
Maf Arf51 6,3
Fe FE 0,05
XInTh 22,5
XInM1 5,1
Arf51 6,3
XIinM1 5,1 Complex Fe E 0.05
AcX E 5
XinM1 204 Ns50030 72
NS50030 + Arf51 3
Accesorias Fe E 0,05
NS50030 7,2 AcX E P

3.6. Métodos de purificacion de la FIPCP
3.6.1. Fraccionamiento de la FIPCP

La fraccion liquida obtenida en el pretratamiento de paja de cebada contiene azlicares
con distinto grado de polimerizacion desde monosacaridos, oligbmeros con bajo grado de
polimerizacion (DP2-DP6) y oligosacaridos >DP6. Con el objeto de producir la mayor
concentracion de xilooligosacaridos de DP2-DP6 evitando la ruptura de estos XOS a azucares

monomeéricos, se ha realizado un fraccionamiento de la muestra de prehidrolizado.

En el fraccionamiento aplicado se han separado tres fracciones en funcion de su tamafio
molecular, siguiendo el esquema recogido en la figura 3.5. La primera fraccion contiene los
compuestos con grado de polimerizacion superior a 6 (F1) y fue colectada desde el minuto 140

hasta el 230. La segunda fraccion (F2) contiene los compuestos con grado de polimerizacion
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entre DP2-DP6 y fue colectada desde el minuto 230 al 315. Finalmente, la fraccion tres (F3)
donde se recogen los monosacaridos y compuestos de bajo peso molecular como alcoholes etc.,

presentes en la muestra. Esta fraccion comprende desde el minuto 315 hasta el 350.

Fl |[||:> Hidrélisis Enzimética
F2 |[||:> Fermentacion In vitro

F3 Monosacaridos

\

Figura 3.5. Esquema del fraccionamiento de la FIPCP

~%\00 o0 o0

Este procedimiento de fraccionamiento se ha llevado a cabo utilizando una columna
cromatografica con relleno de exclusion molecular Bio-GEL P2 (Bio-Rad, California, EE.UU.),
el cual esta formado por un polimero sintético de poliacrilamida capaz de separar moléculas con
un peso molecular entre 100 y 1800 Da. Se ha utilizado como fase moévil acido acético 0,1 M con
un flujo de 0,1 mL/min y a temperatura ambiente. El volumen de inyeccion fue de 600 pL. La
columna se encuentra conectada a un inyector automatico (Autosampler Waters 717 plus) junto a
una bomba (Waters 600 controller) y un detector de indice de refraccion (Waters 2414) (Waters
Corporation, Massachusetts, EE.UU.). Una vez que se recolectaron las muestras, se liofilizaron y
fueron regeneradas en agua ultrapura (Millipore, Massachusetts, EE.UU.) para ser utilizadas

posteriormente.
3.6.2. Purificacion por membrana

El método de purificacion de la fraccion liquida de paja de cebada pretratada se ha
llevado a cabo mediante la utilizacién de un sistema de ultrafiltracion, empleando un equipo
Amicon Stirred Cell (8400) (Merck, Darmstadt, Alemania). Este equipo consiste en una celda
que utiliza una fuente externa de gas nitrogeno y un agitador magnético, lograndose una alta

concentracion de la muestra y buenos niveles de recuperacion. El equipo dispone de un soporte
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para membranas, con un didmetro de 76 mm, lo que supone un area efectiva de 41,8 cm?. La
presion de trabajo de gas fue alrededor de 3 bares. Esta presion esta proporcionada por un equipo
generador de nitrogeno modelo LC-MS-40.1 (Claind, Como, Italia). Las membranas utilizadas

fueron de celulosa regenerada con un tamafio de corte molecular entre 5 y 1 kDa.

En la figura 3.6, se muestra el esquema de trabajo que se ha seguido para lograr obtener

compuestos de bajo grado de polimerizacion mediante ultrafiltracion.

La primera etapa, consistié en la ultrafiltracion utilizando la membrana de 5 kDa, de la
que se obtuvo dos corrientes, un permeado (1) o producto que contiene compuestos con un peso
molecular inferior a 5 kDa, y un retenido (1) o concentrado que contiene compuestos con un
peso igual o superior a 5 kDa. El permeado se someti6 de nuevo a filtracion utilizando ahora la
membrana de corte molecular de 1 kDa, y como en el caso anterior se obtuvo un permeado (2) y
un retenido (2). El permeado (2) se paso por la resina de intercambio i6nico, y se liofiliz6 dando

lugar al producto denominado XOS3.

Las  fracciones retenidas (1 'y 2) obtenidas en las filtraciones
(ultrafiltracion/nanofiltracion), se sometieron a una hidrélisis enzimatica con la endo-p-(1,4)-D-
xilanasa X/nM1 (Megazyme, Bray Irlanda) en combinacién con la B-glucosidasa Novozym 188
(Novozymes, Basgsvaerd, Dinamarca) con el fin de reducir el grado de polimerizacion de los
compuestos. Las dosis de enzima fueron de 5,1 y 0,6 UI/mL de FIPCP para XInM1 y Novozym
188 respectivamente. Las condiciones de hidrolisis fueron las mismas que en los otros ensayos

de hidrolisis enzimatica.

El producto de hidrélisis se sometié de nuevo al proceso de filtracion con la membrana
de 1 kDa, obteniendo asi el permeado (3), el cual se sometid al proceso de purificacion con la

resina y se liofilizo para obtener un sélido XOS2.

Los denominados XOS1 son los xilooligosacaridos presentes en la fraccion liquida del
pretratamiento con explosion por vapor. Finalmente, el estudio de actividad prebidtica de los
productos obtenidos (XOS1, XOS2 y XOS3) se realizd mediante los ensayos descritos en el
apartado 3.7.
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Ultrafiltracion Nanofiltraciéon —

Fracci6 5 kD 1 kD: - ohd o
ralcc‘t:;m . Permeado (1) : Permeado (2) purificacién y — ACtl\"}d.ald
B liofilizacién (XOS3) Prebidtica

—
Retenido Retenido
1) l 2)
Etapa de purificacion . ) Nanofiltracién . .
y liofilizacion H1§roh§1s L1Da Permeado (3) |— E@pa'de I'>1,1r1ﬁca01on y
(XOS1) enzimatica liofilizacion (XOS2)

l
Actividad
Prebiotica

Figura 3.6. Esquema del procedimiento de trabajo con el sistema de purificacion de las membranas

3.7. Ensayos de actividad prebiética

Los ensayos de actividad prebidtica se han llevado a cabo usando indculo fecal humano
utilizando los solidos (xilooligosacaridos) obtenidos a partir de la paja de cebada pretratada

como fuente de carbono.

3.7.1. Preparacion del inéculo fecal

Las muestras de indculos fecales fueron obtenidas de tres donantes voluntarios sanos,
los cuales no son conocedores de padecer ninguna enfermedad metabodlica o del tracto
gastrointestinal, con edades comprendidas entre los 25-40 afios. Los donantes no han consumido
ningun tipo de antibidtico ni suplementos prebidticos o probioticos en los tres meses anteriores al
estudio. El in6culo fue preparado en una camara de anaerobiosis modelo Bactron IV, ShelLab
(Cornelius, Oregén, EE.UU.), con una atmosfera inerte compuesta de 5% H», 10% CO- and 85%
N>.

La preparacion de la muestra se hizo siguiendo la metodologia descrita por Gullon y
col. (2014). Las muestras fueron recogidas en unos viales estériles mantenidas a 37 °C hasta el
momento de la preparacion de la fermentacion, no excediendo el tiempo de 2 h desde su
recoleccion. El inoculo de heces fue diluido en una solucion fisiologica salina reducida
compuesta por cisteina-HCl y NaCl hasta una concentracion de 100 g de heces/L de la disolucion
salina. La suspension fue mezclada y homogeneizada durante 2 minutos bajo una corriente de

Na.y COz. La mezcla fue filtrada a través de unas gasas quirurgicas estériles, con el fin de retirar
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los materiales no disueltos y se transfirid6 a una botella de suero estéril. Durante toda la

preparacion de las muestras se mantuvo las condiciones de anaerobiosis y el pH a 6,8.

3.7.2. Preparacion del medio de fermentacion

El medio basal para llevar a cabo la fermentacion fue preparado siguiendo la
metodologia descrita por Gullon y col. (2014). Este medio se prepar6 mezclando una
disolucion de NaOH 0,1 M suplementado con diferentes fuentes de proteina: 5 g/L de
trypticase soya broth sin dextrosa (BBL, Lockeysville, Maryland, EE.UU.); 5 g/L de
bactopectona (Becton—Dickinson, Buckinghamshire, Reino Unido). De igual modo, se afiadio:
1% (v/v) de una disolucion denominada A que contiene, (100,0 g/ NH4Cl; 10,0 g/L
MgClz-6H>0; 10,0 g/L CaCl>-2H20; 0,2% (v/v) de la disolucion B (200,0 g/L KoHPO4-3H20);
0,2% (v/v) de una disolucion de resazurina de 0,5 g/L (disolucion C) y 1% (v/v) de una
disoluciéon D compuesta por diferentes minerales (Na2EDTA-2H>O 0,5 g/L; CoCl2-6H20 0,15
g/L; MnCl,-4H,O 0,1 g/L; FeSO4-7H.O 0,1 g/L; ZnCl> 0,1 g/L; AlICl3-6H.O 0,04 g/L;
Na;WO04-2H>0 0,03 g/L; CuCl2-2H20 0,02 g/L; NiSO4-6H20 0,02 g/L; H2SeOs 0,01 g/L;
H3BO3 0,01 g/L; NaxMo00O4-2H>0 0,01 g/L). Este medio fue desoxigenado, con corriente de N»,
durante 8 h, se le afiadi6 0,5 g/L cisteina-HC] (Merck, Darmstadt, Alemania) y se ajusté el pH
6,8. También se requiere preparar una disolucion de yeast nitrogen base (YNB) (Becton-
Dickinson, Buckinghamshire, Reino Unido), una disolucion de fructooligosacaridos (Merck,
Darmstadt, Alemania) que se utiliza como control positivo de la fermentacion y una disolucion
que contiene los xilooligosacaridos a ensayar. Todas las disoluciones fueron esterilizadas

mediante filtracion en botes estériles de suero y desoxigenadas posteriormente.

Después de la desoxigenacion, se dispensaron bajo condiciones de anaerobiosis, 7 mL
de este medio en tubos Bellco (Bellco Biotechnology Inc., Nueva Jersey, EE.UU.) de
anaerobiosis sellados con un tapén de caucho y con una chapa de aluminio. Finalmente fueron

esterilizados durante 15 minutos en autoclave a 121 °C.

A cada tubo de cultivo que contiene el medio basal, se le afiadieron en condiciones
asépticas dentro de la cabina de anaerobiosis 2% (p/v) de la disolucion de indculo, la disolucion
5 g/L de YNB (como fuente de nitrogeno) y los carbohidratos (XOS o FOS) hasta alcanzar una

concentracion final de 10 g/L.
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Los tubos fueron incubados a 37 °C sin agitacion durante 30 horas. Se tomaron muestras
a0,4,7,10, 24 y 30 h. Las muestras fueron centrifugadas (5000 g, 5 min). El sobrenadante fue
filtrado a través de una membrana 0,45 um antes de analizar en HPLC el contenido en
carbohidratos, concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) y de acido lactico. El
pellet de células fue analizado mediante la técnica de hibridacion in situ con fluorescencia

(FISH) para la cuantificacion de bacterias totales y bifidobacterias.

3.7.3. Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)

Para llevar a cabo la cuantificacion de las poblaciones bacterianas en la fermentacion, se
utiliz6 una sonda de oligonucleotidos sintético (TIB Molbiol, Madrid, Espafia) dirigida a
regiones especificas del gen 16S rRNA marcado con el colorante fluorescente cianina Cy3
(Sigma, Barcelona, Espafia) para la determinacion de bifidobacterias. Para el recuentro de
bacterias totales se utilizé la tincion 4,6-diamindino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma, Barcelona,

Espafia).

Una vez recogida la muestra de cada tiempo de muestreo, se centrifugé a 15.000 g
durante 2 minutos, y se tomaron 375 pL de muestra que se mezcld con 1125pL de una
disolucion de paraformaldehido al 4% (p/v). Las muestras se dejaron fijar durante toda la noche
a 4 °C. Las células fijadas se centrifugaron a 15.000 g durante 5 minutos y se lavaron tres veces
con tampon fosfato salino (PBS) 0.1M, pH 7. Una vez lavadas se resuspendieron en una mezcla
que contenia 150 pl de PBS y 150 pL de una disolucion de etanol 99% frio y se almacenaron a -

20°C hasta su analisis.

Una vez fijadas las muestras, se llevo a cabo el proceso de hibridacién en un microtubo
de centrifuga eppendorf (1,5 mL), para el cudl se prepar6 una disolucion de trabajo (ST) formada
por 40 puL de la muestra tratada, 160 pL de agua estéril a 50 °C y 500 uL del buffer de
hibridacion (Tris—HCl 40 mmol/L (Panreac, Madrid, Espafa) pH 7,2; NaCl1,8 mol/L) y de una
solucion de 100 g de dodecil sulfato sodico/L (SDS) 20 mL/L (Panreac, Madrid, Espafia). A 36
nL de la ST, se le anadio 4 puL de la sonda (50 ng/uL), la cual ha sido previamente descongelada.
Se dejo toda la noche en la camara de hibridaciéon a 50 °C. Una vez que ha tenido lugar la
hibridacion, se lavo la muestra con un tampoén (Tris—HC1 20 mmol/L (Panreac, Madrid, Espana)

pH 7,2; NaCl 0,9 mol/L).
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En un tubo eppendorf se afiadié 396 pL del tampdn de lavado sin SDS y 4 uL de las
muestras hibridadas (en la oscuridad). Estos 400 pL se llevaron a los tubos de centrifuga que
contienen 5 mL del tampon de lavado, (20 mmol/L Tris-HCI, pH 7.2, 0.9 mol/L NaCl), y 30 uL
de DAPI (500 ng/mL). Se incubaron durante 30 minutos a 50 °C. Finalmente se lavo y se filtr6 a
vacio utilizando un filtro Nuclepore Policarbonate 0.2 pL. (Whatman Kent, Reino Unido). Las
muestras se almacenaron en oscuridad a 4°C durante un maximo de 3 dias hasta su analisis en el

microscopio
3.7.4. Visualizacion en el microscopio y cuantificacion

Una vez que tenemos las muestras, se realizd el recuento de bacterias totales y
Bifidobacterium en un microscopio de epifluorescencia (Olympus BX41, Tokio, Japon)
equipado con lentes Fluor 100. Para ello la muestra se coloco en el portaobjetos con el cubre y se
le afiadi6 5 pL reactivo Fluoroguard™ Antifade Reagent (Bio-Rad, California, EE. UU.) para

evitar la pérdida de fluorescencia. El contaje de las muestras se realiz6 por duplicado.
3.7.5. Determinacion de dacidos grasos de cadena corta

La determinacion de los AGCC obtenidos en las fermentaciones in vitro de los
xilooligosacaridos prebidticos, fueron analizados utilizando un HPLC/IR Agilent 1200 series
acoplado a un detector de indice de refraccion (Agilent Alemania). Para ello se utiliz6 una
columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, California, EE. UU.) a 50° C utilizando como fase moévil

acido sulfurico 0,003 M en modo isocratico a un flujo de 0,6 mL/min.
3.8. Ensayos de hidrdlisis enzimdtica y fermentacion del RST

El RSI obtenido en el pretratamiento se someti6 a un proceso de hidrdlisis enzimatica
con el objetivo de obtener la mayor cantidad de glucosa que finalmente sera fermentada a etanol.
En este trabajo se han utilizado dos configuraciones de proceso: hidrdlisis y fermentacion

separadas (HFS) y prehidrolisis con sacarificacion y fermentacion simultaneas (PSFS).

Los ensayos de hidrolisis enzimatica se realizaron en matraces tipo Erlenmeyers de 100
mL, los cuales contienen la mezcla de enzimas y el sustrato en un medio tamponado con tampdon

citrato 0,05 M a pH 4,8, en un incubador agitador orbital a 150 rpm (Infors AG, Bottmingen,
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Suiza) a 50 °C. La cantidad de sustrato se afiadié seglin su contenido en so6lidos insolubles. Esta
carga se ajustd en peso volumen a 10, 15 y 20% hasta un volumen de reaccion de 30 mL. La
enzima celulolitica empleada fue la preparacion enzimatica Cellic CTec2 (Novozymes,
Bagsvaerd, Dinamarca) a distintas dosis D15 (15 FPU/g glucano) y D30 (30 FPU/g glucano).

Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

Para llevar a cabo la fermentacién se utilizd el microorganismo Saccharomyces
cerevisiae (Ethanol Red, Fermentis, Francia). El inoculo fue preparado y crecido en un
agitador orbital a 150 rpm (Infors AG, Bottmingen, Suiza) a 35 °C durante 16 h en un medio
sintético con la siguiente composicion: 5g/L de extracto de levadura; 2g/L. de NH4Cl; 1 g/L
KH>POys; 0,3 g/L MgSO4-7H20 y 30 g/L de glucosa. En todas las experiencias se utilizo 0,25

g/L de indculo.
3.8.1. Proceso HF'S

En el proceso de HFS se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 100 mL que contenian
25 mL de medio después de la HE a una concentracion de sustrato del 20% (p/v). Durante 72
horas a 50 °C y 150 rpm, y la fraccion liquida se sometié a fermentacion a 35 °C durante 48 h.
Los experimentos de fermentacion fueron iniciados por la inoculacion de una suspension celular
que resulta en una concentracion inicial de masa celular de 0,25 g/L. Las concentraciones de
nutrientes en el medio fueron como se describe anteriormente para el cultivo de inoculo, excepto
la glucosa. Las muestras se tomaron peridodicamente y se analizaron para conocer la cantidad

presente tanto de azlicares como de etanol.
3.8.2. Proceso PSES

La prehidrolisis y la etapa de SFS se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL
con una carga de solido del 20% (p/v) y una reaccion final volumen de 50 mL. Se ensayaron
dos dosis de enzimas de D15 y D30. La etapa de prehidrdlisis se llevo a cabo a 50 ° C durante 8
horas o 24 horas a 150 rpm. Después de eso, la temperatura se redujo a 35 °C y el medio fue
inoculados con S. cerevisiae cultivados durante la noche (0,25 g/L). Como en el caso anterior
se tomaron muestras a distintos tiempos de reaccion y se analizd su contenido en azlcares y

etanol.
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3.9. Determinaciones analiticas

En este apartado se detallan los distintos métodos analiticos utilizados para llevar a

cabo la caracterizacion de los productos generados en de las diferentes etapas del proceso.

3.9.1. Caracterizacion de la materia prima y residuo sdlido insoluble

La composicion estructural de la paja de cebada se realizd siguiendo los protocolos
desarrollados por el National Renewable Energy Laboratory para la determinacion tanto de
carbohidratos estructurales, de lignina (NREL/TP-510-42618) y cenizas (NREL/TP-510-
42622) en las biomasas lignoceluldsicas. Mediante estos procedimientos, se establece los
porcentajes relativos respecto a materia seca de los componentes de la biomasa. La figura 3.7

muestra el esquema de las etapas a seguir para determinar la composiciéon quimica en la

biomasa.
» v Humedad
Secado 105°C
/ ’
N . sz
Materia Calcinacion .
Pritia " 550°C > v Cenizas totales v' Determinacién de aziicares por HPLC
v Determinacion de lignina 4cido soluble
_— Liquido , ¥ Determinacién de grupos acetilos
X Hidrolisis 4cida
= Material » | 72%H,80,,30°C, 30 min » | Filtratcion a
: extraido +4% H,80,4,121°C, 1 h vacio N v Determinacién de lignina 4cido insoluble

Extraccién S6lido ~ v/ Determinacién de cenizas 4cido insoluble
(H,0/EtOH) N

“  Extractos

Figura 3.7. Esquema para la caracterizacion del material lignocelulésico

En primer lugar, se calcula la humedad y las cenizas totales de la materia prima. A
continuacion, se realiza una doble extraccién con agua y etanol como se muestra en el
procedimiento del NREL /TP-51-42619. A continuacion, el material extraido es sometido a una
hidrolisis acida en dos fases para determinar los carbohidratos estructurales en forma de
monosacaridos del material libre de extractos. La primera fase se realiz6 con acido sulfurico al
72% (p/p) durante 30 minutos a 30 °C. Posteriormente, se realizé una segunda hidroélisis con
acido sulftrico diluido al 4% durante una hora a 121 °C. La cuantificacion de los azucares
monomeéricos en el material hidrolizado se realizo utilizando HPLC/IR. Se asume que la
glucosa procede de la celulosa y que la xilosa, arabinosa, manosa y galactosa proceden de la

hemicelulosa. Teniendo en cuenta la liberacion de una molécula de agua en la formacion del
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enlace glucosidico, se debe aplicar un factor de correccion de 1,10 para las hexosas, es decir

para glucosa, galactosa y manosa y de 1,13 para las pentosas (xilosa y arabinosa).

En la fraccion liquida obtenida tras el PEV se analizé tanto la composicion en azlcares
como la composicion en productos de degradacion, para ello se tomo6 una alicuota tras el
pretratamiento y se determiné la cantidad de azicares monoméricos presentes mediante HPLC.
Por otro lado, se llevd a cabo una hidrolisis con acido sulfurico al 4% (v/v) a 121 °C durante 30
minutos para determinar la concentracion de azlcares totales. Se entiende que la cantidad de
azcares en forma oligomérica corresponde a la diferencia entre la concentracion total y

monomeérica.

Ademas, en el liquido se determiné el contenido en grupos acetilos (por HPLC) y la

lignina soluble en 4cido, mediante espectrometria de UV a 205 nm.

En el residuo solido obtenido después de realizar la hidrélisis total se determinan las
cenizas 4acido insoluble y la lignina 4cido insoluble por calcinacion y gravimetria

respectivamente.

3.9.2. Métodos analiticos

3.9.2.1. Determinacion de los azticares monoméricos

Los monosacaridos (glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa y manosa) fueron analizados
por cromatografia liquida de alta resolucion en un HPLC modelo 2695 de Waters, (Waters
Corporation, Massachusetts, EE.UU.) equipado con un detector de indice de refraccion (Waters
2414). Se utilizd6 la columna cromatografica CARBO Sep CHO 782 Pb (Transgenomic,
Nebraska, EE.UU.) protegida por una pre-columna CARBO Sep CHO 782. La fase movil fue
agua ultrapura desgasificada (Millipore Massachusetts, EE.UU.) a un flujo de 0,5 mL/min y una

temperatura de columna de 70 °C.

La determinacion total de oligosacéridos en la fraccion liquida se realizé por diferencia

entre las concentraciones de azucares totales y monoméricos.
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3.9.2.2. Determinacion de compuestos de degradacion

Durante el pretratamiento de explosion con vapor, se producen compuestos de
degradacion de azucares como son: furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF) y compuestos
fenolicos liberados a partir de la lignina como 4-hidroxibenzaldehido, vainillina, siringaldehido,

acido p-cumarico o acido ferulico, asi como la liberacion de acido acético.

Estos compuestos fueron determinados por cromatografia liquida. Para ello se utilizé un
HPLC serie 1200 de Agilent (Agilent Technologies California, EE.UU.) acoplado a un detector
1050 Photodiode-Array. Este detector permite hacer un barrido total de longitudes de onda
obteniéndose el espectro de absorcion UV completo para cada pico cromatografico y asi realizar
el andlisis cuantitativo de cada compuesto a la longitud de onda de maxima absorcion. La
separacion se llevo a cabo en una columna analitica ICSep COREGEL-87H3 (Transgenomic,
Nebraska, EE.UU.) protegida con una pre-columna ICSep COREGEL-87H3. La fase moévil en
modo isocratico esta formada por 89% (H2SO4 0,005 M) y 11% de acetonitrilo a un caudal de

0,7 mL/min y la columna se mantuvo a 65°C.

El 4cido acético procedente de los grupos acetilos presentes en la hemicelulosa
liberados durante el pretratamiento y el acido formico producto de degradacion de furfural y
HMF se determinaron por HPLC de Waters Alliance (Waters Corporation, Massachusetts,
EE.UU.) equipado con una bomba Waters 600 (Multisolvent Delivery System), un Autosampler
Waters 2707 y un detector de indice de refraccion (Waters 2414) (Waters Corporation,
Massachusetts, EE.UU.). Se ha utilizado la columna ICSep COREGEL-87H3 (Transgenomic,
Nebraska, EE.UU.) a la temperatura de 65 °C y fase movil de acido sulfurico 0,005 M a un flujo
de 0,6 mL/min.

3.9.2.3. Determinacion de la concentracion de etanol

La concentracion de etanol se determind utilizando un cromatdgrafo de gases Agilent
serie 6890 (Agilent Technology, Alemania) que usa helio como gas portador a un flujo de 30
mL/min. Este equipo estd formado por un inyector automatico Agilent serie 6890
(Temperatura, 150 °C) y un detector de ionizacion de llama FID (Temperatura, 150 °C). La

columna utilizada fue Carbowax 20M a una temperatura de trabajo de 85 °C.
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3.10. Analisis estructural de los xilooligosacdridos

Tanto la composicion como la estructura de los carbohidratos pueden influir en las
propiedades bioldgicas de ellos, por lo que se requiere realizar una caracterizacion detallada.
Para llevar a cabo una completa caracterizacion, es necesario emplear una bateria de técnicas

analiticas, que se describen a continuacion.
3.10.1. Determinacion de los oligosacdridos

Los oligosacaridos producidos durante el pretratamiento y a lo largo de los ensayos de
hidrolisis enzimaticas, se analizaron mediante cromatografia de alta resolucion de intercambio
anionico (HPAEC), utilizando un sistema ICS2500 Dionex (Dionex Corporation, California,
EE.UU.) con un detector amperométrico de pulsos (detector electroquimico ED50) (PAD) con
un electrodo de oro. El andlisis XOS se realizé utilizando una columna analitica Dionex
CarboPac PA100 y una columna de proteccion PA100 a 30 °C. La separacion cromatografica de
los oligosacéridos se llevo a cabo utilizando un flujo de 0,6 mL/min en un gradiente lineal
iniciado en 99% de A (NaOH 0,1 M) y 1% B (NaOAc 0,5 M/NaOH 0,1 M) hasta alcanzar la
composicion de 70% A-30% B en el minuto 35. Posteriormente, el método presenta 5 minutos de

reequilibrado para recuperar las condiciones iniciales del andlisis (99% A-1% B).

Esta técnica de HPAEC/PAD es apropiada para la deteccion de carbohidratos ya que
estos compuestos son acidos muy débiles que a pH muy bésicos sus grupos hidroxilos son
ionizables. El sistema de deteccion esta basado en la oxidacion de los grupos hidroxilos sobre un
electrodo oro, bajo la aplicacion de un potencial positivo (Corradini y col., 2013). En la figura

3.8 se representa un esquema de los denominados “pulsos” utilizados para la deteccion.

En primer lugar, se aplica un potencial de deteccion de 0,1 V para oxidar al analito,
manteniéndose durante 400 ms. A continuacion, se aplica un potencial con un valor de -2.0 V
para oxidar al electrodo de trabajo (oro), produciendo la desorcion de los productos de
oxidacion de los carbohidratos durante 10 ms, seguido de un cambio rapido de potencial
(0.6V) para poder reducir el 6xido de oro formado en la superficie y que esté quede preparado

para el siguiente analisis.
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Figura 3.8. Secuencia de los diferentes pulsos para la deteccion de carbohidratos

Para la cuantificacion de los xilooligosacaridos con DP2-DP6 se aplico un factor de
correccion para poder expresar el resultado en g/L de xilosa potencial. Este factor de
correccion es diferente para cada compuesto, tomando los siguientes valores Xz -1,06; X3-

1,07; X4=1,09; X5=1,11y X6=1,11.
3.10.2. Andlisis de distribucion molecular

La distribucion de oligosacaridos de diferentes pesos moleculares, contenidos tanto en
la fraccion liquida de paja de cebada pretratada como en los ensayos de hidrolisis realizados, se
analizaron por cromatografia de exclusion molecular (SEC) utilizando un equipo de HPLC de
Waters Alliance (Waters Corporation, Massachusetts, EE.UU.) equipado con una bomba
Waters 600 (Multisolvent Delivery System), Autosampler Waters 717 plus como inyector
automatico y un detector de indice de refraccion (Waters 2414). Para ello se dispuso de tres
columnas conectadas en serie con distinto tamafo de corte como puede observarse en la figura
3.9. La disposicion de las columnas fue en primer lugar, la columna KS-802 Shodex (Showa
Denko, K.K., Japén) con un tamaino de corte de 10 kDa, la segunda es una columna
Ultrahydrogel 120 Waters (Waters Corporation, Massachusetts, EE.UU.) con un limite de 5
kDa y la tercera una columna TSK G-Oligo-PW Tosoh Bioscience LLC (Tosoh Bioscience
GMBH, Stuttgart, Alemania) con un limite de 3 kDa.
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Figura 3.9. Equipo de HPLC con las columnas de HPSEC colocadas en serie

Para el analisis cromatografico se utilizd agua MilliQ (Millipore Massachusetts,
EE.UU.) como fase moévil a 0,5 mL/min, las columnas se mantuvieron a 60 °C. La estimacion
de la distribucion de pesos moleculares se hizo utilizando diversos estdndares con diferente
rango de peso molecular como fueron, xilooligosacaridos desde xilobiosa (X2) a xilohexosa
(X6) (Megazyme, Bray, Irlanda), maltooligosacaridos desde DP2 hasta DP7, pullulanos y
dextranos (ambos Merck, Darmstadt, Alemania). Los pullulanos, son polimeros lineales de a-
(1-6)-unidades de maltotriosa, con pesos moleculares comprendidos entre 340 y 6000 Da. En
cambio, los dextranos son polisacaridos con un peso molecular superior a 1 kDa, formado por
un esqueleto de cadenas de glucopiranosil con enlace a-D-(1-6). Este esqueleto puede presentar
ramificaciones de glucosa en los enlaces a-(1-2), a-(1-3) o a-(1-4). Los dextranos utilizados
fueron de 12; 5y 1 kDa.

3.10.3. Espectrometria de masas con desorcion/ionizacion mediante laser inducida por

matriz acoplada a un analizador tiempo de vuelo (MALDI-TOF-MS)

El analisis MALDI-TOF-MS de los xilooligosacaridos se realizé utilizando un equipo
Ultraflex (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) acoplado con un laser de nitrogeno (A = 337
nm). Después de un tiempo de extraccion retardado de 150 ns, los iones se aceleraron a una
energia cinética de voltajes de 25 kV. Los espectros se adquirieron en mas de 100 disparos de

laser utilizando la energia mas baja necesaria para obtener suficiente intensidad espectral. Los
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analisis de las muestras se llevaron a cabo en el modo de refractor positivo en un rango de

masa de 500-2200 m/z utilizando acido 2,5-dihidroxibenzoico como matriz.

El espectrometro fue calibrado utilizando estdndares de xilooligosacaridos con

diferentes grados de polimerizacion (DP2-DP6) (Megazyme, Bray, Irlanda).
3.10.4. Espectroscopia de Infrarrojos de Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (conocida por sus siglas en
inglés FTIR) es una técnica ampliamente usada para la identificacion de grupos funcionales
especialmente en compuestos organicos. La asignacion de bandas de espectro se llevo a cabo
de acuerdo con la bibliografia (Adapa y col., 2011; Sun y col., 2011; Peng y col., 2012;
Davilay col., 2019).

La caracterizacion espectroscopica de las muestras de xilooligosacaridos se analizo
mediante FTIR utilizando un espectrometro modelo Spectrum Two FT-IR (Perkin Elmer,
Massachusetts, EE. UU.). El espectréometro FTIR opera en un rango espectral de 4000-600

cm! con una resolucion de 4 cm™ y una acumulacion de 8 escanes.
3.11. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) para
determinar las diferencias significativas entre las muestras correspondientes al crecimiento de
poblaciones bacterianas y el contenido en AGCC utilizando el programa Statgraphic
Centurion XVILI-X64 para Windows. Para esta estadistica se tuvo en cuenta un tratamiento

post hoc para el andlisis multifactorial con una diferencia minima significativa (LSD) del 95%
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Resultados y discusion

4.1. Materia prima

La materia prima utilizada en este trabajo ha sido la paja de cebada, residuo muy
abundante en Espafa y en Europa, cuya caracterizacion se llevd a cabo segun el
procedimiento descrito en el apartado 3.9.1 (pag. 104). La composicion quimica en
componentes lignoceluldsicos de la paja de cebada utilizada en este trabajo, expresado en
porcentaje (referido a materia seca), estd compuesta mayoritariamente por celulosa con un
32,9 £ 1,2; seguido de hemicelulosa con un 27,2 + 0,47; lignina: acido insoluble 16,8 £ 1,1y
acido soluble 2,1 + 0,03.

Aunque existen pequefias variaciones debidas a diversos factores como la variedad de
cebada, composicion del suelo, clima o tipo y cantidad de fertilizantes utilizados (Brosse y
col., 2012), estos resultados estan el rango de los determinados por otros autores, 32-40% en
celulosa, 21-27% en hemicelulosa y 15-22% en lignina (Garcia-Aparicio y col., 2006; Pronyk
y Mazza, 2012; Séez y col., 2013; Duque y col., 2014 a y b; Iroba y col., 2014; Lara-Serrano
y col., 2018;).

Ademas de estos componentes mayoritarios la biomasa lignocelulésica de paja de
cebada tiene en su composicion; cenizas 3,9 + 0,05%; grupos acetilos, 1,7 £ 0,02% vy

extractos, 13,4 + 0,5%.

La hemicelulosa de la paja de cebada estd compuesta fundamentalmente por xilano
22,1 = 0,5%, y en menor medida por arabinanos 3,6 + 0,03%; galactanos 1,3 £ 0,01% y

mananos 0,3 £ 0,03%.

La cadena de xilano estd constituido por un esqueleto principal formado por B-D-
xilanopiranosil unidades enlazadas mediante enlace B-(1,4). A su vez, esta cadena principal
presenta ramificaciones con otros grupos como pueden ser monosacaridos o grupos acidos
glucuronicos. Estos sustituyentes monoméricos pueden formar enlaces éster con

intermediarios de la lignina, como los acidos p-cumarico y feralico (Sun R.C. y col., 1998).

De acuerdo con los resultados de la composicion de paja de cebada, cerca del 60% de

los compuestos estructurales de la paja de cebada corresponde a carbohidratos, que pueden
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ser utilizables para obtener biocombustibles, como el etanol, y bioprodutos, tales como los
xilooligosacaridos, haciendo de este material un sustrato apropiado para ser utilizado en las

biorrefinerias.

4.2. Evaluacion del pretratamiento EV

La primera etapa necesaria para alterar la estructura de la biomasa lignoceluldsica en
el proceso de obtencion de sus carbohidratos para su transformacion a bioproductos es el
pretratamiento. En este trabajo se ha seleccionado el pretratamiento de explosion por vapor
(PEV) para tratar la paja de cebada con el fin de y obtener un material con los carbohidratos
mas accesibles a la accion de las enzimas. Durante este pretratamiento, la biomasa
lignocelulésica se somete a elevada presion y temperatura en presencia de vapor saturado,
produciéndose la liberacion de los grupos acetilos que forman parte de la hemicelulosa y que
dan lugar a la formacion del 4cido acético, con lo que disminuye el pH produciéndose una
autohidrolisis acida, que afecta a los enlaces glicosidicos de las hemicelulosas y a los enlaces
éster con la lignina. Como consecuencia de ello, ademas de la solubilizacion de la
hemicelulosa, se produce una redistribucion y solubilizacion parcial de la lignina. El
resultado final de este tipo de pretratamiento es la alteracion del empaquetamiento
microfibrilar dentro de la pared celular y la rotura de las fibras que provocan un aumento de

la accesibilidad de las enzimas hidroliticas a la celulosa.

En el presente trabajo el pretratamiento se llevo a cabo a 180 °C en la Unidad piloto
(reactor 10 L) de las instalaciones del CIEMAT, utilizando un rango de tiempo de residencia

entre 15-35 min.

Tras el pretratamiento se obtiene un material pretratado (“slurry”), que mediante
filtracion a vacio se separa en una fraccion solida denominada residuo so6lido insoluble (RSI)
y una fraccion liquida. EI RSI esta compuesto fundamentalmente de celulosa y lignina
acompafiado de la fraccion de hemicelulosa no solubilizada durante el pretratamiento. La
fraccion solida, una vez seleccionadas las condiciones de pretratamiento, se utilizo para la

realizacion de los ensayos de produccion de etanol.
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La fraccion liquida es donde queda recogida la hemicelulosa soluble. La hemicelulosa
soluble esta formada por azticares con diferente grado de polimerizacion. La fraccion liquida
de paja de cebada pretratada fue la materia de partida para la obtencion de los

xilooligosacaridos.

El criterio de seleccion para determinar las condiciones Optimas de pretratamiento en
esta Tesis ha sido recuperar la mayor cantidad posible de celulosa en la fraccion solida y de

hemicelulosa soluble en la fraccion liquida.

En el pretratamiento de explosion por vapor, una mayor severidad de las condiciones
de operacion provoca una mayor solubilizacion de la hemicelulosa y mejora la accesibilidad
de las enzimas a la celulosa. Sin embargo, si estas condiciones son mas extremas, pueden
provocar la formacion de productos de degradacion de los azicares, lo que supondria una
pérdida de los carbohidratos utilizables para la formacion de los productos deseados. En la
tabla 4.1 se recoge la composicion de la paja de cebada pretratada en las distintas
condiciones. En todas las condiciones de PEV ensayadas se produjo una solubilizacion
parcial de la fraccion de hemicelulosa, por lo que, si se compara con la composicion de la
materia prima, aumento la proporcion de celulosa y lignina en el RSI. El contenido inicial en
celulosa en la paja de cebada fue del 32,9%, mientras que el RSI el contenido vari6 entre 48,2
y 63,1%, incrementandose con el aumento del tiempo de residencia durante el pretratamiento.

El contenido en lignina 4cido insoluble en el RSI vari6 entre 25,6 y el 32,1%.

La fraccion liquida resultante de pretratar la paja de cebada contiene
fundamentalmente los azlcares derivados de la fraccion de hemicelulosa, estando éstos
mayoritariamente en forma oligomérica. Ademas de los azucares solubles, se ha detectado la
presencia de acido acético y acido formico. El 4cido acético se genera a partir de la hidrolisis
de los grupos acetilos presentes en la fraccion de hemicelulosa de la paja de cebada. Ademas
de 4acidos se ha detectado la presencia de furanos (furfural e HMF), estos compuestos
proceden de la degradacion de azicares pentosas y hexosas respectivamente. El furfural y el
HMF pueden continuar degradandose y producir acido formico, que se encontré en una
concentracion (expresado como g/100 g de materia prima) en un rango entre 0,3 y 0,6.

Asimismo, aunque no se muestran los resultados en la tabla 4.1, se detectaron en la fraccion
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liquida pequenas cantidades de productos de degradacion derivados de la lignina (vainillina,

acido cumarico y siringaldehido) en cantidades inferiores a 0,03 g/100 g paja de cebada.

Tabla 4.1. Composicion de la paja de cebada pretratada mediante explosion por vapor

Condiciones pretratamiento

180 °C-15 min

180 °C-25 min

180 °C-30 min

180 °C-35 min

RSI (g/100 g paja cebada pretratada)

Glucano (Celulosa)

Hemicelulosa
Xilano
Arabinano
Galactano

Manano

Lignina acido insoluble

48,2 +0,8
18,5+0,3
16,7+ 0,4
1,1 +0,03
0,4+0,01
0,3+0,0
25,6 +0,3

51,4+04
11,6+ 0,2
10,5+ 0,1
0,5+ 0,01
0,3+0,01
0,3+0,01
30,3+ 1,0

549+ 1,4
10,0 £0,8
9,24 0,5
0,3+0,0
0,3+0,4
0,2 % 0,02
30,2+ 0,7

63,1 £0,8
9,1 +£0,1
8,5+0,1
0,2+0,0
0,1+0,0
0,2+0,2
32,1+£0,7

Fraccion liquida (g/100 g paja cebada pretratada)

180 °C-15 min

180 °C-25 min

180 °C-30 min

180 °C-35 min

Azuicares

Forma Forma

Monomérica Oligomérica

Monomérica

Forma Forma

Oligomérica

Monomérica

Forma Forma

Oligomérica

Forma Forma

Monomérica Oligomérica

Glucosa 0,1 2,8 0,2 3,2 0,5 3,0 0,5 3,5
Xilosa 0,2 9,7 0,8 13,2 1,6 13,2 1,8 13,6
Arabinosa 0,9 0 0,9 1,1 1,1 0,8 1,1 0,7
Galactosa 0,05 1,0 0,1 1,2 0,3 0,9 0,3 1,1
Manosa - 2,0 - 0,2 0,03 0,2 0,04 0,3
Productos de degradacion
180 °C-15 min 180 °C-25 min 180 °C-30 min 180 °C-35 min

Furfural 0,09 0,3 0,3 0,6
HMF 0,02 0,04 0,2 0,08
Acido acético 0,6 0,9 1,0 1,2
Acido férmico 0,3 0,4 0,5 0,6

Y 4 LY
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En la tabla 4.2 se recogen los resultados de recuperacion de celulosa y hemicelulosa
(expresada como la suma de xilano, galactano, manano y arabinano) en las diversas
condiciones de pretratamiento realizadas, tanto en la fraccion solida como la liquida. En ella
se observa, como a tiempos cortos (15 min) de pretratamiento, la recuperacion de
hemicelulosa en la fraccion liquida es baja (45,4 %). En cambio, a tiempos mas largos, se
consiguen mayores porcentajes de recuperacion en la fraccion liquida, hecho que se justifica
por el efecto del tiempo de residencia en la accion hidrolitica conjunta del agua y de los
acidos orgénicos formados durante el pretratamiento, solubilizandose mayor cantidad de

hemicelulosa, logrando recuperaciones cercanas al 60%.

Tabla 4.2. Recuperacion de hemicelulosa y celulosa en las distintas condiciones de pretratamiento

Recuperacion de hemicelulosa (%) Recuperacion de celulosa (%)

ISmin 25min 30min 35min | 15min 25min 30min 35 min
Sélido 42,1 23,3 19,5 16,7 89.9 84,7 89,4 86,1
Liquido 454 57,4 59,6 61,6 7,7 9,2 9,4 10,8

Total 87,5 80,7 79,1 78,4 97,8 93,9 98,8 96,9

En la figura 4.1 se muestran los cromatogramas de las fracciones liquidas obtenidos
en las diferentes condiciones de pretratamiento analizadas por cromatografia de exclusion
molecular HPSEC. En ella se aprecia como a 180 °C y tiempos menores de pretratamiento
(15 y 25 min) la despolimerizacion es menor, por lo que el pretratamiento ha formado menor
cantidad de XOS (DP2-DP6) que a tiempos mds largos (30 y 35 min). Por este motivo
descartamos estas dos condiciones de pretratamiento. De entre las condiciones con un tiempo
de residencia mas largo (30 y 35 min), se seleccionan las de 30 min ya que se produce menor

concentracion de xilosa monomérica.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, las condiciones de pretratamiento
seleccionadas para llevar a cabo la experimentacion de esta Tesis han sido de 180 °C y 30

min para la paja de cebada. Estas condiciones representan un compromiso para la
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recuperacion de la mayor cantidad posible de celulosa en la fraccion sélida (89,4%) y

hemicelulosa soluble en la fraccion liquida (59,6%).

70.00
180°C 15 min
60,00 180°C 25 min
’ 180°C 30 min
_ ﬁ 180°C 35 min
E 50.00- X,
B 40.00-
S
v
8
2 30.00
20.00
10.00-
0.00-

3000 3500 4000 4500  50.00 5500  60.00 6500  70.00  75.0(

Tiempo (min)

Figura 4.1. Cromatogramas HPSEC de las diferentes fracciones liquidas tras ser sometidas a las distintas

condiciones de pretratamiento de explosion por vapor.

Una vez seleccionadas las condiciones de operacion (180°C y 30 min) se procediod
nuevamente al pretratamiento y determinacién de la composicion de las fracciones solida
(RSI) y de la fraccion liquida (FL), con el fin de generar material suficiente para su
utilizacion en el presente trabajo. A modo de comparacion, en la figura 4.2., se muestra la
composicion de la materia prima y del RSI obtenido tras el PEV. El andlisis de RSI muestra
que el contenido en celulosa (54,9%) y lignina (30,2%) fueron superiores al de la paja sin
tratar. Este efecto estd relacionado con la solubilizacion parcial de la fraccion de
hemicelulosa y de los extractivos contenidos en la paja de cebada. Los valores en
composicion en celulosa y hemicelulosa encontrados en el RSI fueron similares a los
encontrados en la bibliografia al someter a la paja de cebada a un pretratamiento por

explosion por vapor a 190 °C durante 10 minutos (Garcia-Aparicio y col., 2007).
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Composicion Inicial Composicion de RSI
[ = Celulosa ‘L N ‘ = Celulosa
3% N
)
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N 55% N

19% ._, ° ,

27% = Lignina Acido Insoluble 10% = Lignina Acido Insoluble

= Otros = Otros

Figura 4.2. Composicion de la materia prima y del RSI obtenido en el pretratamiento a 180 °C durante 30

minutos expresado en porcentaje en peso seco

En términos de rendimientos de recuperacion del glucano (celulosa) en las fracciones
solida y liquida representan el 89,4% y el 9,4%, respectivamente. Mientras que los
rendimientos de recuperacion de xilano (componente principal de esta hemicelulosa) fueron

21,9% en RSI'y 60,2% en la fraccion liquida.

En la tabla 4.3 se muestran los resultados del analisis de composicion de la fraccion
liquida obtenida durante el pretratamiento con EV de la paja de cebada a 180 °C y 30 min.
Los oligosacéridos detectados se cuantificaron como la diferencia entre los azicares medidos
antes y después de una hidro6lisis 4cida con acido sulfurico al 4% (p/p) durante 30 min a 120

°C. Los azucares determinados se encontraban principalmente en forma oligomérica.

Los monosacaridos en la fraccion liquida equivalen a un 17,6% de la concentracion
total de azucares, siendo la xilosa el monosacarido mayoritario (45,6%). La proporcion de
monosacaridos en el prehidrolizado vari6 en funcion del tipo de azucar, asi la galactosa y la
manosa se detectaron en una proporcion del 8,8% y 1,1% respectivamente. La glucosa
monomeérica medida fue del 12,7%, proveniente tanto de la hemicelulosa como de cierta
cantidad de almidon, como consecuencia de una contaminacién de grano en la paja
fundamentalmente. Los azucares monoméricos mas abundantes fueron, arabinosa y xilosa en
una relacion A/X de 0,7. Teniendo en cuenta que la relacion de A/X en la materia prima fue

0,2, vemos que durante el pretratamiento se produjo una apreciable liberacion de arabinosa.
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Tabla 4.3. Composicion del prehidrolizado de paja de cebada

FIPCP Forma monomérica g/L Forma oligomérica g/L
Glucosa 0,8 +0,06 5,2+0,06
Xilosa 3,1+£0,17 25,3+0,17
Galactosa 0,6 0,13 1,6 £ 0,04
Arabinosa 2,1+0,03 1,2+0,13
Manosa 0,07+ 0,00 0,4+0,01
Productos de degradacion g/L Compuestos fenolicos mg/L
Acido Férmico 0,8+ 0,45 Vainillina 40+3
Acido Acético 1,7+0,21 Siringaldehido 13,5+0,7
Furfural 1,0+ 0,001 Acido p-Cumarico 30+2
HMF 0,1 + 0,009 Acido Fertlico 34,5+0,7

4-Hidroxibenzaldehido < Limite cuantificacion

Durante el pretratamiento ademas de solubilizarse los azucares, también se liberaron
grupos acetilos procedentes de la hemicelulosa en forma de 4cido acético (1,7 g/L) y una
pequefia concentracion de compuestos derivados de la lignina como vainillina (4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido) (40,5 mg/L) procedente de la liberacion de las unidades
guayacilpropano o el acido feralico (dcido 3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)propil-2-enoico),
compuesto que forma parte del grupo de los acidos hidroxicinamicos con una concentracion

de 34,5 mg/L.

Compuestos como furfural (1,0 g/L) e HMF (0,1 g/L) fueron también cuantificados,
como ya se ha comentado anteriormente, estos compuestos proceden de la degradacion de las
pentosas (xilosa y arabinosa) y de las hexosas (glucosa, galactosa y manosa),
respectivamente. También se detectd acido formico (0,8 g/L), producto generado como

consecuencia de la degradacion de los furanos.
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El andlisis de la composicion del prehidrolizado mostr6 un contenido en
oligosacaridos del 82,4% apreciandose una amplia distribucion de xilooligosacaridos. El
prehidrolizado fue analizado mediante la técnica cromatografica HPAEC-PAD. El
cromatograma (Fig. 4.3) muestra una amplia distribucion de aziicares desde monosacaridos al
comienzo de la elucion hasta oligosacaridos en el 32 min de elucion (aumentando
gradualmente de tamafio), a partir del cual se aprecian pequeias concentraciones de

oligobmeros de alto grado de polimerizacion (zona ampliada en la figura 4.3).

La cuantificacion de los xilooligosacaridos liberados durante el PEV se llevo a cabo
utilizando una calibracién externa con estandares comerciales (X2-Xs). Las concentraciones
medidas fueron Xo (2,8 g/L), X3 (2,5 g/L), X4 (2,8 g/L), X5 (2,7 g/lL) y X6 (2,4 g/L).
Aplicando el factor de correccion (para expresarlo como xilosa) se obtiene un valor de XOS
DP2-DP6 de 14,4 g/L. A parte de la serie de XOS mostrados en la figura 4.3, se detectaron

picos no identificados de baja intensidad.

La cromatografia de exclusion molecular (SEC) fue utilizada con el fin de estimar la
distribucion de XOS presentes en la fraccion liquida. Para ello, se empled un sistema de tres
columnas conectadas en serie con distinto tamafno de corte. El perfil cromatografico obtenido
mostrd la existencia de un 40% de oligosacaridos entre DP2-DP6, un 37% de oligdémeros de
peso molecular superior a DP6 y el resto esta formado por monosacaridos y otros compuestos

de bajo peso molecular producidos durante el pretratamiento (Fig. 4.4).
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Figura 4.3. Cromatograma de HPAEC-PAD de los xilooligdmeros obtenidos en la fraccion liquida de paja

de cebada tratada por explosion de vapor a 180 °C durante 30 min
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Figura 4.4. Perfil cromatografico de HPSEC de la fraccion liquida de paja de cebada pretratada con EV a
180 °C 30 min
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La FL obtenida tras el pretratamiento presenta una concentracion de OS de 31,7 g/L,
de los cuales 25,3 g/L son XOS!. Estos valores referidos a materia prima equivalen a 17,5 g
OS/100 g paja de cebada y a 13,9 g XOS/100 g paja de cebada. En concreto, la cantidad de
xilooligosacaridos con DP2-DP6 es de 7,9 g/100 g paja cebada.

4.3. Purificacion previa de la fraccion soluble obtenida en el pretratamiento de EV

La fraccion liquida obtenida tras el pretratamiento de explosion por vapor tal y como
se ha comentado en el apartado anterior, presenta en su composicion compuestos procedentes
de la degradacion de azucares y lignina, que pueden resultar toxicos o inhibidores en etapas
posteriores de transformacion (ver tabla 4.3). Por este motivo, se procedido a someter la
muestra a una etapa de purificacién previa a su utilizaciéon como sustrato en la hidrolisis

enzimatica para la obtencion de XOS.

Antes de la purificacion
- Después de la purificacion

Intensidad (mAU)

Furfural

TN N I\ Sitingaldehido Ac. Ferulico
ul 5, e | N AL LIV SN\ — AN s = a _—
Vainillina Ac.p-Cumarico

» P P € m

Tiempo (min)

Figura 4.5. Cromatogramas HPLC/UV de la fraccion liquida obtenida tras el PEV antes y después del

tratamiento con la resina

La purificacion se realiz6 utilizando una resina de intercambio idnico de lecho mixto,
logrando reducir totalmente el contenido en &cidos carboxilicos, mientras que los furanos

(HMF y furfural) se redujeron en torno al 75%. En la figura 4.5 se muestra los

! Determinado como monémero

—
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cromatogramas HPLC/UV de la fraccion liquida obtenida tras el PEV antes y después del
tratamiento con resina. Los compuestos fendlicos liberados en el pretratamiento también
fueron retenidos en la resina, sin embargo, aquellos compuestos fenolicos unidos a la cadena
de xilano no se vieron retenidos. Con este tipo de resinas se consigue principalmente la
eliminacién de compuestos fenolicos, debido a la formacion de fuertes enlaces entre los
grupos amonio cuaternario de la resina (cargados positivamente) y los fenoles (cargados
negativamente). También se ve afectada la concentracion de los furanos, debido en este caso
a las interacciones hidrofébicas (Oliva, 2003). El empleo de resinas de intercambio i6nico es
un método muy eficaz en la eliminacion de compuestos que no pertenecen a los
carbohidratos. No obstante, presenta como desventaja el elevado coste (Wang Z. y col.,

2015).

Para comprobar la eficacia de etapa de purificacion y como la presencia de estos
compuestos de degradacion (furanos, acidos alifaticos de cadena corta y fenoles) afecta a la
produccion de XOS, se llevo a cabo el estudio utilizando la enzima X/nJa, que es endo-f3-
(1,4)-D-xilanasa, perteneciente a la familia 10 de las glicosil hidrolasas (GH10). Para ello se
realizaron dos ensayos de HE de prehidrolizado simultdineamente con y sin la etapa de
purificacion. En la figura 4.6, se muestran las cinéticas de produccion de xilosa, xilobiosa y

XOS (DP2 a DP6).

En ausencia de etapa de purificacion, la xilobiosa alcanzé una concentracion final de
5,6 g/L y de XOS 20 g/L (Fig.4.6a). Cuando la HE se llevo a cabo utilizando una etapa previa
de purificacion, se apreci6 un aumento considerable en la concentracion de xilobiosa (8,0
g/L) y XOS (21,1 g/L), después de 6 horas de hidrdlisis. La utilizaciéon de una etapa de
purificacion permite incrementar la produccion de xilobiosa en 1,9 veces frente a la no
utilizacion de etapa de purificacion previo al proceso de HE, favoreciendo la eliminacion de
productos potencialmente inhibitorios. La utilizacion de la etapa de purificacion permite,
ademas, incrementar en un 20% la produccion de XOS. La mejora observada se asocia a la
eliminaciéon de compuestos fendlicos durante la etapa de purificacion. Se ha descrito en la
bibliografia la inhibiciéon de las endoxilanasas por la presencia de compuestos fendlicos

(Boukari y col., 2011; Duarte y col., 2012; Moreira y col., 2013).
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a) HE sin purificacion previa b) HE con purificaciéon previa
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Figura 4.6. Efecto de la etapa de purificacion previa de la fraccion liquida en la hidrélisis enzimatica: (a)

HE sin purificacion previa y (b) HE con etapa de purificacion

A la vista de los datos obtenidos, se seleccion6 esta etapa de purificacion para los
ensayos posteriores, y la fraccion liquida resultante después de esta etapa, que denominamos

FIPCP (fraccion liquida de paja de cebada pretratada), es el sustrato con el que se trabajara a

lo largo de este trabajo.

4.4. Produccion de XOS via enzimdtica

Para evaluar la produccion de xilooligosacaridos de bajo grado de polimerizacion a
partir de la FIPCP se ha utilizado la estrategia de someter este material a una serie de ensayos
de hidrolisis enzimdtica utilizando enzimas endo-B-(1,4)-D-xilanasas pertenecientes a
distintas familias, tanto de forma individual como en combinacién con otras enzimas
accesorias. Como hemos comentado anteriormente, la estructura recalcitrante y compleja de
la biomasa lignocelulosa es el principal obstaculo para lograr un proceso de bioconversion

enzimatica eficiente y econdmicamente rentable (Li y col., 2016).

4.4.1. Hidrélisis enzimdtica con endo-fi-(1,4)-D-xilanasa pertenecientes a las familias
GHI10

Las endo-B-(1,4)-D-xilanasas utilizadas para la obtenciéon de XOS de bajo grado de
polimerizacion fueron las que pertenecen a la familia de las glicosil hidrolasas 10

denominadas X/nJa y XinTh.
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Las endo-B-(1,4)-D-xilanasas GH10 son capaces de romper los enlaces glicosidicos
de la cadena principal de xilano hacia el extremo reductor de una sustituciéon simple o doble
de la xilosa cercanos a puntos de ramificacion (Motta y col., 2013). Para poder ser activa, la
enzima requiere un espacio de al menos dos residuos de xilopiranosil no sustituidos. Por este

motivo, pueden actuar en un amplio rango de sustratos.

Los ensayos de hidrolisis se llevaron a cabo a una temperatura de 50 °C, utilizando un
tampon citrato 0,05 M y pH 4,5. Se realizo el muestreo del proceso a diferentes tiempos 0,
0,5; 1; 2; 3 y 6 h. Las dosis de enzima afiadidas fueron 1,5 U/mL de FIPCP en la HE con
XinJay 5,6 U/ mL en la HE con X/nTh.

La figura 4.7 muestra la evolucién de la produccion de xilosa a lo largo de las
hidroélisis enzimaticas del FIPCP utilizando X/nJa y XInTh, llegando a concentraciones de 6,2
y 6,4 g/L de xilosa respectivamente a las 6 h de hidrolisis. Tanto en la hidrélisis con X/nJa
como con X/nTh se produjo una elevada liberacion de xilosa, afectando negativamente a la

produccion de XOS de bajo grado de polimerizacion.

Los XOS mayoritarios producidos en las HE con las endo-3-1,4-xilanasas tanto con la
XlnJa como con la X/nTh han sido xilobiosa y xilotriosa. Este hecho era esperado, ya que este
tipo endo-f-1,4-xilanasas producen XOS de bajo grado de polimerizacion. En la figura 4.7, se
muestra el aumento de concentracion a lo largo del tiempo de X> (8,6 y 10,5 g/L) y X3 (5,2 y
5,7 g/L) en las HE llevadas a cabo con las enzimas X/nJa y XInTh, respectivamente. A partir
de 2 h, el aumento en la produccion de xilobiosa actué en detrimento de la produccion de

xilotriosa y de los XOS (DP4-DP6) (datos no mostrados en la figura 4.7).
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Figura 4.7. Perfiles de produccion de xilosa, Xo y X3 durante las HE con las enzimas X/nJa y XIinTh

En ambos ensayos se observa como la produccion de xilotriosa a partir de las 2 h de
hidroélisis comienza a disminuir. La formacion de xilobiosa alcanza valores superiores en el
ensayo que se utiliza la endo-B-1,4-xilanasa X/nTh, siendo la concentraciéon de XOS DP2-
DP3 a 6 h de hidrolisis superior en este ensayo. En cuanto a la produccion de xilosa liberada

por ambas enzimas es bastante similar en ambos ensayos.

En cuanto a la cantidad de XOS con DP4-DP6, al principio de la hidrdlisis se produce
un aumento de estos compuestos, pero enseguida son hidrolizados a compuestos de menor

grado de polimerizacion, como era de esperar al tratarse de unas enzimas pertenecientes a la

familia GH10.

Como la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nTh es la que mayor cantidad de X> y X3 produce
es esta enzima la seleccionada para llevar a cabo un estudio de hidrolisis utilizando dos dosis

con el fin de aumentar la formacion de XOS.

4.4.1.1. Efecto de la dosis de enzima la endo-f-(1,4)-D-xilanasa XInTh en la hidrdlisis
de la FIPCP

En este apartado se estudia el comportamiento de la endo-B-(1,4)-D-xilanasa XInTh a
dos dosis diferentes D1 (5,6 U/mL) y D2 (22,5 U/mL). El conocimiento de utilizacion de la
dosis adecuada es uno de los pardmetros mas importantes para lograr la degradacion de la
biomasa (Cuyvers y col., 2011). En estos ensayos se monitoriz6 la concentracién alcanzada

de monosacéridos y la formacion de XOS de bajo peso molecular (DP2-DP6).Como era de

127

—
| S—



Resultados y discusion

esperar, siguiendo el comportamiento de las GH10, la concentracién de xilosa alcanz6 un
valor de 8,4 g/LL con la dosis D2 frente a los 6,4 g/L que se obtuvieron con la dosis menor a
las 6 h de hidrolisis (Fig. 4.8), lo que en porcentaje se traduce en 21,0% frente al 13,2% en la
produccion de xilosa monomérica respecto a la xilosa potencial. Estos valores de xilosa
monomeérica son bastante elevados, por lo que en principio esta enzima no seria buena para

nuestro objetivo de obtener la mayor cantidad de XOS de DP2-DP6.

10 +
~~
S
&g
<
w
=
= 6
=
=
.5 4 4
] ==t XInTh D1
E —=&— XInTh D2
= 2 .
)
o
s
Q 0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (h)

Figura 4.8. Perfil de produccion de xilosa durante la HE con X/nTh con las dosis D1 y D2

Al estudiar el comportamiento de la X/nTh sobre la fraccion liquida purificada
procedente de la paja de cebada pretratada para la formacion de XOS se utiliz6 HPAEC/PAD
para su determinacion analitica, viéndose que la méxima concentracion de XOS con la dosis
D1 se produjo a las 3 h de hidrdlisis (Fig. 4.9a), mientras que con la dosis alta (D2), fue
suficiente 1 h de hidrdlisis para alcanzar el valor maximo (Figura 4.9b). En ambos casos, los

componentes mayoritarios fueron la xilobiosa y xilotriosa.

En la figura 4.9¢c, se ha representado la concentracion de cada xilooligosacaridos
(DP2-DP6) existente en el medio de hidrélisis con X/nTh a 3 h con las dos dosis. En ella se
observa como con la dosis D1, se determin6 una concentracion de 9,3 g/L de xilobiosa y 5,2
g/L de xilotriosa mientras que para la D2 los valores obtenidos fueron 9,8 y 3,4 g/L de

xilobiosa y xilotriosa respectivamente.
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Figura 4.9. Cinéticas de produccion de XOS con X/nTh D1 (a) y D2 (b). Distribucion de xilosa y XOS en
la HE con XInTh a las 3 h (¢)

Al continuar la evolucion de la reaccion de hidrélisis hasta las 6 h con la dosis D1, las
concentraciones de xilosa y xilobiosa (6,4 y 12,8 g/L respectivamente) aumentaron a

expensas de hidrolizar el resto de xilooligosacaridos (DP3-DP6).

En la experiencia con la dosis de enzima superior (D2), la méxima concentracion de
XOS se obtuvo a 1 h de hidrdlisis, obteniendo valores de 9,0 g/L de xilobiosa y 6,8 g/L de
xilotriosa. La cantidad de xilosa monomérica liberada a 1 h fue de 5,6 g/L (Fig. 4.8).
Transcurrido este tiempo de hidrolisis, la cantidad de xilosa monomérica y de xilobiosa fue
aumentando hasta los 8,4 g/L y 12,7 g/L respectivamente a 6 h de reaccion, mientras que la

concentracion de los otros XOS fue decreciendo.
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La utilizacion de mayor dosis de enzima permite acortar el tiempo al que la
producciéon de XOS es maxima. No obstante, las concentraciones de XOS fueron similares a
los obtenidos con una menor dosis y tiempos mas largo, de modo que no es necesario
incrementar la dosis ya que 3 h de hidrolisis no es un tiempo largo. La utilizacion de la endo-
B-(1,4)-D-xilanasa X/nTh a baja dosis permite obtener 9,9 g XOS (DP2-DP6) (expresados
como xilosa)/100 g de materia prima equivalente al 71,3% de rendimiento de produccion

XOS (DP2-DP6).

4.4.2. Hidrolisis enzimdtica con endo-f$-(1,4)-D-xilanasa perteneciente a la familia

GHI1

La endo-B-1,4-xilanasa perteneciente a la familia 11 de las hidrolasas glicosidicas
utilizada para la produccion de XOS de bajo grado de polimerizacion fue la enzima X/inM1.
Las enzimas de la familia GH1, a diferencia de las GH10, requieren al menos tres residuos
consecutivos no sustituidos para poder actuar (produciendo XOS de mayor grado de
polimerizacion que los generados por las endo-B-1,4-xilanasa perteneciente a la familia 10

(GH10) (Pollet y col., 2010).

Se ha estudiado el comportamiento de esta endo-B-(1,4)-D-xilanasa como en la
experiencia anterior con dos dosis de enzima X/nMl1, 5,1 y 20,4 U por mL de FIPCP
(denominadas D1 y D2 respectivamente). Las condiciones de hidrolisis para la produccion de
XOS de cadena corta fueron de 50 °C, utilizando un tampon citrato 0,05 M y pH 4,8,

tomando muestra del proceso a diferentes tiempos durante 6 h.

En la figura 4.10, se representan las cinéticas de produccion de xilosa, observandose
como la enzima X/nM1 se alcanza una concentracion final de xilosa muy semejante en ambos
ensayos (valores en torno a los 5 g/L), lo que significa que en este ensayo se ha producido
alrededor de 2 g/L. Este valor expresado en porcentaje de liberacion de xilosa fue del 7,2%
para D1 y 7,9% por la D2. El interés en monitorizar la xilosa monomérica tiene por objeto
conocer como avanza la reaccidon, ya que cuanta mas xilosa monomérica se forme, menos

cantidad de xilano oligomérico esta disponible para formar los compuestos deseados.
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Se monitorizo6 la formacion de XOS durante el tiempo de hidrolisis con ambas dosis,
y los resultados obtenidos se recogen en la figura 4.11. En los graficos de esta figura se

muestra, ademas, la distribucion de xilooligdbmeros formados en la hidrélisis con las dos dosis

a3h.
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Figura 4.10. Perfil de produccion de xilosa durante la HE con X/nM1 con las dosis D1 y D2

Al determinar analiticamente por HPAEC-PAD la concentracion de XOS, se observo
que el incremento de dosis de enzima no supuso un aumento en la concentracion de los XOS
determinados con respecto a la dosis menor. En la bibliografia se encuentran varias hipotesis
para justificar este hecho, pudiendo deberse a que la capacidad hidrolitica de las enzimas
disminuye con el tiempo, por inhibiciéon o por desactivacion térmica. Otra hipdtesis es que
exista una competencia por los puntos de union de los enlaces entre las enzimas por lo que un
aumento en la dosis reduce la tasa global (Banerjee y col., 2010). Con ambas dosis, el
compuesto mayoritario cuantificado fue la xilobiosa, alcanzdndose valores de 10,9 g/L y 11,8

g/L para D1 y D2 respectivamente después de 3 h de reaccion.

La méxima cantidad de produccion de XOS con la enzima X/nM1 utilizando la menor
dosis (D1), expresado con relacion a la xilosa presente en la materia prima fue de 11,3 g de
XOS (DP2-DP6) por 100 g de materia prima, lo que supone un 81,3% de rendimiento de
produccion de XOS. Estos valores son superiores a los logrados con la enzima endo-B-(1,4)-

D-xilanasa GH10 del apartado anterior.
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Después de las 3 h de hidrdlisis, se produjo un incremento de xilosa monomérica,
alcanzandose valores de 4,2 g/L, debido a la hidrolisis de los XOS (DP2-DP6) formados. Este
comportamiento de la enzima comercial de hidrolizar los compuestos entre DP4 y DP6 para
formar xilobiosa y xilosa por otros autores utilizando la cascarilla de avena como sustrato

(Cuyvers y col., 2011).

En relacion con la concentracion del resto de monosacéridos (glucosa, galactosa,
arabinosa y manosa), practicamente no presentaron ningin cambio significativo durante las
diferentes hidrolisis llevadas a cabo en las experiencias anteriores al utilizar enzimas puras.

La galactosa vari6 en un rango entre 0,6/ 1.0 g/L; arabinosa y manosa entre 2,2/ 2,6 g/L.

Respecto a la concentracion de glucosa medida en la fraccion liquida tampoco vario
su concentracion durante la HE realizadas (entre 0,8/ 1,1 g/L), ya que la endo-B-(1,4)-D-

xilanasa GH11, no acttia sobre los derivados de celulosa (Valenzuela, 2012).

Dada la alta concentracion de glucosa oligomérica determinada en la composicion del
prehidrolizado (5,2 g/L) se procedi6 a estudiar la procedencia de dicha glucosa utilizando dos
enzimas con diferente modo de actuaciéon como son las preparaciones enzimaticas NS22035 y
Novozym 188. La enzima NS22035 es una glucoamilasa que actaa sobre los enlaces o (1-4) y
(1-6) liberando glucosa, mientras que la Novozym 188 es una preparacion enzimatica a base
de celobiasas (-1,4-glucosidasa) cuya accion consiste en hidrolizar celobiosa y oligomeros
de glucosa (GOS) con enlace B-(1,4) para producir glucosa. Tal y como se ha comentado en
el apartado 4.2 (pag. 114), la FIPCP presenta en su composicion oligosacaridos de glucosa,
sobre los que podria actuar esta enzima. Para ello se realizaron hidrolisis con cada una de
estas enzimas complementarias a la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1. Las condiciones del

ensayo se recogen en el apartado correspondiente a Materiales y Métodos.
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Figura 4.11. Cinéticas de produccion de XOS con XinM1 D1 (a) y D2 (b). Distribucion de xilosa y XOS
en la HE con X/nM1 alas 3 h (¢)

La glucoamilasa liber6 2,1 g/L de glucosa cuya presencia puede deberse a compuestos
derivados del almidon procedente de contaminacion con grano, mientras que la B-glucosidasa
produjo la liberacion de 3,8 g/L de glucosa procedente de oligosacaridos de glucosa o de B-
glucanos presentes en la muestra, con lo que se comprobd que no toda la glucosa presente en
la FIPCP esta unida a la cadena de xilano formando parte de la hemicelulosa. La presencia de
estos compuestos demuestra que junto a las endo-B-(1,4)-D-xilanasas se debe afiadir enzimas
complementarias o adicionales para incrementar la descomposicion de los xilanos solubles

(Cuyvers y col., 2011, Biely y col., 2016).
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4.4.3. Hidrélisis enzimdtica de FIPCP con mezcla de endo-f-(1,4)-D-xilanasas GH10 y
GHI11

Dado el diferente modo de actuacion de las endo-B-(1,4)-D-xilanasas pertenecientes a
las familias GH10 y GHI11, se estudié el posible efecto sinérgico utilizando de forma
simultanea las dos endo-B-(1,4)-D-xilanasas, XInTh (GH10) y XInM1 (GH11) con el objetivo
de aumentar la produccion de XOS sin aumentar la concentracion de xilosa monomérica. La
dosis utilizada para llevar a cabo esta experiencia con ambas enzimas fue la dosis D1 del
apartado anterior. Las cinéticas de produccion de XOS de bajo grado de polimerizacion se
muestran en la figura 4.12a. En ella se observa como a tiempos cortos se producen XOS
(DP2-DP6), que rapidamente se hidrolizan para formar compuestos de menor grado de

polimerizacion.

En la figura 4.12b se representan las concentraciones de xilosa y de los XOS
producidos a las 3 h a partir de la FIPCP en la HE con mezcla de enzimas X/n'Th y XInM1 e
individualmente. La concentracion de xilosa monomérica con la mezcla de endo-B-(1,4)-D-
xilanasas (5,4 g/L) fue similar a la obtenida con la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nTh (5,5 g/L)
individualmente, pero mayor que la liberada por la X/nM1 (4,2 g/L) a 3 h de hidrdlisis. Este
hecho puede deberse a que la X/nTh (GH10) es capaz de hidrolizar a XOS de menor peso
molecular favoreciendo la formacion de xilosa monomérica a diferencia de la actuacion de la

XIinM1 (Falck y col., 2015).
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Figura 4.12 a) Cinética de produccion de XOS con la mezcla de X/nTh y X/nM1 (1:1 D1) b) Distribucion
de los XOS y xilosa determinados en la HE con X/rTh (D1) y X/inM1 (D1) y mezcla de las dos enzimas a
las3 h
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El compuesto mayoritario producido fue de nuevo la xilobiosa con una concentraciéon
de 13,4 g/L seguido de la xilotriosa con 5,7 g/L. Las concentraciones de estos compuestos
fueron superiores a las encontradas en los ensayos llevados a cabo de manera individual, pero
no fue asi para el resto de XOS (X4, X5 y X6) que se obtuvieron en menor concentracion
como puede apreciarse en la figura 4.12b. Este hecho puede ser atribuido a que la endo-f3-
(1,4)-D-xilanasa X/nM1 (GH11) produce xilooligomeros de 4, 5 y 6 residuos de pentosas
mientras que la X/nTh (GH10) rompe esos XOS para formar fundamentalmente xilobiosa y
xilotriosa. Expresando estos resultados con respecto a la cantidad de materia prima, se
obtuvieron 12,1 g de XOS (DP2-DP6) (expresado como xilosa) por 100 g de materia prima.
Este valor es superior en comparacion al obtenido en los ensayos de manera individual con
las enzimas X/nTh y XInM1 (9,9 y 10,6 g de XOS (DP2-DP6) por 100 g de materia prima

respectivamente).

La principal diferencia entre estas enzimas es que los productos resultantes de la
accion de la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nTh (GH10) fueron de menor tamaiio que los
producidos por la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/mM1 (GHI11), lo que indica una mayor
proporcién de sitios de escision para la endo-B-(1,4)-D-xilanasa GH10. Al obtener también
menor cantidad de XOS con la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 (GHI11) puede indicar que
nuestro sustrato presenta ramificaciones en posiciones que dificulta la actuacion de la enzima.
En el andlisis realizado por espectrometria de masas (MALDI-TOF-MS) de la FIPCP, cuyos
resultados se recogen en el apartado 4.6.1 (pag. 171), permiten confirmar que los
oligosacaridos presentes en esta fraccion estan ramificados, posiblemente con residuos de
arabinosa. Aunque para conocer la posicion del enlace se deberia realizar la técnica de

resonancia magnética nuclear o cromatografia de gases.

4.4.4. Comportamiento de las a-L-arabinofuranosidasas Arf51 (GHS51) y Arf43 (GH43)
en la HE con XinM1 de dos arabinoxilanos comerciales de baja (LOW) y media
(MEDIUM) viscosidad

Como ya se ha comentado, la composicion inicial de la FIPCP se ha determinado la
presencia de arabinosa, tanto en forma monomérica como oligomérica (ver tabla 4.3). La

arabinosa se encuentra como sustituyente en la cadena de xilano, pudiendo actuar como
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barrera para la despolimerizacion enzimadtica dificultando el ataque de la endo-B-(1,4)-D-
xilanasa. La susceptibilidad a la degradacion enzimatica depende del grado de sustitucion, del

tipo de enlace glicosidico y de la posicion a lo largo de la cadena de xilano.

Antes de estudiar el modo de actuacion sobre FIPCP de las a-L-arabinofuranosidasas
(Arf51 y Arf43) y el posible efecto sinérgico entre ellas, junto a la endo-p-(1,4)-D-xilanasa, se
han utilizado dos sustratos comerciales de arabinoxilanos de trigo (de pureza, 95%) de baja 'y
media viscosidad (10,2 y 31,4 cSt) respectivamente, para estudiar el efecto de estas enzimas
sobre el sustrato. Los arabinoxilanos comerciales se han denominado LOW de baja viscosidad
que presenta una relacion molar arabinosa/xilosa de 0,4 y el llamado MEDIUM de media
viscosidad, cuya relacion molar A/X es de 0,6. Se ha estudiado el comportamiento de la
endo-B-(1,4)-D-xilanasa de la familia 11 (X/mM1) procedente de 7. viride tanto
individualmente como en presencia de a-L-arabinofuranosidasas (47f51 y Arf43). La enzima
Arf51 (GHS51) procedente de 4. niger, libera la arabinosa unida a la cadena de xilanopiranosil
monosustituida de las posiciones (1—2) y (1—3). En cambio, la Arf43 (GH43) procedente de
Bifidobacterium sp., acta sobre los residuos de xilanopiranosil di sustituidos por la arabinosa

en la posicion (1—3) (Borsenberger y col., 2014).

Las HE se han realizado utilizando como sustrato arabinoxilano comercial en una
concentracion de 10 g/L. Durante la hidrolisis enzimatica se midi6 la liberacién de xilosa,
arabinosa y la formacién de XOS a 0, 0,5; 1; 2; 3; 4 y 6 h, evaluando el posible efecto

sinérgico producido por estas dos a-L-arabinofuranosidasas.

En la figura 4.13, se muestra el efecto de la combinacion de la enzima XInM1 con las
enzimas o-L-arabinofuranosidasas (Arf51 o Arf43) en la produccion de arabinosa y xilosa
utilizando arabinoxilano LOW como sustrato. Como se ilustra en la figura 4.13a, cuando
Arf51 esta presente en el medio de hidrdlisis, en 6 h se liberd 50% de la arabinosa presente en
el sustrato, mientras que con la enzima Arf43 la liberacion de arabinosa fue menor (0,3 g/L).
Este resultado indica que la mayoria de las arabinosas en el sustrato utilizado estdn unidas a
la cadena de xilano por enlaces (I1—2) y/o (1—3) en xilosas monosustituidas y una

proporcion menor de arabinosa estan unidas a xilosas disustituidas.
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Figura 4.13. Produccion de arabinosa (a) y de xilosa (b) en la HE de un arabinoxilano comercial (LOW)

utilizando diferentes enzimas

El ensayo llevado a cabo de una endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 sobre el sustrato
LOW en combinacion con la enzima Arf43 mostré un ligero aumento en la liberacion de
arabinosa alcanzdndose una concentracion de 0,4 g/L. En cambio, la adicion de Arf51 a la
endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 liber6 una concentracion de arabinosa similar a la producida
por la a-L-arabinofuranosidasa sola. La mayor liberacion la encontramos en el ensayo
llevado a cabo con la mezcla ternaria de endo-fB-(1,4)-D-xilanasa y las dos a-L-

arabinofuranosidasas, logrando obtener una concentracion final de 1,1 g/L.

Con relacion a la produccion de xilosa, la mayor liberacion del monosacarido (0,6
g/L) se obtiene al con el ensayo de endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 junto a la a-L-
arabinofuranosidasa Arf51. Este resultado es superior al obtenido con la endo-B-(1,4)-D-
xilanasa X/nM1 sola (0,2 g/L), por lo que se observa una sinergia entre estas dos enzimas
para la liberacion de la xilosa. En cambio, en los ensayos que incluyen la o-L-
arabinofuranosidasa 4rf43 junto a las otras enzimas, la liberacién de la xilosa es incluso
menor a la liberada por la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 individualmente. Una explicacion
a este comportamiento podria ser que la actuacion de la enzima Arf43 impide el
reconocimiento de los sitios de unidn de las otras enzimas por lo que su modo de actuacion se

ve afectado.

En la figura 4.14 se muestran los cromatogramas obtenidos con el equipo de HPLC de

exclusion molecular (HPSEC/IR), en ella se ve la despolimerizacion del arabinoxilano LOW
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por accion de las diversas enzimas XInM1, Arf51, Arf43 y la combinacién entre ellas. Tal y
como se observa en esta figura, la endo-f-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 actia sobre el polimero
LOW formando entre otros, compuestos intermedios semejantes a los arabinoxilooligémeros
estandares ramificados denominados XA3XX (33-a-L-arabinofuranosil-xilotetraosa) y A2XX
(23 a-L-arabinofuranosil-xilotriosa). En los ensayos en los que la enzima Arf51 est4 presente,
estos compuestos intermedios son hidrolizados para dar lugar a otros oligdmeros de menor
tamafio molecular, no produciendo el mismo efecto la suplementacion con Arf43. De acuerdo
con su mecanismo de accion, la Arf43 actia sobre las posiciones (1—3) de xilosas

disustituidas (Mechelke y col., 2017).

En la tabla 4.4 se recogen los porcentajes de xilosa y arabinosa liberada, asi como los
xilooligdmeros formados durante la HE del arabinoxilano LOW. La cuantificacion mostrd
que un 14,8% de arabinosa estd unido a residuos de xilosa disustituidas y un 49,4% a
residuos de xilosa monosustituida presentes en el polimero LOW. La HE con la endo-B-(1,4)-
D-xilanasa X/nM1 en combinacién con la enzima con Arf43, liberd un 21,4% de la arabinosa

potencial, mientras que cuando se combiné con la enzima Arf51 se obtuvo alrededor del 52%.

La mayor liberacién de arabinosa (60,4%) se logré al utilizar la combinacion de la
endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 junto con las dos o-L-arabinofuranosidasas Arf43 y Arf51.
En el caso de la xilosa (12,9%), se produjo al utilizar la combinacién enzimadtica
XInM1+A4rf51. La adicion de Arf43+Arf51 a la HE con X/InM1 favoreci6 la liberacion de
arabinosa como se ha comentado anteriormente, con una pequena hidroélisis a xilosa (4,5%) y
una liberaciéon de XOS del 62,1%. En el cromatograma registrado en HPAEC-PAD se
detectaron pequefos picos cromatograficos a tiempos altos de elucion que pueden

corresponder a oligdmeros de alto peso molecular y/o ramificados.
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Figura 4.14. Cromatograma de HPSEC/IR de la hidrolisis enzimatica a 6 h de arabinoxilano LOW con
distintas enzimas (X/nM1; Arf51; Arfd3; XInM1+Arf51; XInM1+Arf43 y XInM1+Arf51+Arf43)

Tabla 4.4. Porcentaje de liberacion de xilosa, arabinosa y X»-X4 sobre el arabinoxilano LOW

Test X2-X4 (%) Xilosa (%) Arabinosa (%)

Arf51 - - 49,4
Arf43 - - 14,8
XinM1 18,1 5,4 -

XInM1+A4rf51 45,8 12,9 51,6
XInM1+A4rf43 234 2,8 21,4
XInM1+Arfd3+Arf51 62,1 4,5 60,4
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Del mismo modo, se ha estudiado el comportamiento de las enzimas mencionadas
anteriormente con el sustrato MEDIUM en las mismas condiciones. Se ha realizado el
seguimiento de la evolucion de la xilosa, arabinosa y XOS formados. Los resultados de

produccion de arabinosa y xilosa se muestran en la figura 4.15.
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Figura 4.15. Produccion de arabinosa (a) y de xilosa (b) en la HE de un arabinoxilano comercial
(MEDIUM) utilizando diferentes enzimas

En la figura 4.15a, se representa la liberacion de la arabinosa. En ella se observa, que
las menores concentraciones son liberadas por los ensayos que contiene la o-L-
arabinofuranosidasa Arf43, debido a que este sustrato contiene una cantidad limitada de
xilosas disustituidas. Se liberaron 0,8 y 1,0 g/l de arabinosa en la experiencia con Arf43
individualmente y junto a la endo-p-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 respectivamente. En cambio, las
experiencias que contienen a la Arf51, se observa una liberacion mayor (1,9 g/L). Como en
los ensayos de hidrdlisis utilizando con el sustrato arabinoxilano LOW, la mayor liberacion
de arabinosa se produjo con X/nM1 en combinacion con las dos a-L-arabinofuranosidasas

(Arf51 y Arf43), con un valor de 2,5 g/L.

La liberacion de xilosa monomérica por la accion de la endo-B-(1,4)-D-xilanasa
XIinM1 fue de 0,2 g/L. Este valor fue muy superior cuando la a-L-arabinofuranosidasa Arf51
fue adicionada a la X/InM1 logrando obtener valores de 0,7 g/L (Fig. 4.15b). Como en la
experiencia anterior, se observa como la presencia de la arabinofuranosidasa Arf43, no se

produce la liberacion debido a que esta enzima no reconoce el sustrato.
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Con lo que, estas enzimas tienen un comportamiento similar frente a sustratos en los

que la proporcion molar A/X fue diferente.

En la figura 4.16 se muestran los cromatogramas obtenidos por HPSEC/IR durante las
hidrolisis enzimaticas con la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 actuando sobre el polimero
MEDIUM vy utilizando dos a-L-arabinofuranosidasas Arf51 y Arf43 solas y en combinacion

entre ellas.
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Figura 4.16. Cromatogramas de HPSEC/IR de la hidrolisis enzimatica del sustrato arabinoxilano
MEDIUM con distintas enzimas (XInM1; Arf5; Arf43; XInM1+Arf51; XInM1+A4rf43 y
XInM1+A4rf51+A4rf43)

La endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM|1 actua sobre el polimero MEDIUM formando entre
otros, compuestos ramificados como XA3XX y A2XX. En la figura 4.16b se ve como la

suplementacion con Arf51, hidrolizd estos compuestos intermedios para dar lugar a otros
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oligdbmeros como xilobiosa y xilotriosa. La suplementacién con A4rf43 no alter6 los picos
cromatograficos correspondientes a los compuestos XA3XX y A2XX. Este comportamiento
esta de acuerdo con el mecanismo de accion de la A7f43 que acthia sobre las posiciones (1-3)

disustituidas del polimero.

En la tabla 4.5 se recogen los porcentajes de xilosa y arabinosa, asi como los
xilooligomeros de hasta DP4 formados durante la HE del arabinoxilano MEDIUM. La a-L-
arabinofuranosidasa Arf51, fue capaz de liberar unidades de arabinosa del MEDIUM
sustituidos individualmente en un 53,7%, mientras que la a-L-arabinofuranosidasa Arf43
liberé alrededor de 21,3% de la arabinosa. En cuanto a la liberacion de la xilosa, la maxima

(10,4%) se produjo con la mezcla enzimatica XInM1 y Arf>51.

Tabla 4.5. Porcentaje de liberacion de xilosa, arabinosa y X»-X4 sobre el arabinoxilano MEDIUM

Test X2-X4(%) Xilosa (%) Arabinosa (%)
Arf51 - - 53,7
Arf43 - - 21,3
XInM1 3,3 (X2) 3,0 -
XInM1+A4rf51 36,0 10,4 46,8
XInM1+Arf43 13,3 (X2-X3) 2,6 28,3
XInM1+Arfd3+A4rf51 65,4 4,4 69,2

La actuacion de las dos a-L-arabinofuranosidasas junto con la endo-B-(1,4)-D-
xilanasa X/nM1 logr6 liberar del 69,2% de la arabinosa potencial del polimero y producir un

65,4% de XOS de bajo grado de polimerizacion.

En general, comparando los resultados sobre los dos sustratos comerciales, se observa
que el porcentaje de liberacion de arabinosa es similar en todos los ensayos, excepto en los
ensayos con el sustrato arabinoxilano MEDIUM y la enzima Arf43, en los que la liberacion
de arabinosa fue mayor. Es 16gico encontrar una mayor liberacion de arabinosa dado que la
relacion de sustituyentes es mayor en este sustrato y, por tanto, pueden encontrarse en xilosas

disustituidas. En cambio, la liberacion de xilosa no se vio afecta por el tipo de sustrato,
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obteniéndose valores similares en ambos casos y ensayos. Las mayores diferencias se
encuentran en la produccion de XOS, ya que en el sustrato MEDIUM se han determinado

XOS de menor grado de polimerizacion al compararlos con los obtenidos en el sustrato LOW.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede esperar que el coctel enzimatico
formado por las dos a-L-arabinofuranosidasas junto a la endo-B-(1,4)-D-xilanasa sea idoneo
para lograr un alto porcentaje de compuestos con grado de polimerizacion entre X»>-X4. El
incremento en la produccion de DP2-DP4 se debe a que se produce una desramificacion que
conlleva una liberacion de arabinosa, debido a la hidrélisis del enlace, lo que favorece la
accion de la endo-B-(1,4)-D-xilanasa. Ademas, el porcentaje de xilosa determinado es bajo, lo
que supone un dato interesante ya que asi hay disponible una alta cantidad de
xilooligosacaridos que pueden ser transformados al tamafio deseado y no a xilosa

monomérica.

4.4.5. Hidrolisis enzimdtica de la FIPCP con endo-f-(1,4)-D-xilanasa XinM1 (GH11) y
a-L-arabinofuranosidasas Arf51 y Arf43

Una vez que se ha estudiado el modo de actuacion de las a-L-arabinofuranosidasas
enzimas sobre sustratos sintéticos, el siguiente paso planteado fue estudiar el comportamiento
de estas enzimas en nuestro medio real (FIPCP). Por lo que se llevd a cabo la hidrolisis
enzimatica con endo-f-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 individualmente y a la que se adicion6 a-L-
arabinofuranosidasas de las dos familias GH51 y GH43 conjuntamente estudiadas

anteriormente.

La hidrdlisis enzimatica se realizé en un medio tamponado (0.05 M de citrato s6dico)
a pH 5.5, temperatura de 40 °C y 150 rpm. Estas condiciones fueron elegidas estableciendo
un compromiso entre las condiciones 0ptimas de temperatura y pH para las diversas enzimas
utilizadas. Las dosis de enzimas fueron las mismas que las utilizadas en la experiencia con
los arabinoxilanos comerciales (5,1; 6,3 y 10,2 Ul/'mL) de XInM1; Arf51; Arfd3

respectivamente.
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Las muestras se analizaron cromatograficamente siguiendo la misma metodologia que
en apartados anteriores, cuantificando la liberacion de arabinosa, xilosa y la formacion de

XOS como en el caso de la utilizacidon de los dos sustratos arabinoxilanos comerciales.

La combinacion de la enzima Arf51 con X/InM1 utilizando como sustrato FIPCP,
produjo un pequeiio aumento en la concentracion arabinosa determinada de hasta 2,3 g/L, lo
que supone una liberacion del 16,6% de la arabinosa unida a la cadena de xilano. En cuanto a
la xilosa monomérica, la concentracion aumento6 en un 5,3%. La xilosa liberada en el ensayo
utilizando individualmente la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 supuso un 3,5% de xilosa
potencial presente en FIPCP. En este caso, la accion de la Arf51 favorecio a la formacion de

xilosa.

La utilizacion del coctel enzimatico formado por la endo-B-(1,4)-D-xilanasa XinM1 y
las dos a-L-arabinofuranosidasas (4743 y Arf51) en la HE de FIPCP no produjo un aumento
en la liberacion de arabinosa en comparacion al ensayo de endo-B-(1,4)-D-xilanasa XInM1 y
a-L-arabinofuranosidasa Arf51 como se muestra en la figura 4.17. El hecho de no liberar mas
arabinosa puede ser debido a que este sustrato no contenga xilosas disustituidas con

arabinosas, por lo que la enzima 4rf43 no tendria sustrato sobre el que actuar.

En esta figura 4.17, se observa claramente como la accion de las o-L—

arabinofuranosidasas no ha supuesto una mejora la produccion de XOS con DP2-DP4.

Teniendo en cuenta que este aumento no ha sido el esperado en cuanto a la liberacion
de las arabinosas, se plantea la hipodtesis de que las arabinosas sustituidas a la cadena de
xilano, estén también unidas en la posicion (1—5) mediante enlaces éster a compuestos como
el acido fertilico o proéximo a grupos acetilos, los cuales pueden impedir la actuacion de estas
enzimas (Biely y col., 2016). Esta hipotesis, queda confirmada en el apartado 4.6 (pag. 171)
ya que en los espectros de los analisis de MALDI-TOF-MS obtenidos, se asignaron sefiales
correspondientes a oligosacaridos acetilados y a derivados feruloilicos unidos a residuos de

pentosas.
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Figura 4.17. Efecto de la suplementacion de A7f43 y Arf51 a la HE de FIPCP con la endo-3-(1,4)-D-
xilanasa XInM1

Por tanto, la estrategia seguida para lograr la mayor despolimerizacion del sustrato fue
afiadir otras enzimas complementarias a las anteriores como son la feruloil esterasa (Fe F)
que liberan los grupos ferulicos unidos a la cadena carbohidrato y la enzima acetilxilano

esterasa (AcX F), que liberaria acético a partir de los grupos acetilo presentes.
4.4.6. Efecto de la adicion de las enzimas esterasas en los ensayos de hidrélisis enzimdtica

Siguiendo con el objetivo de lograr la méaxima despolimerizacion de la fraccion
soluble hemiceluldsica de paja de cebada obtenida tras el PEV a 180 °C y 30 min, se procedio
a afiadir un coctel enzimatico formado por la endo-B-(1,4)-D-xilanasa y enzimas que eliminan

los sustituyentes que pueden obstaculizar la actuacion de las endo-B-(1,4)-D-xilanasas.

La presencia de grupos acetilo se considera uno de los obstaculos mas importantes a
la hora de hidrolizar este sustrato, por lo tanto y a la vista de los resultados anteriores se
disenaron dos experiencias de HE, una llevada a cabo con una mezcla enzimatica
denominada en esta Tesis como Maf formada por endo-B-(1,4)-D-xilanasa (X/nMl), a-L-

arabinofuranosidasa Arf51 y feruloil esterasa (Fe E) y otro segundo coctel enzimatico que

—
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contiene ademas de las enzimas anteriores, la enzima acetilxilano esterasa (AcX E). Esta

segunda combinacion enzimatica la denominamos Complex.

4.4.6.1. Ensayo de hidrolisis enzimdtica de la FIPCP con endo-f-(1,4)-D-xilanasa

XInM1, a-L-arabinofuranosidasa y feruloil esterasa

Las condiciones de este ensayo de hidrélisis enzimatica fueron semejantes a las
anteriormente descritas (pH 4,8; 50 °C y 150 rpm). Para la hidrdlisis enzimatica de la fraccion
liquida realizada con el preparado enzimatico Maf se utilizaron las siguientes dosis 5,1; 6,3;
0,05 U/mL para XInM1, Arf51 y Fe_ FE respectivamente. Se determinaron las concentraciones
de xilosa, arabinosa y la formacion de XOS. Estas fueron analizadas cromatograficamente a

diversos tiempos de muestreo: 0, 0,25; 0,5; 0,75; 1;2; 3y 5 h.

Se hizo un seguimiento de la reaccion en cuanto a la ruptura de los enlaces éster,
analizandose la liberacion de acidos p-cumarico y feralico, cuyos resultados se muestran en
la figura 4.18. En ella podemos apreciar una liberacion de acido p-cumarico de 27 mg/L y de
acido feralico de 93 mg/L. Esta liberacion ocurre a tiempos cortos de hidrélisis, a partir de

una hora no se produce practicamente liberacién de acidos cindmicos.

—&— Ac. p-cumarico —m— Ac. fertlico
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Figura 4.18. Liberacion de acidos p-cumarico y fertlico durante la hidrdlisis enzimatica de la FIPCP con

las enzimas X/InM1 y Arf51 en combinacion con Fe E (Mezcla enzimatica Maf)
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En la figura 4.19a se representan los perfiles de produccion de XOS con la mezcla
enzimatica Maf. En ella se aprecia como la hidrdlisis de los xilooligosacaridos monitorizados
es bastante gradual, acompanado de una formacion pronunciada de xilobiosa. El XOS
mayoritario fue la xilobiosa con un valor maximo de 13,6 g/L a 5 h. Esta concentraciéon
supone el 48,8% de la xilosa potencial presente como oligosacaridos en la FIPCP. En la
figura 4.19b se muestra la distribucion de XOS producidos a 4 h de hidrdlisis, tiempo al que
se obtuvo la maxima concentracion de XOS. En esta figura se incluyen también, a modo de
comparacion, los resultados obtenidos en la hidrolisis enzimatica empleando Uinicamente la
enzima X/nM1. Los valores de concentracion determinados en las HE Maf'y XinM1 fueron;
X2 (12,5; 11,4 g/L) X5 (3,5; 3,3 g/L), X4 (2,6; 2,6 g/L), X5 (1,4; 1,2 g/L) y X6 (0,7; 0,6 g/L),
respectivamente. Suponiendo un pequeiio aumento (1,6 g/L) en la concentracion de XOS en

los ensayos llevados a cabo con el coctel enzimatico Maf.
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Figura 4.19. a) Cinéticas de produccion de XOS en la HE de la FIPCP utilizando la mezcla enzimatica
Maf;, b) Comparacion de la produccion de XOS y monosacéridos en la HE de la FIPCP con XInM1 y la
mezcla enzimatica Maf (XInM1+Arf51+Fe E)

En la figura 4.19b, se ve que la xilosa liberada con el complejo Maf ha sido
practicamente igual a la producida con la endo-B-1,4-xilanasa X/nM1 sola. Asimismo, se
produjo un pequefio aumento en la concentracion de arabinosa liberada (0,4 g/L) como
consecuencia de la accion de las enzimas Arf51 y Fe E, al romper los enlaces éster dejando
libre parte de la arabinosa. A pesar de ello, permanece aun un 65,8% de arabinosa unida. Esta

incompleta liberacion de arabinosa puede deberse también a la existencia de otros grupos
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sustituyentes como grupos acetilos existentes en estas hemicelulosas que dificultan la accion

de las enzimas.

En este ensayo, se obtuvieron 12,3 g de XOS con un grado de polimerizacioén entre
DP2-DP6 (expresados como xilosa) por cada 100 g de paja de cebada. El rendimiento
maximo de produccion de XOS alcanzado, empleando la combinacién enzimatica Maf, fue
del 88,4%, lo que supone una mejora frente al ensayo X/nM1 donde se obtuvo un rendimiento

de produccion del 81,3%.

El analisis cromatografico de HPSEC (Fig. 4.20) mostré que en el medio de reaccion
de hidrdlisis seguian quedando compuestos con un grado de polimerizacion superior a DP6,
dificiles de hidrolizar (<10%), a la que se denomino fraccion recalcitrante. Aunque no todos
los compuestos con grado de polimerizacion superior a DP6 son XOS, para intentar
completar la hidrolisis, la fraccion recalcitrante se sometid a una separacion utilizando
cromatografia de exclusion molecular, con el fin de lograr obtener la fraccion de
polisacaridos y someterlo a una nueva hidrélisis enzimética para lograr obtener XOS con

(DP2-DP6). Los resultados de estos ensayos se incluyen en el apartado 4.5.1.2 (pag. 165).
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Figura 4.20. Cromatograma HPSEC/IR de la hidrolisis Maf'a 4 h

148

—
—



Resultados y discusion

4.4.6.2. Ensayo de hidrélisis enzimdtica con endo-f-(1,4)-D-xilanasa XInM1 con la
adicion de a-L-arabinofuranosidasa (Arf51), feruloil esterasa (Fe E) y acetilxilano

esterasa (AcX_E)

La presencia de grupos acetilos en la estructura de la hemicelulosa de paja de cereal,
confirmada por la técnica MALDI-TOF-MS (apartado 4.7 pag. 185), nos lleva a pensar que

una parte importante de los grupos acetilos no fueron liberados durante el PEV.

Los grupos acetilos en las cadenas de xilano crean un impedimento estérico que
obstaculiza la accion de las enzimas, limitando el grado de hidrodlisis logrado con algunas
enzimas como son las endo-f-(1,4)-D-xilanasa (Biely y col., 2013). La presencia de grupos
acetilos en los carbohidratos presentes en la FIPCP, se comprobd realizando una hidrolisis
con acido sulfurico. Los resultados obtenidos confirmaron que en torno a 46,3 % de grupos
acetilos presentes en la materia prima, continuaban unidos a la cadena de hemicelulosa

después del PEV.

Por ello, se llevo a cabo una experiencia de hidrolisis enzimatica de la FIPCP con la
combinacién enzimatica Complex que incluia una enzima acetilxilano esterasa (AcX F)

ademas de otras enzimas (X/nM1, Arf51, Fe_ E).

En este ensayo, el comportamiento en la liberacion de acido fertilico y p-cumaérico por
parte de las enzimas ha sido muy similar al analizado en el ensayo con la mezcla enzimatica
Maf del apartado anterior. En ambos casos se ha producido el maximo de liberacion de los
acidos cinamicos a tiempos cortos de reaccion (1 h). Con la combinacién enzimatica
Complex, la liberacion ha sido algo menor obteniendo como maximo valores de 88 y 22
mg/L de acido fertlico y p-cumarico respectivamente, pudiendo ser atribuido este hecho al
impedimento que pudiera producirse por la presencia de las cuatro enzimas. Wu y col. (2017)
observaron una limitada accion de la feruloil esterasa al aumentar la concentracion de la

endo-B-(1,4)-D-xilanasa, debido a que los sustituyentes del xilano impiden la hidrolisis.

A pesar de la incorporacion de la enzima acetilxilano esterasa, los rendimientos de
produccion de 4cido acético fueron relativamente bajos (33,7%), originandose una

desacetilacion incompleta. Esta baja desacetilacion de los xilooligosacaridos acetilados,
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puede deberse a la baja cantidad de enzima afnadida en este ensayo. Otra posible explicacion
es que el ensayo no se ha llevado a cabo en las condiciones 6ptimas de pH para esta enzima
(pH 7), puesto, que se eligieron unas condiciones de compromiso para todas las enzimas
presentes en el ensayo (endo-B-(1,4)-D-xilanasa, a-L-arabinofuranosidasa y feruloil esterasa)
cuyo pH optimo de actuacion estd en el rango 4.5-5, eligiéndose un pH de 4,8 como
condiciones de compromiso entre ellas. Otra hipdtesis para justificar la baja desacetilacion se
debe al impedimento producido por sustituyentes en unidades de D-xilanopiranosil proximos.
No obstante, en bibliografia se describe la existencia de los oligosacaridos que contienen
grupos acetilados resistentes, por lo que la desacetilacion total no se produce (Biely y col.,

2013).

En la figura 4.21a se representa la evolucion de la produccion de XOS (Xo, X3, X4, Xs
y Xe) con la combinacién enzimatica Complex. Las figuras 4.21b muestran los perfiles de
produccion de los distintos XOS comparandolo con los resultados obtenidos con la mezcla
enzimatica Maf y con aquellos obtenidos con la enzima X/mMI1. Durante la HE con la
combinacion enzimatica Complex, la mayor concentracion de XOS de (DP2-DP6) se produjo
a tiempos muy cortos de reaccion (45 minutos), a partir del cual la concentracion de xilosa y
xilobiosa fueron aumentando hasta un valor de 4,5 y 13,7 g/L (tiempo, 5 h), respectivamente.
Este aumento se produjo a costa de una disminucion de los XOS de DP (3, 4, 5, 6) existentes
como ocurre en los otros ensayos de hidroélisis. Esto se debe a que eliminacion de los grupos
acetilos incrementa las zonas en las que la endo-B-(1,4)-D-xilanasa puede actuar, liberando

XOS de bajo grado de polimerizacion (Zhang y col., 2011).

En primer lugar, vemos como la concentracion de xilobiosa va aumentando
progresivamente a lo largo de la HE en los tres ensayos representados (XInM1, Maf y
Complex), aunque lo valores obtenidos en el ensayo de Complex, en general, son ligeramente
superiores a los obtenidos con la endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 y con la mezcla enzimatica
Maf. La concentracion de xilotriosa va aumentando hasta un valor de 6,6 g/L a los 45 min de

hidrolisis, a partir de los cuales disminuye hasta un valor de 3,8 g/L.
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La xilotetrosa alcanz6é un valor de 4,8 g/L a 45 min, a partir de los cuales fue
disminuyendo a favor de los XOS maés pequefios. La xilopentosa presenta un comportamiento
similar en los tres ensayos, a 30 min empieza a ser hidrolizado a favor de la formacion de
XOS de menor grado de polimerizacion. Asi, en el ensayo con la combinacion enzimatica
Complex, la concentracion de Xs a 30 min (3 g/L) fue disminuyendo hasta 0,4 g/L a lo largo
de la hidrélisis. El xilohexano fue hidrolizado desde el inicio de la reaccion hasta valores de

0,1 g/L.

En estas graficas se observa como los XOS lineales de entre DP4-DP6 son facilmente
hidrolizables por la enzima endo-B-(1,4)-D-xilanasa, ya que, al no estar unidos a
ramificaciones, no existe impedimento para su actuacion. Lograndose obtener 13,0 g de XOS

(expresados en forma de xilosa) con DP2-DP6 por 100g de materia prima.

En el cromatograma de la figura 4.22 se aprecia como los XOS mayores de DP6
presentes en la FIPCP son hidrolizados a compuestos con un grado de polimerizacion inferior

objetivo de esta Tesis.

FIPCP
HE Complex

Xylose - 6.683

Xylotriose - 13.117

Xylotetrose - 14 967

Intensidad de Corriente (nC)

Xylopentose - 16.617
Xylohexose - 18.033

min)
T T T T T T T T T T T
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Figura 4.22. Cromatograma de HPAEC/PAD de la HE con la combinacioén enzimatica

Complex en comparacion con la FIPCP sin hidrolizar
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4.4.7. Hidrolisis enzimdtica de la FIPCP con endo-fi-(1,4)-D-xilanasa NS50030

Dado que la suplementacion con enzimas accesorias a la hidrélisis con endo-B-(1,4)-
D-xilanasa comerciales puras ha favorecido la despolimerizacion del prehidrolizado a favor
del aumento de la formacién de XOS, se han realizado experiencias de HE con una enzima
comercial NS50030 formada por varias endo-B-(1,4)-D-xilanasas. Ademads, esta enzima
presenta diversas actividades B-xilosidasa, o-L-arabinofuranosidasa, endo-glucanasa entre
otras (Martinez-Alcala y col., 2012). Se han realizados ensayos de HE de esta enzima junto
con otras enzimas accesorias como son, Novozym 188 (PB-glucosidasa), NS22035

(glucoamilasa), Arf51, AcX Ey Fe E.
4.4.7.1. Hidrdlisis enzimdtica de FIPCP con endo-f-1,4-xilanasa NS50030

La accion de la endo-B-(1,4)-D-xilanasa NS50030 sobre la fraccion liquida de la paja
de cebada pretratada, produjo la maxima cantidad de oligosacaridos de DP2 a DP6 alas 5 h
de hidrdlisis, equivalente a un rendimiento de produccion del 88,0%. Este rendimiento es
similar al obtenido en el ensayo de Maf (88,4%), en parte puede deberse a que la enzima

endo-B-1,4-xilanasa NS50030 también presenta actividad a-L-arabinofuranosidasa,

Como en el caso de la utilizacion de enzimas puras, la xilobiosa y la xilotriosa fueron
los XOS mayoritarios generados tras la hidrolisis. A lo largo de la HE la concentracion de X»
fue aumentando hasta alcanzar una concentracion maxima de 13,8 g/L, mientras que las
concentraciones de X3, X4, X5y X fueron disminuyendo a lo largo de la hidrélisis como se
aprecia en la figura 4.23. En dicha figura, también se observa el incremento de produccion de
X3 durante las primeras dos horas de la HE, transcurrido este tiempo, la X3 comienza a
descender la concentracion, aumentando la concentracion de xilobiosa. Estos resultados
apoyan la teoria de que la preparacion enzimatica NS50030 pertenece a la familia de las

GH10, ya que tiene un comportamiento similar a las endo-xilanasas de dicha familia.

La méxima cantidad de XOS lograda fue de 12,3 g (expresado como xilosa) /100 g de
materia prima o lo que es lo mismo 22,0 g/ de XOS DP2-DP6 expresado como xilosa, los
cuales se lograron a las 5 h de hidrolisis. Esta misma dosis de enzima (7,2 U/mL) fue

utilizada sobre paja de trigo pretratada (Alvarez y col., 2017) alcanzandose un valor de 22,6
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g/L de XOS DP2-DP6 (expresados como xilosa) a 8 h de hidrolisis. Aunque la concentracion
es similar, los rendimientos de produccion de XOS con respecto a materia prima, en este
ultimo caso fueron menores (8,9 g XOS/100 g paja trigo). El menor rendimiento obtenido en
el caso de la paja de trigo se asocia fundamentalmente a degradacion parcial de la fraccion de
hemicelulosa, debido a las elevadas temperaturas utilizadas en el pretratamiento para la paja

de trigo.

En relaciéon con la liberacion de xilosa, glucosa y de arabinosa, las cantidades
obtenidas suponen un 5,6%, 25,4% y un 76,9% respectivamente de los potencialmente
presentes, debido a la actuacion de las actividades accesorias que presenta la preparacion

enzimatica NS50030.

A pesar del incremento obtenido en la concentracion de glucosa cuando se utiliza la
preparacion enzimdtica, todavia se encuentra mucha cantidad de glucosa en forma
oligomérica. Como se ha comentado anteriormente esta glucosa puede proceder de cierta
contaminacion que exista con polvo de grano, debido a la presencia de  —glucanos y / o a los
oligomeros de glucosa (GOS). La presencia de este tipo de compuestos ha sido confirmada
con el andlisis estructural de MALDI-TOF-MS, donde se asignaron compuestos formados
exclusivamente por hexosas. Por otra parte, se realizd6 una hidrélisis de la FIPCP con
NS50030 junto con la enzima Novozym 188 (B-glucosidasa), que hidroliza los enlaces B (1-4),
donde se alcanzé un porcentaje de conversion a glucosa del 84%. Ademas, se comprob6 que
existe una parte de glucosas unidas por enlaces a. Para este confirmar este hecho se realizo
un ensayo la HE de NS50030 con glucoamilasa NS22035, en cuya hidrélisis se produjo un
41,2 % de la glucosa potencial. A la vista de los resultados obtenidos, se puede afirmar, que

existe glucosa oligomérica presente en la FIPCP que no forma parte de la hemicelulosa.
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Figura 4.23. Perfil de produccion de XOS durante la HE de la FIPCP con la endo-B-(1,4)-D-xilanasa
comercial NS50030

4.4.7.2. Hidrolisis enzimdtica de FIPCP con endo-fi-(1,4)-D-xilanasa NS50030 junto
con las enzimas accesorias (Arf51, AcX Ey Fe E)

En este ensayo se pretende estudiar el comportamiento de las enzimas
complementarias (a-L-arabinofuranosidasa, acetilxilano esterasa y feruloil esterasa) con la
endo-B-(1,4)-D-xilanasa comercial, en las mismas condiciones en las que se ha llevado a cabo

el ensayo anterior.

La accion de la enzima acetilxilano esterasa liberé una concentraciéon de grupos
acetilos procedentes de los oligosacaridos acetilados, medidos como acido acético de 0,6 g/L,
lo que equivale a un 41,2% del 4cido acético potencial (referido al valor medido después de
una hidrdlisis acida suave con éacido sulfurico del FIPCP). Este valor es inferior al esperado,
este hecho es debido a las condiciones de hidrolisis no fueron las optimas para la enzima

acetilxilano esterasa en cuanto a las condiciones de pH. Los ensayos de hidrolisis en las
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condiciones cercanas al pH Optimo para la enzima acetilxilano esterasa supuso un

rendimiento de mas del 85% de liberacion de los grupos acetilos.

El efecto producido por la incorporacion de la enzima feruloil esterasa en el medio de
hidrolisis con NS50030 fue de una liberacion progresiva de acidos p-cumarico y ferulico a lo
largo del tiempo de hidrolisis. Como en el caso anterior, se produce una liberacion paulatina
hasta alcanzar una concentracion de 30 mg/L de p-cumadrico y 100 mg/L de &cido fertlico. La
liberacion de estos derivados de lignina no ha supuesto un aumento apreciable de arabinosa a

la que estan enlazados por uniones (1—5).

La xilobiosa fue el XOS mayoritario producido a lo largo de la HE endo-B-(1,4)-D-
xilanasa comercial junto a las enzimas accesorias (Fig. 4.24). La xilobiosa fue aumentando
hasta una concentracion de 15,7 g/L a 6 h. La concentracion de xilotriosa aument6 hasta 1 h
de hidrdlisis con un valor de 7,3 g/L a partir del cual fue disminuyendo hasta valores de 2,3
g/L a 6 h. El resto de los XOS de X4, X5 y X¢ fueron hidrolizandose y transformdndose en
xilobiosa. A pesar del aumento de la xilobiosa a 6 h, la mayor concentracion de XOS (DP2-
DP6) se produjo a las 3 h de hidrolisis logrando obtener 20,6 g/ de XOS (DP 2-DP6)
existentes en la FIPCP. Este valor corresponde a una produccion de 12,1 g de XOS (DP 2-
DP6) expresados en forma de xilosa /100 g de paja de cebada. Valor muy similar al obtenido
en el ensayo de la NS50030 individualmente, con lo que se puede concluir que las enzimas
complementarias Arf51, AcX E y Fe E no ayudan al complejo enzimatico NS50030 en la
liberacion de XOS con (DP2-DP6).
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Figura 4.24. XOS liberados en la HE de FIPCP con endo-B-(1,4)-D-xilanasa NS50030, suplementada con
enzimas accesorias (Arf51, AcX E+ Fe F)

Con todo este estudio realizado sobre la FIPCP, a lo largo de los ensayos llevados a
cabo con las distintas preparaciones enzimaticas, se han conseguido logrado mejorar los
rendimientos de produccion de XOS con DP2-DP6 respecto a los iniciales presentes en la
FIPCP producidos por el pretratamiento de explosion a vapor. Asi se obtiene una mejora del
25,9% utilizando la endo-B-(1,4)-D-xilanasa GH10 y del 43,4% al utilizar la endo-B-(1,4)-D-
xilanasa GH11. Un incremento del 53,6 % fue logrado al utilizar las enzimas X/nM1 y XInTh.
Con la utilizacion de la mezcla enzimatica Maf el incremento fue 56%. Los mejores
resultados se lograron utilizando la mezcla Complex, que permite incrementar la produccion
de XOS con DP2-DP6 en un 64,1%. Finalmente, con el ensayo de NS50030 y NS50030 con

accesorias los incrementos fueron de un 55,4% y 53,1% respectivamente.

El siguiente avance en la investigacion es la purificacion de los estos

xilooligosacaridos obtenidos en la hidrélisis enzimatica.
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4.5. Estrategia de purificacion para la obtencion de XOS

El siguiente reto planteado en la Tesis, es la purificacion de los XOS (DP2-DP6)
obtenidos a partir de la FIPCP para poder estudiar sus propiedades prebidticas. Esta
purificacion se ha llevado a cabo utilizando distintos métodos que incluyen la cromatografia
de exclusion molecular mediante la utilizacion de una columna semipreparativa y técnicas de

ultrafiltracion.

4.5.1. Purificacion de la FIPCP mediante cromatografia de exclusion molecular

El fraccionamiento se llevo a cabo mediante cromatografia SEC como se explica en el
apartado.3.6.1 (pag. 96). La elucion se fue registrando en un equipo cromatografico HPLC

con un detector de indice de refraccion y el perfil de elucion se muestra en la figura 4.25a.

Con el fin de obtener una fraccion que contiene los compuestos con DP2-DP6, se
optimizo el proceso de fraccionamiento utilizando las técnicas de HPSEC y HPAEC-PAD
hasta lograr establecer una buena separacion con los criterios deseados de los polisacaridos y

monosacaridos.

La fraccion liquida del paja de cebada pretratada se separd en tres fracciones en
funcion de su tamafio molecular: una primera fraccion F1 colectada desde 140 hasta 230 min
que contiene los compuestos de mayor peso molecular >DP6, una segunda fraccion F2
recogida desde 230 a 315 min conteniendo los compuestos con grado de polimerizacion entre
DP2-DP6 y una tercera fraccion F3 que contiene los monosacdridos y otras moléculas
pequeiias producidas durante el pretratamiento que no han sido eliminadas con la resina de
lecho mixto como se indica en el apartado 4.3 (pag. 123), como puede ser la presencia de
furfural o HMF, ya que todavia permanece el 25% de estos compuestos presentes en la
materia original. Esta fraccion se recolecta desde 315 a 350 min, como se muestra en el perfil

de elucion mediante la columna semipreparativa (Fig. 4.25a).
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Figura 4.25. Perfil de elucion de FIPCP a) en la columna semipreparativa HPSEC Bio-Gel P2; b)

Distribucién de los XOS analizados por HPSEC-IR en cada una de las fracciones obtenidas mediante

cromatografia de exclusion molecular

Las tres fracciones separadas, después de ser liofilizadas, fueron analizadas por

cromatografia de HPSEC estableciéndose el rango de pesos moleculares de cada una de ellas.

El rango de pesos moleculares de las fracciones se estimo utilizando la cromatografia

de HPSEC con tres columnas de diferente tamafio de corte (10000 Da, 5000 Da, 3000 Da)

conectadas en serie y comparando con estandares de diversos pesos moleculares como son

los dextranos (>12, 5 y 1 KDa); pullulan (6000, 1300, 340 Da) y X>-Xe. En la figura 4.25b se

puede observar la distribucion por peso molecular de los oligosacaridos (compuestos mayores

de DP6, compuestos entre DP2-DP6 y compuestos de bajo grado de polimerizacion o

monosacaridos) contenidos en cada una de las tres fracciones analizadas mediante

cromatografia HPSEC.
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La fraccion F1 contiene los compuestos cuyos pesos moleculares son >1000 Da
siendo estos mas del 90% de los compuestos contenidos en la muestra. En la fraccion F2
estan incluidos los compuestos en el rango 1000-300 Da. El porcentaje de compuestos con un
grado de polimerizacion entre DP2-DP6 es del 92% en esta fraccion y, la fraccion F3
contiene los compuestos con pesos moleculares inferiores a 300 Da siendo los monosacéaridos

los compuestos mayoritarios en esta fraccion (86%).

Ademas, el contenido en azicares en cada una de las fracciones se determind
cuantitativamente por hidrdlisis total con acido sulfurico. En la tabla 4.6 se recoge la
composicion de los carbohidratos presentes en cada una de las fracciones obtenidas por la

separacion de la FIPCP utilizando la columna Bio-Gel P2.

En la fraccion F1 se encuentra la mayor concentracion de glucosa, en forma de
glucooligosacaridos o unida a algun xilooligosacaridos de alto peso molecular. En la muestra
FIPCP, con la técnica de MALDI-TOF-MS (resultados recogidos en el apartado 4.6.1 pag.
171) se confirma la presencia de GOS hasta DP8 que al tener un tamafo superior a 1000 Da,
han quedado recogidos en la fraccion 1 (F1). Los derivados de xilosa se encuentran
mayoritariamente en la fraccion F2, como era de esperar, ya que la separacion se realizé con
el objetivo de obtener la mayor cantidad posible de xilooligosacaridos de bajo grado de
polimerizacion. Y en la tercera fraccion se encuentran los monosacaridos mayoritariamente.
Para obtener esta informacion, se ha utilizado las técnicas de HPLC/IR y HPAEC-PAD. La

cuantificacion de los xilooligosacaridos se ha llevado a cabo con esta ultima técnica.

Tabla 4.6. Composicion en forma oligomérica y monomérica (g/L) de las fracciones recogidas mediante

cromatografia de exclusion molecular

Fraccion Oligosacaridos Monosacaridos

GOS XOS AOS Glucosa Xilosa Arabinosa

F1 48 88 1,0 i i i
F2 0,1 10,9 0,4 0,8 0,4 0,2
F3 - 0,16 0,2 0,3 3,0 2,0

160

—
—



Resultados y discusion

En la figura 4.26, se muestran los cromatogramas de cada una de las fracciones y la
distribucion de los XOS contenidos en cada una de ellas. La fraccion F3 corresponde a la
elucion de los monosacaridos y se observa un pico cromatografico correspondiente a la
xilobiosa (0,5 g/L). El cromatograma de la fraccion F2 muestra la siguiente composicion de
xilooligosacaridos: 2,3 g/L X». 2,1 g/L X3; 2,4 g/L X4; 2,3 g/L X5y 2,0 g/l X6 (no podemos
cuantificar X7 y Xg ya que no existe patron comercial). Estos resultados también pueden
expresarse como 6,6 g de XOS con DP2-DP6 (expresados como xilosa) por 100 g de materia
prima. F1 corresponde con los compuestos mayores de DP6, de los cuales no se puede

realizar la cuantificacion mediante esta técnica por no disponer de estandares comerciales.

En la figura también se aprecian picos cromatograficos que pueden corresponder con
otros oligosacaridos sustituidos que iran reduciéndose a lo largo de las hidrolisis enzimaticas

realizadas en el apartado 4.5.1.1 (pag. 163).
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Figura 4.26. Distribucion de los XOS analizados por HPAEC-PAD en cada una de las fracciones obtenidas

mediante cromatografia de exclusion molecular

La utilizacion de esta técnica de cromatografia de exclusion molecular ha sido

estudiada en la bibliografia como método de fraccionamiento y purificacion de XOS en otro
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tipo de biomasas. Asi, Moniz y col. (2014) la utilizaron para el fraccionamiento de XOS de
paja de arroz en fracciones que contiene pequeiios polisacaridos y oligosacaridos (DP >23),
oligosacaridos de grado de polimerizacion entre 23 y 3 y finalmente en disacaridos,
monosacaridos y bioproductos (como furanos, acido acético, etc.). Este fraccionamiento
permitié obtener muestras para ser usadas en diferentes aplicaciones, como por ejemplo, los
polisacaridos se utilizaron para producir hidrogeles (Li y Pan, 2010; Palm y Zacchi, 2004). A
partir de poda de olivar pretratado mediante procesos de autohidrélisis Cara y col. (2012)

lograron separar oligosacéaridos con DP entre 7-25.

La purificacion de la FIPCP mediante cromatografia de exclusion molecular ha
permitido separar una fraccion (muestra F2) con un grado de pureza en XOS superior al 92%.
Este grado de pureza es suficiente para ser usados como prebiotico comercial (75-95%)
(Moure y col., 2006). por lo que se llevaron a cabo los ensayos de actividad prebiotica

utilizando este sustrato como fuente de carbono.

Este resultado es superior a los obtenidos por Cara y col. (2012), que publicaron
valores de pureza entre 82 y el 90%, cuando se aplico esta metodologia a la fraccion liquida
obtenida de residuo de poda pretratado mediante pretratamientos hidrotérmicos
(pretratamiento con agua caliente en fase liquida). La utilizacion de técnicas cromatograficas
mediante exclusion molecular supone una ventaja respecto al empleo de la purificacién con
membrana, ya que permite separar los XOS en base a su DP y no en un rango concreto como

ocurre con la purificacion con membranas.

En base a todos los resultados obtenidos, se ha seleccionado la muestra F2 como la
fraccion ideal para ser sometida a la evaluacion del efecto prebiotico (resultados recogidos en
el apartado 4.7, pag. 185) y su correspondiente caracterizacion estructural (apartado 4.6, pag.

171).

Por otra parte, la fraccion F1 se sometid a hidrolisis enzimatica con el objetivo de
obtener mayor cantidad de XOS con DP2-DP6 lo que supondria una mejoria el proceso
global de la utilizacion del residuo agricola. Los resultados obtenidos se describen en el

apartado siguiente.
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4.5.1.1. Hidrolisis enzimdtica de la F1

La fraccion F1 obtenida a partir del fraccionamiento de la muestra FIPCP utilizando la
columna semipreparativa Bio-Gel P2 se sometié a una hidrolisis enziméatica con la endo-f3-
(1,4)-D-xilanasa comercial NS50030, junto con las siguientes enzimas complementarias: [3-
glucosidasa (Novozym 188), acetilxilano esterasa (4cX E) y feruloil esterasa (Fe E). Las
condiciones en las que se llevo a cabo la hidrdlisis fueron similares a los ensayos descritos
anteriormente. Este ensayo de hidrolisis enzimatica es similar al del apartado 4.4.7.2, pero se
ha sustituido la actividad a-L-arabinofuranosidasa por la actividad glucosidasa, ya que la F1
contiene mucha cantidad de oligosacaridos de glucosa. Se ha incluido la utilizacién de la
enzima feruloil esterasa, debido a la presencia de restos feruloilicos, detectado en los estudios

anteriores.

Gracias a la accion de la enzima B-glucosidasa se ha logrado liberar el 57,4% de la

glucosa presente en esta fraccion, ya que se hidrolizan los GOS presentes en la F1.

Durante el proceso de hidrodlisis enzimatica, la arabinosa también fue cuantificada
logrando alcanzar una concentracion de 0,2 g/L, que equivale al 20,6% de la arabinosa
potencial presente en la fraccion F1. La presencia de arabinosa monomérica después de la
hidrolisis enzimatica se debe a la accién de la a-L-arabinofuranosidasa presente como

actividad accesoria en la NS50030.

En relacion con la produccion de acidos cindmicos, también se observo la ruptura de
los enlaces ésteres debido a la accion de la enzima feruloil esterasa alcanzando una

concentracion de 5,2 mg/L de acido cumarico y 16,2 mg/L de acido fertlico.

La fraccién F1 contiene el 49,7% de los grupos acetilos presentes en la fraccion
liquida (FIPCP), la acetilxilano esterasa logra la ruptura del enlace alcanzando una
concentraciéon de acético 0,4 g/l en el medio de la hidrdlisis, lo que supone una

desacetilacion del 66,7%.

La despolimerizacion de la F1 bajo la accién combinada de las enzimas afiadidas

produjo la formacion de XOS de grado de polimerizacion de DP2 a DP6 a tiempos cortos de
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hidroélisis. A una hora de hidrdlisis se logré la mayor cantidad de XOS de DP2-DP6, de los
cuales el 72,4% correspondia a XOS (DP2-DP3). En la figura 4.27 se puede apreciar como a
medida que aumenta la formacion de xilobiosa y xilosa, disminuye la concentracion de
xilotriosa. A tiempos cortos de hidrélisis se produce una ligera formacion de compuestos de
X4, X5y Xs, que comienza a hidrolizarse progresivamente produciendo un pequefio aumento
de la concentracion de xilobiosa llegando a una concentracion de 5,6 g/L y 1,3 g/L de xilosa

monomeérica a 4 h. A partir de este tiempo no se aprecia un cambio en la concentracion de los

compuestos.
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Figura 4.27. Perfil de produccion de xilosa y XOS en la HE de la fraccion F1 con endo-B-(1,4)-D-xilanasa
(NS50030) y las enzimas accesorias Novozym 188, AcX Ey Fe E

En este ensayo se ha producido un rendimiento de produccion de XOS del 72%, lo
que supone una cantidad equivalente de 3,9 g de XOS (expresado como xilosa) con respecto
a 100 g de materia prima. Con esta estrategia propuesta, las fracciones F1 y F2 permiten
obtener una produccion total de XOS (DP2-DP6) de 10,5 g (expresado como xilosa) con

respecto a 100 g de materia prima. El fraccionamiento propuesto utilizando la cromatografia
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de exclusion molecular no permite mejorar los resultados obtenidos en la hidrolisis
enzimatica directa (en una unica etapa) de la FIPCP con el coctel enzimatico Complex, que
podriamos considerar que contiene enzimas equivalentes, en el que se obtenia 12,9 g XOS
(expresado como xilosa) con respecto a 100 g de materia prima. El menor rendimiento se

asocia a una hidroélisis incompleta de la F1.

4.5.1.2. Purificacion de los polisacdridos no hidrolizable durante la HE de la FIPCP
con XinM1+Arf51+Fe E

En todos lo casos de hidrolisis enzimaticas realizadas utilizando la endo-p-(1,4)-D-
xilanasa XInM1 se han obtenido unos rendimientos de produccion de xilooligosacaridos
superiores al 80%, pero no se ha logrado hidrolizar por completo la hemicelulosa soluble, ya
que existe una fraccion recalcitrante. Para lograr conseguir hidrolizar esta fraccion se plantea
la siguiente estrategia: separar los polisacaridos no hidrolizados al final de la hidrolisis de los

compuestos que tienen un grado de polimerizacion entre DP2-DP6.

Después de realizar la hidrolisis enzimatica con la mezcla enzimatica Maf, se realiza
la etapa de purificacion con la cromatografia de exclusion molecular Bio-Gel P2 siguiendo la
metodologia de trabajo descrita en el apartado 4.5.1 (pag. 158) con la finalidad de evitar la
hidrolisis de los XOS y por tanto la disminucion de los XOS con DP2-DP6 producidos
durante la HE.

El esquema de la estrategia utilizada fue el siguiente:

Flig argr + XInM1+4rf51+ Fe E
FIPCP — HE Maf — Purificaciéon con HPSEC — Flyg 3¢ S -

F IHE_.\{af + .V550030+‘47_'f5 1+ Fe_E

La elucion se registro, como en el caso anterior, con un detector de indice de
refraccidon cuyo perfil esta representado en la figura 4.28. Los tiempos de elucion colectados
fueron los mismos que en la experiencia de fraccionamiento de la FIPCP para obtener la F1,

F2 y F3. En este ensayo la fraccién que contiene los carbohidratos de mayor peso molecular
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(entre DP4-DP10) procedente de la hidrélisis enzimatica de la FIPCP con la mezcla

enzimatica Maf se ha denominado F1ug mar:
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Figura 4.28. Perfil cromatografico HPSEC de FIPCP hidrolizado enzimaticamente con el ensayo Maf

La fraccion Flue mar obtenida se sometid a una segunda etapa de hidrolisis
enzimatica. Esta segunda hidrolisis se realizd con dos ensayos en paralelo, utilizando dos
endo-B-(1,4)-D-xilanasas uno con X/nM1 y el otro ensayo con NS50030. Ambas endo-f3-

(1,4)-D-xilanasas fueron complementadas con las enzimas accesorias Arf51y Fe E.

En la hidrolisis enzimdtica de la fraccion Flug amur con la endo-B-(1,4)-D-xilanasa
XinM1 (Fig. 4.29) se observo un pequefio aumento en la concentracion de glucosa de 40
mg/L. La concentracion de arabinosa alcanzada fue de 16 mg/L. Las concentraciones de
acidos p-cumarico y ferulico fueron 1,9 y 7,8 mg/L, respectivamente. También se aprecio una
amplia distribucion de grado de polimerizacion en los xilooligosacaridos producidos en este

ensayo, desde monosacaridos hasta XOS de DP10.

Por otra parte, con el ensayo utilizando la NS50030 se alcanzaron valores de
concentraciones de glucosa, xilosa y arabinosa de 0,3 g/L, 0,6 g/L y 30 mg/L
respectivamente. La alta concentracion de xilosa liberada se debe a que esta enzima presenta

actividad xilosidasa (Martinez-Alcala 2012).
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Figura 4.29. Distribucion de monosacaridos y XOS contenidos en la fraccion Flug_amqry los producidos en

la HE de la F1xE aar con XInM1 suplementado con Arf51y Fe E

En la figura 4.30 se observa la conversion de los XOS de grado de polimerizacion
entre 5 y 10 en xilobiosa y xilotriosa alcanzandose una concentraciéon de 0,8 y 0,3 g/L
respectivamente. La formacion de XOS de bajo grado de polimerizacion se asocia a enzimas
de la familia GH10. No obstante, en el caso de la NS50030 hay que tener en cuenta que esta
preparacion enzimatica presenta cierta actividad xilosidasa, que podria explicar el hecho de la

formacion de XOS de bajo grado de polimerizacion.

La separacion de la fraccion recalcitrante y posterior hidrolisis permiten un
incremento de 0,4 g y 0,8 g de XOS (expresados como xilosa) por cada 100 g de materia
prima seca para el caso de la endo-B-(1,4)-D-xilanasa XInM1 y NS50030, respectivamente.

En ambos ensayos se alcanza unos rendimientos de hidrolisis superiores al 91%.
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Figura 4.30. Distribucion de monosacaridos y XOS contenidos en la fraccion Flug aary los producidos en

la HE de la F1ug aparcon NS50030 junto con Arf51y Fe E

En base a los resultados obtenidos, se puede establecer que la HE de la FIPCP seguida
de la separacion de la fraccion recalcitrante mediante cromatografia de exclusion molecular y
posterior HE permite obtener 12,7 g XOS (DP2-DP6) (expresados como xilosa)/100 g de
materia prima cuando se utilizd6 como endo-B-(1,4)-D-xilanasa X/nM1 y de 13,1 g XOS
(DP2-DP6) (expresados como xilosa)/100 g de materia prima con la NS50030

complementadas ambas con las enzimas accesorias Arf51y Fe E.

En este caso, los resultados obtenidos con esta estrategia son bastante similares a los
obtenidos con el coctel enzimatico Complex (12,9 g XOS (expresado como xilosa) con
respecto a 100 g de materia prima) utilizando como sustrato la FIPCP (apartado 4.4.6.2, pag.
149). En cambio, son mejores que los obtenidos en el apartado 4.5.1.1 (hidrdlisis de la F1),

por lo que se puede concluir que la prehidrdlisis es necesaria.
4.5.2. Obtencion de XOS mediante purificacion por membranas

Otra estrategia empleada para la purificacion de XOS, fue la utilizacion de

membranas de filtracion (ultrafiltracion y nanofiltracion). Para ello se utilizaron, membranas
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con distinto tamafio de corte (5000 y 1000 Da) con el objetivo de obtener xilooligosacaridos

de bajo peso molecular a partir de la hemicelulosa solubilizada en el pretratamiento EV.

La fraccion soluble del pretratamiento (sin poner en contacto con la resina de
intercambio mixto) contiene compuestos de un peso muy superiores a 5000 y 1000 Da. Estos
compuestos podrian ser o bien restos de lignina unida a la hemicelulosa o polisacaridos
solubles que se solubilizaran durante el pretratamiento de EV. Mediante la utilizacion de
métodos de filtracion (ultrafiltracion) se obtuvieron unas corrientes denominadas retenidos 1
y 2 (Fig. 3.6) formadas por compuestos cuyo peso molecular es superior al corte molecular de
la membrana utilizada y un permeado que contiene compuestos con un peso molecular
teorico de alrededor o inferior a 1000 Da que seria la fraccion de XOS que se ha denominado

XOS3 (después de exponerla al contacto de la resina de lecho mixto y liofilizarla) (Fig. 3.6).

Ambos retenidos 1 y 2 son juntados ya que contienen mayoritariamente polisacaridos
solubles y oligosacaridos de alto grado de polimerizacion (perfil cromatografico recogido en
la figura 4.31) que no han podido atravesar las membranas. Asi mismo, estan presentes
compuestos de menor tamafio no esperados en esta fraccion. Una explicacion puede deberse
al hecho de que los sistemas de filtracion de membranas sufren un ensuciamiento o foluing de
la membrana debido a la deposicion de sustancias disueltas sobres su superficie externa y/o
poros, disminuyendo el flujo del permeado lo que conlleva a una reduccion en el rendimiento
de la separacion (Cérdova y col., 2016, 2019). Estos retenidos se sometieron a una hidrolisis
enzimatica para transformar los polisacaridos y oligosacéaridos en los compuestos deseados

(DP2-DP6).

La hidrolisis se llevo a cabo utilizando una mezcla enzimdtica que incluia la enzima
XInM1 con actividad endo-B-(1,4)-D-xilanasa y la preparacion enzimatica Novozym 188
(actividad mayoritaria B-glucosidasa). La seleccion de la endo-B-(1,4)-D-xilanasa se realizo
de acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente, mientras que el preparado enzimatico
Novozym 188 se utilizo debido a la presencia de compuestos de GOS o B-glucanos presentes

en los retenidos.

En los cromatogramas de la figura 4.31, se aprecia como la muestra formada por los

retenidos recogidos antes de la hidrélisis contiene un alto porcentaje (77,9%) de compuestos
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con grado de polimerizacion superior a DP6 y después de la hidrélisis este valor se reduce

considerablemente.

La muestra obtenida tras la HE, se sometio a un nuevo proceso de filtracion, mediante
la utilizacion de nanomembrana (1000 Da), con el fin de separar los compuestos que
continuan teniendo un grado de polimerizaciéon mayor de DP6. Asi, el andlisis del nuevo
permeado mostré un contenido en compuestos con un DP > a 6 del 4,0%, mientras que mas
del 60% de los compuestos analizados presentaban un grado de polimerizacion entre DP2-
DP6. El porcentaje de monosacaridos y compuestos de bajo peso molecular también ha
aumentado hasta 35,9%. La fraccion en la que se encuentras xilooligosacaridos con grado de
polimerizacion entre DP2-DP6 fueron purificados posteriormente mediante la utilizacion de
resina de lecho mixto previamente a ser liofilizados, dando lugar al producto denominado

XO0S2.

. | | Antes de HE
] | | Después de HE

=>DP6 . DP6-DP2 Monosacéridos

.

Intensidad (MV)
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Figura 4.31. Cromatograma de HPSEC/IR antes y después de la hidrolisis enzimatica de la muestra que

contiene a los compuestos retenidos en el proceso de ultra/nanofiltracion

Se analizaron la composicion del material de partida y de los compuestos obtenidos
tras la hidrolisis enzimatica y con estos datos se calculo el balance masico de esta estrategia.

Un esquema del proceso seguido se muestra en la figura 4.32. A partir de 100 g de materia
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prima se obtuvieron 10,8 g de s6lido XOS3 con una pureza en carbohidratos del 91% y 2,4 ¢
de solido XOS2 cuya pureza en carbohidratos es del 83%.

Estos productos (XOS2 y XOS3) se utilizaron para llevar a cabo los ensayos de

actividad prebiotica, asi como su caracterizacion estructural.

100 g de
materia prima

Explosion
por vapor

Etapa de
purificacion y
liofilizacién

10.8 ¢ XOS3

Ultrafiltracion Nanofiltracion
i0 S kDa 1 kDa
Sy Permeado 5 Permeado
soluble
[R_"_%T_ S
Nanofiltracion Et d ificacié
Hidrolisis 1 kDa > = apa de purificacion 2.4 ¢ XOS2
- [EeEace y liofilizacién T8

Figura 4.32. Balance del proceso de purificacion de membrana

4.6. Caracterizacion estructural de los xilooligosacdridos

La estructura de los oligosacaridos (grado de polimerizacion, tipo de enlace,
monodmeros, etc.) se relaciona con el efecto que produce sobre la flora intestinal (Rastall y
col., 2005). El conocimiento de la caracterizacion estructural del material es esencial para
poder conocer tanto el grado de polimerizacion como la estructura de los XOS de interés
(Yang y col., 2011). Para llevar a cabo este estudio se han utilizado las técnicas analiticas de

MALDI-TOF-MS y FTIR.

4.6.1. Analisis mediante MALDI-TOF-MS

Esta técnica fue utilizada con el fin de conocer detalles tanto de la longitud de la
cadena como de la naturaleza de las ramificaciones de los xilooligosacaridos presentes en
cada sustrato. En la tabla 4.7, se muestra una atribucion estructural de sefiales m/z en

espectros MALDI-TOF-MS para los productos seleccionados, F2 (Fig. 3.5 pag. 97) y XOSI1,
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X082, XOS3 (Fig. 3.6, pag. 99). Los iones moleculares de oligomeros lineales y sustituidos
se identificaron como aductos de sodio y potasio. El espectro de MALDI-TOF-MS de cada

sustrato se muestra en la figura 4.33.

En el analisis del producto XOS1 se han identificado una gran variedad de
compuestos. Se han ha asignados las sefiales a compuestos con distintos sustituyentes y
diferente grado de sustitucion, asi como el tipo de carbohidrato presente en la cadena. Esto se
puede explicar basandose en el hecho de que estos OS proceden directamente del
pretratamiento, es decir, la explosion por vapor solubiliza a la hemicelulosa gracias al
proceso de autohidroélisis que se produce al liberarse el acido acético que forma parte de este
tipo de hemicelulosa lo que provoca una disminucion en el pH facilitando la ruptura de los
enlaces entre las unidades de la hemicelulosa. Asi en la FIPCP, se han detectado compuestos
que pueden asignarse con compuestos formados exclusivamente por pentosas, compuestos

que tienen sustituyentes de acetilo, compuestos formados por hexosas etc.

Los resultados obtenidos en este estudio estan de acuerdo con los encontrados en la
bibliografia para los oligosacaridos generados por el tratamiento hidrotérmico de varios
subproductos ricos en hemicelulosas (Davila y col., 2019; Ho y col., 2018; Rasmussen y col.,

2017; Ruiz y col., 2017).

Los datos de MALDI-TOF-MS detectan la presencia de xilooligosacaridos lineales no
sustituidas con DP en el rango de 4-10. Estos compuestos se habian observado en el analisis
realizado con HPAEC/PAD, tal como se muestra en la figura 4.3 (pag. 122). Otros
xilooligosacaridos con un grado de polimerizacion entre 4-15 presentan uniones con grupos
acetilo cuya asignacion estructural corresponde, por ejemplo, a Pi1AcNa; PiiAcaNa;

Pi11AcsNa.

De acuerdo con la composicion de la FIPCP, la mayoria de los oligomeros son
fragmentos de arabinoxilano, pero también se detectd una presencia notable de compuestos
formados por oligobmeros de hexosas (asumiendo que son GOS) en la muestra XOS1. Estos
oligosacaridos fueron identificados por la asignacion de las sefiales que corresponden con
compuestos con diferente grado de polimerizacion (HsNa; H7Na; HgNa). La presencia de

hexosas en un rango de DP 5 a 14, en la paja de cebada pretratada con explosion a vapor

[172]



Resultados y discusion

impregnada en agua, fue también detectada por algunos autores como (Rosgaard y col.,

2007). La presencia de estos GOS puede ser atribuida a una contaminaciéon por grano en la

paja.

Como se muestra en la tabla 4.7 (pag. 179), los oligomeros en el producto XOSI
tienen un mayor grado de polimerizacion que aquellos en el producto XOS2. Este producto
ha sido obtenido mediante HE y se detectan compuestos de hasta 1400 m/z. Esta hidrolisis
enzimatica se llevd a cabo utilizando enzimas con actividades de endo-B-1,4-xilanasa y -

glucosidasa, lo que explicaria el tamafio y naturaleza de los compuestos encontrados.

El espectro de MALDI-TOF-MS del producto XOS2, muestra predominantemente,
sefales m/z de oligobmeros acetilados con un DP que varia de 4 a 9. La presencia de
compuestos acetilados con un DP superior a 6 es debido a que se ha utilizado una endo-f-1,4-
xilanasa de la familia de la GH11, ya que Arai y col. (2019) observaron que la utilizacion de
la enzima endo-B-1,4-xilanasa GH10 hidrolizaba los oligosacéridos acetilados con un grado

de polimerizacion igual o superior a 6.

Ademas, se han detectado sefiales correspondientes a los oligosacaridos no sustituidos
con DP4 y DP5. Estos ultimos compuestos son xilotetrosa y xilopentosa ya que se ha
confirmado por los analisis realizados mediante cromatografia HPAEC/PAD. XOS lineales
con un grado de polimerizacidn superior a 5 no se ha detectado debido a la accion de la endo-
B-1,4-xilanasa, que actua sobre residuos no sustituidas en cadenas de sacaridos, detectandose

xilooligosacaridos sustituidos.

Por otra parte, en el producto XOS2, no se detecta la presencia de compuestos
formados unicamente por hexosas (glucooligosacaridos) debido a la actuacion de la B
glucosidasa que ha hidrolizado dichos compuestos a glucosa monomérica, tal y como se ha

comentado anteriormente.

La deteccion de senales con valores de 745, 877, 1009 y 1141 m/z corresponde a una
secuencia de oligosacaridos, que contienen una unidad de acido ferulico unida a la cadena
pentosa (DP4, DP5, DP6, DP7). La presencia de acido ferulico en esta biomasa se habia

confirmado con los ensayos del apartado 4.4.6.1 (pag. 146), donde la incorporacion de la

—
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enzima feruloil esterasa liberaba més de 90 mg/L en una hora de hidrdlisis. Arai y col. (2019)
también detectaron compuestos ramificados con acido ferulico en la mazorca de maiz tras
someterla a un proceso hidrotérmico. Estas ramificaciones laterales podrian estar
relacionadas con la estabilidad de la cadena de xilano mediante la formacion de un pseudo

sistema conjugado a través del grupo carbonilo del 4cido.

El acido ferulico se une por enlace éster a la arabinosa, por lo que la estructura mas
probable para el compuesto P4sFaNa, serd la union de tres unidades D-xilopiranosa junto a una

unidad de arabinosa que en la posicion C-5 presenta el resto feruloil.

En el espectro de masas de la muestra XOS3 (pureza 91%), se detectan compuestos
cuya relacion m/z es superior a la esperada, encontrando compuestos de hasta 1900 m/z. En
esta muestra se han asignado sefales (Fig. 4.33c) para XOS lineales desde DP4 hasta DP13 y
compuestos formados por hexosas con grado de polimerizacion 7 y 8. También se ha

detectado la presencia de la serie de XOS ramificados con grupos acetilos.

A la muestra F2 obtenida por purificacion mediante cromatografia de exclusion
molecular (columna de Bio-Gel P2) también se le realiza un espectro de MALDI-TOF-MS
para confirmar la presencia de xilooligosacaridos de bajo grado de polimerizacion. En la
figura 4.33d se aprecia como se ha realizado un correcto fraccionamiento de la muestra
encontrando compuestos con un grado de polimerizacion comprendido entre DP2-DP6, que
era el objetivo deseado, aunque también se detecta la presencia de XOS lineales de hasta
DPS. En el espectro de masas, también se ha identificado las sefiales atribuidas a una serie de
compuestos formados por los XOS acetilados con uno y con dos grupos acetilos de entre

DP4-DP7.
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Resultados y discusion

Tabla 4.7. Asignacion estructural de las sefiales de las masas obtenidas mediante MALDI-TOF-MS de las muestras XOS1, XOS2, XOS3 y F2

(Continuacion)
XO0OS3 F2
m/z Estructura m/z Estructura m/z Estructura m/z Estructura
539 [HoPAcNa]* 1097 [PsNa]* 1577 [Pi1AcaNa]* 569 [PsNa]*
569 [PsNa]* 1139 [PsAcNa]* 1625 [Pi12Na]* 611 [PsAcNa]*
611 [PsAcNa]* 1175 [H7Na]* 653 [PsAcoNa]*
1667 [PioAcNa]*
701 [PsNa]* 1181 [PsAcoNa]* 701 [PsNa]*
743 [PsAcNa]* 1229 [PoNa]* 743 [PsAcNa]*
1757 [P13Na]”
785 [PsAcaNa]” 1271 [PoAcNa]* 785 [PsAcaNa]*
833 [PeNa] * 1313 [PoAcaNa]* 833 [PeNa]*
1799 [P13AcNa]”
875 [PcAcNa] " 1337 [HgNa]* 875 [PsAcNa]*
917 [PeAcaNa]” 1361 [P1oNa]* 917 [PsAcaNa]*
1841 [Pi3AcaNa]*
965 [P7Na]* 1403 [P1oAcNa]* 965 [P7Na]*
1007 [P7AcNa]* 1445 [P10AcoNa]* 1007 [P7AcNa]*
1973 [P1sAcoNal*
1049 [P7AcaNa]” 1535 [P11AcNa]* 1097 [PsNa]*

(P=pentosa; H=hexosa; Ac= grupo acetil; Fa= acido ferulico)
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La adquisicion del espectro se registra a partir de la relacion m/z superior a 400, por lo
que por esta técnica no se confirma la presencia de xilobiosa, detectada con anterioridad por

HPLC.

Mediante el analisis de MALDI-TOF-MS se comprueba que los grupos acetilos estan

distribuidos de manera uniforme en los oligosacaridos.

Con esta técnica se puede extraer la informacion estructural y ver las diferencias entre
los productos seleccionados. Recapitulando, el producto XOS1 contiene tanto compuestos
lineales de pentosas y hexosas de entre DP4-DP9 y DP5-DPI0 respectivamente, como
compuestos ramificados con grupos acetilos, existiendo compuestos hasta triacetilados. En el
producto XOS2 se detectan mayoritariamente compuestos que presentan ramificaciones con
grupos acetilos y feruloilicos y algunos compuestos lineales, pero en ambos casos son
compuestos con un grado de polimerizacion menor que los encontrados en XOS1. El
producto XOS3 es similar a XOS1, encontrando compuestos lineales de hasta DP13 y
ramificados, aunque se diferencian en que en este producto no se detectaron compuestos
triacetilos. Finalmente, F2 contiene XOS con DP entre 4 y 8 con una estructura lineal, aunque

también se detectan compuestos diacetilados.
4.6.2. Analisis mediante FTIR

El analisis mediante FTIR ha demostrado ser una herramienta util y répida para
identificar la presencia de diferentes grupos funcionales en el analisis de la pared celular de
las plantas (Kacurdkova y col., 2000). Es importante realizar una buena caracterizacion
estructural, ya que las sustituciones que presentan los OS pueden afectar al comportamiento
en la fermentacion y por tanto modificar el potencial prebiotico (Kabel y col., 2002b). En la
bibliografia se describe como los oligosacaridos ramificados con grupos acetilos son los
compuestos que mas lentamente se consume en la fermentaciéon al compararlos con los

oligosacaridos lineales no sustituidos.

En la figura 4.34, se muestra los espectros FTIR correspondientes a los productos
XOS1, X082, XOS3 y F2 procedentes de las diferentes etapas del proceso. El producto

XOS2 es el que ha sufrido més transformaciones por lo que su espectro presenta mas
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diferencias al compararlo con los otros productos (XOSI, XOS3 y F2). Este producto
procede de los polisacaridos retenidos en el proceso de purificacion por membrana, los cuales
han sido sometidos a hidrolisis enzimatica. En todos los espectros, se observan bandas muy
similares excepto en la region comprendida entre 1700-1200 cm™! Esta region en bibliografia

se asocia con los grupos acetilos.

En la tabla 4.8 se recogen las asignaciones de las bandas més comunes que

encontramos en los diferentes espectros.

Las sefiales en torno a 1720, 1365 (enlaces C-H en hemicelulosas) y 1250 ¢cm™ se
asignaron a la presencia de grupos acetilos. La banda de 1720 cm™! se atribuye a la vibracion
de tension debida los enlaces carbonilo de los grupos acetilos de los xilanos en hemicelulosas
(Moniz y col., 2013) o grupos carboxilos de enlaces éster en 4cidos cindmicos como el
ferulico (tipicos de herbéaceas). La banda que aparece a 1577 cm’! podria corresponder a
impurezas de lignina (Banerjee y col. 2019). Estos restos de lignina se solamente se detectan
en el producto XOS2, por lo que, estas bandas se deben a la presencia del acido fertlico,
concordando con el espectro de masas del apartado anterior (pag. 176/179). La banda
alrededor de 1430 cm™ corresponde al estiramiento C-O y a la flexion de C-H y /o O-H en las
hemicelulosas (Sun F. y col., 1998). Alrededor de 1250 ¢cm™' se encuentra la banda de
vibracion de estiramiento de C-O de enlace sencillo relacionada con los grupos acetilos
presente en las hemicelulosas. La intensidad de esta banda se relaciona a la escision y/o
alteracion de los grupos acetilos (Sun y col., 2005; Moniz y col., 2013). El hombro de baja
intensidad que aparece a 1130 cm’!, corresponde a los oligosacaridos que contienen
arabinosas, ya que es muy caracteristica de estas cadenas (Kacurakova y col., 1994; Zhang y

col., 2015).

Las bandas comprendidas entre 1156 y 920 cm! corresponden a la region tipica de los
xilanos. La banda observada a 1030 cm™!' se atribuye al estiramiento de C-C, C-O o a la
flexion de C-OH del enlace glicosidico (COC) (Sun y col., 2011) lo que indica el predominio
de los oligosacaridos de xilano (Fang y col., 2000). Esto significa que el esqueleto de baja

ramificacion esta presente en la corriente de oligosacaridos.
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La presencia de las cadenas laterales de arabinoxilano se identifican por dos colas
débiles a 1150 y 1000 cm™'. En concreto, la banda a 1000 cm™ se atribuye a las vibraciones
de las cadenas laterales de arabinoxilano, siendo sensible a la ubicacion del sustituyente
(Kacurdkova y col., 1994). En el espectro del producto de XOS2 se observa como esta banda
es un hombro y no llega a estar muy definida. En la region de 950/700 cm’!, la pequefia
banda afilada a 895 c¢m™ es indicativa de la configuracion de los enlaces B- (1—4)

glicosidicos entre las unidades de xilopiranosas en las cadenas de xilano (Bian y col., 2012).

Tabla 4.8. Asignacion de bandas en el espectro de FTIR de las diferentes muestras

Banda (cm™) Asignacion
3340 Vibracion de tension del grupo hidroxilo del xilano
2890 Banda de combinacion de los enlaces C-H
1720 Tension del C=0 de los grupos acetilos
1577 Vibracion anillo aromatico y tension del C=0O
1400 Vibraciones del anillo aromatico
1380 Flexion simétrica de CH3 , Deformacion C-H
1250 Vibraciones de tension de C-O relacionas con los grupos acetilos
1160 Vibracion de la flexion antisimétrica C-O-C asimétrico
1140 Tension de C-O en grupos esteres
1030 Contribuciones del enlace C-O-C del enlace glicosidico de las cadenas

de xilano Deformacion C-H aromatico en el plano (G > S)

1000 Vibraciones C-C, C-OH, C-H del anillo y grupos laterales
913-929 Deformacion C-H aromatico fuera del plano

895 Tension del enlace glicosidico
833-834 Deformacion C-H aromatico fuera del plano en unidades S

—
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Con todo este estudio estructural llevado acabo en el apartado 4.6 (pag. 171), se ha
obtenido informacion tanto de la longitud de la cadena de xilooligosacaridos, como de los
sustituyentes presentes en la estructura. También se ha obtenido informacion del tipo de
carbohidratos que la forman. Con todo ello, se concluye que todos los productos presentan
xilooligosacaridos lineales y ramificados con grupos acetilos, siendo el producto XOS2 el que
presenta mas diferencias, ya que presenta estructuras ramificadas, entre las que se incluye

sustituyentes de restos feruloilicos.

4.7. Evaluacion de la actividad prebidtica

En este apartado se muestran los resultados obtenidos sobre la actividad prebiotica de
los xilooligosacaridos obtenidos en los apartados anteriores a partir de la paja de cebada
pretratada mediante EV. Los resultados son comparados con una muestra de FOS utilizado

como control positivo.

Se seleccionaron diferentes muestras que contiene a los xilooligosacaridos purificados
mediante la utilizacion de diferentes métodos a partir de la FIPCP: la muestra denominada
XOS1 fue obtenida mediante purificacion con la resina de intercambio i6nico. Una
combinacién de hidrolisis enzimdtica y una purificacion posterior mediante nanofiltracion
(X082) y finalmente una purificacion de la FIPCP mediante ultrafiltracion y nanofiltracion
(XO0OS3). La muestra F2 fue obtenida por purificacion con cromatografia de exclusion
molecular Bio-Gel P2 (apartado 3.6.2, pag. 97) Todas las muestras, previamente liofilizadas,
se utilizaron como fuente de carbono utilizando microbiota intestinal utilizando una

concentracion aproximada de 10 g/L de oligosacaridos (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Composicion de las muestras al inicio del ensayo de fermentacion

g/L  Glucosa Xilosa Arabinosa GOS  XOS AOS

X0S1 03 0,9 0,6 1,9 7,7 0,5
X0S2 21 1,7 0,5 0,6 8,4 0,7
X0S3 03 1,7 1,5 0,8 8,6 0,5

F2 0,4 0,2 0,1 0,4 54 0,3
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La evaluacion prebidtica se determind mediante la formacion de acidos grasos de
cadena corta, el consumo del sustrato, y el efecto en la poblacion microbiana de
Bifidobacterias. La actividad prebiotica se evaludé comparativamente frente a la utilizacion

como fuente de carbono de FOS como prebidtico comercial.

a) Andlisis de los dcidos orgdnicos generados durante la fermentacion

La fermentacion se llevo a cabo como se describe en el apartado 3.7.2 (pag. 100), con
microbiota fecal procedente de tres donantes libres de enfermedades gastrointestinales y que
no habian consumido antibidtico en los tres meses anteriores al ensayo. La composicion de la
microbiota humana de estos tres donantes voluntarios puede verse modificada por diferentes
factores como pueden ser la zona geografica, el abuso de sustancias como el alcohol, el
tabaco, una vida sedentaria o la dieta. Otros factores que pueden interferir son las condiciones
de higiene, la presencia de mascotas en el hogar, etc. (Lozupone y col., 2012; Schwiertz y

Rusch, 2016).

En la tabla 4.10 se recogen las variaciones de pH a lo largo de la fermentacion.
Durante la fermentacion, el pH de las muestras FOS, XOS1, XOS2 y XOS3 desciende desde
6,9 hasta 4,9; 4,9, 4,9 y 4,1 respectivamente. En cambio, en el producto F2 el pH varia desde
7,6 hasta 5,9. Est4 acidificacion tiene un efecto positivo en el intestino ya que dificulta la
proliferacion de algunos microorganismos patégenos y de bacterias putrefactas como
Clostridium, evitando la acumulaciéon de compuestos toéxicos como el amoniaco o aminas
biogénicas (Yoo y col., 2012). En la evolucion del pH a lo largo de la fermentacion se
distingue dos etapas, una primera etapa donde este descenso es significativo (primeras 10 h)
debido al crecimiento y/o actividad metabolica de bacterias intestinales, para luego
mantenerse bastante constante hasta el final de los experimentos como se observa en la tabla
4.10. El menor pH observado cuando se utiliza como fuente de carbono XOS3, se asocia a la

acumulacion de acido lactico.
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En el medio de fermentacion, se generd una mezcla de 4cidos grasos de cadena corta
principalmente acido acético, butirico y propidnico, los cuales pueden tener propiedades
beneficiosas en el organismo. La producciéon de AGCC contribuye a producir alrededor del
10% de la energia diaria metabolizable del huésped, aunque esta proporcion depende
altamente del donante y de la disponibilidad de los sustratos de fermentacion (Carlson y col.,
2017). La concentracion de AGCC producidos durante la fermentacion se muestra en la tabla
4.11.

Tabla 4.10. Variacion del pH durante el ensayo de fermentacion de los diferentes xilooligosacaridos

T“EE;I’O Control FOS XO0S1 XO0S2 X0S3 F2
0 6,9+0,04 69+004 69+004 69+0,04 6,9 + 0,04 7,6 0,03
4 69+005 6,7+0,1 6,7+007 65+03 6,7 < 0,06 7.4+0,03
7 71+£0,07  6,1+1,0 63+0,7 52+0/4 6,1+ 0,6 6,5+0,2
10 72+02 51+0.8 55+12 48+03 48+02 58+0.1
24 71+0,7 50+0,3 49+0,08 4,740, 44402 6,0 = 0,08

30 6,7£0,08 49+0,2 49+0,06 4,9+0,06 4,1£0,12 5,9+0,1

En la concentracion total de AGCC generados durante la fermentacion de XOS
(XOS1, X082, XOS3 y F2) y FOS se observaron diferencias. En la muestra denominada
control (sin fuente de carbono) se produce una pequefia cantidad de AGCC como
consecuencia de la fermentacion de las proteinas o aminoacidos por parte de las bacterias

putrefactas fendémeno que ha sido observado por otros autores (Gullon y col., 2015).

Después de 24 h de incubacion, las concentraciones totales de AGCC alcanzadas en
los medios de fermentacion fueron 102,7; 117,2; 89,1 y 87,5 mM para las muestras de XOS1,
X082, XOS3 y F2 respectivamente. Estos valores fueron significativamente mas altos (p <
0.05) que los obtenidos cuando se utiliz6 FOS como sustrato (72,5 mM). Los resultados
obtenidos en este ensayo fueron similares a los obtenidos por Moniz y col. (2016), teniendo
en cuenta el contenido inicial de carbohidratos en los ensayos de fermentacion obtenidos a

partir de paja de maiz.

Los resultados de concentracion de AGCC obtenidos con la fracciéon F2 fueron muy
similares a los obtenidos por XOS3, a pesar de que la concentracion de compuestos de ambas
muestras es diferente como muestra la tabla 4.9. Un motivo puede ser que estos compuestos

proceden de la fraccion soluble sometida a distintos procesos de purificacion bien por
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membranas (en el caso de XOS3) o bien por cromatografia de exclusion molecular (F2). No
obstante, las concentraciones fueron superiores a las obtenidas respecto al control positivo

(utilizando FOS como fuente de carbono).

Una explicacion al hecho de que la fermentacion de XOS2 sea mds rapida puede
deberse al hecho de que la concentracion de X» es mayor en este sustrato como se observa en
la figura 4.35, ya que se sabe que la concentracion de xilobiosa proporciona valores cinéticos
mas altos que otros XOS (Ugkun Kiran y col.,, 2013). No obstante, la presencia de
monosacaridos presentes en el medio podria acelerar el proceso, ya que son facilmente

metabolizables.

Intensidad (MV)

T T T T T T T T T T T T T
36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 52.00 54.00 56.00 58.00 60.00 62.00 64.00 66.0(

Tiempo (min)

Figura 4.35. Cromatograma de HPSEC/IR de XOS2 y F2

En la fermentacion de todos los sustratos estudiados se observo la produccion de
acido lactico. El acido lactico fue generado fundamentalmente durante las primeras 10 h de
fermentacion, a partir de este tiempo, la concentracion disminuyd incluso hasta desaparecer
completamente para el sustrato XOS1 y F2. Este hecho se justifica porque algunas bacterias,
como las heterolacticas, que pueden consumirlo para generar otros metabolitos como acetato
o propionato (Duncan y col., 2004; Hernandez-Hernandez y col., 2011). La produccion de
este acido va ligada a la presencia de bifidobacterias y lactobacilos en el indculo. La mayor
concentraciéon de acido lactico se obtuvo para XOS3, algunos autores asocian la mayor
produccion de acido lactico cuando se utiliza XOS poco sustituidos o con baja ramificacion

(Kabel y col., 2002a). La composicion de XOS3 parece presentar una estructura mas lineal
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que el resto de los XOS estudiados, tal y como se ha discutido en el apartado 4.6.1 (pag. 171),

de los resultados relacionados con la estructura quimica.

El 4cido organico mas abundante producido durante la fermentaciéon fue el acido
acético independientemente de la fuente de carbono utilizada. Este compuesto representa el
63,8%, 69,5%, 76,1%, 72,1% y 56% del total de AGCC para XOS1, XOS2, XOS3, F2 y
FOS, respectivamente. Las concentraciones mas altas de este acido se lograron a las 24 h
(65,5; 81,4; 67,8: 63,1 mM en las fermentaciones con fuente de carbono XOS1, XOS2,
XOS3 y F2 respectivamente), mostrando diferencias significativas (P < 0.05) en comparacion
con FOS al mismo tiempo de fermentacion (40,4 mM). La formacion predominante de acido
acético fue similar a la encontrada en bibliografia por otros autores cuando se utilizaron otros
oligosacaridos derivados de la biomasa lignoceluldsica (Davila, y col., 2019; Ruiz y col.,

2017; Miguez, y col., 2018).

El 4cido acético tiene un papel importante en la regulacion de la division celular
epitelial. También algunos estudios lo vinculan con diferentes funciones intestinales como el

aumento del flujo sanguineo colonico (Sharma y Shukla, 2016; Zeng, 2014).

El acido butirico fue el segundo producto metabdlico relevante encontrado en los
medios de fermentacion. Después de 24 h de incubacion, se detectaron concentraciones
similares en un rango de entre 12,0-23,8 mM, independientemente de la fuente de carbono
empleada (P> 0,05). La produccion de este acido no se observo hasta las 7 h de fermentacion
cuando se utilizaron las muestras XOS1, XOS3 y F2. Para la muestra XOS2 a las 4 h se
empezaba a acumular ligeramente. Este hecho también fue observado utilizando como
sustrato oligosacaridos procedentes sarmiento de vid (Davila y col., 2019). Los valores
obtenidos en este estudio fueron superiores a los producidos a partir de los oligosacaridos de

bagazo de maiz (Buruiana y col., 2014).

El 4cido butirico es considerado uno de los metabolitos del colon mas importantes ya
que tiene multiples funciones positivas. Por ejemplo, se ha descrito que induce la
diferenciacion y la apoptosis en las células huésped, es usado como fuente de energia para los
colonocitos (Zeng, 2014). También tiene propiedades antiinflamatorias (Fernandez y col.,

2016; Sharma y Shukla, 2016) y se ha demostrado que la administracion rectal puede aliviar
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los sintomas de la enfermedad inflamatoria intestinal (Roberfroid y col., 2010). La
produccién de acido butirico en heces humanas puede asociarse a Eubacterium rectale,
Roseburia intestinalis y Faecalibacterium prausnitzii (Gibson y col., 2000), aunque la
atribucion de un producto de fermentacién a un grupo bacteriano especifico en un cultivo

mixto es bastante complicada.

El 4cido propionico es otro de los compuestos con efectos positivos para la salud. Es
utilizado por el higado, ya que reduce la gluconeogénesis hepatica e inhibe la formacion de
urea en el higado y existe una estrecha relacion entre el 4cido propidnico y la inhibicion de la
sintesis de lipidos y colesterol (Van den Abbeele y col., 2018). Aunque no estd muy claro el
mecanismo de actuacion, se esta estudiando el papel de este acido en la ayuda de control de
peso para personas con problemas de peso (Chambers y col., 2015). Por otra parte, es
conocido que el acido butirico y el propionico estimulan la produccién de mucinas, que son
glicoproteinas requeridas para el mantenimiento de la capa mucosa que protege el tejido
epitelial intestinal (Roberfroid y col., 2010). La menor produccion de acido propidnico en las
fermentaciones en la que se utiliz6 XOS3 como fuente de carbono, puede deberse a la

acumulacion de acido lactico.

Las proporciones de acido propionico alcanzadas después de 24 h de fermentacion
cuando se utilizaron como sustrato XOS1, XOS2, XOS3, F2 y FOS fueron de 15,1, 12,0, 9,2,
11,9 y 13,7 mM, respectivamente. Estas concentraciones de acido orgéanico son similares a
las encontradas en bibliografia, al utilizar XOS, obtenidos a partir de Eucaliptus globulus,
como fuentes de carbono (Miguez y col., 2018) o al utilizar arabinoxilooligosacéridos del
salvado de trigo (7,7-14,9 mM) (Gullon y col., 2014) y muy inferiores (26,2 mM) al

compararlos con los obtenidos a partir de residuos de vid (Davila y col., 2019).

A partir de los datos mostrados en la tabla 4.11, se puede apreciar como el ratio entre
los 4cidos acético y propidnico (A/P) en XOSI1 (4,4), XOS2 (6,8), XOS3 (7,3) y F2 (5,2) es
superior al alcanzado por FOS (3,0) a las 24 h de fermentacion. Este factor se asocia a la
reduccion de lipidos en el higado y/o a la sintesis del colesterol (Den Besten y col., 2013).
Por lo que estos sustratos podrian no contribuir al efecto hipolipidémico (Salazar y col.,

2008).
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En relacién con la produccion de acido formico, la mayor cantidad que se produjo fue
utilizando como fuente de carbono el FOS a las 24 h (14,6 mM). Este comportamiento
también lo observaron otros autores que utilizaron AXOS comerciales (Buruiana y col.,

2017).

Para finalizar, otro parametro que se monitorizo, para evaluar el efecto bifidogénico,
fue el consumo de XOS durante la fermentacion. La velocidad de fermentacion y los perfiles
de AGCC varian en funcion de los sustituyentes, siendo los XOS lineales y los sustituidos
con arabinosa los més rapidos en comparacion con los acetilados (Kabel y col., 2002b). A las
primeras 10 h del ensayo ya se habia metabolizado el 70% de XOS1 y XOS2 por la
microbiota, permaneciendo unicamente el 8% después de 24 h de fermentacion. A las 24 h
con los XOS1 se observa como se han consumido los XOS de alto grado de polimerizacion
quedando algo de xilosa por consumir, en cambio en la muestra con XOS2 se han fermentado
los XOS (DP4-DP6) y parte de la xilosa, xilobiosa y xilotriosa. En la figura 4.36, a modo de
comparacion, se muestra el cromatograma con el consumo de xilooligosacaridos a 4 y 24 h

para las muestras XOS1 y XOS2.

En el caso de la muestra XOS3, el patrén de consumo de los carbohidratos se
comportd diferente, permaneciendo cerca del 20% de los carbohidratos a las 24 h de
fermentacion. En cambio, el producto F2 se consumié mas del 95% de la fuente de carbono

presente durante las primeras 10 h.
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Tabla 4.11. Concentraciones de AGCC (mM) durante la fermentacion de los xilooligosacaridos a partir de paja de cebada

Compuesto  Tiempo (h) Control FOS XO0s1 X082 XO0S3 F2
0 03+052  0,4+0,07° 1,0+1,5 1,4+ 1,3 1,0+ 1,5 1,00+ 1,5
4 0,04 £0,08 0,8 +0,4° 1,4+1,0 1,6 + 0,7 1,4+0,8 1,0£0,3
Acido 7 0,00£0,00  83+6,5 5,5 + 4,0 6,9 + 3,6 7,9+57 3,1+ 1,6
Lactico 10 0,00£0,00  6,7+7,3" 8,9 £ 6,54 17,4 + 6,9 20,4 +6,5 2,5+2,6
24 0,00 +£0,00 5,6 +9.4° 3,3+2.8° 8,8+28° 38,7 24,4 0,0 +0,0
30 0,00£0,00 44+7,6 0,3 +0,5° 45+7,1% 28,1+ 22,3 0,0+ 0,0
0 2,0+0,8 3,4+220 3,6£2,1° 59+2720 3,6£2,1° 3,6+2,1%
4 2,5+0,6 4,3 +2,0° 6,0 + 3,5° 8,3 +4,5 544219 6,1 +2,3°
Acido 7 57425 232+12,00 26,8+18,7*% 42,0+12,5° 26,8+ 11,94 297+ 12,9*b
Acético 10 8,5+33 33,5+£5,5° 42,9+74%  574+17,1°  43,1+£34%  51,5+14°
24 18,8+1,2  40,4+3,0°  655+59¢ 81,4+£94> 67,8+16,5"° 63,1 +38¢
30 17,3 +1,8 38,3+4,5 57,7+4,8°  78,8+6,6° 529478 65245725
0 1,6 0,7 1,77+ 0,3 3,9+ 1,8 2,0 +0,3° 3,9+ 1,72 3.9+1,7°
4 0,5+0,8 2,64 +2,1° 2,8+ 0,6 32+1,78 52403 2,1+0,9°
Acido 7 0,2+0,3 10,17+5,2* 59407  53+1,1%  7,1£3,1% 1,8 +0,9°
Férmico 10 0,0+0,00 12,50 +4,6  83+33% 7,6 +8,1° 15,1+£2,7° 4,1+1,2°
24 0,0+ 0,0 14,59 +2,3° 79 +4,7° 2,8+0,7° 8,1+1,7° 0,6 + 0,5
30 0,2+0,3 9,46 + 2.4 6,7 +4,7° 1,0 £0.9%¢ 5,4+ 1,9%¢ 0 £0P

Los datos se presentan como la media de tres donantes diferentes + la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P< 0,05) para el mismo acido y al mismo tiempo.
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Esta diferencia de fermentabilidad se puede deber a muchos factores como puede
ser el grado de polimerizacion, el grado y tipo de sustitucion, etc. En la bibliografia se
encuentra descrito que el consumo incompleto de los carbohidratos puede deberse a la
presencia de compuestos lineales con un DP elevado (Buruiana y col., 2017), que puede
justificar el comportamiento del producto XOS3, ya que este compuesto contiene XOS

compatibles con cadenas de hasta 13 pentosas (Fig. 4.33, pag. 175).

No obstante, aunque se ha descrito que el grado de grado de sustitucion de los OS
puede influir en la velocidad de fermentacion (Bedford y Cowieson 2012), en la literatura
cientifica existen estudios contradictorios. Asi, por ejemplo, Pollet y col. (2012)
encuentran una disminucién en el consumo de oligosacaridos y su transformacion en
AGCC cuando se utiliza como sustrato arabinoxilanos altamente sustituido por arabinosa,
mientras que otros estudios demuestran valores similares de fermentabilidad en sustratos

con diferentes valores de sustitucion (Kabel y col, 2002b).

La relacion arabinosa y xilosa en los oligosacaridos (mol/mol) tienen un valor de
0,06 para XOS1, XOS3 y F2 y 0,08 para XOS2. Estos valores de ratio son similares a los
obtenidos a partir de paja de maiz por Moniz y col. (2016). Este ratio tiene sentido que no
cambie en las muestras procedentes de la fraccion liquida inicial y las sometida a
diferentes técnicas de purificacion, y si lo haga en el producto obtenido tras una etapa de

hidrolisis enzimatica.

La sustitucion con grupos acetilos, también ha sido calculada con el fin de conocer
las ramificaciones que presenta estos productos. Se ha realizado una estimacion del grado
de sustitucion teniendo en cuenta la fraccion masica del acido acético, (determinado
mediante hidrdlisis total con acido sulftrico al 4%) y el contenido en oligosacéaridos
lineales de DP2-DP6 en cada producto obtenido. La fraccion masica fue de 0,033, 0,026,
0,021 y 0,035 expresada como g de acido acetico/ g de producto para el producto XOS1,
XO0S2, XOS3-y F2 respectivamente. El contenido en X», X3, X4, X5 yX¢ se determind
mediante la técnica HPAEC/PAD.

La relacion molar xilosa/grupos acetilos para el producto XOS1 fue de en torno a 3,

lo que justificaria la presencia de compuestos di y triacetilados, observada en los analisis
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MALDI-TOF. En el caso de los productos XOS2 y XOS3 el grado de acetilacion estimado

fue menor (relacion xilosa/grupos acetilo alrededor de 2), lo que indica que por cada dos

xilosa hay un grupo acetilo. Finalmente, el producto F2 presentd6 un mayor grado de

acetilacion ya que por cada xilooligosacarido habria un grupo acetilo, aunque en el analisis

estructural con MALDI-TOF no lo confirma, con lo que se debe realizar un estudio mas

profundo.
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b) Efecto de la poblacion de Bifidobacterias

La determinacion de las comunidades microbianas es otro parametro necesario que
se debe analizar en los estudios de evaluacion de la actividad prebidtica, mediante métodos
fiables. En la actualidad, esta tarea es mas precisa debido al desarrollo de las técnicas de
biologia molecular. La técnica FISH, como ya se ha comentado anteriormente, permite la
visualizacion de poblaciones bacterianas presentes en la muestra. Para ello, se utilizan
sondas coloreadas de acidos nucleicos marcadas con grupos fluorescentes (especifica para
cada especie bacteriana) para detectar las regiones 16S del ARN del interior de las células,
combinando asi la informacion visual con la precision molecular. Los compuestos XOS1 y
X082, fueron seleccionadas para el estudio del efecto de la poblacion de Bifidobacterias y

se evalud comparativamente la actividad prebiotica frente a FOS (prebidtico comercial)

El género de Bifidobacterium es uno del mas beneficioso de la microbiota
intestinal humana. Su numero estd asociado a una variedad de efectos positivos que
incluyen la produccion de acido acético y acido lactico a partir de oligosacaridos y
polisacaridos, la generacion de vitaminas y la eliminacion de carcindgenos (Binns, 2013).
Ademas, se observaron menos cantidad de estas bifidobacterias, por ejemplo, en pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal microbiota cuando se comparan con personas sanas

(Roberfroid y col., 2010).

La figura 4.37 muestra los resultados del incremento en el numero total de
bacterias y bifidobacterias observadas para los xilooligosacaridos seleccionados (XOS1 y
X0S2) en comparacion con el control (fermentacion sin fuente de carbono) y FOS, donde
se aprecia un aumento similar en el recuento de bifidobacterias, no encontrandose
diferencias significativas en la poblacion de bifidobacterias cuando se utilizaron XOSI,

XO0OS2 o FOS como fuentes de carbono.

Después de 24 h de fermentacion, se logré un aumento significativo de las
bacterias totales (cuantificado mediante el uso de la tincion DAPI) independientemente de
los xilooligosacéaridos empleados. Ademas, se observd un incremento de log niimero de
células/mL de 1,5 y 1,4 para los medios que contenian XOS1 y XOS2 respectivamente.

Estos resultados confirman la idoneidad de estos sustratos como fuentes de carbono para
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aumentar las poblaciones totales de bacterias y bifidobacterias.

Con estos ensayos podemos confirmar que los xilooligosacéridos estudiados
obtenidos a partir de la paja de cebada pretratada presentan una actividad prebiotica y se

deberia seguir haciendo ensayos con ellos para poder comercializarlos.
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Figura 4.37. Incremento (con respecto al tiempo 0 h) del recuentro total de bacterias y Bifidobacterium
a las 24 h determinado por la técnica FISH en cultivos fecales que utilizan FOS, XOS1 y XOS2 como
fuente de carbono y la muestra control (sin fuente de carbono), “" indican diferencias significativas

(P<0,05). Las barras de error indican la desviacion estandar

4.8. Bioetanol a partir de RSI

El RSI obtenido en el pretratamiento de EV (180 °C-30 min) fue sometido a
hidrdlisis enzimatica y posterior fermentacion para obtener etanol. Este residuo presenta
un contenido en carbohidratos del 66,1% (55,9% celulosa y 10,3% hemicelulosa) que
puede ser aprovechado para su transformacion a etanol. La composicion completa del RSI
se muestra en la figura 4.2 (pag.119). En un proceso de conversion de materiales

lignoceluldsicos a etanol, interesa que la concentracion de éste en el medio de
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fermentacion sea la mas alta posible. La obtencion de concentraciones de etanol superiores
al 4% contribuyen a disminuir la demanda energética en la etapa de destilacion,
contribuyendo a la viabilidad econdmica del proceso de conversion de materiales
lignocelulosicos a etanol (Wingren y col., 2003). La concentracion de etanol alcanzada en
el proceso de fermentacion va a depender en gran medida de la concentracion de azlicares
que se produzcan en la etapa previa de hidrélisis enzimatica. Pero para alcanzar esta
concentracion de etanol es necesario, por tanto, utilizar alta carga de solidos
(concentracion de sustrato) cuando se utilizan materiales lignoceluldsicos (Koppram y

col., 2014).

El RSI, como ya se ha comentado anteriormente fue el sustrato utilizado en la
hidrolisis enzimatica con una carga de sélidos de 10, 15 y 20% (p/v). La enzima utilizada
fue la preparacion enzimatica Cellic CTec2, estudiandose dos dosis (denominadas D15 y

D30). Los detalles de las condiciones de los ensayos se recogen en el apartado 3.8 (pag.

102).

En la figura 4.38 presenta las cinéticas de produccion de glucosa (g/L) durante 72 h
de proceso de hidrdlisis enzimatica, utilizando distintas concentraciones de sustrato [10,
15 y 20% (p/v)] y distintas dosis de enzima (15 y 30 FPU/g sustrato). El perfil de
produccion de glucosa siguidé un patron normal en la HE, con una rapida liberacion de
glucosa al inicio (24 h), seguida de una bajada en la velocidad de produccion de glucosa.
Como era de esperar, la concentracion de glucosa aumentd con la carga de solidos,
alcanzandose a las 72 h producciones de glucosa de 50-51, 72-74 y 92-93 g/L a

concentraciones de sustrato de 10, 15y 20%, respectivamente.

Como se observa en la figura 4.38, la mayor produccion de glucosa (85% de la
glucosa final liberada después de 72 h) tuvo lugar en las primeras 24 h. No se produjo un

incremento significativo de glucosa entre el intervalo de 48 a 72 h de HE (< 3 g/L).

La dosis de enzima no mejord significativamente la liberacion de glucosa al final de
la hidrdlisis (concentracion de glucosa < 2g/L) durante 72 h con todas las dosis estudiadas.

Sin embargo, a las 24 h y con una alta carga de solidos (20%, p/v) se observo un efecto
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positivo con la dosis de enzima, produciéndose una concentraciéon de glucosa > 90 g/L

utilizando la mayor dosis de enzima (D30).
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Figura 4.38. Cinéticas de produccion de glucosa (g/L) durante la hidrélisis enzimatica del RSI de paja
de cebada pretratada a 180 °C y 30 min utilizando distintas concentraciones de sustrato y dosis de

enzima

Resefiar que, a la hora de seleccionar la concentracion de sustrato, se debe tener
que realizar un balance entre la concentracion de azucares fermentables en el medio de HE
y el rendimiento de hidrélisis enzimatica, asi como el tiempo de residencia y la dosis de
enzima utilizada. En la figura 4.39 se recogen la concentracion de glucosa producida
durante la hidrolisis y los porcentajes de rendimiento de hidrélisis, frente a las diferentes

concentraciones de sustrato y dosis de enzima ensayadas.

Los rendimientos de HE disminuyeron del 81 al 75% y del 83 al 76% al aumentar
la concentracion de sustrato del 10 a 20% con las dosis de enzima D15 y D30,
respectivamente. Este hecho se asocia a problemas de la transferencia de masa cuando se

trabaja a alta consistencia de so6lidos (20%) (Hodge y col., 2008).

Por otra parte, el rendimiento de HE no difiri6 significativamente entre la dosis de

enzimas, obteniéndose rendimientos del 81 y 83%, 78 y 80% y 75 y 76% cuando se utilizd

—
| S—

199



Resultados y discusion

en el medio de reaccion concentraciones de solidos del 10, 15 y 20%, respectivamente.
Las mayores diferencias entre las dosis de enzima aplicada se observan a las 24 h y alta
carga de solido. Es destacable resefiar que la utilizacion de 20% de carga de so6lidos dio
como resultado una concentracion de glucosa suficiente (superiores a 90 g/L) para obtener
el etanol necesario para una destilacion eficiente, sin comprometer excesivamente el

rendimiento de hidroélisis enzimatica (75%).

100

80 -

60

® Rendimiento HE (%)

90 —L—1F—1F—1F-—1F——11- Glucosa (g/L)

20

1 0 1 5 20 1 o ‘ 1 5 ‘ 20 Concentracion de sustrato (%, p/v)

15 30 Concentracion enzima (FPU/g glucano)

Figura 4.39. Rendimientos de hidrolisis enzimatica y concentracion de glucosa (g/L) obtenidos a 72 h

con diferentes concentraciones de sustrato y dosis de enzima

Puesto que la utilizacion de tiempos superiores a 24 h no supone un incremento
sustancial en la produccion de glucosa y, por tanto, en los rendimientos de hidrdlisis
enzimatica, se estudiaron diferentes estrategias de proceso de produccién de etanol
utilizando la levadura industrial Saccharomyces cerevisiae FEthanol Red como
microorganismo fermentador. Dada la elevada concentracion de sélidos (20 %, p/v)
necesaria para obtener concentraciones de azucar, que una vez fermentada alcancen
concentraciones de etanol superiores al 4%, se estudido el efecto del tiempo de
presacarificacion (8 y 24 horas), asi como, el efecto de la dosis de enzima (15 y 30 FPU/g

glucano) en la produccion de etanol. En la figura 4.40 se muestran las cinéticas de
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produccion de etanol y consumos de glucosa en los procesos PSFS, asi como el proceso

HFS para su comparacion.

En el proceso de HFS, la mayor concentracion de glucosa (108 g/L) se obtuvo
utilizando la dosis alta de enzima (D30), frente a los 94 g/L obtenidos con la dosis baja
(D15). La concentraciéon maxima de etanol alcanzada fue de 46 y 51 g/L, a las 105 h de
proceso total, para las dosis enzima D15 y D30, respectivamente. Como se puede observar
en la figura 4.40a, no se detectdé glucosa al final de HFS indicando un buen

comportamiento en el proceso fermentativo.

No obstante, se observo cierto retraso al principio de la fermentacion, a las 24 h
después de la inoculacion, la concentracion de etanol alcanzada fue menor de 5 g/L (Fig.
4.40a). Esto se debe probablemente a que durante la hidrolisis enzimatica se generan otros
productos (aztcares, fenoles, etc.), distintos a glucosa, y que junto con la baja
concentracion de indculo (0,2 g/L) utilizada pueden afectar a la fermentacion, retrasando

la produccion de etanol.

En el caso de la utilizacion de una etapa previa de sacarificacion de 8 ho 24 hala
SFS (PsnSFS y P24nSFS), no se incrementaron las producciones de etanol (Fig. 4.40b y
4.40c), alcanzandose concentraciones de etanol en torno a 43 y a 50 g/L con las dosis de
enzima de 15 y 30 FPU/g glucano, respectivamente. No obstante, cabe resefiar que una
etapa de presacarificacion de 8 h a 50 ° C es suficiente para disminuir la viscosidad del
medio en el inicio de la fermentacion, reduciéndose el tiempo total del proceso. Es
destacable, ademas, que la disminucion de la dosis de enzima a la mitad se reduce
unicamente un 14% la concentracion de etanol. Las concentraciones de etanol obtenidas
fueron superiores a las obtenidas por otros autores utilizando paja de cebada pretratada
mediante extrusion utilizando la misma levadura y concentracion de solidos 20%. Duque y
col. (2014b) en su estudio reportan concentraciones de etanol inferiores a 30 g/L y

rendimientos sobre el tedrico del 53%.
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Figura 4.40. Cinéticas de produccion de etanol y consumo de aztcares utilizando diferentes esquemas

de produccion de etanol. a): HES; b). PsnSFS y ¢) P24nSFS
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En la tabla 4.12, se recogen los datos de rendimiento de produccion etanol
expresados como g/g glucosa y como porcentaje sobre el tedrico (0,51 g de etanol/g
glucosa). Los rendimientos fueron, en todos los casos superiores a 0,34 g etanol/g glucosa.
Estos rendimientos, fueron superiores a los obtenidos por Garcia-Aparicio y col. (2011)
con levaduras termotolerantes. Estos autores obtuvieron rendimientos de 0,24 g etanol/g
glucosa a partir del RSI obtenido de paja de cebada pretratada con EV (190 °C-10 min),

realizando los ensayos al 15% de carga de s6lido.

Las productividades volumétricas se incluyen también en la tabla 4.12. En los
procesos de HFS éstas fueron 0,4 y 0,5 g/L.h con dosis de enzimas de D15 y D30,
respectivamente. Las productividades volumétricas fueron superiores los procesos de
PSFS. El mejor resultado (1,0 g/L.h) fue obtenido con PsiSFS y dosis de enzima de 30
FPU/g (D30). En estas condiciones, se necesitaron menos de 48 h de fermentacion para

obtener la maxima concentracion de etanol.

Tabla 4.12. Concentracion de etanol y rendimiento de fermentacion con diferentes configuraciones de

proceso
Configuracion Dosis de Concentracion Rendimiento (Ye)
enzima de Etanol getanol/g (%)  Qe%g/L.h)
(FPU/ g (g/L) glucosa
glucano)
HFS 15 458+0,3 0,36 +0,04 71,3 0,4
30 50,8+ 0,5 0,39+ 0,08 76,0 0,5
PsnSFS 15 43,3+0,5 0,34+0,05 674 0,9
30 49,6 £0,2 0,38+0,02 74,2 1,0
P24nSFS 15 43,4+0,1 0,34+0,02 65,7 0,8
30 49,9+ 0,6 0,38+ 0,08 75,1 0,9

% porcentaje sobre el tedrico °: productividad volumétrica

En el mejor de los casos, el rendimiento en etanol obtenido fue de 22,3 g etanol/100
g paja cebada pretratada con dosis de enzima de 30 FPU/g. Como resultado resenable es

que se reduce escasamente (menos del 9%) el rendimiento si la dos dosis de enzima se
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reduce a la mitad. Rendimientos de obtencion de etanol similares fueron obtenidos por
Lara-Serrano y col. (2018), en paja cebada pretratada con liquidos i6nicos (22,9 g/100 g
paja pretratada), aunque en este caso y dado el tipo de pretratamiento, no se ha producido

la separacion de la fraccion de hemicelulosa para la obtencion de xilooligosacaridos.

S. cerevisiae Ethanol Red, la levadura utilizada, exclusivamente fermenta las
hexosas a etanol, por lo que toda la xilosa producida en la etapa de hidrélisis enzimatica no
puede ser fermentada a etanol, quedando al final del proceso una concentracion final en el
medio de fermentacion en torno a 4-6 g/L de xilosa. Esta xilosa podria ser fermentada
conjuntamente con la glucosa si se emplease una estrategia de co-fermentacion utilizando
microorganismos capaces de fermentar ambos azlcares, aumentando ligeramente el

rendimiento final de etanol del proceso.

El rendimiento global de produccion etanol en este trabajo fue de 126 g etanol/1000
g de paja de cebada, valor superior al obtenido por Duque y col (2014b), que reportaron
valores de rendimiento global de 110 g etanol/1000 g de paja de cebada utilizando paja de

cebada y un pretratamiento combinado alcali y extrusion.

Estos resultados muestran como el empleo de la paja de cebada es una materia
prima apropiada para ser utilizada en una biorrefineria. El pretratamiento de explosion por
vapor al que se somete la biomasa nos proporciona una fraccion liquida a partir de la cual
podemos obtener 129,7 g de XOS (DP2-DP6) mediante un coctel enzimatico. Partiendo del
residuo soélido insoluble, es posible obtener 126 g de bioetanol. Ambos resultados son

obtenidos a partir de 1 kg de paja de cebada.
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Conclusiones

El estudio planteado en este trabajo permite extraer las siguientes conclusiones:

La explosion por vapor es un método de pretratamiento, basado en la autohidrdlisis,
efectivo para alterar la estructura de la paja de cebada. Bajo unas condiciones de
cierta severidad (180°C y 30 min), se obtiene una fraccion liquida que contiene la
hemicelulosa solubilizada y un residuo sélido insoluble rico (RSI) en celulosa y
lignina. En estas condiciones de pretratamiento, no se consigue desacetilar por

completo la materia prima.

En la hemicelulosa solubilizada con estas condiciones de pretratamiento se
encuentran los xilooligosacéaridos (XOS) con diferentes grados de polimerizacion
que se pueden agrupar en dos categorias: superiores a DP6 y entre DP2-DP6. No

obstante, se observa la presencia de monosacaridos.

Los rendimientos de hidrolisis enzimatica se ven mejorados cuando el sustrato es
sometido a una etapa previa de purificacion con una resina de intercambio de lecho

mixto.

La utilizacién de la enzima endo-B-(1,4)-D-xilanasa de la familia GH11 permite
mejorar en un 43,4%, la produccion de XOS con DP2-DP6 a partir de la fraccion

liquida obtenida tras el pretratamiento.

Se ha confirmado que la utilizacion de las enzimas accesorias (o-L-
arabinofuranosidasa, feruloil esterasa y acetilxilano esterasa) junto a la endo-f-
(1,4)-D-xilanasa supone una considerable mejora en la produccion de XOS con

DP2-DP6 como consecuencia de la hidroélisis de las cadenas laterales.

Los métodos de cromatografia de exclusion molecular permiten alcanzar productos
con mayor grado de pureza que los métodos de ultrafiltracion. El producto F2
obtenido mediante cromatografia de exclusidon molecular presenta una pureza

superior al 92% lo que permitiria su utilizacion como prebidtico comercial.

La caracterizacion estructural de los xilooligosacaridos (grado de polimerizacion,

distribucion de los sustituyentes, etc.) llevada a cabo con las técnicas de MALDI-
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10.

TOF-MS y FTIR, proporcionan una informacion valiosa ya que las caracteristicas
estructurales influyen en su potencial prebidtico. Todos los productos contienen
compuestos tanto lineales como ramificados con grupos acetilos. El producto XOS2

ademas contiene compuestos con sustituyente con grupos feruloilicos.

Las concentraciones de AGCC confirmaron las propiedades bifidogénicas de las
muestras (XOS1, XOS2, XOS3 y F2) sometidas a la evaluacion prebiotica en los
ensayos in vitro, ya que los niveles alcanzados fueron iguales o superiores a los
logrados por los oligosacaridos comerciales. No obstante, la poblacion de
Bifidobacterium en los sustratos no mostraron cambios significativos con respecto a

la muestra control.

La utilizacion del RSI en el proceso de presacarificacion y fermentacion simultanea
no incremento6 la produccion de etanol respecto a la configuracion de hidrodlisis y
fermentacion separada utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae Ethanol

Red. No obstante, esta configuracion si redujo el tiempo del proceso.

A partir de 1 kg de paja de cebada se ha logrado producir 129,7 g de XOS (DP2-
DP6) y 126 g de bioetanol. Estos resultados permiten concluir que la paja de cebada

es un sustrato adecuado para su utilizacion en una biorrefineria.
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Abstract: Agricultural residues, such as barley straw (BS),
are attractive sources for the production of chemicals
and fuels based on the biorefinery principle. In the pre-
sent paper, BS was steam exploded at 180°C/30 min and
then 90% of the cellulose and 60% of the hemicellulose
were recovered in solid and liquid fractions respectively,
which were used for ethanol and xylooligosaccharides
(XOS) production. In the course of enzymatic hydrolysis
(EH), different solid loading (SL) (10-20% w/v) and
enzyme doses (15 and 30 FPU g™ glucan) were applied
to optimize the yield of glucose concentrations, while
92 g 1 glucose was released at 20% SL and 30 FPU g
glucan enzyme dosage. For ethanol production, two dif-
ferent process configurations were compared: separate
hydrolysis and fermentation (SHF) or prehydrolysis with
simultaneous saccharification and fermentation (PSSF).
To transform the soluble hemicellulose into xylooligom-
ers, two glycoside hydrolases (GH) families 10 and 11
endoxylanases were used. Reaction times, enzyme dose
and several combinations of enzymes were optimized to
maximize the conversion into XOS. Under the pretreat-
ment conditions indicated above, 14 g of ethanol was
obtained via the PSSF approach and 11.1 g of XOS (with
DP2-DP6) was obtained per 100 g of raw material.

Keywords: barley straw, bioethanol, cellulolytic enzyme,
endoxylanases, xylooligosaccharides
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Introduction

In 2015, around 25% of the gas emissions in the EU could
be ascribed to the transport sector (European Environ-
ment Agency). To improve this situation, that emission
rate should be reduced to around 14% by 2030 by using
more renewable resources (Renewable Energy Directive
2016). Indeed, the utilization of lignocellulosic biomass
for bioethanol production is a real and feasible alter-
native to fossil fuels for the transport sector (Kajaste 2014).
The various biorefinery concepts may contribute a lot to
achieve this goal (Cherubini 2010; Moncada et al. 2016),
while agricultural residues, such as barley straw (BS), can
serve as raw material. Barley is one of the most abundant
biomass in the EU (58 M t production in 2016, Faostat
2016), from which one-third of straw remains in the fields
and another third is used for other purposes such as live-
stock (Searle and Malins 2013). The current net availability
of barley crop residues for bioenergy production is esti-
mated to be 22.8 M t.

Ethanol production from lignocellulosic biomass
includes the following steps: feedstock pretreatment,
enzymatic saccharification, fermentation and distil-
lation. A pretreatment step is essential to disrupt the
polymer matrix of the cell wall and to increase its surface
area accessible to hydrolytic enzymes (Alvira et al. 2010).
Steam explosion (SE) pretreatment is one of the most
thoroughly investigated pretreatments for various wood
species (Duque et al. 2016; Deloule et al. 2017). In this
context, Schiitt et al. (2011) investigated poplar wood;
Muzamal et al. (2015), spruce wood; Martin-Sampedro
et al. (2012), Eucalyptus species; and Alvira et al. (2016),
agricultural residues. SE is a combination of mechanical
forces and chemical effects due to the hydrolysis of acetyl
groups via autohydrolysis, which leads to a better acces-
sibility and digestibility of cellulose (Duque et al. 2016).
In integrated processes with SE pretreatment, the soluble
hemicellulose (heteroxylan) can be converted to value-
added compounds such as prebiotic xylooligosaccharides
(XO0S) and cellulosic fraction to produce ethanol. The final
step of distillation is crucial for an economically viable
process in view of the high steam energy consumption
and the low ethanol yield.
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For ethanol production on an industrial scale, ethanol
concentration in the fermentation broth should be
>4% (w/w) (Koppram et al. 2014), which implies that
glucose production, after enzymatic hydrolysis (EH), must
be at least 80 g 1" (Modenbach and Nokes 2013). In order to
reach this goal, high solid loadings (SLs) are needed during
the hydrolysis step. EH and fermentation of pretreated
biomass can be carried out as separate hydrolysis and the
subsequent fermentation (SHF) with yeasts. On the other
hand, in the simultaneous saccharification and fermenta-
tion (SSF), the hydrolysis and fermentation steps are carried
out simultaneously in the same reactor. This approach can
be combined with a prehydrolysis step (PSSF) for a short
period of time, as it makes it easier to handle high SLs.

High value-added compounds can be obtained from
hemicellulose, such as XOS, which are made up of xylose
units linked by B-(1—4) bonds and have a low degree of
polymerization (DP) between DP2 and DP6. XOS are con-
sidered as emerging prebiotics (Patel and Goyal 2012),
which are “substrates that are selectively utilized by host
microorganisms conferring a health benefit” (Gibson et al.
2017). These compounds are interesting for food and phar-
maceutical industries (Aachary and Prapulla 2011). The
beneficial effects are reducing cholesterol, maintaining
gastrointestinal health, improving the biological avail-
ability of calcium and reducing the risk of colon cancer
(Slavin 2013; Gibson et al. 2017). Arabinoxylan from cereal
straw is a heteropolysaccharide composed of a backbone
chain of (1—4) linked B-D-xylopyranosyl units, which
are substituted at the C3 and/or C2 position with o-L-
arabinofuranose, 4-D-glucopyranosyl uronic acid, acetyl
groups and feruloyl units. Xylan is the second major struc-
tural carbohydrate in the herbaceous biomass. XOS can
be obtained from xylan by EH (Otiendo and Ahring 2012;
Biely et al. 2016).

In recent years, there is an increasing interest to
utilize hemicelluloses, such as straw, olive tree pruning
(Cara et al. 2012) or eucalyptus wood (Gullén et al. 2014)
among other biomasses. As pretreatment and hemicel-
lulose separation, several methods are described such
as autohydrolysis (Ruiz et al. 2017; Rico et al. 2018), alka-
line extraction (Morgan et al. 2017) or SE (Deloule et al.
2017). Different enzymes are suitable to depolymerize the
branched xylan, such as xylanases, acetylxylan esterase,
o-L-arabinofuranosidase and o-D-glucuronidase (Biely
et al. 2016; Mechelke et al. 2017; Linares-Pastén et al.
2018). The combination of selected endoxylanases and
debranching enzymes establish the nature of the pro-
duced XOS with prebiotic effects.

The present work describes the integration of
bioethanol production from cellulose and the formation
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of XOS by means of an EH approach based on steam-
exploded BS. EH and different fermentation configura-
tions were studied, based on different solid contents and
enzyme dosages. Two glycoside hydrolases (GH10 and
GH11) of the type endoxylanases were in focus for XOS
production. Reaction times and enzyme dosages were
optimized in terms of XOS yields. Accessory enzymes
such as feruloyl esterase and o-L-arabinofuranosidase
were also taken into consideration for an optimized XOS
production. In Figure 1, a schematic diagram shows the
experimental design used.

Materials and methods

Raw materials: BS was supplied by CEDER-CIEMAT. The Standard
Laboratory Analytical Procedures for lignocellulosic biomass analy-
sis (Sluiter et al. 2010) served for the characterization (data in %,
based on dry weight): glucan, 32.9+1.2; hemicellulose, 27.2 (xylan,
22.06£0.47; arabinan, 3.6+0.03; galactan, 1.3+0.01 and mannan,
0.27£0.03); acid insoluble lignin, 16.8+1.1; acid soluble lignin,
2.1£0.03; ash, 3.9+0.05; acetyl groups, 1.72+0.02; and extractives,
13.410.5.

Pretreatment: BS was milled in a laboratory cutting mill (Cutting
Mill Type SM2000; Retsch GmbH, Haan, Germany) to obtain chip
sizes between 6 and 10 mm. SE pretreatment was carried out in a
10-1 reactor at 180°C for 30 min (CIEMAT laboratory conditions). The
slurry obtained was filtered to separate the solid fraction and the
liquid fraction (prehydrolyzate), which were subjected separately to
enzymatic processes.

Enzymatic hydrolysis of the prehydrolyzate: To obtain low
molecular weight XOS (DP2-DP6) from SE-BS prehydrolyzate, two
GH of the families GH10 and GH11 endoxylanases, denominated as
XyIn10 and Xyln11, were used both individually and in combination.
Two enzyme loading D5 (5 U ml) and D20 (20 U ml?) were tested
for each endo-f-1,4-xylanase. Details: 50 mM sodium citrate buffer at
pH 4.8 was applied at 50°C in an incubation shaker (Infors HT Mini-
tron, Bottmingen, Switzerland) at 150 rpm. Samples were withdrawn
after 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 h reaction time. The enzyme mixture
(XyIn10 + XyIn11) in a ratio of 1:1 was also tested. Finally, a supplement
of 6.3 U ml™ of a-L-arabinofuranosidase and 2 U ml ™ of feruloyl-ester-
ase was applied to maximize the results in combination with Xyln11.
The enzymatic activity was stopped by boiling at 100°C for 5 min.

EH of water-insoluble solids: Water-insoluble solids (WIS) were
treated in 100 ml Erlenmeyer flasks with 10, 15 and 20% SL (w/v),
and a final volume reaction of 30 ml (50 mM sodium citrate buffer,
pH 4.8). The cellulolytic enzymes employed were Cellic Ctec2 (Novo-
zymes, Bagsveerd, Denmark). Hydrolysis media was prepared and the
enzyme loadings were D15 (15 FPU g™ glucan) and D30 (30 FPU g™ glu-
can). All reactions were performed in triplicate at 50°C in a rotary
shaker at 150 rpm (Infors AG, Bottmingen, Switzerland). Samples
were taken at 24, 48 and 72 h and centrifuged (10 000 g for 5 min).
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Figure 1: Experimental design.

Finally, the supernatant was collected to quantify the released sugars
via high-performance liquid chromatography (HPLC).

Microorganism: Saccharomyces cerevisiae (Ethanol Red, Fermentis,
France) was used for fermentation in the SHF and PSSF assays. The
inoculum was prepared by growing the microorganism on a rotary
shaker at 150 rpm (Infors AG, Bottmingen, Switzerland) and 35°C for
16 h, in a synthetic media containing (g 1"): yeast extract 5, NH,Cl
2, KH,PO, 1, MgSO, 7 H,0 0.3 and glucose 30. For all experiments,
0.25 g 1! yeast inoculum was used.

Separate hydrolysis and fermentation: Separate hydrolysis and fer-
mentation (SHF) tests were carried out in 100 ml Erlenmeyer flasks con-
taining 25 ml of media after EH at 20% (w/v) substrate concentration
for 72 h at 50°C and 150 rpm, and the liquid fraction was submitted to
fermentation at 35°C for 48 h. Fermentation experiments were started by
the inoculation of a cell suspension resulting in an initial cell mass con-
centration of 0.25 g 1. The nutrient concentrations in the medium were
as described above for the inoculum cultivation except glucose. Samples
were taken periodically and analyzed for sugars and ethanol.

Prehydrolysis and SSF: Prehydrolysis and SSF (PSSF) was carried
out in 250 ml Erlenmeyer flasks with 20% SL (w/v) and a final reac-
tion volume of 50 ml. Enzyme loadings of D15 and D30 were tested. A
prehydrolysis step was carried out at 50°C for 8 h or 24 h at 150 rpm.
After that, the temperature was decreased to 35°C and the media was
inoculated with S. cerevisiae grown overnight (0.25 g 17). Samples
were taken periodically and analyzed for sugars and ethanol.

Chemicals: XOS standards [xylobiose (X,), xylotriose (XB!) xylotetra-
ose (X,), xylopentose (X,), xylohexose (X,)] were purchased from Meg-
azyme International (Ireland). Analytical reagent-grade NaOH (50%,
w/w) was obtained from ].T. Baker (Deventer, The Netherlands). Other
chemicals were purchased from Merck KGaA, Darmstadt (Germany).

Enzymes: Endoxylanases from Thermotoga maritima (Xyln10)
(E-XYLATM) and Trichoderma viride (Xyln11) (E-XYTRI), o-L-
arabinofuranosidase (Abf51) (GH51) from Aspergillus niger (E-AFASE)
and feruloyl-esterase from Clostridium thermocellum (E-FAEZCT)
(CE1) were purchased at Megazyme International (Bray, Ireland).
Cellic Ctec2 was provided by Novozymes (Bagsveerd, Denmark).

Analytical methods: Monomeric sugars were determined using
a Waters Alliance HPLC system (Model 2695, Waters Corporation,
Milford, MA, USA) and a refractive index detector (RID) (Waters 2414),
using a column [CARBOsep CHO782 Carbohydrate & Biomass Analysis
(300x7.8 mm)] coupled with a CARBOSep-CHO-782/C guard column
(Transgenomic, Omaha, NE, USA). To determine oligomeric sugars in
the prehydrolyzate by HPLC, acid hydrolysis with 4% (w/w) H,SO, for
30 min at 120°C was carried out. The oligosaccharides content is based
on the difference between the sugars measured before and after the
acid hydrolysis. Milli-Q-water (Millipore, MA, USA) was used as the
mobile phase (0.5 ml min™) at 70°C.

Sugar-degradation compounds such as furfural (F), hydroxy-
methylfurfural (HMF) and phenolic compounds were analyzed on
a Transgenomic IC Sep ICE-COREGel 87H3 (300 x 7.8 mm) analytical
column combined with an ICSep-ICE-COREGEL 87H3 guard column
(Transgenomic, Omaha, NE, USA) (Agilent Technologies 1100 series
HPLC equipped with an Agilent 1200 series Diode-Array detector)
(Agilent Technologies, CA, USA). The mobile phase was 89% 5 mM
H,S0, and 11% acetonitrile (0.7 ml min™). Acetic and formic acids were
quantified on an IC Sep ICE-COREGel 87H3 (300 x 7.8 mm) column at
65°C and with 5 mM H_SO, acid as the mobile phase (0.6 ml min™),
using a RID (Waters 2414). The XOS was analyzed on a high-perfor-
mance anion exchange chromatography/pulsed amperometric detec-
tor (HPAEC-PAD) system (ICS2500, Dionex Corporation, Sunnyvale,
CA, USA). A Dionex CarboPac PA100 analytical column (250 x 4 mm)
and PA100 guard-column (50 x4 mm) (Dionex Corporation, Sunny-
vale, CA, USA) were used. A linear gradient program from 100% A
(NaOH 100 mM) to 30% B (NaOAc 500 mM/NaOH 100 mM) with a
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flow rate of 0.6 ml min at 35°C was applied. The pulse potentials and
duration on the PAD were provided by Dionex (Technical Note 20).
Ethanol concentration was measured using an Agilent 7890A GC Sys-
tem equipped with a flame ionization detector and a Carbowax 20 M
column (85°C) (Teknokroma, Barcelona, Spain) (see Oliva et al. 2017).

High-performance size-exclusion chromatography (HPSEC): The
instrument of Waters (Milford, MA, USA) equipped with a 2414 RID
was applied for molecular weight distribution determination of oli-
gosaccharides. Three gel-filtration columns in series Shodex KS-802
(10 000 Da) (Showa Denko, K.K., Japan), Ultrahydrogel 120 (5000 Da)
(Waters Corporation, Milford, MA, USA) and TSK-gel (G-Oligo-PW)
(3000 Da) (Tosoh Bioscience GMBH, Stuttgart, Germany) served for
the separation (for details see Alvarez et al. 2017).

Gel permeation chromatography (GPC): Polyacrylamide served
for the solid phase fractionation technique. Bio-Gel P2 (Bio-Rad,
Hercules CA, USA) was used in the fine particle size range; hydrated
beads 45-90 um (fractionation range of 100-1800 Da) were applied.

Results and discussion

SE-pretreated barley straw

Table 1 shows the composition of both WIS and the pre-
hydrolyzate obtained after SE.., .. Obviously, the
hemicellulose and extractives were solubilized and WIS

Table 1: Composition of pretreated BS at 180°C and 30 min (WIS
and prehydrolyzate).

Compounds in the WIS fraction (%)*
Cellulose 55.8+1.6
Hemicellulose 10.3+0.2
Xylan 9.6%0.2
Arabinan 0.3+£0.04
Others structural CHs 0.3+0.02
Lignin 30.7+£0.5

Sugars in prehydrolyzate Monomeric (gl*)  Oligomeric (g )

Glucose 0.88+0.01 5.22+0.01
Xylose 3.07+0.02 23.13+£0.3
Arabinose 2.10£0.1 1.20+0.05
Galactose 0.59+0.2 2.21+0.06
Mannose 0.07+£0.01 0.40+£0.01
Compound (gt Compound (mg 1)
Other compounds in prehydrolyzate

Formic acid 0.77+0.03 Vanillin 40.5+1.7
Acetic acid 1.71£0.08 Syringaldehyde 14+0.4
Furfural 0.91+0.09 p-Coumaric acid 19+0.7
HMF 0.14+0.01 Ferulic acid 34£0.6

*Percentages are based on dry weight.

DE GRUYTER

was enriched with cellulose (55.8%) and lignin (30.7%).
Moreover, 10.3% of hemicelluloses were left in WIS.
The recovery yields of cellulose in the solid and liquid frac-
tions accounted for 89.4% and 9.4%, respectively. The xylan
recovery yields were 21.9% in WIS and 60.2% in liquid
fractions. The total recovery rate was about 99% cellulose
and 82% hemicellulose. Compounds derived from lignin
and carbohydrates are also presented in Table 1, includ-
ing the monomeric sugars emerged. Furfural (0.91 g 17)
and HMF (0.14 g 1) were detected as a consequence of
pentose and hexose degradation, respectively. Formic acid
(FA, 0.77 g 1) results from furan degradation, and acetic
acid (AA, 1.7 g 1) results from the release of acetyl groups of
hemicellulose, while the yields are in the order: AA >F >FA.
The lignin degradation products vanillin, p-coumaric acid
and ferulic acid (FeA) were also detected in low concentra-
tions. Garcia-Aparicio et al. (2011) found similar results.

The soluble xylans consist of mono- and oligosac-
charides with different molar masses. The oligomers are
preponderant (82.4%) consisting mainly of XOS. The
arabinose/xylose molar ratio was very low (0.05) in the
oligomeric fraction, while this ratio was 0.16 in the hemicel-
luloses fraction of the raw material. Thirty percent of the
XO0S showed a low DP between DP2 and DP6, while 45% of
the fraction had higher DPs than DP6, and 25% were mono-
saccharides. Figure 2 shows the DP profile indicating a wide
distribution range from monosaccharides to oligomers of
DP10. Nevertheless, a significant proportion of oligosac-
charides had a molecular size higher than DP10.

Enzymatic hydrolysis of prehydrolyzate

EH was carried out with the endo-B-1,4-xylanases Xyln10
and Xyln11 at the loading levels of D5 and D20. The hydroly-
sis process for short-chain XOS production was measured
over 6 h. The Xyln10 enzyme family favors the formation
of low-DP XOS and increases the liberation of monomeric
xylose; Xylnll B-endoxylanase, on the other hand, pro-
duces XOS with DP2-DP6 and monomeric xylose (Figure 3).

Incubations with Xyln10 from T. maritima resulted in
a higher degree of hydrolysis of xylan and thus larger pro-
portions of low-DP XOS were produced. Yields of 14.5% and
23.1% were released at D5 and D20 dosage levels. Unlike
Xyln1l from T. viride, which generated larger proportions
of low-DP XOS and xylose, 7.9% and 8.8% (D5 and D20)
were liberated. As expected, the concentration of glucose,
arabinose, galactose and mannose remained practically
unchanged throughout the hydrolysis in all the assays;
whole values are shown in the Supplementary Information.
Xyln10 produced xylobiose and xylotriose in high amounts

Brought to you by | Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnolégicas (CIEMAT) Madrid

Authenticated | mariajose.negro@ciemat.es author's copy
Download Date | 10/29/18 9:32 AM



DE GRUYTER

C. Alvarez et al.: Production of xylooligosaccharides and cellulosic ethanol from steam-exploded barley straw —— 5

136
nC ~
el
=
1201 S
v
£
>
100 = -
el
— ~
o ]
' < =
80 o g T A
S 5 ® =] <
2 = 2 T 8 o
I 2 5 g2 = 8§ O
60 o = s & [
Z = & % g
2 = 5 g 2 9 = g
2 5 2 £ 5 a8
40 = x 2 5 2 =3
2 5 3 o9
< ;% § - ov
20 % 2,
<
<
] min
-7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
04 40 6.0 8.0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Figure 2: HPAEC-PAD chromatogram of xylooligosaccharides contained in the prehydrolyzate from steam-exploded barley straw at 180°C

for 30 min.
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Figure 3: Xylose released throughout the hydrolysis of pretreated
barley straw with Xyln10 and Xyln11 over 6 h with two doses
D5 (5 U ml) and D20 (20 U mlY).

after 3 h hydrolysis time (D5 conditions) as illustrated in
Figure 4a. Accordingly, 9.3 and 9.8 g 1 of xylobiose and 5.2
and 3.4 g 17 of xylotriose were formed under D5 and D20
conditions, respectively. The xylose yield was of 5.5 g 17 (D5)
and 7.3 g1 (D20). Below 3 h, XOS production under D5 con-
ditions was better and later on, the yields decreased. On the
other hand, the maximum XOS concentration was obtained
with 1 h hydrolysis time with Xyln10 (D20). Under these
conditions, the following yields were obtained: X, (9.03 g
1), X, (6.8 g I) and xylose (5.6 g ). After 1 h of hydroly-
sis, the xylose yield increased (Figure 3) at the expense of
decreasing XOS yields. With increasing incubation times up
to 6 h (D20), the xylobiose yield increased up to 12.7 g 1* as
aresult of X, X, X, and X, cleavages, and up to 8.4 g 1" of
xylose was liberated at the expense of XOS yields. Higher

o
o
|

| Xyln10 D5 = Xylnl0 D20

10

Concentration (g 1)

X X, X3 X4 X

XOS distribution

Xs

<
=
]
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X X, X3 X

XOS distribution

X5 X6

Figure 4: Distribution of xylose and XOS formed in EH of BS
prehydrolyzate with endoxylanases.

(@) Xyln10, (b) Xlyn11 at 3 h. EH conditions 50 mM sodium citrate
buffer, pH 4.8 at 50°C at two doses D5 (5 U ml™%) and D20 (20 U ml™).

loading of the enzyme Xyln11 was not helpful for XOS yield
increment (Figure 4b). The XOS production potential was
82% with D5 and a higher enzyme dosage lowered the
yield. At 3h of EH, Xyln11 resulted in a xylobiose production
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0f10.9 g1 (D5) and 11.9 g 1I* (D20), while the XOS yield was
reduced to 1.6 g 1. Likely, Xyln11 needs three unsubstituted
xylose units to cleave the glyosidic linkage. It is also possi-
ble that the active bonds cannot be occupied by the enzyme
(Van Dyk and Pletschke 2012).

The maximum XOS yield was equivalent to 10.6 g per
100 g of BS. After 3 h EH with Xyln11 (D5), the sample was
submitted to high-performance size exclusion chromato-
graphy analysis and 15.9% of XOS (DP>6) remained in
the medium. The D5 dosage conditions were used for the
combined EH with Xyln11 and Xyln10 because of the lower
xylose production (Figure 5a). The main products xylobiose
(13.4 g 1) and xylotriose (5.7 g 1) were obtained from the
mixture of Xyln10 and Xyln11. At 3 h, the xylose yield (5.4
g 1) was lower than that in case of Xyln10 alone, probably
because of inhibition problems between the two enzymes
(Morgan et al. 2017). The mixture resulted in a greater xylo-
biose and xylotriose production than that individually and
X,, X, and X, products were hydrolyzed more slowly and the
XOS yield was slightly increased to 11.1 g per 100 g BS. The
higher xylose concentration was detrimental for further
improvement of XOS yields. EH with Xyln11 (D5) resulted

a 16
14 - m Xylnl1 DS m Xylnl0D5 Xylnll + Xylnl0 D5
Z12
&
= 10 -
i
5 6 o =
Q
g 4
O
; B
0 b L;i-i,
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X and XOS distribution
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Figure 5: Effect of the addition of enzymes to produce XOS from
prehydrolyzate of BS.

(@) Xyln11 (D5), Xyln10 (D5) and mixture of Xyln11+ Xyln10 (1:1, D5)
at 3h; (b) F1 and F1 hydrolyzed with Xyln11 (D5) in combination with
6.3 Uml* Abf51and 2 U ml™* feruloyl-esterase (CE1).

DE GRUYTER

in similar XOS and lower xylose yields compared to the
results in Xlyn11+Xlyn10 assays. To enhance the low DP
of XOS production, fractionation via the Bio-Gel P2 column
was carried out, which leads to the removal of monomeric
compounds. Three fractions were collected: fraction 1 (F1)
contained the oligosaccharides with >DP6, F2 contained
the oligomers in the DP2-DP6 range and F3 contained the
monosaccharides and byproducts. EH of F1 was performed
using Xyln11 (D5) as described above and gave rise to the
best results. Because to the presence of substituents in the
xylan chain (ester linkages of o-L-arabinofuranosyl units
with phenolic acids), the addition of accessory enzymes
produced an improvement of 3.7% of XOS yield in F1. A
little increase in arabinose (16 mg 1) and FeA (7.8 ug ml™)
yield was also observed. The arabinosidase activity was
low and left behind a small amount of arabinose without
altering. At this reaction time, 33 mg 1 of xylose was seen
and the increment of the XOS fraction DP2 to DP10 was also
observed (Figure 5b). The total XOS produced after the two
EH steps [XyIn11 plus a-L-arabinofuranosidase (Abf51) plus
feruloyl esterase (CE1)] accounted for 11.0 g XOS per 100 g
BS (corresponding to 6.0 g 100 g™ BS and 1.8 g 100 g™ xylo-
biose and xylotriose, respectively). XOS yields were higher
than that reported for other cereal straw, i.e. 3.1 g 100 g*
wheat straw xylobiose and 1.1 g 100 g™ xylotriose produc-
tion via hot water pretreatment (Huang et al. 2017).

Enzymatic hydrolysis of WIS

A high SL for lignocellulosic material is needed to produce
4% alcohol concentration as required for an economic pro-
duction (Koppram et al. 2014). Pretreated BS was the sub-
strate for EH test with 10, 15 and 20% (w/v) SLs. Enzyme
dosages D15 and D30 were applied. Figure 6a shows the
time course of glucose concentration obtained as a func-
tion of various parameters. The initial glucose concentra-
tion (t=0) was 2.6 and 5.2 g 1" at 10% SL, 3.9 and 7.8 g 1"
at 15% SL, and 5.2 and 10.5 g I at 20% SL at the D15 and
D30 enzyme dosages, respectively. The glucose concentra-
tion profile followed the normal EH pattern with a rapid
glucose release at the beginning, followed by the lowering
of the production rate. As expected, the glucose concentra-
tion increased with the SL, and concentrations of 50, 70 and
92 g 1" were obtained after 72 h hydrolysis time at 10, 15 and
20% SLs, respectively. The highest glucose concentration
was 92 g 1 (initial glucose was subtracted) at 20% SL at the
D30 dosage level. This glucose concentration would allow
to obtain an ethanol concentration adequate to an effi-
cient distillation process. As seen in Figure 6a, the highest
glucose release (85% of the final glucose released after 72 h)
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Figure 6: Time course for glucose and ethanol concentration in SHF
and P, SSFand P, SSF.

(a) Effect of enzyme loading D15 (dashed lines) and D30 (continuous
lines) on glucose concentrations at different solids content; Time
course of ethanol (continuous lines) and glucose (dashed lines)
concentrations at different enzyme loadings in: (b) SHF experiment;
(c) P, SSF and (d) P,,, SSF experiments.
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took place in the first 24 h. No significant glucose increment
was observed from 48 to 72 h of EH (less than 3 g 1) similar
to the observations by Lopez-Linares et al. (2015) in the EH
of sulfuric acid-pretreated rapeseed straw.

Enzyme dosage did not significantly improve the
glucose release at the end of hydrolysis (glucose <2 g 17
during 72 h at all enzyme dosages). However, at 24 h and at
the highest SL level, a positive effect of the enzyme dosage
was observed, leading to a glucose concentration >9 g 1
at D30. The EH efficiency decreased from 81 to 75% and
83 to 76% as the SL increased from 10 to 20% at D15 and
D30, respectively (Table 2), probably due to mass transfer
limitation at 20% SL (Hodge et al. 2008). In the present
study, EH yield did not differ significantly between the two
enzyme dosages at 72 h hydrolysis time (i.e. 81 and 83%,
78 and 80% and 75 and 76% at 10, 15 and 20% SLs), respec-
tively. At 24 h hydrolysis time and the highest SL, however,
a positive effect of the enzyme dose was observed and the
saccharification efficiency was increased by 10%. Accord-
ingly, 20% SL resulted in a sufficient glucose concentration
(>90 g 1) to obtain the ethanol needed for an efficient dis-
tillation and satisfactory EH yields (75%). An inoculation
time longer than 24 h in PSSF processes is not necessary.

SHF reaction conditions

Fermentation tests were carried out on materials obtained
via 72 h reaction time, 20% SL, and at the D15 and D30
dosages (Figure 6b). Higher glucose concentration was
obtained at D30, which ranged from 94 to 108 g 1" for D15
and D30, respectively. The best ethanol concentrations
were 46 and 51 g 17 (105 h) for the D15 and D30 dosage
levels, respectively. No glucose was detected at the end of
SHF.

In Table 2, ethanol yields are expressed in % based on
the theoretically maximum glucose potential (0.51 g ethanol
g glucose). Yields of 0.36 and 0.39 g g (71% and 76% of
the theoretical) at D15 and D30 were reached, respectively.
Garcia-Aparicio et al. (2011) obtained less ethanol from
SE-pretreated BS at 15% (w/v) SL (0.24 g g glucose). The
yield increased at the D30 level. The fermentation stage was
not affected by the EH conditions (D15 and D30) and the
microorganism had a good performance. Only a delay at the
beginning of the fermentation was observed (24 h), maybe
due to the high concentration of products released during
EH (sugars, phenols, etc.) and the low inoculum loading
(0.25 g I). Altogether in EH plus fermentation, ca. 100 h
hydrolysis time is required to obtain the maximum ethanol
concentration in an SHF process. Volumetric productivities
(Table 3) were 0.44 and 0.49 g 17 h™ at enzyme dosages of
D15 and D30 levels, respectively.
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Table 2: Enzymatic hydrolysis yields at different solid contents, enzyme dosages after 24, 48 and 72 h hydrolysis time.

Hydrolysis yield (%

Enzyme dosage ydrolysis yield (%)
Solid content (%) (FPU g*glucan) 24 h 48 h 72h
10 15 73.4+0.08 80.6t1.62 81.0+£0.75
30 79.4+1.0 83.3+£1.02 83.5+£0.27
15 15 69.1+1.17 76.4+0.58 78.0+0.32
30 74.8+0.79 80.0+£1.38 80.2+0.04
20 15 63.6+0.05 72.7+1.08 74.9+0.55
30 71.3+0.64 76.2+1.79 76.3+0.96

Table 3: Ethanol (EtOH) concentration and fermentation yields in the process configurations indicated.

Yield (Y,
Enzyme dosage Yoo

Configuration (FPU g glucan) EtOH (g IY) Ratio (%)? Q' (gt h™)
SHF 15 45.8+0.3 0.36+0.04 71.3 0.44
30 50.8+0.5 0.39+0.08 76.0 0.49
P, SSF 15 43.310.5 0.34+0.05 67.4 0.90
30 49.6%0.2 0.38+0.02 74.2 1.03
P,..SSF 15 43.4+0.1 0.34+0.02 65.7 0.80
30 49.9+0.6 0.38+0.08 75.1 0.92

2Percentage of theoretical; "volumetric productivity.

PSSF reaction conditions

The effect of a prehydrolysis step (8 or 24 h) at 50°C was
evaluated (20% SL and D15 and D30 dosages). The pro-
files of ethanol and glucose concentrations are shown
in Figure 6c. The prehydrolysis did not improve the final
ethanol concentration. The best ethanol concentrations
were 43 and 50 g 1 at 15 and 30 FPU g dosages, respec-
tively in P, SSF. Application of D30 led to 12% more
ethanol production. As seen in Figure 6d, the highest
ethanol production rate was obtained in the first 24 h
of fermentation (86% of the ethanol was obtained in
all cases). At 24 h from the start of fermentation, 92 and
98% of ethanol were obtained at the D30 enzyme level
in P, SSF (48 h) and P,, SSF24 (54 h), respectively. After
24 h, no significant ethanol increase was observed. The
volumetric productivities were different for the SHF and
PSSF configurations. The best result (1.0 g1” h') was seen
with P, SSF and D30. Under these conditions, less than
48 h fermentation time was needed to get the maximum
ethanol concentration.

Conclusions

SE pretreatment at 180°C for 30 min is adequate to obtain
good carbohydrate recovery (99% cellulose and 82%
hemicelluloses). Solid and liquid fractions obtained

after pretreatment are well suited for ethanol and XOS
production, respectively. A high ethanol titer of around
50 g 17 can be obtained in SHF and PSSF at 20% (w/v)
substrate loading level. However, the highest ethanol pro-
ductivity (1.0 g 1"' h™) was achieved with the PSSF8 and
30 FPU g enzyme dose. Around 11 g of XOS per 100 g BS
was obtained from the prehydrolyzate of SE pretreatment,
when endoxylanases mixture and Xylnll in combination
with accessory enzymes were applied.
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