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EVALUACIÓN DE UN SISTEMA IN SITU PARA LA PRODUCCIÓN DE
XILANASA Y XILOOLIGOSACÁRIDOS EN PICHIA PASTORIS

RECOMBINANTE UTILIZANDO COMO MATERIA PRIMA XILANO
EXTRAÍDO DE RASTROJOS DE TRIGO

La gran cantidad de desechos en la industria agroindustrial y el enfoque actual de
utilizar residuos como materia prima para generar productos de alto valor han llevado a
considerar el uso de biomasa para la producción de xilooligosacáridos (XOS) que son de
alto interés debido a sus efectos prebióticos. Los XOS se producen a partir de la hidró-
lisis del xilano presente en la hemicelulosa de la biomasa utilizando xilanasa y enzimas
auxiliares como la arabinofuranosidasa. El proceso tradicional (en este trabajo denomi-
nado "ex situ") consta de tres etapas, producción de la enzima, extracción del sustrato
xilano e hidrólisis. En la tesis presente se explora un método alternativo consistente en
la producción de enzima y producto (XOS) simultáneamente, denominado in situ.

El objetivo general de esta tesis es evaluar la producción de XOS y xilanasa en el siste-
ma in situ con P. pastoris y xilano extraído de rastrojos de trigo. Para ello se estudiaron
distintos medios de crecimiento e inducción de la producción de la proteína recombinan-
te. Se logró observar que los medios diseñados para abaratar costos (JCG y JCM) tienen
el mismo rendimiento en la producción de XOS que los medios tradicionales (BMGY
y BMMY). Además, los medios diseñados producen una mayor cantidad de enzima en
comparación con los medios tradicionales, alrededor de 7 [U/ml] versus 4 [U/ml].

Al estudiar la producción de XOS con los medios diseñados se observó que hay una
disminución en el rendimiento de la producción de XOS al aumentar la concentración de
xilano comercial, alrededor de un 10 % a 7 % para una concentración de 0,5 % y 1,5 %
de sustrato. En cuanto al xilano de rastrojo de trigo utilizado como sustrato (con una
composición de xilano de aproximadamente 30 %, tanto para la extracción con 2 % y 12 %
de NaOH), se observó el mismo efecto, disminuyendo el rendimiento de producción de
XOS de 8 % a 2 % al aumentar la concentración del sustrato de 0,5 % a 2,5 %.

El sistema in situ y ex situ logran tener la misma producción de XOS a las 24 horas,
por lo que se logra concluir la viabilidad del sistema in situ. En cuanto al estudio de
inhibición por producto no fue posible encontrar que la xilobiosa y xilotriosa inhiban a
la xilanasa utilizada. Además, se determinó que el xilano residual del sistema in situ se
puede continuar hidrolizando con xilanasa al agregar arabinofuranosidasa, por lo que el
sistema in situ podría mejorarse con la producción de enzimas auxiliares que ayuden con
la hidrólisis de los residuos del xilano.
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Capítulo 1

Introducción

1.1. Marco teórico

1.1.1. Biomasa lignocelulósica

La biomasa lignocelulósica es el producto más abundante del sector agroindustrial,
por lo que existe un alto interés en utilizarlo como fuente de materia prima para diversos
compuestos de alto valor industrial, como lo son la producción de etanol, combustible,
inmunoadyuvantes o xilooligosacáridos. La elaboración de productos a partir de esta
biomasa se pueden llevar a cabo mediante procesos bioquímicos y químicos. Por ejemplo,
para descomponer la hemicelulosa en azúcares se puede utilizar tanto hidrólisis enzimática
como química [1].

Este material lignocelulósico (LCM, por su sigla en inglés) forma parte de la pared ce-
lular de plantas y se encuentra conformado por un conjunto heterogéneo de polisacáridos,
principalmente: lignina, un polímero fenólico con una composición diversa de monómeros
que confiere rigidez a la pared celular; celulosa, formada por celobiosa en una cadena
polimérica y hemicelulosa, polímero de pentosas (arabinosa, xilosa) y hexosas (glucosa,
manosa, galactosa) con diferentes azúcares en sus cadenas laterales [2][3].

Dentro de los principales polisacáridos heterogéneos presentes en la hemicelulosa se
encuentra el xilano, el cual es un compuesto de interés para la producción de xilooligosa-
cáridos [4]. Los carbohidratos, como la hemicelulosa, se encuentran ligados químicamente
a la lignina mediante un enlace éster, lo que forma un complejo lignina-carbohidratos.
La presencia de lignina dificulta el tratamiento de la hemicelulosa, por lo que se debe
descomponer su estructura para hacer la hemicelulosa más accesible por enzimas que la
hidrolizan para la formación de diversos productos [5]. En la Figura 1.1 se muestra un
boceto de lo que es el material lignocelulósico, observando el conjunto heterogéneo de
polisacáridos que la conforman.
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Figura 1.1: Estructura del material lignocelulósico donde se distingue la
celulosa y hemicelulosa [6].

La composición de la biomasa lignocelulósica varía entre las distintas fuentes vegetales,
incluso entre las mismas especies. Esto puede deberse a las diferencias en la condición
de nutrientes, método de cosecha y regiones geográficas a las que se ven sometidas las
plantas [7]. En la Tabla 1.1 se muestra la composición de algunas biomasas como residuos
agrícolas, maderas duras y maderas blandas.

Tabla 1.1: Composición de diferentes biomasas lignocelulósicas [8][9].

Biomasa Celulosa ( %) Hemicelulosa ( %) Lignina ( %)
Bagazo de caña de azúcar 40-43 25-28 23-28
Mazorca de maíz 30-42 31-38 18-22
Rastrojo de trigo 38-41 22-28 20-22
Eucalipto 46 26 25
Nogal 41 25 33
Cedro 31 22 39

En Chile existe una gran producción de rastrojo proveniente de diversos cultivos. La
producción nacional se observa en la Figura 1.2, donde se observa que el rastrojo de trigo
es la que se produce en mayor cantidad, alcanzando cerca 1.3 millones de toneladas. Esta
corresponde a una gran fuente de biomasa, sin embargo, en Chile se quema cerca del 80 %
de los rastrojos. Esto no solo provoca efectos negativos en el medio ambiente, sino que
también corresponde a un desperdicio de materia prima valiosa para la producción de
otros productos [10].
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Figura 1.2: Producción nacional de rastrojos de principales cultivos de
cereales en Chile en el periodo 2021/22. Elaboración propia en base a
datos de estadísticas productivas de cultivos [11].

En cuanto a los materiales lignocelulósicos más estudiados para la producción de XOS
se encuentran las maderas duras, el bagazo de caña de azúcar, la mazorca de maíz y
el rastrojo de trigo, lo que proporciona bastante información para evaluar su uso como
materia prima [9]. Cabe destacar que las maderas suelen clasificarse como maderas duras
o blandas. Algunas maderas duras son el eucalipto, nogal y haya, y maderas blandas, el
pino y el cedro [12].

La principal diferencia es la composición de la hemicelulosa de estas maderas, donde
las maderas duras están compuestas por xilanos parcialmente acetilados, lo que las vuelve
ventajosas para la extracción de hemicelulosa rica en xilosa, mientras que las maderas
blandas contienen galactoglucomananos como hemicelulosa predominante. Al igual que
las maderas duras, las biomasas de rastrojos contienen alto contenido de xilano con rami-
ficaciones [8]. Debido a todo los que ha sido mencionado anteriormente, se decidió utilizar
como fuente de xilano rastrojos de trigo para el presente trabajo.

1.1.2. Xilano

El polisacárido de interés para este trabajo es el xilano que se encuentra en la he-
micelulosa. El xilano es un polímero lineal formado por unidades de xilosa unidas por
enlaces β-1,4-D-xilosídicos. Además, contiene diversos residuos unidos covalentemente a
su estructura, como la arabinosa, ácido glucurónico y metil glucurónico, entre otros. En
particular, la L-arabinosa corresponde a la segunda pentosa más abundante en la pared
celular [2].
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En la Figura 1.3 se muestra con mayor detalle las ramificaciones que presenta el xilano
junto con las distintas enzimas que participan en el proceso de degradación enzimática
de este, como lo son las xilanasas, arabinofuranosidasas, glucorinosidasas, entre otras.

Figura 1.3: Enzimas que participan en la degradación enzimática del xi-
lano. Adaptado de [9].

Existen diferentes estudios que buscan entender de mejor manera las propiedades,
estructura y función del xilano. La investigación sobre este polisacárido está enfocada
en el estudio de diferentes métodos de extracción, caracterización y posibles aplicaciones
industriales. En el proceso de extracción, el xilano se puede obtener aplicando un método
térmico-alcalino a la biomasa lignocelulósica ya que el xilano es soluble en este tipo de
medios.

En cuanto a la caracterización del xilano extraído y la cuantificación de la producción
de XOS, se realizan utilizando cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC). Para este
procedimiento se considera el análisis de soluciones estándar que permiten identificar los
compuestos existentes en las muestras y realizar curvas de calibración que permitan deter-
minar la concentración de los compuestos presentes [13]. Los distintos azúcares analizados
son la glucosa, xilosa, celobiosa y arabinosa.

1.1.3. Métodos de extracción de xilano

Existen diversos métodos de extracción de hemicelulosa desde biomasa lignocelulósica,
los que pueden ser físicos, químicos, físico-químicos, biológicos y combinados. A partir
de los biopolímeros que componen el LCM es posible generar diversos productos, por lo
que es necesario estudiar el método más adecuado según lo que se desea producir. En
particular, se han visto numerosas ventajas de utilizar xilano como materia prima para la
elaboración de otros productos. Sin embargo, aún no es posible extraer xilano de manera
eficiente a partir de biomasa. Por esta razón se han enfocado las investigaciones de la
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extracción de xilano principalmente en 4 métodos: Hidrólisis de ácido diluido por calor,
extracción con solvente orgánico, pirohidrólisis y extracción alcalina [14].

El método ácido es un método tradicional que permite descomponer la matriz vege-
tal para liberar el xilano. Uno de los ácidos utilizados en este proceso es ácido sulfúrico
(H2SO4), el que rompe los enlaces glucosídicos permitiendo la solubilización de hemicelu-
losa y celulosa. Sin embargo, al utilizar lo extraído con este método como materia prima
para la producción de XOS, una desventaja a considerar es la formación de subproductos
no deseados, como la xilosa, que carece de actividad prebiótica [14][15]. Debido a que los
XOS se producen por su uso como prebióticos, la presencia de azúcares como la xilosa
disminuyen la pureza del producto [16].

Un nuevo enfoque es la extracción de xilano con solventes orgánicos. Se ha demostra-
do que es más efectivo para lograr un alto rendimiento (del orden de 80 % [17]) en la
extracción con un menor impacto en la estructura de la hemicelulosa. Algunos solventes
utilizados para la producción de XOS son alcoholes como el etanol y metanol[14]. Este
tratamiento se lleva a cabo con calor ya que permite que aumente la solubilidad del xi-
lano en el solvente. No obstante, los solventes orgánicos son peligrosos y costosos, lo que
dificulta su viabilidad comercial [17].

La obtención de xilano mediante pirohidrólisis es un proceso en el que la hemicelulosa
se descompone en presencia de agua a altas temperaturas, lo cual la convierte en una
alternativa respetuosa con el medio ambiente al prescindir de alta grandes cantidades
de químicos, como por ejemplo, los ácidos y solventes orgánicos [18]. Además, reduce
la formación de productos indeseados en la producción de XOS. La desventaja de este
método es que el proceso es lento, lo que limita su aplicación en operaciones a escala
industrial [19].

Uno de los métodos más utilizados en la extracción de xilano con el fin de utilizarlo
como materia prima para la producción de XOS es la extracción por método alcalino. En
el medio alcalino se produce la saponificación del enlace éster que une la hemicelulosa
con la lignina y también se fracciona la lignina. Esto produce la solubilización de las
hemicelulosas y las protege de una degradación excesiva [5]. Como medio alcalino se
puede utilizar hidróxido de sodio (NaOH) o hidróxido de potasio (KOH) y se aplica
calor con autoclave. Sin embargo, en este proceso se debe neutralizar la solución con
ácido acético debido a que las soluciones alcalinas utilizadas tienen pH cercano a 13.
Debido a la reacción química de neutralización ácido-base, se forma alta cantidad de
sales de acetato de sodio, disminuyendo así la pureza del producto, afectando reacciones
químicas y enzimáticas subsiguientes [15]. Este pretratamiento realizado a la biomasa
lignocelulósica permite obtener alto rendimiento de xilano [13].

1.1.4. Xilooligosacáridos

A partir del xilano presente en la hemicelulosa, se pueden producir xilooligosacáridos
(XOS), que corresponden a la unión de 2 a 10 xilosas, que son de alto interés debido a
sus efectos prebióticos [20]. Estos prebióticos sirven como sustrato para los probióticos,
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es decir, que son fermentados selectivamente por bacterias beneficiosas del microbiota
intestinal, las cuales producen energía, metabolitos y micronutrientes utilizadas por el
hospedador, mejorando así la salud del consumidor [21].

La producción de los xilooligosacáridos se puede realizar mediante un método enzimá-
tico utilizando las enzimas xilanasas, en particular, las endoxilanasas (E.C 3.2.1.8). Esta
enzima actúa de manera más eficiente cuando la cadena de xilano se encuentra libre de
residuos, por lo cual resulta ventajoso contar con la participación de diversas enzimas au-
xiliares que permiten romper los enlaces que unen a los residuos con la cadena de xilano,
tal como se muestra en la Figura 1.3 [22][23].

Actualmente se investigan métodos para mejorar la producción de XOS con el fin de
reducir costos y mejorar el rendimiento y pureza. Uno de los enfoques corresponde a la
producción de XOS en el mismo medio en el que se produce la enzima. También se estudia
el uso de diferentes fuentes de xilano ya que las biomasas tienen diferente composición,
por lo que es posible extraer más xilano desde ciertas biomasas [24], como por ejemplo
las maderas duras que tienen hemicelulosa rica en xilosa en vez de las maderas blandas
que contienen galactoglucomananos como hemicelulosa predominante [8].

En la Figura 1.4 se muestran las estructuras químicas de la xilosa y XOS de dife-
rente grado de polimerización como xilobiosa (X2), xilotriosa (X3), xilotetraosa (X4) y
xilopentaosa (X5).

Figura 1.4: Estructura de la xilosa y XOS de diferente grado polimérico.
Adaptado de [25].
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1.1.5. Enzimas para la degradación de hemicelulosa

Como se mencionaba anteriormente, la producción de XOS puede llevarse a cabo me-
diante hidrólisis química o enzimática. Sin embargo, se prefieren los tratamientos enzimá-
ticos debido a su compatibilidad con el medio ambiente, reciclabilidad y eficacia [26]. Hay
múltiples enzimas con acción sinérgica que son requeridas para degradar por completo la
hemicelulosa. Entre ellas se encuentra la endo-1,4-β-D-xilanasas (EC 3.2.1.8), también co-
nocida como xilanasa, α-L-arabinofuranosidasas (3.2.1.55), β-xylosidases (E.C 3.2.1.37),
endo-arabinanasas (E.C.3.2.1.99), α-glucuronidasas (E.C 3.2.1.139), endo-mananasas (E.C
3.2.1.78), β-manosidasas (3.2.1.25), α-galactosidasas (E.C 3.2.1.22) y β-glucosidasas (E.C
3.2.1.21) [27]. En la Figura 1.3 se observa la acción de algunas de las enzimas mencionadas
anteriormente.

En este trabajo se estudiará la producción de la enzima xilanasa de manera recombi-
nante y su acción en el sistema in situ para la elaboración de xilooligosacáridos. Cabe
destacar que esta enzima también tiene otras aplicaciones en la industria, participado en
procesos de extracción de café, de aceites vegetales, de almidón, clarificación de jugos,
entre otros [23][28].

Las xilanasas pertenecen principalmente a la familia 10 de glicosil hidrolasas (GH10)
y a la familia 11 de glicosil hidrolasas (GH11) [29][30]. Estas familias son agrupaciones
de enzimas que comparten características estructurales y funcionales, especialmente en
términos de su habilidad para descomponer xilanos, que son un tipo de hemicelulosa. Las
familias GH10 y GH11 actúan específicamente en los enlaces β-1,4-D-xilosídicos presentes
en la estructura del xilano [31]. El modo de acción varía según el tipo de xilanasa, donde
se distinguen una actividad exoxilanasa y una actividad endoxilanasa. La exoxilanasa
hidroliza la cadena de xilano desde la parte distal, liberando una xilosa del extremo.
En cambio, la endoxilanasa descompone la cadena de xilano de manera aleatoria los
enlaces de xilosa que componen la cadena de xilano, generando xilooligosacáridos como
productos de la reacción enzimática [32]. Es por esto que para la producción de XOS se
utilizan endoxilanasas ya que permiten la formación de fragmentos de diversos grados de
polimerización y disminuye la liberación de compuestos indeseados como la xilosa.

En este trabajo se utilizó una xilanasa (GtXyn10A) con tamaño teórico de 38 [kDa]
y cuyas condiciones óptimas de acción hidrolítica son pH 5 y temperatura igual a 80oC,
como se observa en la Figura 1.6 y en el gráfico A de la Figura 1.5, respectivamente. Sin
embargo, tomando en cuenta la termoestabilidad de la enzima, se utiliza una temperatura
igual a 50oC ya que así la enzima es capaz de conservar mejor la actividad enzimática
inicial, como se observa en el gráfico B de la Figura 1.5. Cabe destacar que se ha ob-
servado un aumento en la actividad enzimática a temperaturas superiores, sin embargo,
es importante considerar la termoestabilidad de la enzima, lo cual hace referencia a su
capacidad para mantener su estructura y función biológica incluso a altas temperaturas.
Esto cobra especial importancia para asegurar su eficacia en aplicaciones que involucran
procesos a temperaturas elevadas [33].
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Figura 1.5: A. Curva de progreso de la reacción enzimática de xilanasa re-
combinante (GtXyn10A) en Pichia pastoris a distintas temperaturas con
xilano de madera de haya [33]. B. Termoestabilidad de xilanasa recombi-
nante (GtXyn10A) a 50oC y 80oC [33].

Figura 1.6: Efecto del pH en la reacción enzimática de xilanasa recombi-
nante (GtXyn10A) [33].

Para que la acción de la endoxilanasa sea más eficiente, y por lo tanto se mejore el
rendimiento en la producción de XOS, se requiere que la cadena de xilano se encuentre
libre de residuos. Es allí cuando se vuelve necesario la participación de diversas enzimas
auxiliares que permiten romper los enlaces que unen los residuos con la cadena de xilano
[26].

Una de las enzimas que permite mejorar la eficiencia de la endoxilanasa es la α-L-
arabinofuranosidasa (E.C 3.2.1.55) [34], que también pertenece al grupo de las glicosil
hidrolasas, en particular a la familia GH51, e hidroliza principalmente los residuos L-
arabinofuranosa (segunda pentosa más abundante) unidos a α-1,2 y α-1,3 de arabinoxi-
lanos y arabinanos ramificados [35][36]. El pH y temperatura óptima de la arabinofura-
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nosidasa utilizada son 4 y 40oC, respectivamente, y provienen del hongo Aspergillus niger
[35]. Esta enzima es de origen comercial por lo que presenta una alta pureza. En la Figura
1.7 se muestra la actividad catalítica de la α-L-arabinofuranosidasa.

Figura 1.7: Acción enzimática de la α-L-arabinofuranosidasa (E.C 3.2.1.55)
en arabinoxilano y arabinano. Ambos polímeros presentan residuos de ara-
binosa. Adaptado de [37] y [38].

1.1.6. Factores que afectan la actividad enzimática de la xilanasa

El uso de enzimas en la producción de XOS presentan algunos requerimientos que se
deben tener en cuenta para utilizar este método eficientemente. En particular los arabi-
noxilanos (AX), que son los principales polisacáridos no amiláceos del trigo, presentan
una fracción soluble y otra insoluble. Según el grado de selectividad que tenga una xi-
lanasa hacia una de esas fracciones, se tendrá que la funcionalidad de esta enzima en la
degradación del sustrato se verá afectada [39]. La selectividad se refiere a la capacidad
de la enzima para preferir hidrolizar cierta fracción soluble/insoluble por sobre la otra.
El concepto de selectividad de la xilanasa sobre el sustrato es reciente, por lo que se des-
conoce adecuadamente la base bioquímica. Se ha observado que xilanasas de una misma
familia presentan una selectividad hacia el sustrato variable, lo que no permite predecir
la descomposición de los AX insolubles por xilanasa [40].

Otro factor es la sensibilidad de la enzima hacia inhibidores endógenos presentes en
cereales. Cereales como la cebada, maíz, arroz, trigo duro y trigo harinero, producen
inhibidores proteináceos. Los inhibidores más estudiados son los del trigo, los cuales
corresponden al tipo XIP (proteína inhibidora de xilanasa) y del tipo TAXI (inhibidor
de xilanasa Triticum aestivum) [41][42]. La inhibición ha sido observada en una diversa
variedad de xilanasas fúngicas, la cual es competitiva y se produce por la interacción de
la enzima con las cadenas laterales del inhibidor proteicoso XIP, imitando la interacción
de las xilanasas con los oligosacáridos, lo cual obstruye el sitio activo[43].

También se ha observado que ciertos productos resultantes de la actividad enzimáti-
ca de la xilanasa en materia lignocelulósica provocan efectos inhibitorios en la enzima.
Compuestos derivados de la hemicelulosa, como xilosa y glucosa, y aquellos provenientes
de la lignina, como la vanilina, generan un disminución en el rendimiento de la hidrólisis
[44]. Otros productos de la hidrólisis del xilano con el que se ha visto una reducción de
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la actividad enzimática de la xilanasa es la xilobiosa y xilotriosa, ambos XOS que se
producen en mayor cantidad [45].

1.1.7. Producción de proteínas recombinantes

Las xilanasas se producen en forma nativa en diferentes microorganismos como hon-
gos, bacterias, levaduras, algas marinas, entre otros. Sin embargo, los hongos filamentosos
forman parte de la principal fuente comercial de celulasas [46]. Los beneficios de la pro-
ducción nativa de enzimas se base en la simplicidad y constancia en la producción debido a
que aquellos microorganismos presentan un promotor inducible por derivados de celulosa,
celobiosa, entre otros. No obstante, la producción es limitada y baja [47].

Una solución para el bajo rendimiento en la producción de proteínas es la utilización
de sistemas recombinantes. En la actualidad se emplean diversos sistemas para producir
proteínas recombinantes, abarcando bacterias, levaduras, mohos, mamíferos, plantas e in-
sectos. Entre estos, los sistemas de expresión en levaduras son especialmente destacados,
en particular, el sistema de expresión en P. pastoris ya que es una de las herramien-
tas más comunes y establecidas en biología molecular para la producción de proteínas
recombinantes [48].

Algunas de las ventajas de utilizar levaduras para la producción recombinante de pro-
teínas son que: es capaz de realizar modificaciones post-traduccionales y puede secretar
proteínas al medio extracelular, tiene un tiempo de expresión relativamente rápidos y pro-
duce una baja cantidad de compuestos tóxicos en comparación con otros microorganismos
[48].

Es por lo anterior que resulta atractivo estudiar la producción de xilanasa en P. pas-
toris. Para ello el gen de la xilanasa utilizada (GtXyn10A) proveniente del hongo de
pudrición parda Gloeophylum trabeum, fue insertado en el vector pPIC9K y posterior-
mente transformado en Pichia pastoris.

El vector pPIC9K es un vector de clonación y expresión diseñado para su uso en Pichia
pastoris. Este permite tanto la clonación eficiente del gen de interés como la expresión
controlada de dicho gen en las células de P. pastoris. El mecanismo de expresión se basa
en un promotor fuerte y regulado correspondiente al promotor del gen de alcohol oxidasa
1 (pAOX1) inducible por metanol, por lo que el vector pPIC9K tiene la ventaja de tener
un fuerte nivel de expresión. Este promotor también permite controlar la producción de
la enzima ajustando la concentración de metanol en el medio de inducción [49].

Además, pPIC9K cuenta con la secuencia del factor α lo que permite que la proteína
sea secretada al medio extracelular [50]. Esto es sumamente conveniente para considerar
la elaboración de productos en sistemas in situ ya que es posible prescindir de etapas de
purificación donde se realice lisis celular para la extracción de la proteína. En la Figura
1.8 se muestra el mapa de los elementos presentes en el vector pPIC9K.
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Figura 1.8: Mapa del vector de clonación y expresión pPIC9K en Pichia
pastoris. Dentro de los principales elementos del vector se observan, Am-
picillin: Gen de resistencia a la ampicilina; AOX1: Promotor de la alcohol
oxidasa 1 inducible por metanol. [50].

1.1.8. Producción tradicional de XOS

Actualmente se utilizan diferentes métodos para la producción de XOS, como los quí-
micos, autohidrolíticos, enzimáticos o una combinación de los anteriores [51]. Algunas
desventajas de los métodos químicos y autohidrolíticos son la producción de compuestos
indeseados y tóxicos para quienes consumirían XOS, como el hidroximetilfurfural (HMF)
y furfural. Por ejemplo, el HMF ha sido reconocido como posible compuesto mutagénico
y carcinogénico en alimentos [52]. Además, tiene una capacidad limitada para controlar
el grado de polimerización de los productos [53].

En cuanto a la aplicación de tratamientos enzimáticos, estos tienen ciertas ventajas
frente a los métodos químicos. Por ejemplo, se pueden realizar cócteles enzimáticos que
permiten una hidrólisis eficaz de la hemicelulosa, obteniendo productos deseados y de
manera sostenible [54]. El de mayor interés es el método combinado, donde, por ejemplo,
se combina un pretratamiento químico a la LCM (que permite aumentar la accesibilidad
de la enzima a la hemicelulosa) con la acción hidrolítica de enzimas xilanolíticas. Este
método presenta una alta eficiencia y especificidad, y produce menores cantidades de
xilosa y otros subproductos no deseados [51].

Uno de los métodos de producción de XOS se realiza en dos etapas: extracción alcalina
de xilano desde biomasa lignocelulósica y una posterior hidrólisis enzimática. La etapa
de hidrólisis enzimática suele llevarse a cabo en otras dos etapas que consisten en la
producción y purificación de la enzima xilanasa, y luego la producción de XOS, donde al
medio que contiene el xilano se le agrega la xilanasa producida (o xilanasa comercial, lo
que aumenta los costos de producción). En la Figura 1.9 se muestra un breve flowsheet
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con las etapas para la elaboración de XOS de manera tradicional. En ella se presenta
como primera etapa el crecimiento del microorganismo, luego el traspaso de las células
a un medio de inducción para la producción de la enzima y su posterior extracción para
luego ser utilizada en un medio que contiene el xilano a hidrolizar.

Figura 1.9: Diagrama de un sistema ex situ para la producción de XOS
desde LCM (creación propia).

Este procedimiento, que de ahora en adelante será llamado ex situ debido a que la
producción de XOS se realiza fuera del medio donde se produce la enzima, cuenta con la
ventaja de que se puede trabajar en las condiciones óptimas tanto para la producción de
la enzima como para la actividad enzimática [51]. Usualmente estas condiciones difieren
entre sí. Por ejemplo, en Pichia pastoris las condiciones óptimas para la producción de
enzima son a 30oC y pH 6, mientras que la actividad de la xilanasa es mejor alrededor de
los 50oC y pH 5 [55][56]. Sin embargo, la desventaja del sistema ex situ es que necesita de
etapas extras que conllevan a un aumento de los costos de producción, como por ejemplo,
etapas complejas de extracción y purificación de la enzima con diversos equipos.

1.1.9. Producción de XOS en sistema in situ

En esta tesis se estudia la producción de XOS alternativo, que en adelante será llamado
sistema in situ. Este sistema consiste en producir la enzima xilanasa recombinante en un
sistema de cultivo en Pichia pastoris, en presencia del sustrato xilano, para la producción
simultánea de XOS. Para que este nuevo enfoque de producción sea exitoso requiere de
biomasa y microorganismos productores de xilanasa capaces de producir XOS eficiente-
mente. Se usará Pichia pastoris como organismo productor de la enzima porque es GRAS
(Generally Recognized As Safe) [51]. Al considerar el uso de XOS como prebióticos con
aplicaciones alimentarias, la producción de enzimas se realiza en organismos GRAS para
facilitar el uso en la fabricación de alimentos funcionales y seguros [57].

Algunas investigaciones ya han estudiado este sistema in situ, un ejemplo es la integra-
ción de las etapas de producción de lipasa recombinante en Pichia pastoris y la producción
de biodiésel [58]. Este estudio marcó un avance significativo hacia la producción de es-
te combustible ya que se logró concluir que la eliminación del paso de aislamiento de la
enzima reduce el costo de producción de biodiésel. Otro ejemplo se encuentra en el biopro-
cesamiento consolidado de biomasa celulósica para la producción de etanol, el cual incluye
etapas de producción de enzimas como celulasas y hemicelulasas, la descomposición de los
componentes de los hidratos de carbono presentes en la biomasa pretratada para obtener
azúcares y la fermentación de estas azúcares (principalmente hexosas y pentosas) [59].

La producción de XOS en un sistema in situ es de alto interés ya que permitiría simpli-
ficar el proceso al eliminar etapas intermedias y podría reducir los costos de producción al
generar la enzima en el mismo sistema. Además, la presencia de microorganismos lograría
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un efecto de purificación del producto debido a que subproductos no deseados, como la
xilosa, serían consumidos por estos al tener tendencia a utilizar azúcares disponibles en
el medio [60]. Hay investigaciones en las que se ha demostrado que la cepa GS115 de
P. pastoris es capaz de asimilar la xilosa como fuente de carbono [61], por lo que sería
interesante estudiar si la KM71 es capaz de consumir xilosa.

Considerando la interacción entre los microorganismos y los productos de la actividad
enzimática durante el proceso de hidrólisis, es particularmente relevante considerar el uso
de un sistema in situ. En dicho sistema, la presencia de microorganismos beneficia la
actividad enzimática al consumir inhibidores de la xilanasa como la xilosa y la glucosa, lo
que contribuye a mantener un entorno óptimo para la eficiencia de la reacción enzimática
en el lugar de aplicación, tal como se señalo en el capítulo 1.1.5.

Descripción de la tesis

En un trabajo previo se diseñó un medio de crecimiento e inducción con el fin de reducir
los costos asociados a las materias primas, manteniendo el rendimiento de la producción
de la enzima recombinante xilanasa en Pichia pastoris y el rendimiento de XOS en el
sistema in situ [62]. Estos medios serán nombrados como JCG y JCM, correspondiendo a
los medios de crecimiento e inducción, respectivamente. La composición de estos medios
se presenta en el Anexo A.

En la Figura 1.10 se muestra un breve flowsheet con las etapas del proceso de elabo-
ración de XOS en un sistema in situ. En ella se aprecia la integración de dos etapas del
proceso que corresponden a la producción de la xilanasa y la de XOS por degradación
del xilano, ambos ocurriendo en el mismo medio. Esto permite prescindir de la etapa de
extracción y purificación de la enzima.

Figura 1.10: Diagrama de un sistema in situ para la producción de XOS
desde xilano. Se muestra la integración de las etapas de producción de
xilanasa y la hidrólisis de xilano (creación propia).

También se ha probado el rendimiento de producción de XOS usando xilano comercial,
por lo que es de interés evaluar si los resultados son similares para xilano extraído de
potenciales fuentes de este sustrato para fines industriales, como lo es el rastrojo de trigo.

Además de evaluar la producción de la enzima y XOS en los nuevos medios, algunas
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características para tener en cuenta para determinar las condiciones óptimas de produc-
ción de la enzima en la levadura P. pastoris son la temperatura, el pH y la concentración
de metanol en el medio.

La temperatura óptima de crecimiento de la levadura P. pastoris es de 28-30oC, sin
embargo, se ha observado que durante la etapa de inducción de proteínas recombinantes
la temperatura óptima oscila en el rango de 20oC y 30oC. Lo anterior podría deberse a
que una menor temperatura provoca una disminución en la muerte celular y un mejor
plegamiento de la proteína, entre otras posibles causas [63]. La concentración óptima de
metanol, que es utilizado como inductor de la producción de la proteína recombinan-
te, para esta levadura oscila entre de 0,1 a 3 % (v/v). De manera similar al parámetro
mencionado anteriormente, valores fuera de este rango podrían afectar fuertemente la efi-
ciencia de transcripción y la actividad metabólica celular. En cuanto al pH, esta levadura
es capaz de desarrollarse en un rango de pH 5-6 [63].
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1.2. Motivación
La búsqueda de alternativas sostenibles para la producción de diversos compuestos

bioquímicos se ha vuelto crucial en una era de conciencia ambiental. Es por ello que resulta
interesante obtener XOS a partir de biomasa lignocelulósica que proviene de desechos
agroindustriales. Además, el desarrollo de métodos más eficientes para la producción
xilooligosacáridos puede tener un impacto significativo en la escalabilidad y la rentabilidad
del proceso. Con esto en mente, es de importancia estudiar nuevos métodos para optimizar
la producción de XOS.

Considerando la optimización de un sistema in situ, es necesario estudiar cómo las
condiciones del cultivo afectan el funcionamiento de Pichia pastoris y de la enzima. Es
por esto que se estudian distintos medios de crecimiento e inducción, concentraciones de
sustrato y fuentes de xilano.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la producción de xilooligosacáridos en un sistema in situ utilizando la levadu-
ra Pichia pastoris recombinante sobre xilano heterogéneo de rastrojos de trigo y xilano
comercial.

1.3.2. Objetivos específicos

1. Comparar la producción de xilanasa y XOS en medios de crecimiento e inducción
tradicionales para P. Pastoris (BMGY y BMMY) versus medios similares (JCG y
JCM) utilizando sistema in situ y con xilano comercial como sustrato.

2. Evaluar y caracterizar xilano heterogéneo extraído desde rastrojos de trigo con un
método termo-alcalino.

3. Evaluar la actividad de la xilanasa recombinante y la producción de xilooligosacáridos
a partir de xilano heterogéneo de rastrojos de trigo en el sistema in situ en medios
JCG y JCM.

4. Comparar la producción de XOS en un sistema tradicional in situ con un sistema
de producción ex situ a partir de xilano heterogéneo de rastrojos de trigo y xilano
comercial.
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Capítulo 2

Materiales y metodología

2.1. Materiales

2.1.1. Equipos

En la Tabla 2.1 se muestran los equipos utilizados en el trabajo experimental.

Tabla 2.1: Equipos de laboratorio utilizados en el trabajo de esta tesis.

Equipo Fabricante
Agitador magnético Equilab
Agitador orbital Labtech
Baño maría Julabo SW20
Bomba de vacío Labtech
Calentador de bloques Labline Instruments
Campana de extracción Biobase biotech
Campana de flujo laminar Steamline Laboratory Products
Centrifuga Heal Force
Espectofrotometro de cubetas Biochrom Ltd.
Espectofrotometro de placas Bmg labtech
Estufa Gallenkamp
HPLC Shimadzu corp
Incubadora con agitación Shel Lab
Microcentrífuga Eppendorf
pHmetro Corning
Sonicador Ningbo scientz biotechnology
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2.1.2. Reactivos

En la Tabla 2.2 se presentan los reactivos utilizados para el desarrollo del trabajo
experimental.

Tabla 2.2: Reactivos utilizados en el trabajo de laboratorio.

Reactivo Fabricante
Acetato de sodio Sigma Aldrich (Merck)
Ácido acético glacial Chemix
Ácido sulfúrico Merck
Agar-Agar Difco
Albúmina de Suero Bovino (BSA) Sigma Aldrich (Merck)
Ampicilina Merck
Arabinofuranosidasa Megazyme
Arabinosa Merck
Aserrín de lenga Forestales del sur de Chile
Biotina Sigma Aldrich (Merck)
Celobiosa Fluka
Citrato tri-sodio dihidratado Sigma Aldrich (Merck)
Dextrosa Merck
DNS PanReac AppliChem PanReac AppliChem, Merck
Etanol 95 % PanReac AppliChem
Extracto de Levadura BD Difco
Glicerol Merck
Hidroxido de sodio Merck
K2HPO4 Merck
KH2PO4 Merck
Metanol Merck
Rastrojos de trigo -
Peptona (Bacto™ Peptone) BD Difco
Sulfato de amonio Merck
Tartrato de sodio Sigma Aldrich (Merck)
Xilano de madera de abedul Megazyme
Xilosa Sigma Aldrich (Merck)
YNB BD Difco
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2.2. Metodología
En la siguiente sección se describen las metodologías experimentales llevadas a cabo

para extraer el xilano desde la biomasa de rastrojos de trigo, producir XOS en sistemas
in situ y ex situ con diferentes fuentes de xilano y medios de cultivo para P. pastoris, y
estudiar la posible inhibición por producto en la hidrólisis de xilano en el sistema in situ.
La composición de los medios utilizados en este trabajo se describen en el Anexo A.

2.2.1. Estudio del crecimiento de P. pastoris en distintos medios de cultivo

Para estudiar el efecto de medios de cultivo diseñados en el crecimiento de P. pastoris
se utilizaron 5 medios de cultivos. Sus composiciones se describen en la Tablas A.4,
A.5, A.6 y A.7, presentes en el Anexo A. Uno de ellos corresponde al medio BMGY, el
cual es comúnmente utilizado en P. pastoris. Los otros 4 medios de crecimientos fueron
variaciones basadas en el medio BMGY. Los principales cambios se deben al uso de dos
buffer y dos concentraciones de extracto de levadura distintas.

Se utilizó Pichia pastoris transformada con el vector recombinante pPIC9K-GtXyn10A
almacenadas a -80oC. Se plaquearon en medio YPD-agar y se incubó a 30oC por 24-48
horas hasta obtener colonias. Con una de las colonias formadas se hizo un pre-inóculo en
10 [ml] de medio YPD líquido y se dejó incubando. Después de 24 horas se tomó 1 [ml]
del pre-inóculo y se inoculó en los medios de crecimiento.

Este experimento se llevó a cabo con 50 [ml] de volumen de medio de cultivo en
matraces Erlenmeyer de 250 [ml] a 30oC, 200 rpm y en triplicados. Se midió la densidad
óptica del cultivo agregando 1 [ml] de muestra, de las 0, 10, 15 y 19 horas, en cubetas para
espectrofotómetro registrando la densidad óptica a 600 [nm] (OD600). Algunas muestras
fueron diluídas para no exceder el rango de linealidad del equipo. Se realizó un análisis
ANOVA a los resultados para determinar si existe diferencia significativa en el crecimiento
de Pichia pastoris en los medios de crecimiento BMGY, 2,4 y.e.+fosfato y 3,6 y.e.+fosfato.

2.2.2. Extracción xilano heterogéneo desde biomasa

Para la extracción de xilano se utilizaron dos biomasas; rastrojos de trigo y aserrín
de lenga. La extracción de xilano, desde ambas biomasas, se realizaron mediante un
tratamiento alcalinotérmico que permite extraer hemicelulosa con un alto porcentaje de
xilano. Para lo anterior, se preparó el rastrojo de trigo y aserrín de lenga moliendo en la
licuadora y tamizando a 35 mesh. Posteriormente se dejaron secando en la estufa a 60oC
por 14-16 horas hasta obtener peso constante y eliminar la húmedad [13].

Una vez seco, por un lado se masó 5 [g] del rastrojo de trigo molido y se mezcló con
100 [ml] de solución alcalina (NaOH), obteniendo una relación sólido-líquido igual a 1:20,
mientras que por otro lado se mezclan 6,25 [g] de aserrín de lenga molido en 100 [ml] de
NaOH, con relación sólido-líquido 1:16. La solución alcalina utilizada fue de 2 % p/p y
12 % p/p para cada una de las biomasas [13].

Luego se autoclavan las mezclas a 121oC por 45 minutos, posteriormente se enfriaron
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a temperatura ambiente y filtraron con gasa doble para recuperar el líquido. Se ajustaron
las soluciones a pH 5 con ácido acético glacial y se precipitaron con 3 volúmenes de etanol
95 % a 4oC por 30 minutos. Finalmente, se centrifugaron las mezclas a 10.000 rpm y 4oC
por 15 minutos, colectando el pellet que contiene el xilano [13].

2.2.3. Caracterización de xilano extraído

Para determinar la composición de los productos obtenidos por el tratamiento termo-
alcalino mencionado anteriormente, se caracterizaron las muestras mediante la técnica
HPLC. Para la preparación de las muestras se mezcló 0,3 [g] de peso seco de muestra con
3 [ml] de ácido sulfúrico al 72 % en tubos de ensayo de vidrio y se agitó en baño maría
por 1 hora a 30oC. Luego, en frascos Duran Schott, se diluyó la solución hasta que el
ácido sulfúrico alcanzara una concentración del 4 % (v/v) y se autoclavaron a 121oC por
1 hora. Se aforaron los sobrenadantes a 100 [ml] y se agregó 1,5 [ml] de esta solución a
través de filtros de 0,22 µm a los viales para HPLC [13].

Para reconocer y cuantificar los azúcares producidos durante la hidrolización del xi-
lano con ácido sulfúrico, se hicieron curvas de calibración de xilosa, glucosa, arabinosa y
celobiosa. Para ello se prepararon soluciones a 4 concentraciones para cada azúcar y se
midieron en el HPLC. Dichas curvas se encuentran en el Anexo B.3. En ellas se presenta
la ecuación que relaciona el área descrita en el HPLC con la concentración presente en
cada muestra.

Las curvas de calibración mencionadas anteriormente se prepararon bajo las mismas
condiciones a las que se trataron las muestras, es decir, fueron diluidas en ácido sulfúrico
al 2,16 %, que corresponde a la concentración final de las muestras medidas. También
se hicieron estándares de aquellas azúcares en las mismas condiciones para determinar
el tiempo de retención en la columna utilizada bajo las condiciones especificadas en las
secciones posteriores. Los tiempos de retención se encuentran en el Anexo C.1.

Para determinar la cantidad de xilano y glucano presente en la muestra, se relacionaron
las azúcares liberadas por la hidrólisis con el factor de conversión presente en la Tabla 2.3.
Esto quiere decir, por ejemplo, que las xilosas medidas corresponden al 88 % del xilano
total presente en la muestra.

Tabla 2.3: Factor para convertir polímeros a monómeros de azúcar, siendo
de glucano a glucosa y de xilano a xilosa [64].

Polímero Factor conversión
Glucano 0,99
Xilano 0,88

Para la caracterización de azúcares presentes en el xilano tratado, se utilizó la columna
Aminex Bio-Rad HPX-87H a 65 oC, con un flujo de 0,4 ml/min e inyección de 10 µl de
muestra. La fase móvil corresponde a ácido sulfúrico 5mM filtrado a 0,22 µM y utilizando
sonicación para la desaireación [13].
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2.2.4. Producción de XOS en sistema in situ

La producción de XOS en el sistema in situ se realizó en dos etapas, las cuales consisten
en el crecimiento de Pichia pastoris y en la inducción de la enzima. Para la primera etapa
se utilizaron células de Pichia pastoris transformada con el vector recombinante pPIC9K-
GtXyn10A almacenadas a -80oC. Se plaquearon en medio YPD-agar y se incubó a 30oC
por 24-48 horas hasta obtener colonias.

Con una de las colonias formadas se hizo un pre-inóculo en 10 [ml] de medio YPD
líquido y se dejó incubando. Después de 24 horas se tomó 1 [ml] del pre-inóculo y se
inoculó en 200 [ml] de medio de crecimiento en triplicados a 30oC y 200 rpm hasta
alcanzar una OD600=2-6. Se debe considerar que el volumen del medio de cultivo no debe
superar el 20 % del volumen del matraz Erlenmeyer a utilizar, esto con el fin de mantener
la aireación adecuada para el microorganismo [65]. Por lo anterior, se utilizaron matraces
de Erlenmeyer con capacidad volumétrica igual a 1 litro.

Luego de crecer las células, se centrifuga el medio de crecimiento y se resuspende el
pellet en el medio de inducción de un volumen de 20 [ml], considerando una razón de 1:10
con respecto al volumen del medio de crecimiento [65]. Este medio contiene metanol para
la inducción de la enzima y debe añadirse metanol cada 24 horas por 4 días para mantener
la inducción. Las condiciones de temperatura y concentración de metanol utilizadas en
la expresión de la enzima son a 30oC y metanol al 0,5 %. Se utiliza esa concentración de
metanol ya que en estudios anteriores se observó que no hay diferencia significativa en la
actividad enzimática medida en el medio al utilizar una concentración igual a 1 % [62].

Con la metodología descrita en esta sección se realizaron dos estudios. El primero de
ellos consistió en comparar los medios tradicionales BMGY/BMMY con los diseñados
JCG/JCM, utilizando las condiciones anteriormente descritas y concetraciones de xilano
comercial igual 0,5 % y 1,5 %. Por lo que finalmente se tienen 4 condiciones como se
muestra en la Figura 2.1, cada uno en triplicado.
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Figura 2.1: Condiciones para estudiar como afecta el medio de crecimiento
e inducción y la concentración de xilano comercial de madera de abedul
en la producción de XOS y xilanasa. A 30oC, 200 rpm y 0,5 % de metanol.

El segundo experimento realizado bajo esta metodología, consisitió en comparar la
producción de XOS y xilanasa en el medio JCG/JCM con 0,5 % y 2,5 % de xilano extraído
de rastrojos de trigo. Esto se observa en la Figura 2.2, considerar cada matraz Erlenmeyer
en triplicado.

Figura 2.2: Condiciones para estudiar como afecta la concentración de
xilano extraído de rastrojos de trigo en la producción de XOS y xilanasa.
A 30oC, 200 rpm y 0,5 % de metanol.

2.2.5. Producción de XOS en sistema ex situ

La producción de XOS en el sistema ex situ requiere de la enzima GtXyn10A, por lo
que de manera análoga a lo descrito anteriormente, se crece la levadura Pichia pastoris
recombinante en medio de crecimiento y posteriormente se pasan las células de de esta
levadura al medio de inducción para producir la enzima xilanasa. Luego de 72 horas de
inducción con metanol al 0,5 %, se centrifuga el medio y se conserva el sobrenadante que
contiene la xilanasa.

Posteriormente, se concentra la enzima producida utilizando precipitación con sulfato
de amonio con 80 % de saturación. Para ello, el sobrenadante se mezcla lentamente con el
sulfato de amonio agitando constantemente en frío. Una vez disuelta la sal, se mantiene

21



en agitación en la cámara fría por toda la noche. Al día siguiente, se centrifuga la solución
y el pellet se resuspende en 10 [ml] de buffer citrato de sodio 50mM. Esta mezcla se vierte
en membranas semipermeables y se realiza la diálisis para remover el sulfato de amonio
presente. Finalmente, a lo obtenido se le mide actividad enzimática con el fin de agregar
al sistema ex situ la actividad enzimática vista en el sistema in situ.

Para la comparación de ambos sistemas se realizaron dos experimentos en sistema ex
situ. En el primero se realizan 4 reacciones enzimáticas de 1 [ml] en triplicados, donde dos
de ellos se hacen en condiciones similares a las del sistema in situ (30oC, pH 6 y buffer de
citrato de sodio 50mM) y los otros dos se hacen en condiciones óptimas para la actividad
enzimática (50oC, pH 5 y buffer de citrato de sodio 50mM). El buffer utilizado es el mismo
que el medio de inducción JCM para su posterior comparación con el sistema in situ y
se agrega la misma concentración de enzima [U/ml] vista a las 24 horas en el in situ. Las
reacciones que tienen la misma condición se diferencian en que una cuenta con xilano
comercial de madera de abedul y el otro xilano extraído de rastrojos de trigo, ambos al
0,5 %. Se extraen 200 µl de muestra a las 24 horas para medir azúcares reductores y medir
XOS en el HPLC. Para mayor claridad se resume lo anteriormente explicado en la Tabla
2.4.

Tabla 2.4: Condiciones estudiadas en el sistema ex situ. Se utilizan condi-
ciones similares a las del sistema in situ (30oC y pH 6) y en condiciones
óptimas para la actividad enzimática (50oC y pH 5). El xilano comercial
es xilano de madera de abedul, Megazyme.

Condición Sustrato Temperatura pH

1 Xilano
comercial

30oC 6

2 Xilano
comercial

50oC 5

3 Xilano
de trigo

30oC 6

4 Xilano
de trigo

50oC 5

El segundo experimento se realizó en igual volumen para ambos sistemas y cada uno
en triplicado. El volumen utilizado es 10 [ml], donde el sistema in situ se realizó con la
metodología descrita anteriormente en el medio JCM pH 6 y el ex situ con buffer citrato
50mM, pH5. Si bien se decidió realizar el ensayo a los pH óptimos de cada sistema, ambos
se incubaron por 24 horas a 30oC y 200rpm con el fin de comparar los sistemas con igual
costo energético. La concentración de enzima en [U/ml] agregada al sistema ex situ fue
la misma que se midió a las 24 horas en el sistema in situ (2,64 U/ml).

En la Figuran 2.3 se muestra un resumen de los dos experimentos realizados para
comparar ambos sistemas.
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Figura 2.3: Experimentos realizados para la comparación del sistema ex
situ e in situ.

2.2.6. Cuantificación de XOS

Una vez producidos los XOS en ambos sistemas, se tomaron 1 [ml] de muestra cada 24
horas y se centrifugaron para eliminar las células y/o restos de xilano presentes. Donde
100 µl son destinados a medir la producción de XOS utilizando HPLC. Para ello, los 100
µl de muestra se diluyen con 900 µl de agua y, utilizando una jeringa y un filtro de 0,22
µm, se traspasa la mezcla a los viales para HPLC.

La columna de cromatografía a utilizar es la Rezex RSO-oligosacárido Ag+ (4) %
(Phenomenex). Se utiliza un flujo de 0,3 ml/min con un volumen de inyección de 10 µ
a 65oC. La fase móvil se realiza con agua milli-Q, filtrada con un poro de diámetro 0,22
µM y desairada por sonicación [66].

Para analizar los picos obtenidos por el HPLC resulta necesario conocer los tiempos de
retención y curvas de calibración de cada uno de los XOS producidos bajo las condiciones
anteriormente señaladas. Estos tiempos y curvas se encuentran presentes en los Anexos
C.2 y B.2, respectivamente. Con los tiempos de retención se determinó cada compuesto
presente en la muestras, y se relacionó el área asociada al peak con la concentración.
Para ello se utilizaron las ecuaciones obtenidas de la curva de calibración de xilobiosa y
xilotriosa.

La producción total de XOS se estimo como la suma de las concenTraciones de xilobiosa
y xilotriosa. El rendimiento se calculó considerando el factor de conversión de la tabla 2.3,
considerando que la cantidad de producción teórica no corresponde al total del sustrato
agregado inicialmente. Esto es, que solo el 88 % de la concentración inicial se convertirá
en producto. Así, la fórmula utilizada fue la presente en la Ecuación 2.1

Rendimiento[ %] = Producción real
Producción teórica · 100 % (2.1)

Los gráficos se realizaron con el programa GraphPad Prism, donde se introdujeron los
datos en triplicado y se calcularon la barras de error de cada uno de los datos. Se realizó
un análisis t-student a los resultados para determinar si existe diferencia significativa en
la producción de XOS entre los medios de cultivo utilizados.
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2.2.7. Ensayo de actividad enzimática de la xilanasa GTxyn10A

Los ensayos de actividad enzimática realizados a los medios de cultivos mencionados
antes, se llevaron a cabo extrayendo 1 [ml] de los medios cada 24 horas por 4 días para
realizar un ensayo funcional con el sustrato xilano heterogéneo y graficar la curva de
inducción.

En primer lugar, se miden los azúcares reductores basales presentes en las muestras
debido a la degradación del xilano durante la inducción de la enzima y su actividad
hidrolítica. Para ello se realiza una medición de la producción de azúcares reductores
desde xilano, en donde en placas PCR de 96 pocillos se mezclan 100 µl de muestra con
100 µl de DNS, todo en triplicado. Se deja reaccionando por 5 minutos a 90oC en el
termoblock y luego se enfría por 5 minutos en hielo. Se toman 100 µl de cada muestra y
se traspasan a una placa de 96 pocillos para medir la absorbancia de la solución a 550
[nm] en el espectrofotómetro de placas.

Luego se mide la actividad enzimática de las muestras mezclando en las placas de
96 pocillos 25 µl de muestra con 75 µl de buffer citrato de sodio, añadiendo xilano
de madera de abedul al 1 %, todo en triplicados. Se deja reaccionando a 50oC por 10
minutos, posteriormente se agrega 100 µl de DNS y se incuba a 90oC por 5 minutos en el
termoblock. Se deja enfriando en hielo por 5 minutos y se traspasan 100 µl de la mezcla
una placa de 96 pocillos y se lee en espectrofotómetro a 550 [nm].

Para el calculo final de la actividad enzimática en el medio se consideró el medio
basal, es decir, a la actividad enzimática medida con xilano se le descontó los azúcares
reductores presentes inicialmente en las muestras. Se utiliza una curva de calibración de
xilosa para la medición de la producción de azúcares reductores desde xilano, en donde se
relaciona la OD550 con la concentración de xilosa, la curva se presenta en el Anexo B.1. Es
preciso señalar que hubieron muestras que debieron ser diluidas para que las mediciones
estuvieran dentro de la curva de calibración realizada.

La actividad enzimática en base a la concentración de azúcares reductores (xilosa) se
calculó utilizando la Ecuación 2.2, con PMxilosa = 150, 13g/mol.

Actividad enzimática [U/ml] = [Xilosa]
PMxilosa · treacción

(2.2)

Además, a las muestras extraídas también se les midió el pH con un pH-metro para
analizar de mejor manera las condiciones a las que se ven afectadas la producción de la
enzima y su actividad hidrolítica.

2.2.8. Análisis de la producción constante de XOS luego de 24 horas

De los experimentos realizados en el sistema in situ se notó que luego de las 24 horas,
aproximadamente, la producción de XOS se mantenía constante. Ante esto se pensaron
en las posibles causas de este efecto, donde se considero que la actividad enzimática se
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veía inhibida por producto, que el xilano residual en el medio de cultivo no era capaz de
seguir siendo hidrolizado solo por la xilanasa y, por ultimo, que la enzima perdiera su
actividad hidrolítica.

2.2.8.1. Inhibición de xilanasa por producto (XOS)

Debido a la poca disponibilidad de XOS, en vez de realizar una curva de Michaelis-
Menten para observar la posible inhibición, se decidió hacer una curva de cinética en
presencia y ausencia de XOS. En primer lugar, se hizo una curva cinética previa pa-
ra evaluar cual era la concentración adecuada de enzima para observar en un tiempo
prudente la degradación del xilano hasta llegar a una constante.

En tubos eppedorf de 2 [ml] se agregaron 200µl de enzima y 600 µl de buffer citrato
de sodio 50mM pH 6 con xilano al 1 % y 0,03 mg/ml de XOS (xilobiosa + xilotriosa),
aproximadamente. En cuanto a la curva sin presencia de XOS, se hizo de la misma manera
excepto que no se le agregó XOS. El control también se hizo de manera análoga al primero
descrito, pero sin enzima. Estos tubos se dejaron reaccionando en el termoblock a 50oC
y 200 rpm por 140 minutos, donde se tomo muestras a los 10 minutos, y luego cada 20
minutos, todo en triplicado.

A las muestras extraídas se les midió los XOS producidos utilizando la técnica HPLC
y además se les midió la actividad enzimática realizando una medición de azúcares reduc-
tores para hacer la curva cinética. A partir de esta última, se comparan las pendientes de
la recta tangente al inicio de la curva. Se analizó si las pendientes eran estadísticamente
similares con el método t-student.

Para aplicar el método t-student, se estimó la pendiente como la línea de tendencia de
los puntos de un pequeño intervalo inicial del ajuste polinomial en tercer grado que se le
realizó a los datos. A partir de esto, se aplicó un ensayo F para ver si las varianzas eran
homogéneas o no. El cálculo del ensayo F se muestra en la Ecuación 2.3, donde S2

a es la
varianza de la pendiente a y S2

b es la varianza de la pendiente b, siendo S2
a > S2

b .

Fcalc = S2
a

S2
b

(2.3)

En cuanto al cálculo de la varianza de la pendiente a, este se muestra en la Ecuación
2.4, donde Sxy

2 es la covarianza de las coordenadas x e y de los puntos de una de las
pendientes y n es el número de datos con los que se construyó la línea de tendencia.

Sa
2 = Sxy

2

∑
x2 − (

∑
y)2

n

(2.4)

Una vez obtenido el valor de Fcalc este se compara con el Ftab, el cual corresponde al F
tabulado. Si Fcalc < Ftab, entonces la varianza de las dos pendientes son homogéneas. Con
esta conclusión se realiza el ensayo t utilizando la Ecuación 2.5, donde a es la pendiente
de la recta a y b es la pendiente de la recta b. Si tcalc es menor que el ttab, considerando
p=0,05, entonces se infiere que las pendientes son estadísticamente similares.
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tcalc = |a − b|√
S2

a + S2
b

(2.5)

2.2.8.2. Estudio de degradabilidad por xilanasas del xilano residual

En primer lugar se realizó un sistema in situ bajo las mismas condiciones mencionadas
en la sección que se describe la producción de XOS en sistema in situ. Solo se redujo
el volumen del medio de crecimiento a 100 [ml] y por lo tanto el volumen del medio
de inducción se redujo a 10 [ml]. Luego de 72 horas de inducción se tomó el contenido
para estudiar lo que pasa con el xilano residual al agregar nuevas enzimas, xilanasa y
arabinofuranosidasa.

En tubos eppendorf de 1.5 [ml] se agregó 600 µl de enzima en buffer citrato 50mM
y pH 6 y 750 µl de muestra. Se hicieron 3 reacciones con enzimas (X+A, X, A) y un
control. Estas se detallan en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5: Enzimas utilizadas para la hidrólisis del xilano residual. A: Ara-
binofuranosidasa. X: Xilanasa. Control: Sin Arabinofuranosidasa ni Xila-
nasa.

Enzima A+X X A Control
Arabinofuranosidasa [U/ml] 5 0 5 0

Xilanasa [U/ml] 5 5 0 0

Posteriormente, se incuban a 50oC en el termoblock por 140 minutos y se tomaron
muestras a los 10 minutos y luego cada 20 minutos. Se midió la producción de XOS
por HPLC, como se indica en la sección 2.2.6. También se midió la actividad enzimática
tal como se describió en la sección anterior de ensayo de actividad enzimática (punto
2.2.7). Se realizó un análisis t-student a los resultados para determinar si existe diferencia
significativa en la producción de XOS entre los sistemas de producción.

2.2.8.3. Análisis estadístico

A los resultados obtenidos se les aplicó un análisis estadístico con el objetivo de detectar
diferencias significativas entre las muestras. Se empleó el software GraphPad Prism 8.0.1
para realizar un análisis de varianza (ANOVA) para el crecimiento de P. pastoris en
distintos medios de cultivo y se realizó un análisis t-student al resto de los resultados
para determinar si existe diferencia significativa entre dos sistemas distintos. Para ambos
análisis se consideró un intervalo de confianza del 95 %.
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Capítulo 3

Resultados y discusión

3.1. Evaluación de medios diseñados en la producción de XOS
y xilanasa

El primer objetivo específico de este trabajo es comparar la producción de xilanasa
recombinante y de XOS en el sistema in situ, en medios tradicionalmente utilizados pa-
ra Pichia pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A con medios de cultivos modificados (JCG
medio para crecimiento y JCM medio para inducción enzimática). Estos medios de cul-
tivos fueron propuestos en la tesis en desarrollo de Coronado, J. [62] y se basaron en
variaciones en la fuente de nitrógeno y en el buffer utilizado con respecto a los medios de
cultivo usados tradicionalmente para el crecimiento de Pichia pastoris y la expresión de
proteínas recombinantes, denominados BMGY y BMMY, respectivamente. La composi-
ción de estos medios se encuentran en el Anexo A. Estos cambios se realizaron debido a
que en estudios previos se ha observado que el YNB y el fosfato (fuente de nitrógeno y
buffer presentes en los medios tradicionales) producen un efecto inhibitorio en la enzima
xilanasa GtXyn10A [67].

A continuación, se presenta el estudio del crecimiento de Pichia pastoris recombinante
KM71/9KGtXyn10A, la producción de XOS y la actividad enzimática observados en los
distintos medios de inducción en el sistema in situ. De este estudio se analiza los factores
que afectan la producción de XOS y xilanasa, y la actividad enzimática.

3.1.1. Crecimiento de Pichia pastoris KM71/9KGtXyn10A en distintos me-
dios de cultivo

Para determinar el medio de crecimiento a utilizar para el crecimiento de Pichia pasto-
ris KM71 con xilanasa recombinante (GtXyn10A) se estudiaron cuatro medios de cultivos
distintos, más el medio BMGY (medio tradicional para esta levadura). Los cuatro medios
de crecimiento mencionados corresponden a variaciones del medio BMGY realizados en
la tesis de Coronado [62], en los cuales se utilizan dos concentraciones distintas (2,4 % y
3,6 %) de extracto de levadura (y.e.) y dos buffers distintos (buffer fosfato de potasio y
buffer citrato de sodio). Estos fueron denominados 3,6 y.e. + citrato, 2,4 y.e. + citrato,
3,6 y.e. + fosfato y 2,4 y.e. + fosfato (medio JCG), cuyas composiciones se describen en
las Tablas 3.1 y 3.2, medio de crecimiento e inducción, respectivamente.
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Tabla 3.1: Composición de los medios de cultivo de crecimiento a comparar.
BMGY es medio tradicionalmente usado para el crecimiento de Pichia
pastoris y JCM es el medio de crecimiento modificado a partir del medio
BMGY.

Medio BMGY Medio JCG
Componente Cantidad Unidad Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 1 % Extracto de levadura 2,4 %
Peptona 2 % Fosfato de potasio 100 mM
Fosfato de potasio 100 mM Biotina 4 ·10−5 %
YNB 1,34 % Glicerol 1 %
Biotina 4 ·10−5 %
Glicerol 1 %

Tabla 3.2: Composición de los medios de cultivo de inducción a comparar.
BMMY es medio tradicionalmente usado para la inducción de proteínas
recombinantes en Pichia pastoris y JCM es el medio de inducción modifi-
cado a partir del medio BMMY.

Medio BMMY Medio JCM
Componente Cantidad Unidad Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 1 % Extracto de levadura 2,4 %
Peptona 2 % Citrato de sodio 200 mM
Fosfato de potasio 100 mM Biotina 4 ·10−5 %
YNB 1,34 % Metanol 0,5 %
Biotina 4 ·10−5 %
Metanol 0,5 %

En la Figura 3.1 se observa que los medios que contienen el buffer citrato de sodio
presentan un menor crecimiento de Pichia pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A recombi-
nante en comparación con los medios que contienen buffer fosfato de potasio, lo que puede
deberse a que se utilizó una concentración muy baja para buffer citrato. Esto disminuye
la capacidad amortiguadora y podría haber provocado un cambio significativo en el pH,
lo que afectaría negativamente el crecimiento de Pichia pastoris, cuyo pH recomendado
para su crecimiento es igual a 6. Se propone evaluar el crecimiento con el buffer citrato
de sodio en una concentración mayor a 200 [mM].

Además, de la Figura 3.1 se revela una similitud en el crecimiento de la levadura en
el medio BMGY y aquellos que incluyen el buffer fosfato de potasio. De este resultado se
puede decir que la sustitución de la fuente de nitrógeno, al reemplazar YNB y peptona
por una mayor concentración de extracto de levadura, no influye en el crecimiento de
Pichia pastoris, bajo las condiciones estudiadas. Estos resultados sugieren que los medios
diseñados podrían emplearse en la fase de crecimiento del proceso. En este trabajo no se
midió la evolución del pH en los medios de cultivo, sin embargo, se recomienda controlar
el pH ya que permitirá explicar más adecuadamente el efecto que tiene el medio de cultivo
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en el crecimiento de Pichia pastoris.

Figura 3.1: Crecimiento de Pichia pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A con
xilanasa recombinante en distintos medios de cultivo. Condiciones de cre-
cimiento: 30oC, pH 6 y 200 rpm. Las barras representan la desviación
estándar, teniendo en cuenta que cada ensayo se realizó en triplicado.

Para determinar estadísticamente cual es mejor medio de crecimiento para Pichia
pastoris, se realizó un análisis estadístico ANOVA de aquellos medios de cultivo donde
se vió una mayor densidad óptica, con un intervalo de confianza del 95 %. Los resultados
de este análisis se presentan en la Tabla 3.3 y se concluye que no hay una diferencia
significativa (ns) en el crecimiento de P. pastoris en los medios BMGY, 2,4 % y.e. +
fosfato y 3,6 % y.e. + fosfato ya que los p-value fueron mayores a 0,05.

Tabla 3.3: Resultados del análisis ANOVA para el crecimiento de Pichia
pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A en distintos medios de cultivo.

Datos comparados p-value Significativamente diferente
Medios de cultivo Tiempo
BMGY -
2,4y.e.+fosfato (JCG) -
3,6y.e.+fosfato

10 [h] 0,424 No
15 [h] 0,799 No
19 [h] 0,699 No
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Ya que el crecimiento de Pichia pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A en los medios
BMGY, 3,6 y.e. + fosfato y 2,4 y.e. + fosfato (medio JCG) no presentan diferencias
significativas, para elegir el medio a utilizar en este trabajo se utiliza un criterio econó-
mico. Los medios de crecimiento sólo varían en la composición de la fuente de nitrógeno.
En la Tabla 3.4 se observa el costo de la fuente de nitrógeno de cada medio de cultivo. De
acuerdo a esto se usará el medio que contiene un menor porcentaje de extracto de leva-
dura denominado 2,4 y.e. + fosfato debido a que permite disminuir costos de producción.
Este medio de crecimiento es el denominado JCG.

Tabla 3.4: Costos de los reactivos que forman parte de la fuente de nitró-
geno de los medios de crecimiento. Precio al 2023 [68] [69] [70].

Medio BMGY
Reactivo Cantidad Precio en 1L de cultivo (CLP)
Extracto de levadura 1 % 951
Peptona 2 % 4500
YNB 1,34 % 17956
Total 23407

Medio 2,4 % y.e.+fosfato
Reactivo Cantidad Precio en 1L de cultivo (CLP)
Extracto de levadura 2,4 % 2282
Total 2282

Medio 3,6 % y.e.+fosfato
Reactivo Cantidad Precio en 1L de cultivo (CLP)
Extracto de levadura 3,6 % 3424
Total 3424

3.1.2. Producción de XOS y xilanasa recombinante en medios de cultivo
suplementados con xilano comercial en sistema in situ

Los principales productos de la hidrólisis de xilano son xilobiosa, xilotriosa y otros
oligómeros presentes en el polisacárido [71] que se midieron en la columna Rezex RSO-
oligosacárido Ag+ (4) % (Phenomenex) en HPLC. Además, entre los XOS existentes, la
xilobiosa y la xilotriosa son los prebióticos más eficaces para inducir bacterias intestinales
[72], es por esto que la producción de XOS se estimó como la suma de la producción de
xilobiosa y xilotriosa. La xilosa también se produjo, pero en bajas cantidades.

Los medios de inducción utilizados fueron el medio BMMY y el JCM, los cuales se
diferencian en la composición de la fuente de nitrógeno y en el buffer utilizado, ver
composición en Anexo A. Ya que anteriormente se observó que el medio de crecimiento
con 2,4 % de extracto de levadura es estadísticamente similar al medio tradicional, se
utiliza un medio similar denominado JCM. Además, este utiliza buffer citrato de sodio
ya que se ha observado que el buffer fosfato de potasio, utilizado en el medio BMMY,
presenta un efecto inhibitorio en la actividad enzimática de la xilanasa a utilizar [62].
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El gráfico en la parte a) de la Figura 3.2 presenta la producción de xilobiosa en el medio
in situ con 0,5 % de xilano comercial de madera de abedul (Megazyme) en los medios
BMMY y JCM. En las primeras 48 horas se observa que la producción de xilobiosa
es estadísticamente mayor en el medio BMMY que en el JCM. Sin embargo, luego de
las 72 horas se observa en la Tabla 3.5 una concentración estadísticamente similar de
xilobiosa entre el medio BMMY y JCM. En el gráfico no se observa una disminución en
la concentración de xilobiosa debido a que la xilanasa no es capaz de hidrolizarla [71]. La
diferencia inicial puede deberse a que en el medio JCM la enzima produce más xilotriosa
que xilobiosa, como se ve en el gráfico en b de la Figura 3.2.

En cuanto al gráfico en la parte b) de la Figura 3.2 se observa que la concentración
de xilotriosa disminuye drásticamente luego de las 24 horas en el medio BMMY, diferen-
ciándose significativamente de la concentración en el medio JCM. Aunque se sabe que
la hidrólisis de xilotriosa a xilobiosa y xilosa en general es insignificante o limitada [71],
esto podría deberse a que la xilanasa cuenta con las condiciones necesarias en el medio
BMMY para continuar hidrolizando xilooligosacáridos de mayor grado de polimerización,
como xilotriosa. Para entender mejor este comportamiento también se midió el pH y la
actividad enzimática en los medios de cultivo, presentes en las Figuras 3.5 y 3.6.

Figura 3.2: Producción de xilooligosacáridos en medios BMMY y JCM con
0,5 % de xilano comercial de madera de abedul (Megazyme) como sustrato
en cultivos de Pichia pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante se
cultivó a 30oC, 200rpm y pH 6. a) Concentración de xilobiosa. b) Con-
centración de xilotriosa. Las barras representan la desviación estándar,
teniendo en cuenta que cada ensayo se realizó en triplicado.

Para determinar estadísticamente si la producción de xilobiosa y xilotriosa es signifi-
cativa en ambos medios de cultivo se realizó un análisis estadístico de t-student con un
intervalo de confianza del 95 %. Los resultados de este análisis se presentan en la Tabla
3.5 y se concluye que luego de las 72 [h] la producción de xilobiosa es estadísticamente
similar en ambos medios de cultivo, BMMY y JCM.
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Tabla 3.5: Resultados del análisis t-student para la producción de xilobio-
sa y xilotriosa en medios de cultivo BMMY y JCM con 0,5 % de xilano
comercial.

Datos
comparados

Producción xilobiosa Producción xilotriosa

p-value Significativamente
diferente

p-value Significativamente
diferente

24 [h] 0,003 Sí 0,001 Sí
48 [h] 0,001 Sí 0,001 Sí
72 [h] 0,269 No 0,040 Sí
96 [h] 0,334 No 0,001 Sí

De manera análoga, se midieron los XOS producidos en los medios BMMY y JCM
con 1,5 % de xilano comercial. En el gráfico en la parte a) de la Figura 3.3 se muestra la
producción de xilobiosa, que luego de las 48 horas alcanza una concentración constante.
La producción de xilotriosa se observa en el gráfico en la parte b) de la Figura 3.3, la
cual presenta un comportamiento similar al gráfico en b de la Figura 3.2, mencionada
anteriormente.

El xilano presenta diversos residuos que interfieren con el acceso de la enzima a los
enlaces β-1,4-glicosídicos, lo que podría provocar que la enzima no corte de manera efi-
ciente las cadenas internas del xilano debido a su efecto estérico [66] [73]. Esto conlleva
a que, para ambas concentraciones de xilano (0,5 % y 1,5 %), la producción de xilobiosa
sea mayor que la producción de xilotriosa, alcanzado valores de hasta 10 veces más. Para
mejorar el rendimiento de la hidrólisis se podría combinar su uso con una enzima de
menor tamaño para lograr un efecto sinérgico y con ello, aumentar su eficiencia.
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Figura 3.3: Producción de xilooligosacáridos en medios BMMY y JCM con
1,5 % de xilano comercial de madera de abedul (Megazyme) como sustrato
en cultivos de Pichia pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante se
cultivó a 30oC, 200rpm y pH 6. a) Concentración de xilobiosa. b) Con-
centración de xilotriosa. Las barras representan la desviación estándar,
teniendo en cuenta que cada ensayo se realizó en triplicado.

Para determinar si la producción de xilobiosa y xilotriosa es estadísticamente diferente
o similar en ambos medios de cultivo se realizó un análisis estadístico de t-student con un
intervalo de confianza del 95 %. Los resultados de este análisis se presentan en la Tabla
3.5 y se concluye que luego de las 48 [h] la producción de xilobiosa es estadísticamente
similar en ambos medios de cultivo, BMMY y JCM.

Tabla 3.6: Resultados del análisis t-student para la producción de xilobio-
sa y xilotriosa en medios de cultivo BMMY y JCM con 1,5 % de xilano
comercial.

Datos
comparados

Producción xilobiosa Producción xilotriosa

p-value Significativamente
diferente

p-value Significativamente
diferente

24 [h] 0,022 Sí 0,003 Sí
48 [h] 0,720 No 0,0001 Sí
72 [h] 0,481 No 0,001 Sí
96 [h] 0,935 No 0,0004 Sí

En la Figura 3.4 se muestra la producción de XOS, que corresponde a la suma de las
concentraciones de xilobiosa y xilotriosas medidas. Se nota que, a mayor concentración
de sustrato, mayor es la producción de XOS. También, se hizo un análisis estadístico para
conocer si la producción de XOS es similar para ambos medios de cultivo, BMMY y JCM.
Los resultados se muestran en la Tabla 3.7, de la cual se determina que en el medio con
0,5 % de xilano la producción de XOS fue estadísticamente similar luego de las 72 [h]. En
cuanto a la producción de XOS en el medio con 1,5 % de xilano, se observa que en casi
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todos los puntos, excepto a las 48 [h], la producción de XOS es estadísticamente similar
en ambos medios (BMMY y JCM).

Figura 3.4: Producción de XOS en diferentes medios de cultivo. Me-
dios corresponden a JCM y BMMY con 0,5 % y 1,5 % de xilano co-
mercial de madera de abedul (Megazyme). Cultivos de Pichia pastoris
KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante se cultivó a 30oC, 200rpm y pH
6. Las barras representan la desviación estándar, teniendo en cuenta que
cada ensayo se realizó en triplicado.

Tabla 3.7: Resultados del análisis t-student para la producción de XOS en
medios de cultivo BMMY y JCM con 0,5 % y 1,5 % de xilano comercial.

Datos
comparados

XOS con 0,5 % xilano XOS con 1,5 % xilano

p-value Significativamente
diferente

p-value Significativamente
diferente

24 [h] 0,008 Sí 0,222 No
48 [h] 0,011 Sí 0,0051 Sí
72 [h] 0,980 No 0,718 No
96 [h] 0,990 No 0,360 No

Sin embargo, en la Tabla 3.8 se observa que en los medios con 0,5 % de xilano el ren-
dimiento de XOS producidos fue aproximadamente un 10 % mientras que en los medios
con 1,5 % de xilano el rendimiento fue aproximadamente 7 %. La disminución del ren-
dimiento en la producción de XOS puede deberse a varias causas. Una de ellas es una
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posible inhibición por producto (XOS) ya que se ha observado en algunas xilanasas cierta
afinidad con XOS, los cuales se unen al sitio activo de la enzima y se comportan como
inhibidores competitivos con el sustrato a hidrolizar[45]. ALos medios que tienen 0,5 %
y 1,5 % de xilano presentan una producción de xilanasa similar, sin embargo, el medio
suplementado con 1,5 % produce una mayor concentración de XOS. Se podría deber a
que la actividad enzimática se ve afectada por la presencia de XOS y la velocidad de la
acción enzimática comience a disminuir por el aumento de la concentración del sustrato,
saturando la enzima [74]. Esto podría ser una característica a mejorar del sistema in situ
propuesto.

Sumado a lo anterior, se conoce que la velocidad de la hidrólisis normalmente disminuye
a medida que la longitud de la cadena del sustrato oligomérico disminuye puesto que
las xilanasas muestran mayor actividad hidrolítica con el xilano polimérico [71]. Estas
consideraciones podrían explicar porqué la concentración de XOS no disminuye y se
mantiene prácticamente constante luego de las 24 horas aún con xilanasa presente en el
medio. A partir de estos valores, se puede concluir que luego de 72 [h] los medios BMMY
y JCM producen la misma cantidad de XOS para ambas concentraciones de xilano.

Tabla 3.8: Rendimiento de la producción de XOS a las 24 horas en sistema
in situ con Pichia Pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante en
medios de cultivo JCM y BMMY con diferentes concentraciones de xilano
comercial de madera de abedul (Megazyme), 0,5 % y 1,5 %.

Medio de cultivo Concentración xilano [ %] Rendimiento [ %]

BMMY 0,5 10,0
1,5 7,3

JCM 0,5 10,0
1,5 7,4

Se midió la actividad enzimática mediante la medición de la producción de azúcares
reductores desde xilano, obteniéndose el gráfico presente en la Figura 3.5, donde se aprecia
que hubo una mayor actividad enzimática en los medios JCM en comparación con el
medio BMMY, siendo mayor hasta aproximadamente 3 veces. Esto indica que hubo una
mayor producción de xilanasa en el medio JCM. Sin embargo, una mayor concentración
de enzima no produjo una mayor producción de XOS. Esto se puede explicar en cierta
parte analizando el pH del medio.

En la Figura 3.6 se muestra cómo varió el pH en el tiempo, donde los medios JCM
alcanzaron un pH cercano a 8 y los medios BMMY cercano a 6,5. Esto indicaría que
el medio BMMY ofrece una mejor condición para la actividad enzimática ya que el pH
óptimo de esta xilanasa es 5. Además, se ha observado que la actividad de la enzima
a pH 8 disminuye llegando a un 40 % su actividad [33], lo cual explicaría una menor
producción de XOS a pesar de que los medios JCM cuenten con mayor concentración
de enzima. También se observa, en la Figura 3.6, que a las 96 horas en el medio JCM
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1,5 % XYL hay una caída del pH. Esto se debe a que uno de los triplicados obtuvo un
pH mucho menor (alrededor de 6,5), lo que podría deberse a que en aquel medio hubo
un cambio que provocó que el metabolismo de la levadura haya producido compuestos
indeseados que acidificaran el medio de cultivo [75].

Figura 3.5: Producción de xilanasa en medios BMMY y JCM. Sistema in
situ con 0,5 % y 1,5 % de xilano comercial de madera de abedul (Megazy-
me). Cultivos de Pichia pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante
se cultivó a 30oC, 200rpm y pH 6. Las barras representan la desviación
estándar, teniendo en cuenta que cada ensayo se realizó en triplicado.
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Figura 3.6: Evolución del pH en cultivos de P. pastoris
KM71/pPIC9KGTxyn10A en medios BMMY y JCM, en sistema in
situ con 0,5 % y 1,5 % de xilano comercial de madera de abedul (Megazy-
me). Pichia pastoris recombinante se cultivó a 30oC, 200rpm y pH 6. Las
barras representan la desviación estándar, teniendo en cuenta que cada
ensayo se realizó en triplicado.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores (Figuras 3.4 y 3.5) y que el medio de
inducción BMMY fue preparado con buffer fosfato de potasio, no es posible notar su
efecto inhibitorio sobre la actividad enzimática de la xilanasa observado en otros estudios
[62]. Esto se debe a que los medios con buffer fosfato mantienen de mejor manera el pH
cercano al óptimo para la actividad de la xilanasa comparado con el buffer citrato de sodio.
Se postula que este efecto podría generar un equilibrio entre un posible efecto inhibitorio
que podría tener el medio si tuviera buffer fosfato de potasio y el mantenimiento de un
pH adecuado que entregaría este mismo buffer para la actividad enzimática.

A partir de los datos anteriores se estudió la relación entre la producción de XOS y
enzima presentes en cada medio de cultivo. Este análisis es interesante porque permite
evaluar la eficiencia de la enzima en la producción de XOS en cada uno de los medios
de cultivo. Además, es fundamental para optimizar los procesos de producción de XOS
a escala industrial. Facilita la determinación de la cantidad de enzima necesaria para
generar una cierta cantidad de XOS, lo que influye en la planificación y eficiencia del
proceso [76]. En la Figura 3.7 se observa la producción de XOS por unidad de enzima.
Por un lado, se nota que los medios BMMY tienen una mayor producción de XOS por
unidad de enzima que los medios JCM. Esto refuerza lo mencionado anteriormente sobre
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el efecto del pH y el efecto inhibitorio del buffer fosfato de potasio. Donde pareciera que,
en tiempos prolongados, el pH afecta más en la actividad enzimática que la inhibición
del buffer fosfato. El efecto del pH puede solucionarse utilizando un reactor con pH
controlado.

Además, se observa que los medios con mayor concentración de sustrato tienen mayor
producción de XOS por unidad de enzima que los que tienen menor concentración. Esto
indica que la concentración de sustrato en el medio de reacción no es saturante. Cabe
destacar, que la irregularidad observada en el medio BMMY 1,5 % xilano a las 24 horas,
puede deberse a la sub-estimación en la medición de la actividad enzimática medida en
ese punto. No se sabe a ciencia cierta a que podría deberse que en el medio BMMY 1,5 %
XYL haya una menor producción de xilanasa a las 24 horas con respecto al medio BMMY
0,5 % XYL ya que se esperaría que tuviera el mismo comportamiento visto en los medios
JCM con 0,5 % y 1,5 % XIL. Sin embargo, se podría intuir que en aquel medio, una mayor
concentración de xilano podría haber provocado una retardo en la producción adecuada
de la enzima.

A partir de lo anterior, se puede concluir que el medio de inducción diseñado (JCM)
disminuye la eficiencia de la enzima en la producción de XOS en comparación con el
medio tradicional (BMMY). En cuanto a la producción de la enzima, P. pastoris produce
más xilanasa por unidad de volumen en el medio JCM que en el medio BMMY.

Figura 3.7: Producción de XOS por unidad de enzima con 0,5 % y 1,5 % de
xilano comercial de madera de abedul (Megazyme). Las barras representan
la desviación estándar, teniendo en cuenta que cada ensayo se realizó en
triplicado.
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En la Tabla 3.9 se muestra el análisis estadístico de la producción de XOS por unidad de
enzima, de la cual se determina que en todos los tiempos, excepto a las 72 [h] para 0,5 % de
xilano y a las 96 [h] para 1,5 % de xilano, la relación producto/enzima es estadísticamente
diferente, ya que los p-value obtenidos fueron menores a 0,05.

Tabla 3.9: Resultados del análisis t-student para la producción de XOS
por unidad de enzima en medios de cultivo BMMY y JCM para ambas
concentraciones de xilano comercial de madera de abedul.

Medios con 0,5 % xilano Medios con 1,5 % xilanoDatos
comparados p-value Significativamente

diferente
p-value Significativamente

diferente
24 [h] 0,0009 Sí 0,0159 Sí
48 [h] <0,0001 Sí 0,0045 Sí
72 [h] 0,0775 No 0,0117 Sí
96 [h] 0,0013 Sí 0,1023 No

3.2. Extracción y caracterización de xilano extraído desde ras-
trojo de trigo y aserrín de lenga

El segundo objetivo específico de este trabajo es evaluar el proceso de extracción y
caracterizar el xilano extraído desde rastrojos de trigo para utilizarlo posteriormente en
la evaluación de producción de XOS y xilanasa. La extracción de hemicelulosa se realizó
con un tratamiento termo-alcalino y para la caracterización se utilizó la técnica HPLC.
También se extrajo y caracterizó xilano extraído de aserrín de lenga para usarlo como
control ya que este proceso de extracción estaba caracterizado y sirve para evaluar la
reproducibilidad del protocolo.

Se extrajo hemicelulosa realizando un pretratamiento alcalino-térmico a rastojos de
trigo y aserrín de lenga, los que fueron caracterizados mediante HPLC. En la Figura 3.8
se observa que la hemicelulosa obtenida al utilizar NaOH al 12 % desde el rastrojo de trigo
presenta una mayor composición de xilano que la obtenida del aserrín de lenga, cercana al
39 % versus 24 %, respectivamente. Es por esta razón que se continuó el trabajo utilizando
como materia prima rastrojo de trigo para la extracción de xilano. También se observa
una parte importante de glucano presente en lo extraído. No se midió la presencia de
lignina, sin embargo, se sabe que en este tipo de extracción se obtiene tanto hemicelulosa
como lignina [66]. La fracción gris del gráfico representa otros compuestos obtenidos del
proceso que no fueron medidos, como la lignina, otros azúcares, cenizas, sales, entre otros
[66].

También se encontraron otras azúcares como arabinosa y celobiosa, las cuales provienen
de la hidrólisis de la hemicelulosa y de la celulosa, respectivamente. Estos compuestos
no se añadieron a la gráfica de la Figura 3.8 ya que su presencia era despreciable en
comparación a la xilosa y glucosa presente. La composición porcentual de la Figura 3.8
se presenta con más detalle en la Tabla D.1 presente en el Anexo D.
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Por otro lado, la composición de xilano entre el trigo tratado con 2 % y 12 % de NaOH
presenta porcentajes cercanos correspondientes a 35 % y 39 %, respectivamente. Si bien al
utilizar una mayor concentración de NaOH se obtiene más xilano, esta extracción contiene
una mayor producción de sal durante la etapa de neutralización ácida que al utilizar un
2 % de NaOH, lo que disminuye la pureza del xilano y con ello la producción de XOS [66].
Debido a lo anterior se escogió el tratamiento con 2 % para el resto de las extracciones
realizadas. Esto no solo disminuye las sales en la extracción, sino que también permite
disminuir el consumo de NaOH.

En la literatura, se han registrado composiciones específicas para el aserrín de lenga
pretratada con el método termo-alcalino y posteriormente precipitada con etanol, revelan-
do contenidos aproximados del 20 % de xilano y alrededor del 2 % de glucano.[66]. En este
trabajo se obtuvo un 24 % de xilano y 7 % de glucano a partir del aserrín de lenga. Si bien
el proceso está estandarizado y se obtuvieron valores cercanos a los vistos en literatura,
esta diferencia podría deberse a pequeñas variaciones en las condiciones del pretrata-
miento. En cuanto a la composición de rastrojo de trigo pretratado termo-alcalinamente
y posterior precipitación con etanol, se encontró en literatura que se recupera un 39,4 %
de la hemicelulosa (grupos xilano + arabano + acetilo) [77]. Si bien este dato representa
el total de la hemicelulosa, gran parte corresponde a xilano, por lo que el contenido de
xilano visto en literatura y las obtenidas en este trabajo (35 %-39 %) son similares.

Figura 3.8: Caracterización de hemicelulosa obtenida a partir de rastrojos
de trigo y aserrín de lenga utilizando distintas concentraciones de NaOH
en el tratamiento alcalino/térmico. Cada ensayo se realizó en triplicado.
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3.3. Producción de XOS y xilanasa recombinante en sistema
in situ

El tercer objetivo específico de este trabajo es evaluar la producción de XOS y xilanasa
en los medios diseñados utilizando como sustrato el xilano extraído de rastrojo de trigo.
Para estudiar la producción de XOS a partir de xilano extraído con el método termo-
alcalino se utilizó el medio JCM y concentraciones de 0,5 % y 2,5 % del xilano extraído
de rastrojo de trigo.

En principio, se decidió utilizar una concentración mayor de xilano (5 %), sin embargo,
la concentración máxima que fue posible estudiar fue de 2,5 % ya que a concentraciones
mayores el medio de cultivo quedaba demasiado denso y viscoso como para que Pichia
pastoris pudiera mantenerse aireada de manera adecuada por agitación. Esto sería una
característica a mejorar del sistema in situ debido a que no se podrían utilizar concen-
traciones mayores de sustrato para la producción de XOS, considerando que el micro-
organismo no podría producir la enzima eficientemente. De todos modos, utilizar una
concentración mayor permitió observar cómo varía el rendimiento en la producción de
XOS. Esto es importante para comprender cómo funcionaría el proceso en situaciones en
las que la concentración de sustrato es naturalmente alta o para evaluar la aplicabilidad
del proceso en entornos industriales.

En la Figura 3.9 se muestra la producción de xilobiosa en los medios JCM con 0,5 %
y 2,5 % de xilano de trigo. Se observa que a 0,5 % de sustrato, luego de las 72 horas, la
concentración de xilobiosa producida es constante. Mientras que con 2,5 % de xilano, la
concentración de xilobiosa y xilotriosa aumenta drásticamente a las 72 horas (Figura 3.9
y 3.10, respectivamente). Este retardo en la producción de XOS, al utilizar una concentra-
ción mayor de sustrato, puede deberse a que Pichia pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A,
al estar en presencia de un medio más denso y viscoso, el medio no se agita correctamente
y la aireación se ve afectada negativamente, el cual es el factor más importante para la
eficiencia en la expresión adecuada de proteínas durante la inducción [65]. A pesar de
lo anterior, no fue posible encontrar antecedentes que permitan concluir de mejor ma-
nera la causa de este efecto de retardo observado en la producción de XOS para dicha
concentración de xilano extraído de rastrojos de trigo.
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Figura 3.9: Producción de xilobiosa en medio JCM con 0,5 % y 2,5 %
de xilano proveniente de rastrojos de trigo. Cultivos de Pichia pastoris
KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante en sistema in situ se cultivó a
30oC, 200rpm y pH 6. Las barras representan la desviación estándar, te-
niendo en cuenta que cada ensayo se realizó en triplicado.

Figura 3.10: Producción de xilotriosa en medio JCM con 0,5 % y 2,5 %
de xilano proveniente de rastrojos de trigo. Cultivos de Pichia pastoris
KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante en sistema in situ se cultivó a
30oC, 200rpm y pH 6. Las barras representan la desviación estándar, te-
niendo en cuenta que cada ensayo se realizó en triplicado.
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Cabe destacar que en este experimento, suplementado con xilano de rastrojos de trigo,
la relación de xilobiosa:xilotriosa fue de 5:1, aproximadamente, mientras que la relación
vista con xilano comercial fue de 10:1. De esta relación se puede establecer que el paso
de xilotriosa a xilobiosa se ve desfavorecido cuando el sustrato es xilano de rastrojos
de paja de trigo. Se ha descrito que las xilanasas difieren en cuanto a su tolerancia a la
presencia de residuos laterales en la cadena de xilano [39], como arabinosa o glucuronatos.
Por otro lado, también se ha observado que tienen distinta preferencia por fracciones
solubles e insolubles de arabinoxilano. Esta característica no se ha estudiado para la
enzima GtXyn10A, por lo tanto no se descarta que pudieran ser razones que explican la
diferencia en preferencia de sustrato mostrada por esta enzima en este trabajo.

La producción total de XOS se muestra en la Figura 3.11, donde se observa el mismo
comportamiento en la producción de xilobiosa y xilotriosa. En cuanto al rendimiento de
la producción de XOS en el sistema in situ (calculado según la fórmula 2.1 Metodología),
este se observa en la Figura 3.12, donde el rendimiento en el medio con 0,5 % de xilano es
mayor al obtenido en el medio con 2,5 % de xilano. Esto permite inferir que el rendimiento
en la producción de XOS disminuye al aumentar la concentración del sustrato, esto es
similar a lo obtenido en la sección anterior al utilizar xilano comercial como sustrato
(Tabla 3.8).

Se ha visto en otros trabajos el mismo efecto de disminución de rendimiento por
aumento en la concentración del sustrato [78]. En otro caso similar se observó que el
rendimiento de la hidrólisis de LCM con celulasas y xilanasas se redujo con el aumento
de la concentración de biomasa [79].
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Figura 3.11: Producción de XOS en medio JCM con 0,5 % y 2,5 %
de xilano proveniente de rastrojo de trigo. Cultivos de Pichia pastoris
KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante se cultivó a 30oC, 200rpm y pH
6. Las barras representan la desviación estándar, teniendo en cuenta que
cada ensayo se realizó en triplicado.

Figura 3.12: Rendimiento de XOS producidos en sistema in situ con 0,5 %
y 2,5 % de xilano proveniente de rastrojos de trigo. Cultivos de Pichia pas-
toris KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante se cultivó a 30oC, 200rpm
y pH 6. Las barras representan la desviación estándar, teniendo en cuenta
que cada ensayo se realizó en triplicado.
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Se midió la producción de xilanasa, cuantificando la actividad en alícuotas retiradas
del cultivo a diferentes tiempos, obteniéndose el gráfico presente en la Figura 3.13. Se
aprecia una mayor actividad en el medio que contiene 0,5 % de sustrato, en comparación
de la producción de enzima en el medio con 2,5 % de xilano de rastrojo de trigo. En la
parte a) de la Figura 3.13 se observa que la producción de xilanasa en el sistema in situ
es similar en medio JCM suplementados con 0,5 y 1,5 % de xilano comercial de abedul.
En este caso, la parte b) de la Figura 3.13 se observa que al aumentar la concentración
de xilano de rastrojos de trigo la producción de enzima disminuye drásticamente, incluso
se obtiene menos enzima que el medio que contiene xilano de rastrojos de trigo a las
misma concentración de sustrato (0,5 % de xilano). Las causas pueden ser que al tener un
medio con mayor concentración de xilano se tiene menos aireación, afectando la viabilidad
de Pichia pastoris y con ello la producción de la enzima, o bien, la enzima producida
interacciona con el sustrato debido al fenómeno de grado de selectividad hacia el sustrato
[39].

Figura 3.13: a) Producción de xilanasa en medio JCM en sistema in situ
con 0,5 % y 1,5 % de xilano comercial de abedul. Adaptado de Figura 3.5.
b) Producción de xilanasa en medio JCM en sistema in situ con 0,5 % y
2,5 % de xilano proveniente de rastrojos de trigo. Cultivos de Pichia pas-
toris KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante se cultivó a 30oC, 200rpm
y pH 6. Las barras representan la desviación estándar, teniendo en cuenta
que cada ensayo se realizó en triplicado.

Para identificar posibles causas de la limitación en la producción de xilanasa en el
sistema in situ, se procedió a medir el pH en los medios JCM con 0,5 y 1,5 % de xilano de
rastrojos de trigo. Los resultados se muestran en la Figura 3.14. Se observa la evolución
del pH en el tiempo, donde el medio JCM con 0,5 % de xilano alcanzó un pH cercano a
8 y el medio de cultivo que contenía 2,5 % de xilano alcanza pH cercano a 4,5. A partir
de esto, se puede decir que el medio con mayor concentración alcanza un pH cercano a 5,
el óptimo de la actividad xilanasa. Hasta ahora se desconoce la razón para este aumento
de pH en el medio con mayor concentración de xilano; sin embargo, es posible especular
que el metabolismo de la levadura haya acidificado el medio [75]. En este contexto, la
limitación del oxígeno disuelto en el medio puede provocar la producción de compuestos
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indeseados que provoquen esta disminución del pH. Se ha visto en otras levaduras, co-
mo la Saccharomyces cerevisiae, que su crecimiento esta sujeto a condiciones de estrés,
generando incluso una disminución en el pH intracelular ante estrés por temperatura [80].

Figura 3.14: Producción de xilanasa y evolución del pH en cultivos de P.
pastoris KM71/pPIC9KGtxyn10A en medios JCM en el sistema in situ.
Medios de cultivo suplementados con xilano de rastrojos de trigo al 0,5 % y
2,5 %. Pichia pastoris recombinante se cultivó a 30oC, 200rpm y pH 6. Las
barras representan la desviación estándar, teniendo en cuenta que cada
ensayo se realizó en triplicado.

En la Figura 3.15 se muestran los XOS producidos por unidad de enzima. A partir de
esta figura se observa que en las primeras 48 horas la producción de XOS por unidad de
enzima es estadísticamente similar en ambas concentraciones. Sin embargo, a las 72 horas
el medio con mayor concentración de xilano de trigo alcanza mayor producción de XOS
por unidad de enzima. Esto puede deberse a que a la enzima le haya costado acceder al
sustrato debido a la presencia de otros compuestos como la lignina, lo que también podría
explicar el retardo visto en las Figuras 3.9 y 3.11. Sería interesante evaluar el efecto que
tiene la lignina en la actividad enzimática de la xilanasa.

Al comparar las Figuras 3.7 y 3.15 se observan ciertas diferencias en la magnitud
de la relación producto/enzima, siendo mayor al utilizar xilano comercial de abedual,
alcanzando en el mejor de los casos 0,5 [mg de XOS/U de enzima], mientras que al
utilizar xilano de rastrojos de trigo se alcanza 0,2 [mg de XOS/U de enzima]. De esto se
podría concluir que el tipo de sustrato presente en el medio in situ afecta la actividad de
la xilanasa GtXyn10A. Además, la tendencia en el tiempo de la relación producto/enzima
en la Figura 3.7 pareciera mantenerse constante, en cambio en la Figura 3.15 se observa
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que va en aumento, lo que podría deberse a la dificultad de la enzima para acceder al
sustrato, mencionado anteriormente.

Figura 3.15: Producción de XOS por unidad de enzima en sistema in situ
con xilano extraído de rastrojos de trigo. Las barras representan la desvia-
ción estándar, teniendo en cuenta que cada ensayo se realizó en triplicado.

En la Tabla 3.10 se muestra el análisis estadístico de la producción de XOS por unidad
de enzima, de la cual se determina que las primeras 48 [h] la relación producto/enzima
es estadísticamente similar, ya que todos los p-value obtenidos fueron mayores a 0,05.
Luego, se observa claramente un aumento en la relación producto/enzima para el medio
JCM con 2,5 % de xilano extraído de trigo.

Tabla 3.10: Resultados del análisis t-student para la producción de XOS
por unidad de enzima para ambas concentraciones de xilano extraído de
rastrojo de trigo.

Datos
comparados

p-value Significativamente
diferente

24 [h] 0,341 No
48 [h] 0,698 No
72 [h] 0,002 Sí
96 [h] 0,023 Sí
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3.3.1. Comparación producción de XOS utilizando xilano comercial y xilano
de trigo en sistema in situ

En esta sección se compara la producción de XOS al utilizar 0,5 % suplementado con
xilano de rastrojos de trigo (Figura 3.11) versos los XOS producidos con 0,5 % de xilano
comercial de abedul (Figura 3.4).

En la Figura 3.16 se presenta la producción de XOS, en el que se compara la producción
de estos al utilizar 0,5 % de xilano comercial de madera de abedul versus 0,5 % de xilano de
trigo, ambos en el medio JCM. Se observa cierto retardo en el aumento de la concentración
de XOS en el medio con xilano de trigo como sustrato en las primeras 48 horas. Esto
puede deberse a que el xilano comercial presenta mayor pureza en comparación al que se
obtuvo desde el trigo.

Como se mencionaba anteriormente, el proceso de extracción de xilano desde una
biomasa conlleva a obtener hemicelulosa y lignina, donde esta última podría estar in-
terfiriendo con el acceso de la xilanasa al sustrato. Al aplicar el tratamiento alcalino se
deslignifica la biomasa, es decir, se separa total o parcialmente los enlaces éster entre la
lignina y la hemicelulosa en las paredes celulares y el grado de pureza de la hemicelulosa
depende de la concentración de NaOH utilizada [81].

Luego de la neutralización se forma una gran cantidad de sales que disminuyen la
pureza del xilano. En este punto se realiza la precipitación con etanol para separar el
xilano de la lignina. Analizando este proceso es posible concluir que gran parte de los
otros compuestos presentes en la hemicelulosa obtenida son en gran parte sales y en
menor medida lignina. Esta gran cantidad de sales podría disminuir al usar un proceso
de ultrafiltración luego del tratamiento alcalino para así disminuir el uso de ácido en la
neutralización y con ello la formación de sales [66].

También sería interesante estudiar la producción de XOS utilizando xilano extraído
de otra fuente de biomasa ya que el rastrojo de trigo presenta ciertos inhibidores de
xilanasa [39]. Esto podría estar provocando la disminución en la producción de XOS en
el medio con xilano de trigo en comparación con el xilano comercial de madera de abedul
altamente purificado. El gráfico de la Figura 3.16 se realizó en base a los gráficos de la
Figura E.2 y E.3, presentes en el Anexo E.2, donde se observa la producción de xilobiosa
y de xilotriosa, respectivamente.
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Figura 3.16: Producción de XOS en medios con 0,5 % de sustrato. Sis-
tema in situ con xilano comercial de madera de abedul (Megazyme)
y xilano proveniente de rastrojos de trigo. Cultivos de Pichia pastoris
KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante se cultivó a 30oC, 200rpm y pH
6. Las barras representan la desviación estándar, teniendo en cuenta que
cada ensayo se realizó en triplicado.

3.4. Comparación de producción de XOS en sistema in situ y
ex situ

El cuarto objetivo específico de este trabajo es comparar la producción de XOS en el
sistema in situ y en el sistema ex situ. Esta comparación es importante para evaluar si se
logra mejorar la producción de XOS con el sistema in situ. Para cumplir con este objetivo
primero se evaluó la producción de XOS en el sistema ex situ utilizando ambos sustratos
estudiados anteriormente, xilano comercial y xilano extraído de rastrojo de trigo. Luego
se comparó la producción de los xilooligosacáridos en el sistema in situ versus el sistema
ex situ utilizando xilano comercial. Además, se estudiaron potenciales factores inhibidores
en la hidrólisis enzimática del xilano para tener una discusión más amplia al comparar
los dos sistemas utilizados.

3.4.1. Producción de XOS ex situ a partir de xilano comercial o xilano de
rastrojos de trigo

Estudiar la producción de XOS en un sistema ex situ con xilano comercial y xilano
extraído de rastrojo de trigo resulta interesante porque permite comparar la eficiencia en
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la producción de XOS a partir de diferentes fuentes de xilano. Además, como el xilano de
rastrojos de trigo es una fuente renovable, permite evaluar su uso para una producción
de XOS sostenible.

En la Figura 3.17 se presenta la producción de XOS luego de 24 horas en el sistema ex
situ. Se utilizó los sustratos xilano comercial de abedul y el xilano obtenido de rastrojos
de trigo. La reacción se realizó bajo las condiciones óptimas para la actividad enzimática
de la xilanasa que corresponden a pH 5 y 50oC, y bajo las condiciones utilizadas en el
sistema in situ, pH 6 y 30oC.

En la Figura 3.17 se observa que la producción de XOS desde xilano comercial a pH 6
y 30oC es estadísticamente menor que bajo las condiciones de producción, pH 5 y 50oC.
Esto es esperable, ya que pH 6 y 30oC (condición 1) no son las condiciones ideales para la
endoxilanasa GtXyn10A. La diferencia observada entre las condiciones 1 y 2, con xilano
comercial de abedul, podría deberse a algún posible error en la medición de este medio ya
que se esperaría ver el mismo efecto visto al utilizar xilano de rastrojos de trigo. Este error
podría ser de tipo aleatorio, como por ejemplo utilizar puntas inadecuadas que afecten
la precisión y exactitud de las medidas. En las reacciones sobre xilano de rastrojos de
trigo se observa que la producción de XOS es similar, bajo las dos condiciones probadas
(condiciones 3 y 4). Esto se puede deber a que, a las 24 horas, en ambas condiciones se
alcanza la máxima producción de XOS ya sea porque la concentración de la enzima o del
xilano sea el limitante, o hay algún inhibidor de la producción de XOS.

Para entender mejor el comportamiento de la producción de XOS en este sistema ex
situ, se propone medir la concentración del producto en tiempos menores a 24 horas, con
el fin de observar si se mantiene el mismo comportamiento visto en la Figura 3.17.
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Figura 3.17: Producción de XOS ex situ a partir de dos sustratos y dos
condiciones distintas. 1. Xilano comercial, pH 6, 30oC. 2. Xilano comercial,
pH 5, 50oC. 3. Xilano extraído de rastrojos de trigo, pH 6, 30oC. 4. Xilano
extraído de rastrojos de trigo, pH 5, 50oC. Tiempo de incubación fue de 24
horas. Las barras representan la desviación estándar, teniendo en cuenta
que cada ensayo se realizó en triplicado.

En la Tabla 3.11 se muestran los valores del p-value para las cuatro condiciones com-
paradas en la Figura 3.17, de la que se puede concluir que la producción de XOS es
estadísticamente similar entre los medios 2 y 3, y los medios 3 y 4.

Tabla 3.11: Resultados del análisis t-student para la producción de XOS
en sistema ex situ luego de 24 horas.

Datos
comparados

p-value Significativamente
diferente

1 y 2 0,0001 Sí
2 y 3 0,421 No
2 y 4 0,040 Sí
3 y 4 0,643 No

3.4.2. Análisis comparativo de la producción de XOS en ambos sistemas

En el análisis comparativo de la producción de XOS en el sistema in situ y ex situ
se midió la producción de XOS a las 24 horas en ambos sistemas. Esto se debe a que
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anteriormente se observó que en el sistema in situ la concentración de XOS a las 24 horas
esta llegando a la máxima producción de XOS medida en 96 horas.

En la Figura 3.17 que muestra la producción de XOS en el sistema ex situ y lo obtenido
del sistema in situ, se comparó la producción de XOS utilizando xilano comercial como
sustrato en ambos sistemas. Con aquellos datos, que corresponden al tiempo de máxima
producción de cada uno, se realizó el gráfico presente en la Figura 3.18, donde se observa
que la producción de XOS en el sistema in situ es hasta 4 veces mayor que la obtenida
en el sistema ex situ. Se utilizaron las mismas concentraciones de sustrato (0,5 % xilano
comercial) y de enzima (2,64 U/ml), por lo que se esperaba tener producciones similares
entre ambos sistemas. Esto llevó a considerar que el volumen en que se realizó cada
reacción podría estar afectando el rendimiento en la hidrólisis del xilano. Para estudiar
esta posibilidad, se realizó una nueva comparación entre ambos sistemas en un volumen
igual a 10 ml cada uno, cuyos resultados se presentan en las Figuras E.4 y 3.19.

Figura 3.18: Producción de XOS en sistema in situ y ex situ con xilano
comercial de madera de abedul al 0,5 % y 2,64 U/ml de xilanasa ( 528
U/g de sustrato). El sistema ex situ se realizó a pH 5 y 50oC (condición
óptima según resultados de la Figura 3.17) y el sistema in situ a pH 6 y
30oC. Se considera como producción total de XOS a la suma de xilobiosa
y xilotriosa medida. Las barras representan la desviación estándar, donde
cada ensayo se realizó en triplicado.

En la Figura 3.19 se presenta la producción total de XOS, donde los XOS corresponden
a la suma de xilobiosa y xilotriosa descrita en el Anexo E.3, Figura E.4. Se observa que
la producción de XOS es estadísticamente similar en ambos sistemas, alcanzando cerca
de 0,25 mg/ml y un p-value igual a 0,365 (ns). A partir de esto, se puede concluir que al
utilizar el mismo volumen de reacción en ambos sistemas, la producción de XOS a las 24

52



horas (tiempo de máxima producción de XOS para 0,5 % de xilano) es estadísticamente
similar (p-value > 0,05) en el sistema in situ y ex situ. A partir de las Figuras 3.18 y 3.19
se logra concluir que el volumen del medio donde ocurre la reacción enzimática sí afecta
en la producción de XOS. Este fenómeno puede deberse a que al utilizar recipientes con
distinta forma (un matraz y un eppendorf), la eficiencia de la mezcla puede variar en
cada uno, viéndose el sistema ex situ aparentemente afectado en este caso. Mientras que
el sistema in situ, realizado en un matraz, podría tener una mejor agitación. Por eso,
cuando se trabaja en matraces de igual volumen (10 ml) la producción de XOS es similar.

Figura 3.19: Producción de XOS en sistemas in situ y ex situ luego de
24 horas en igual volumen de reacción enzimática. El sustrato utilizado es
xilano de rastrojos de trigo al 0,5 %. Las barras representan la desviación
estándar, teniendo en cuenta que cada ensayo se realizó en triplicado. En
la Figura 2.3, segunda comparación, se observa un esquema del volumen
usado en este experimento.

3.4.3. Estudio de potenciales factores inhibitorios de la producción de XOS
in situ

Para mejorar la eficiencia del proceso in situ es necesario identificar los factores inhi-
bitorios. El conocimiento de estos factores permitirá identificar las condiciones óptimas
de reacción y desarrollar nuevos métodos que eliminen dichos factores con efectos inhibi-
torios, lo que mejoraría la eficiencia en la producción de XOS.

3.4.3.1. Estudio de inhibición enzimática de xilanasa por producto (XOS)

El estudio de inhibición por producto es un enfoque investigativo que tiene por ob-
jetivo evaluar un potencial efecto inhibitorio de los productos de la reacción sobre la
actividad enzimática de la xilanasa. La inhibición por producto puede tener implicancias
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significativas en la optimización de la producción de XOS y la cinética enzimática.

En este estudio se realizaron reacciones enzimáticas en dos medios, el primer medio
contenía XOS, xilanasa y xilano comercial y el segundo contenía xilanasa y xilano comer-
cial. Con esto se buscaba estudiar si la presencia de XOS desde el inicio de la reacción
tenía efecto en la actividad enzimática de xilanasa y en la producción de XOS. Los XOS
utilizados están compuestos principalmente de xilobiosa y xilotriosa en relación 9:1, res-
pectivamente. Se midió la actividad enzimática durante la reacción, la cual se presenta en
la Figura 3.20. Al medio que contenía inicialmente XOS, se le restó la concentración ini-
cial del producto con el fin de poder comparar la producción neta de azúcares reductores
por actividad enzimática. Se observa que la actividad enzimática es similar para aquellos
con XOS inicialmente y sin XOS.

Figura 3.20: Azúcares reductores en presencia y ausencia de XOS al inicio
de la hidrólisis del xilano. El control es el medio de reacción que solo
contenía XOS agregados inicialmente y sin presencia de enzima. Las barras
representan la desviación estándar, teniendo en cuenta que cada ensayo se
realizó en triplicado.

Se propone realizar un ensayo enzimático competitivo utilizando concentraciones más
altas de producto para obtener la velocidad inicial de cada uno, y así poder realizar un
mejor análisis debido a que según bibliografía la xilobiosa y xilotriosa han provocado
cierta inhibición a la actividad de la xilanasa [45]. Las concentraciones de XOS utilizados
en aquel estudio oscilaban de 0 a 5 mM, y consideraban x2, x3, x4, x5 y x6. En este
trabajo se utilizó XOS en una concentración de 0,1 mM y se consideraron solo x2 y x3.
Este antecedente puede ser útil para futuros estudios y para ello se debe disponer de una
gran cantidad de XOS purificados, por lo que resultará necesario establecer técnicas de
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purificación o disponer de XOS producidos comercialmente como xilobiosa y xilotriosa.

La producción de XOS en presencia de este producto inicialmente se presenta en la
Figura 3.21. Se observa una producción de XOS similar en los medios que contenían
inicialmente XOS y los que no, en donde cada uno de los datos son estadísticamente
similares, según lo visto en la Tabla 3.13. Cabe destacar que a la curva que representa la
producción de XOS “con XOS inicial” en el medio, se le restó a cada punto la concentra-
ción inicial de XOS con el fin de facilitar la comparación con la curva en la que no había
presencia inicial de XOS. Se estimó la velocidad inicial de cada reacción calculando la
pendiente de las tangentes a la curva que representa el perfil de velocidad, observada en
la Figura 3.21. La velocidad inicial de la curva “Con XOS inicial” (v01) es 0,0060 [ mg

ml·min ]
y la velocidad inicial de la curva “Sin XOS inicial” (v02) es 0,0055 [ mg

ml·min ].

Figura 3.21: Efecto de la concentración de XOS, producto de la reacción
de xilanasa sobre xilano. A pH 5, 50oC, 46,7 U/ml de xilanasa, xilano
comercial al 0,5 % y 0,1 mM de XOS. Los datos “Con XOS inicial” corres-
ponden a la producción de XOS con 0,03 [mg/ml] de XOS inicialmente
en el medio.“Sin XOS inicial”, producción de XOS solo con el sustrato y
la enzima, sin XOS al inicio de la reacción. Los XOS (suma de xilobiosa
y xilotriosa) se midieron por HPLC. Las barras representan la desviación
estándar, teniendo en cuenta que cada ensayo se realizó en triplicado.

Para comparar las velocidades iniciales obtenidas se realizó un análisis estadístico. En
la Tabla 3.12 se muestran los valores calculados y tabulados de los estadísticos F y t, donde
se puede concluir que las pendientes tienen varianza homogénea y son estadísticamente
similares, respectivamente, ya que se cumple que los estadísticos tabulados son mayores
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que los calculados. A partir de esto se concluye que la producción de XOS no se ve
mayormente afectada por la presencia de XOS al inicio de la reacción.

Tabla 3.12: Análisis estadístico para la comparación de las pendientes en la
producción de XOS “Con XOS inicial” y “Sin XOS inicial”, considerando
p=0,05 y 4 puntos en cada pendiente.

Ensayo Calculado Tabulado
F 1,06 39,00
t 0,01 2,45

A modo de contextualización, la cantidad de XOS purificado y disponible para realizar
este estudio era limitada, por lo que se estudió la inhibición con bajas concentraciones
(0,1 mM aproximadamente de XOS). Se esperaba poder comparar las velocidades iniciales
con el fin de vislumbrar la inhibición por XOS descrita en literatura [45]. Para un futuro
estudio se propone producir y purificar XOS para el estudio de inhibición con mayores
concentraciones.

Tabla 3.13: Resultados del análisis t-student en el estudio del efecto de la
concentración de producto en la actividad de la enzima.

Datos
comparados

p-value Significativamente
diferente

Con XOS
inicial
y Sin XOS
inicial

10 [min] 0,420 No
30 [min] 0,561 No
50 [min] 0,367 No
70 [min] 0,177 No
90 [min] 0,217 No
110 [min] 0,142 No
140 [min] 0,161 No

3.4.3.2. Análisis del rol de la composición de xilano en la actividad xilanasa de
GtXyn10A

El objetivo principal de esta sección es evaluar la presencia de residuos de arabinosa y
su rol en la actividad enzimática de la xilanasa (GtXyn10A) para la producción de XOS.
Para ello se utilizó el xilano de rastrojos de trigo residual de un experimento de hidrólisis
in situ, donde la xilanasa actuó por 72 horas y la concentración de XOS se mantiene
constante en el tiempo, a pesar de que quedaba xilano sin degradar. Este medio se separó
en cuatro partes, a uno se le agregó 5 [U/ml] de arabinofuranosidasa (ARAF), a otro 5
[U/ml] de xilanasa (XYL), y al tercero se le agregó 5 [U/ml] de arabinofuranosidasa y 5
[U/ml] de xilanasa. Un cuarto tubo sin aditivos se utilizó como control para evaluar la
actividad xilanasa remanente del sistema in situ.

En la Figura 3.22 se muestra la concentración de XOS producidos usando como sustrato

56



el xilano residual de un sistema in situ luego de 72 horas. Al medio se le agregaron las
enzimas xilanasa y arabinofuranosidasa, por lo que se espera ver si el xilano residual del
medio aún es degradable por enzimas. Se observa que el control, al que no se le agregó
enzima, produjo de igual manera XOS. Esto puede deberse a que la enzima producida en
el sistema in situ todavía es capaz de hidrolizar el xilano, lo que permitiría concluir que
el xilano residual aún es degradable. Se notó que en el medio al que se le agregó xilanasa
tuvo un comportamiento similar al control.

En cuanto a los medios a los que se le agregó arabinofuranosidasa, se observa una
mayor producción de XOS en comparación con el control. Esto puede deberse a que
la presencia de esta enzima libera las cadenas laterales de arabinosa, permitiendo que la
xilanasa pueda acceder a zonas del xilano a las que antes no podía por la presencia de este
residuo. Además, a partir de la Tabla 3.14 es posible concluir que la producción de XOS
es estadísticamente similar entre los medios a los que solo se agregó arabinofuranosidasa
y a los que se les agregó arabinofuranosidasa y xilanasa. Estos resultados pueden deberse
a que la xilanasa no pueda degradar más xilano debido a que tienen cadenas laterales que
dificultan la actividad enzimática.

Figura 3.22: Efecto de la adición de arabinofuranosidasa en la actividad xi-
lanasa de GtXyn10A sobre xilano de rastrojos de trigo residual del sistema
in situ. ARAF: Producción de XOS al agregar la enzima arabinofuranosi-
dasa al medio con xilano residual. XYL: Producción de XOS al agregar la
enzima xilanasa al medio con xilano residual. ARAF+XYL: Producción
de XOS al agregar la enzima arabinofuranosidasa y xilanasa al medio con
xilano residual. Control: Medio con xilano residual sin agregar enzimas
frescas. Las barras representan la desviación estándar, teniendo en cuenta
que cada ensayo se realizó en triplicado.
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Tabla 3.14: Resultados del análisis t-student de la producción de XOS en
presencia de ARAF y ARAF+XYL.

Datos
comparados

p-value Significativamente
diferente

ARAF y
ARAF+XYL

10 [min] 0,101 No
30 [min] 0,101 No
80 [min] 0,439 No
110 [min] 0,022 Sí

3.4.4. Análisis sobre la potencial implementación a escala industrial del sis-
tema in situ

La implementación a escala industrial de un método de producción presenta bastantes
desafíos. Desarrollar un sistema in situ para la producción industrial de xilanasa y XOS,
requiere de una amplio estudio para considerar diversos factores. Algunos de ellos, para
tener en cuenta, son el medio de cultivo óptimo, la fuente de sustrato a utilizar, la produc-
ción de enzima y su actividad enzimática, el uso de enzimas auxiliares, el microorganismo
adecuado, entre otras.

En primer lugar, para un sistema in situ, es necesario asegurar el crecimiento y mante-
nimiento adecuado del microorganismo productor, P. pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A
en este caso. La capacidad del microorganismo para desarrollarse en una escala más gran-
de y producir de manera constante es esencial para un buen funcionamiento del sistema
in situ. El control de las condiciones de cultivo, incluyendo la temperatura, el pH y la
disponibilidad de nutrientes, es muy importante para garantizar un ambiente propicio
para la producción óptima de los compuestos deseados. La producción conjunta de dos
productos diferentes en un solo proceso puede aumentar la complejidad de la operación.
Esto podría conllevar a un desafío en comparación con el sistema ex situ ya que depende
de varios factores para el funcionamiento del microorganismo y la enzima.

Llevando a cabo un análisis más exhaustivo basado en los datos recopilados en este
trabajo, se determina la cantidad de gramos de rastrojos de trigo requeridos para la
producción de 1,25 [g] de XOS (dosis recomendada al día) [82]. Para ello se utilizan lo
datos obtenidos en los experimentos in situ por 72h, con medio JCM, 0,5 y 2,5 % xilano
de rastrojos de trigo luego de 72 horas. Se tiene en cuenta que a partir de rastrojo de
trigo se logra recuperar aproximadamente un 11 % de hemicelulosa [83] y que por una
hectárea de trigo sembrado se obtiene alrededor de 7 [t] de rastrojos de trigo [84].

En la Tabla 3.15 se muestra el sistema in situ estudiado con 0,5 % y 2,5 % de xilano
extraído de trigo, donde se muestra el rendimiento del sistema y el rastrojo de trigo seco
necesario para producir 1,25 [g] de XOS. Conocer cuanto rastrojo de trigo se necesita
para producir cierta cantidad de XOS resulta interesante porque proporciona una idea
de la eficiencia del proceso. Esta información puede ser crucial para evaluar la viabilidad
económica y la sostenibilidad del método, especialmente si se considera a gran escala.
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Tabla 3.15: Rastrojo de trigo necesario en sistema in situ estudiado para
la producción de 38,75 [g] de XOS (consumo de 1,25 [g] diario por un mes
de una persona) a partir xilano extraído de trigo.

Concentración
xilano [ %]

Rendimiento
producción

de XOS
[g XOS/100g de xilano]

Rastrojos de
trigo requerido [g]

Área
sembrada [m2]

0,5 8 484 0,7
2,5 2 1937 2,8

Otro factor para considerar son los costos económicos y energéticos asociados a la
producción. La ventaja del sistema in situ es la reducción de costos debido a la eliminación
de etapas complejas como la extracción y purificación de la enzima, disminuyendo el uso
de equipos y procesos de separación costosos. Además, al realizar ambos procesos en el
mismo sistema (producción de xilanasa y XOS) se aprovecha la misma energía para que
ocurran los dos procesos, disminuyendo el costo energético. Sin embargo, se podrían tener
costos extras para monitorear las condiciones del cultivo para un óptimo desarrollo del
microorganismo ya que pueden existir variaciones en el pH que afecten la producción.

En particular, en este estudio a escala de laboratorio se analizarán las principales di-
ferencias de estos sistemas. En primer lugar se tienen la diferencias en costos de materias
primas. Se considerará que el proceso hasta la producción de la enzima es lo mismo pa-
ra ambos sistemas. El paso en el que se comienzan a diferenciar es la concentración de
la enzima producida con P. pastoris KM71/pPIC9KGTxyn10A recombinante mediante
precipitación con sulfato de amonio. Lo que no solo conlleva a un gasto extra en térmi-
nos de reactivos a utilizar, si no que también requiere de 1 día más para su adecuada
concentración y posterior uso. En este sentido, el sistema in situ presenta una ventaja en
términos de costos materiales y tiempo respecto al sistema ex situ.

En cuanto al gasto energético, en este trabajo se utilizó la misma temperatura de in-
cubación (30oC) y agitación (200 rpm) por 24 horas con el fin de comparar los sistemas
teniendo un mismo costo energético durante la producción de XOS. Se obtuvo una pro-
ducción de XOS estadísticamente similar por lo que, a escala de laboratorio, no parece
que haya una ventaja clara de uno sobre el otro en reducción de costos energéticos. Ade-
más, en el sistema ex situ se observó que utilizar una temperatura de 50oC (temperatura
óptima de la xilanasa) no produce más XOS que cuando se incuba a 30oC (Figura 3.17).

Para el escalamiento del proceso aún falta bastante ya que es crucial optimizar el
proceso a pequeña escala en términos de eficiencia, rendimiento y calidad del producto.
También se debe considerar la posibilidad de evaluar alternativas tecnológicas que podrían
mejorar la eficiencia del proceso. Por ejemplo, para el sistema in situ, se puede aplicar
un método fed-batch a diferencia del batch que se utilizó en este trabajo. Sin embargo,
es importante mencionar los hallazgos que han permitido vislumbrar al sistema in situ
como una opción más económica que los procesos actuales.
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Capítulo 4

Conclusiones

En este trabajo se evaluó la producción de xiloligosacaridos en un sistema in situ con
P. pastoris KM71 recombinante con la enzima xilanasa GtXyn10A, donde la producción
de la proteína recombinante (GtXyn10A) tiene una fase de crecimiento de la levadura y
una segunda fase de producción de la PR, por la adición de metanol al medio. El primer
objetivo de este trabajo consiste en determinar el medio de cultivo más adecuado para
reemplazar los medios de cultivo tradicionales. Respecto a la fase de crecimiento, como
se observa en la Figura 3.1, se encontró que el crecimiento de Pichia pastoris es mejor
en los medios de cultivo que estaban compuestos por buffer fosfato de potasio en vez de
citrato de sodio, alcanzando una OD600 igual 2 versus un 0,3 a las 19 horas de crecimiento.
Con respecto a las dos concentraciones (2,4 % y 3,6 %) de extracto de levadura utilizadas
para el reemplazo de los reactivos YNB y peptona, se observó que no existe diferencia
significativa en el crecimiento de P. pastoris entre los medios de crecimiento modificados
(JCG) y el tradicional (BMGY), por lo que es posible utilizar el medio de crecimiento
modificado para reducir costos en el proceso de producción de XOS.

En cuanto a la fase de inducción de la producción de xilanasa en P. pastoris, la pro-
ducción de XOS en el medio JCM fue similar a la del medio tradicional BMMY. También
se concluye que el pH del medio de cultivo afecta fuertemente la acción de la enzima
xilanasa. El efecto inhibitorio descrito en bibliografía por el buffer fosfato de potasio en
la actividad enzimática no se logra apreciar en reacciones que transcurren en varias horas.
A partir de las Figuras 3.5 y 3.6 se concluye que hay cierta ganancia-pérdida entre el pH
adecuado en el medio y la inhibición por el buffer fosfato de potasio visto en otros estu-
dios [62]. En ambos medios, incluir una mayor concentración de sustrato xilano (de 0,5 %
a 1,5 % de xilano comercial de abedul) provoca una disminución del rendimiento de la
producción de XOS, de 10 % a 7 %, respectivamente. En el medio con xilano de rastrojos
de trigo se ve que al utilizar 0,5 % y 2,5 % de sustrato el rendimiento disminuye de 8 % a
2 %, respectivamente. A pesar de lo anterior, se concluye que el medio modificado (JCM)
es capaz de reemplazar el medio tradicional (BMMY) pues se mantiene la producción de
XOS, lo cual permitirá reducir los costos de este proceso.

Para el segundo objetivo, que consistía en extraer y caracterizar el xilano desde rastrojo
de trigo, se obtuvo una composición de xilano de aproximadamente 35 % y 39 % para
NaOH 2 % y 12 %, respectivamente, como se observa en la Figura 3.8. Estos resultados
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son similares a los reportados en literatura [77] por lo que se concluye que el proceso de
extracción se realizó adecuadamente. A pesar de que se obtiene una mayor extracción de
xilano al utilizar una mayor concentración de NaOH, se determina que es mejor realizar
el proceso de extracción con una menor concentración. Esto permite obtener un sustrato
con menos sales que interfieran en la posterior reacción enzimática [66]. Al caracterizar la
biomasa pretratada, se infiere que el xilano presenta principalmente residuos de arabinosa
y glucosa. También se observó celulobiosa en la biomasa pretratada, por lo que se concluye
que hay celulosa. Además, se concluye que el rastrojo de trigo es un buena materia prima
para obtener el sustrato a utilizar para la producción de XOS ya que contiene un alto
contenido de xilano.

Del tercer objetivo, sobre evaluar la producción de XOS y xilanasa en medios diseñados
con xilano de rastrojos de trigo, se obtuvieron las mismas conclusiones que las obtenidas al
utilizar xilano comercial. Al utilizar altas concentraciones de sustrato extraído de rastrojos
de trigo genera un retardo en la producción de XOS, lo cual puede ser por la presencia
de impurezas, como lignina y sales o por una diferencia en el grado de selectividad de la
enzima hacia la parte soluble e insoluble del sustrato. El rendimiento de XOS para el medio
suplementado con 0,5 % y 2,5 % de xilano de rastrojos de trigo fue de aproximadamente
un 8 % y un 3 %, respectivamente.

Acerca del cuarto objetivo sobre comparar la producción de XOS en los sistemas in
situ y ex situ, se tiene que las condiciones en la que se producen XOS en el sistema ex
situ suplementado con xilano de rastrojos de trigo no afectan mayormente en la hidrólisis
del sustrato (Figura 3.17), considerando un tiempo de reacción igual a 24 horas. Luego,
al comparar la producción de XOS en ambos sistemas se observó una mayor producción
en el sistema in situ. Sin embargo, el volumen en el que se realiza la reacción afecta la
producción, teniendo en cuenta que se usan la misma concentración de enzima y sustrato
en ambos sistemas (Figura 3.18). Por eso al utilizar un mismo volumen, se obtuvo la
misma concentración de XOS en el sistema in situ y ex situ, al rededor de 0,25 [mg/ml].

Del estudio sobre potenciales factores inhibitorios de la producción de XOS en el
sistema in situ, en particular de la posibilidad de inhibición por producto, se concluye que
una preparación de XOS consistente en una mezcla de X2 y X3, no inhiben la actividad
xilanasa de GTXyn10A, en la concentración ensayada. En cuanto a la opción de que el
xilano que queda luego de la reacción enzimática (xilano residual) afecte en la actividad
xilanasa para producir XOS, se concluye que la xilanasa puede continuar con la hidrólisis
en presencia de la enzima arabinofuranosidasa, lo que permite concluir que la presencia
de enzimas auxiliares mejoran la producción de XOS.

Finalmente, se concluye que el trabajo realizado logró determinar medios de crecimien-
to e inducción que permiten producir la misma concentración de XOS que los medios de
cultivos tradicionales. Además, estos medios logran disminuir costos de producción, por lo
que esta investigación entrega antecedentes importantes para estandarizar la producción
de XOS a escala industrial. También se observa el potencial uso de un sistema in situ en
reemplazo de los métodos actuales.
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4.1. Proyecciones futuras
Para futuros trabajos se propone modificar el medio de crecimiento de P. pastoris

JCM, en particular, aumentar la concentración del buffer citrato para amortiguar de
mejor manera el pH y estudiar si aumenta la producción de XOS. Además, evaluar si
con este cambio sigue siendo económicamente conveniente en comparación con el medio
BMMY y el JCM utilizado en este trabajo.

Según literatura la xilanasa presenta inhibición por productos tales como xilobiosa
(X2), xilotriosa (X3), xilotetraosa (X4), xilopentaosa (X5) y xilohexaosa (X6) [45]. Es
por esto que se recomienda repetir el estudio utilizando mayores concentraciones de XOS,
de hasta 5 mM, y considerar más de dos concentraciones para obtener más valores de
velocidad inicial (v0). Al tratarse de un estudio que requiere de una alta concentración
de estos productos, se sugiere estudiar y aplicar métodos de purificación. Por otro lado,
resultaría interesante estudiar si la disminución del rendimiento en la producción de XOS
al utilizar xilano extraído de rastrojo de trigo en vez de xilano comercial, visto en la
Figura E.2, se debe a la presencia de inhibidores como el XIP y TAXI presentes en el
trigo.

En cuanto a la producción de XOS, se recomienda estudiar la eficiencia, factibilidad
técnica y viabilidad económica de producir enzimas auxiliares en el sistema in situ para
ayudar en la hidrólisis del xilano efectuada por la xilanasa. Se propone utilizar la ara-
binofuranosidasa ya que esta hidroliza principalmente los residuos L-arabinofuranosa, la
cual es la segunda pentosa más abundante en la hemicelulosa.

A partir de este estudio es posible decir que el sistema in situ podría ser una opción
por sobre un sistema ex situ, sin embargo uno de los mayores desafíos que se observan
del sistema in situ, es que se deben usar bajas concentraciones de sustrato. Esto resulta
en una limitante en caso de querer utilizar mayores concentraciones en busca de mejorar
el proceso. Como se ha visto que en concentraciones mayores el rendimiento baja, podría
afectar el punto de vista económico del proceso. Como se cree que una de las posibilida-
des de esta situación sea que la enzima se satura, se propone evaluar la posibilidad de
aumentar la producción de enzimas utilizando, por ejemplo, un proceso fed-batch.
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Anexos

Anexo A. Medios de cultivo
A continuación, se presentan las composiciones de los medios de cultivo utilizados para

el crecimiento e inducción de Pichia Pastoris recombinante en el trabajo de laboratorio
realizado.

En la Tabla A.1 se muestra la composición del medio YPD-agar, el cual fue utilizado
para realizar el cultivo en placa petri con el fin de obtener colonias aisladas.

Tabla A.1: Composición medio YPD-agar [65].

Componente Cantidad Unidad
Peptona 2 %
Dextrosa 2 %
Extracto de levadura 1 %
Agar 2 %

La Tabla A.2 corresponde a la composición del medio YPD líquido. Este medio de
cultivo se utilizó para preparar el pre-inoculo a partir de una de las colonias crecidas en
el medio YPD-agar.

Tabla A.2: Composición medio YPD [65].

Componente Cantidad Unidad
Peptona 2 %
Dextrosa 2 %
Extracto de levadura 1 %
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En la Tabla A.3 se describe la composición del medio de cultivo BMGY. Este medio
se utilizó para crecer Pichia pastoris y posteriormente realizar una comparación con los
medios diseñados similares al mismo.

Tabla A.3: Composición medio BMGY [65].

Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 1 %
Peptona 2 %
Fosfato de potasio 100 mM
YNB 1,34 %
Biotina 4 ·10−5 %
Glicerol 1 %

En las Tablas A.4, A.5, A.6 y A.7 se muestran las composiciones de los medios diseña-
dos para estudiar nuevas opciones frente al medio tradicional BMGY para el crecimiento
de Pichia pastoris, con el fin de reducir costos de producción de XOS mediante el sistema
in situ. Estos medios se diferencian al tradicional por la ausencia de los compuestos YNB
y peptona. Además, se varió la concentración de extracto de levadura y se estudiaron 2
buffers (Fosfato de potasio y citrato de sodio).

Tabla A.4: Composición medio BMGY modificado con 2,4 % de extracto
de levadura y buffer fosfato de potasio [62].

Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 2,4 %
Fosfato de potasio 100 mM
Biotina 4 · 10−5 %
Glicerol 1 %

Tabla A.5: Composición medio BMGY modificado con 3,6 % de extracto
de levadura y buffer fosfato de potasio [62].

Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 3,6 %
Fosfato de potasio 100 mM
Biotina 4 · 10−5 %
Glicerol 1 %
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Tabla A.6: Composición medio BMGY modificado con 2,4 % de extracto
de levadura y buffer citrato de sodio [62].

Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 2,4 %
Citrato de sodio 200 mM
Biotina 4 · 10−5 %
Glicerol 1 %

Tabla A.7: Composición medio BMGY modificado con 3,6 % de extracto
de levadura y buffer citrato de sodio [62].

Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 3,6 %
Citrato de sodio 200 mM
Biotina 4 · 10−5 %
Glicerol 1 %

En la Tabla A.8 se presenta la composición del medio BMMY, el cual fue utiliza-
do para inducir la producción de la xilanasa recombinante. Este medio es uno de los
tradicionalmente utilizados para inducir Pichia pastoris recombinante.

Tabla A.8: Composición medio BMMY [65].

Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 1 %
Peptona 2 %
Fosfato de potasio 100 mM
YNB 1,34 %
Biotina 4 ·10−5 %
Metanol 0,5 %

De los medios de cultivos utilizados para el crecimiento, se eligió el que contenía 2,4 %
de extracto de levadura y Fosfato de sodio 100 mM, Tabla A.4. En adelante, este medio
fue llamado JCG para mayor claridad, el cual se presenta en la Tabla A.9.

Tabla A.9: Composición medio JCG [62].

Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 2,4 %
Fosfato de potasio 100 mM
Biotina 4 ·10−5 %
Glicerol 1 %
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En cuanto al medio de inducción diseñado, fue llamado JCM. La composición de este
se presenta en la Tabla A.10. La diferencia con el medio BMMY recae en la ausencia de
YNB y peptona, un aumento en la concentración de extracto de levadura y cambio a un
buffer Citrato de sodio 200 mM.

Tabla A.10: Composición medio JCM [62].

Componente Cantidad Unidad
Extracto de levadura 2,4 %
Citrato de sodio 200 mM
Biotina 4 ·10−5 %
Metanol 0,5 %
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Anexo B. Curvas de calibración
A continuación se presentan las curvas de calibaración utilizadas en este trabajo ex-

perimental.

B.1. Curva de calibración de DNS

En la Figura B.1 se muestra la curva de calibración de DNS para medir azúcares
reductores, en particular xilosa. En ella se relaciona la concentración de xilosa con la
OD550 nm medida.

Figura B.1: Curva de Calibración de DNS obtenida para la medición de
azúcares reductores.

B.2. Curva de calibración de XOS

En las Figuras B.2 y B.3 se muestran las curvas de calibración de la xilobiosa y xilo-
triosa, respectivamente.
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Figura B.2: Curva de Calibración de xilobiosa para la medición de XOS
producidos.

Figura B.3: Curva de Calibración de xilotriosa para la medición de XOS
producidos.

B.3. Curva de calibración de azúcares para la caracterización del xilano

Para la caracterización del xilano se realizaron curvas de diferentes azúcares. En las
figuras B.4, B.5, B.6 y B.7, se muestran las curvas de calibración para la xilosa, glucosa,
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arabinosa y celobiosa.

Figura B.4: Curva de Calibración de xilosa para la caracterización del
xilano extraído.

Figura B.5: Curva de Calibración de glucosa para la caracterización del
xilano extraído.
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Figura B.6: Curva de Calibración de arabinosa para la caracterización del
xilano extraído.

Figura B.7: Curva de Calibración de celobiosa para la caracterización del
xilano extraído.
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Anexo C. Estándares

C.1. Estándares de azúcares

En la Tabla C.1 se muestran los tiempos de retención para las azúcares a obtener en
la caracterización al utilizar la columna Aminex Bio-Rad HPX-87H.

Tabla C.1: Tiempos de retención de azúcares para el estudio de la compo-
sición del xilano extraído de biomasa.

Estándar Tiempo de retención [min]
Celobiosa 10,52
Glucosa 12,96
Xilosa 13,9
Arabinosa 15,04

C.2. Estándares de XOS

En la Tabla C.2 se muestran los tiempos de retención de la xilosa y xilooligosacáridos
al utilizar la columna Rezex RSO-oligosacárido Ag+ (4) % (Phenomenex).

Tabla C.2: Tiempos de retención de xilosa y XOS para el estudio de la
producción de XOS en los sistemas in situ y ex situ.

XOS Tiempo de retención [min]
Xilosa 34,32
Xilobiosa 28,813
Xilotriosa 24,769
Xilotetraosa 21,632
Xilopentaosa 19,222
Xilohexaosa 17,37

79



Anexo D. Caracterización xilano extraído de biomasa
En la Tabla D.1 se muestran en mayor detalle la proporción porcentual de glucano y

xilano en la biomasa lignocelulósica pretratada de manera termo-alcalina.

Tabla D.1: Composición de xilano extraído de trigo y lenga utilizando 2 %
y 12 % de NaOH en la extracción.

Compuesto Glucano [ %] Xilano [ %] Otros
compuestos [ %]

Xilano de trigo con NaOH al 2 % 7 35 58
Xilano de lenga con NaOH 2 % 7 24 69
Xilano de trigo con NaOH al 12 % 7 39 54
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Anexo E. Gráficos complementarios producción de XOS
A continuación se presentan algunos gráficos complementarios obtenidos del estudio

de la producción de XOS.

E.1. Producción de XOS en medio con xilano residual

En la Figura E.1 se muestra el gráfico obtenido a partir de la medición de XOS en
un sistema in situ reaccionando por 72 horas. A ese tiempo ya se veía una concentración
constante de XOS, por lo que facilitaba el estudio del xilano residual en el medio. Se
observa que inicialmente había una concentración de XOS igual a 0,2 [mg/ml], aproxi-
madamente. Ae nota un aumento de hasta 0,1 [mg/ml] luego de reacción el medio con
nueva enzima.

Figura E.1: Producción de XOS en medio con xilano residual y 0,2 [mg/ml]
de XOS inicialmente.

E.2. Producción de XOS en medios con 0,5 % de sustrato

En las Figuras E.2 y E.3 se muestran la producción de xilobiosa y xilotriosa, respecti-
vamente, al utilizar como sustrato xilano comercial y xilano de trigo al 0,5 %.
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Figura E.2: Xilobiosa producida en sistema in situ con xilano comercial y
xilano proveniente de trigo.

Figura E.3: Xilotriosa producida en sistema in situ con xilano comercial y
xilano proveniente de trigo.
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E.3. Producción de xilobiosa y xilotriosa en sistema in situ y ex situ a las
24 horas

En la Figura E.4 se muestra la producción de xilobiosa y xilotriosa en los sistemas in
situ y ex situ luego de 24 horas de actividad enzimática. Se observa que en el sistema
in situ la producción de xilobiosa es ligeramente mayor a la producida en el ex situ.
En cambio la xilotriosa es mayor en el ex situ que en el in situ. Si bien la diferencia es
pequeña, esto podría deberse a que en el sistema in situ la enzima degrada parte de la
xilotriosa presente en el medio [85].

Figura E.4: Producción de xilobiosa y xilotriosa en sistemas in situ y ex
situ luego de 24 horas en igual volumen de reacción enzimática. Las barras
representan la desviación estándar, teniendo en cuenta que cada ensayo se
realizó en triplicado. En la Figura 2.3 segunda comparación se observa un
esquema del volumen usado en este experimento.
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